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OZET

DANYILDIZ S. Kandan Izole Edilen Enterokok Suslarinin Antimikrobiyal
Duyarhliklar1 ve Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin Karsilastirilmasi: U¢ Merkezli

Calisma. Baskent Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Uzmanhk Programu,
Ankara, 2025.

Enterokoklar enfektif endokardit ve kateter iligkili kan dolagim1 enfeksiyonlari gibi mortal
enfeksiyonlarda 6nemli patojenlerdir. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde, sinerji kosullarinin
saglanmasi halinde, beta-laktam/glikopeptit ve aminoglikozit kombinasyonu 6nemli bir
tedavi secenegidir. Caligmamizda kan kiiltiirlerinden elde edilen, 3 farkli merkezden toplam
90 enterokok izolati (45 Enterococcus faecalis ve 45 Enterococcus faecium) cesitli
demografik ozellikler, kan kiiltiirii sinyal pozitiflesme siireleri, antibiyotik duyarlilik
profilleri ve bazi antibiyotik direng¢ genleri, biyofilm olusturma kabiliyetleri ve biyofilm
olusumu-antibiyotik direng iliskisi agisindan degerlendirilmistir. Demografik agidan E.
faecalis izolatlar1 kadin hastalara kiyasla erkek hastalardan anlamli sekilde daha fazla izole
edilmistir. Izolatlarm  %27,8’i cerrahi boliimlerdeki hastalardan %72,2°si  dahili
boliimlerdeki hastalardan elde edilmistir. Dahili branslardan onkoloji (%16,7) ve nefroloji
(%13,3) basi ¢ceken branglar iken cerrahi branglardan en sik kardiyovaskiiler cerrahi (%11,1)
ve genel cerrahi (%8,9) branglarindan gelen izolatlara rastlanilmistir. Antibiyotik duyarlilik
profilleri degerlendirildiginde E. faecalis izolatlarinda glikopeptit direncine rastlanmazken
E. faecium izolatlarinin %31,1’inde glikopeptit direnci gozlenmistir. Yiiksek diizey
gentamisin ve streptomisin direng oranlar E. faecalis icin sirasiyla %24.,4 ve %26,7 iken E.
faecium igin sirasiyla %66,7 ve %77,8’dir. Ozellikle yiiksek diizey gentamisin ve
streptomisin direng oranlar1 agisindan merkezler arasinda da 6nemli farkliliklar gézlenmistir.
Bu farkliliklar beta-laktam/glikopeptit-aminoglikozit sinerjisi agisindan tedavi rejimi
secimlerini etkileyebilecek olmasindan 6tiirii onemlidir. Arastirilan direng genleri agisindan
ise belirgin bir homojenite gozlenmistir. Fenotipik glikopeptit direnci gosteren izolatlarin
timiinde vanA geni izlenirken, fenotipik yiiksek diizey gentamisin direnci gosteren
izolatlarin  %92,7’sinde aac(6’)-le-aph(2”’)-la genine ve fenotipik yiiksek diizey
streptomisin direnci gosteren izolatlarin ise %95,6’sinda ant(6°)-1a genine rastlanmistir. Bu

bulgu bakteriyemi etkeni enterokoklarda yiiksek diizey gentamisin direncinden ¢ogunlukla



aac(6’)-le-aph(2’)-1a; yiiksek diizey streptomisin direncinden ise ¢ogunlukla ant(6’)-la
geninin sorumlu oldugunu diisiindiirmiistiir. Biyofilm olusturma oranlar1 agisindan E.
faecalis ve E. faecium izolatlar1 arasinda anlamli farklilik (sirasiyla %100 ve %55,6)
gbzlenmistir. Bu farklilik biyofilm olusumunun giiciinde de gozlenmis ve E. faecalis
izolatlarinin %35,6°s1 giiclii biyofilm olustururken E. faecium izolatlarinda gii¢lii biyofilm
olusumu gdzlenmemistir. Biyofilm olusumunun ¢esitli yollarla antimikrobiyal dirence yol
acabilecegi bilinmektedir. Calismamizda gii¢lii biyofilm olusturan E. faecalis izolatlari
arasindaki YDGD orani1 (%50), orta diizeyde biyofilm olusturan izolatlar arasindaki YDGD
oranindan (%10) istatistiksel olarak anlaml1 sekilde yiiksek bulunmustur. Biyofilm olusturan
ve olusturmayan izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar: arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte, kinupristin-dalfopristin duyarliliklar1 (biyofilm
olusturan ve biyofilm olusturmayan E. faecium izolatlar1 i¢in sirasiyla %52 ve %380)
arasindaki fark istatistiksel anlamlilik sinirma yakin bulunmustur (p=0.051). Istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte siprofloksasin, kinupristin-dalfopristin ve yiiksek diizey
gentamisin direng oranlari orta giicte biyofilm olusturan E. faecium izolatlarinda, zayif veya
hi¢ olusturmayan E. faecium izolatlarina kiyasla daha yiiksek goriilmiistiir. Enterokoklarda
ozellikle E. faecalis’te feromon aracili konjugasyonun 6zel ve dnemli bir gen aktarimi
mekanizmasi oldugu, biyofilm olusumunun ise bu mekanizmanin geligsme ihtimalini artirdig1
diistiniilmektedir. Nitekim literatiirde bu yolla gen aktarimi yapan plazmitlerde tetrasiklin,
vankomisin ve yliksek diizey gentamisin direng genlerinin taginabildigi belirtilmistir. Bizim
calismamizin sonuglar1 bazi izolatlarin bu mekanizma araciligi ile -ve belki de bu plazmitler
aracili- baz1 antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmis olabilecegini dislindiirmektedir.
Eravasiklin; linezolid ve vankomisin direngliler de dahil olmak {izere enterokoklar iizerine
oldukea etkili, yeni gelistirilmis florosiklin tiirevi antimikrobiyaldir. Global bir ¢calismada
enterokoklarda eravasiklin direnci sirasiyla E. faecalis ve E. faecium igin %0,6 ve %2,3
olarak gdzlenmistir. Ulkemiz literatiiriinde bildirilmis eravasiklin direncli enterokok izolat1
bulunmuyor olusu ve bizim ¢aligmamizda 2 adet E. faecium izolatinda bu duruma rastlamis
olmamiz 6nemlidir. Bu durum bu konuda ¢ok merkezli arastirmalarin yapilmasinin ve direng

mekanizmalarinin arastirilmasinin 6nemini gostermektedir.
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ABSTRACT

DANYILDIZ S. Comparison of Antimicrobial Susceptibilities and Biofilm Forming
Abilities of Enterococcus Strains Isolated from Blood: Three Center Study. Baskent
University, Faculty of Medicine, Medical Microbiology Speciality Program, Ankara,
2025.

Enterococci are important pathogens that can cause fatal infections such as infective
endocarditis and catheter-related bloodstream infections. The combination of beta-
lactam/glycopeptide and aminoglycoside is an important treatment option for these
infections if synergistic interaction is predicted. A total of 90 enterococcal isolates (45
Enterococcus faecalis and 45 Enterococcus faecium) from 3 different centers obtained from
blood culture were evaluated in terms of various demographic characteristics of patients,
time to positivity of blood cultures, antibiotic susceptibility profiles, some antibiotic
resistance genes, biofilm-forming abilities and the association between biofilm formation
and antibiotic resistance. In terms of demographics, E. faecalis isolates were obtained
significantly more frequently from males, when compared to females. 27.8% of the isolates
were obtained from patients at surgical wards and 72.2% were obtained from patients at
medical wards. While oncology (16.7%) and nephrology (13.3%) were the most common
depertments at medical wards, cardiovascular surgery (11.1%) and general surgery (8.9%)
were the most common surgical wards. Regarding the antibiotic susceptibility profiles, no
glycopeptide resistance was observed in E. faecalis isolates, while glycopeptide resistance
was observed in 31.1% of E. faecium isolates. High-level gentamicin and streptomycin
resistance rates among E. faecalis isolates were 24.4% and 26.7% respectively. These rates
were 66.7% and 77.8% among E. faecium isolates. Significant differences were also
observed between centers, especially in terms of high-level gentamicin and streptomycin
resistance rates. These differences are important in terms of synergy between beta-
lactam/glycopeptide and aminoglycoside, which may affect treatment regimen choices. In
terms of the investigated resistance genes, a significant homogeneity has been observed. The
vanA gene was observed in all of the isolates showing phenotypic glycopeptide resistance.
The aac(6’)-1e-aph(2’)-1a gene was found in 92.7% of the isolates showing phenotypic high-
level gentamicin resistance and the ant(6°)-la gene was found in 95.6% of the isolates
showing phenotypic high level streptomycin resistance. These findings suggest that mainly
aac(6’)-le-aph(2’)-1a gene is responsible for high-level gentamicin resistance and ant(6’)-

la gene is responsible for high-level streptomycin resistance in enterococci causing



bacteremia. Significant differences were observed between E. faecalis and E. faecium
isolates in terms of biofilm formation rates (100% and 55.6%, respectively). This difference
was also observed regarding the strength of biofilm formation. While 35.6% of E. faecalis
isolates were classified as strong biofilm producers, none of the E. faecium isolates produced
strong biofilms. It is known that biofilm formation can lead to antimicrobial resistance in
various ways. In our study, high-level gentamicin resistance rate among strong biofilm
producing E. faecalis isolates (50%) was statistically higher than that among moderate
biofilm producing E. faecalis isolates (10%). The differences between antibiotic
susceptibilites of biofilm producing and non-biofilm producing E. faecium isolates were not
statistically significant. However, the difference between quinupristin-dalfopristin
susceptibilities approached the threshold of significance (52% and 80% for biofilm
producing and non-biofilm producing E. faecium isolates, respectively) (p=0.051). For E.
faecium, although not statistically significant, ciprofloxacin, quinupristin/dalfopristin, and
high-level gentamycin resistance rates were higher in isolates that formed moderate biofilms
compared to those that formed weak or no biofilms. It is thought that pheromone-mediated
conjugation is a special and important gene transfer mechanism in enterococci, especially in
E. faecalis, and biofilm formation increases the possibility of the development of this
mechanism. In the literature, it has been indicated that plasmids that transfer genes in this
way can carry tetracycline, vancomycin and high-level gentamicin resistance genes. The
results of our study suggest that some Enterococcus isolates may have acquired resistance
through this mechanism—and perhaps through these plasmids—against some antibiotics.
Eravacycline is a newly developed fluorocycline derivative antimicrobial that is highly
effective against enterococci, including those resistant to linezolid and vancomycin. In a
global study, eravacycline resistance in enterococci was observed to be 0.6% and 2.3% for
E.faecalis and E. faecium, respectively. It is important that there are no reported eravacycline
resistant Enterococcus isolates in the literatiire of our country and we encountered two
eravacycline-resistant E. faecium isolates in our study. This situation shows the importance

of conducting multi-center research on this subject and investigating resistance mechanisms.

Keywords: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Antimicrobial Resistance, In-

vitro synergy, Biofilm Formation
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1. GIRIS

Taksonomik agidan Enterococcaceae ailesinin iiyesi olan Enterococcus cinsi bakteriler
yabanci cisim mevcudiyeti veya immiinosiipresyon varliginda 6nemli saglik hizmeti iliskili
enfeksiyon etkenlerinden oldugu gibi ayni zamanda insan ve hayvan mikrobiyotasinin
(6zellikle de gastrointestinal sistem ve genitoiiriner sistem florasi) normal iiyeleri olan
bakterilerdendir. Enterococcus cinsi mikroorganizmalarin kan dolasimi enfeksiyonlari,
enfektif endokardit, idrar yolu enfeksiyonlari, yabanci cisim iligkili enfeksiyonlar ile cilt ve
yumusak doku enfeksiyonlar1 dahil olmak iizere ¢esitli enfeksiyonlara neden olduklar
bilinmektedir. Enterococcus faecalis (E. faecalis) ve Enterococcus faecium (E. faecium)
insanlardan izole edilen en yaygin tiirler olup klinik izolatlarin %90'indan fazlasini

olustururlar (1).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), E. faecium’u antibakteriyel ilaglara direngli ESKAPE
patojenleri (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aureginosa ve
Enterobacter tirleri) arasinda gostermektedir (2). Enterococcus cinsinin kiiresel diizeyde
probleme yol acan ii¢ farkli 6nemi mevcuttur. Bunlar sebep olduklar1 enfeksiyonlarda
goriilen artis, beta-laktam/glikopeptit grubu antibiyotiklerle sinerji agisindan énemli olan
yiikksek diizey aminoglikozit direnci oranlarinda artis ve glikopeptit direng oranlarinda
goriilen ylkselistir. Enterococcus cinsi sefalosporinlere, makrolitlere ve siilfonamitlere
intrensek direng gdsterir; bunun yani sira E. faecalis streptograminlere ve klindamisine de

intrensek direng gosterirken E. faecium bunlara kars1 intrensek direncli degildir (3).

Bakterilerdeki biyofilm yapisi, bir¢ok dezenfektan ve antimikrobiyalin etkinligini ¢esitli
yollarla azaltarak tedavisi gii¢ kronik enfeksiyonlara yol agmaktadir. Enterokoklar biyofilm
olusturma konusunda olaganiistii bir yetenege sahiptir ve bu 6zellik enfektif endokardit,
iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve yabanci cisim iligkili enfeksiyonlar basta olmak iizere ¢esitli

enfeksiyonlarin patogenezinde 6nemlidir (4).

Enterococcus cinsi bakterilerin neden oldugu, mortalite oranlar1 yliksek olan bakteriyel
endokardit ve sepsis gibi klinik tablolarda sinerjistik etkiden Gtiirii sikca tercih edilen beta-
laktam/glikopeptit-aminoglikozit kombinasyonuna karsi gelisen diren¢ endise vericidir.
Tiim bu enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklerin in vivo etkinliginde azalmaya neden olan

biyofilm formasyonu olusumunun aragtirilmasi da ilgi uyandiran bir husustur.

Calismamizida 3 farkli merkezden elde edilen E. faecalis ve E. faecium kan kiiltiiri

izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere fenotipik ve genotipik (glikopeptitler, yiiksek diizey

1



gentamisin ve yiiksek diizey streptomisin direnci) direncinin aragtirilmasi hedeflenmektedir.
Yine fenotipik olarak kantitatif sekilde belirlenen biyofilm olusumunun incelenmesi ile
biyofilm olusumu-antibiyotik direnci iliskisinin  degerlendirilmesi  ¢alismamizin
hedeflerindendir. Calismamizda ayrica izolatlarin ¢esitli epidemiyolojik 6zellikleri ile kan

kiiltiirli pozitiflesme siireleri de incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium

Enterococcus tirleri Lactobacillales takiminin Enterococcaceae ailesine mensup
tanimlanmis 58 adet tiirii olan, insan ve hayvanlarin mikrobiyotasinda -o6zellikle
gastrointestinal sistem (GIS) ve genital sistem florasi- yaygin olarak bulunan gram pozitif,
katalaz negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik kok yapisinda bakterilerdir. Bu
bakteriler homofermantatif olup glukoz fermantasyonu sonucu gaz olusturmamalar1 ile
bircok streptokok tiirline benzemektedir. Enterococcus tiirleri daha once serolojik ve
fenotipik yontemlerle D grubu streptokoklar olarak simiflandirilirken gelisen genotipik

yontemler esliginde taksonomisinde dnemli degisikliklere ugramistir.

Enterococcus faecalis ve E. faecium insanlardan izole edilen en yaygin tiirler olup klinik
izolatlarin %90"1dan fazlasini olustururlar. E. faecalis klinik izolatlardan en sik izole edilen
tiir olup insan enfeksiyonlarinin yaklasik %70’inden sorumlu olmakla birlikte E. faecium
kaynakli enfeksiyonlar bircok iilkede gittikce artan oranlarda gozlenmektedir. Ayrica
E. faecium bircok antibiyotige kars1 daha yiiksek diren¢ oranlari gosteren, tedavisi gii¢
enfeksiyonlara yol agmaktadir (11). Bu iki tiir kadar sik olmasa da enfeksiyon etkeni olarak
gorilebilen diger tiirler ise E. avium, E. caccae, E. casseliflavus, E. dispar, E. gallinarum ve
E. raffinosus gibi tiirler olup bunlar faecium ve faecalis dis1 enterokoklar olarak adlandirilan
ve giiniimiizde Ozellikle bakteriyemi ve sepsis etkeni olarak eskisinden daha sik izole

edilmeye baslanan bakterilerdir (5).
2.1.1. Epidemiyoloji

Enterococcus tirleri ¢evrede toprak, deniz suyu ve yiizey sulari, ¢esitli bitkiler, fermente
gida tirtinleri ile insan gibi omurgali canlilarin normal gastrointestinal sistem ve genitotiriner
sistem flora elemanlar1 olarak sik¢a izole edilen bakterilerdir. Insan gastrointestinal
sisteminde izole edilen en yaygin tiirler E. faecium ve E. faecalis olup, liretim
hayvanlarindan en sik E. faecium ve bitkisel kaynaklardan ise en sik E. casseliflavus izole

edilmektedir (6, 7).

Enterokoklar ABD’de nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli etkenlerindendir. ABD’de
kateter iligkili dolasim sistemi ve kateter iliskili {iriner sistem enfeksiyonlarinda
Staphylococcus aureus’tan sonra ikinci siklikta izlenmektedirler. Saglik hizmeti iligkili bu

enfeksiyonlar ABD’de iki ayr1 dalga halinde gbzlenmistir; ilk dalgada (1970’ler) meydana



gelen enfeksiyonlarin %90-95’inden E. faecalis sorumlu bulunmugken ikinci dalgada ise

(1990’lardan beri) E. faecium enfeksiyonlarinda ciddi artig gozlenmistir (8).

Japonya ve Cin’de yapilan ¢ok merkezli bir calismaya gore Enterococcus tirleri 4. en sik
kan dolasimi enfeksiyonu etkeni bakteriler olarak gozlenmistir (9). Toplum kaynakli kan
dolagimi enfeksiyonlari {izerine odaklanan bir derlemede ise Giiney ve Giineydogu Asya’da
Enterococcus tirleri tiglincii en yaygin gram pozitif bakteri olarak tespit edilmistir (10). Bu
da enterokoklarin sadece saglik hizmeti iliskili kan dolagimi enfeksiyonlarinda degil toplum

kaynakli kan dolagimi enfeksiyonlarinda da 6nemli etkenler olabileceklerini gostermektedir.

Tiirkiye’de bir cerrahi yogun bakim iinitesinde kan dolasimi enfeksiyonuna yol acan izolatlar
tizerinde yapilan bir ¢calismada %10,8’lik oranla Enterococcus tiirleri ikinci en sik izole
edilen etken olarak tespit edilmistir (11). Yine Tiirkiye’de yapilan bagka bir ¢aligmada ise
10 yillik periyotta toplam 31.380 kan kiiltiirii sisesinden izole edilen bakteriler arasinda; ilk
5 yillik periyotla son 5 yillik ikinci periyot karsilastirildiginda izole edilme sikliginda artig

gbzlenen tek grup Enterococcus tiirleri olarak gézlenmistir (12).

Enterococcus tiirlerinin sebep oldugu enfeksiyonlarda risk faktorii olarak goze g¢arpan
etkenler; Uiriner ve damar i¢i kateter kullanimi, eslik eden maligniteler, kontrolsiiz diyabet,
uzamis hospitalizasyon, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi (6zellikle sefalosporinler),
gastrointestinal ve genitoiiriner sisteme yonelik invaziv igslemler ve vankomisine direngli
enterokok (VRE) ile kolonize olmak seklindedir. Gastrointestinal sistemin VRE ile
asemptomatik kolonizasyonu genelde enfeksiyondan Once olur ve siireklilik gosterir; bu
kolonizasyon diger hastalarin kolonize olmas1 veya enfeksiyonu agisindan da kaynak teskil
edebildigi i¢cin enfeksiyon kontol 6nlemleri alinmasi (temas 6nlemleri) gerekliliginden 6tiirti

de onemlidir (13).
2.1.2. Patogenez

Enterococcus tiirleri birgok farkli viriilans faktoriine sahiptirler. Bunlar arasinda sitolizin/
hemolizin {iretimi, siliperoksit dismutaz (SOD) iiretimi, hiyaliironidaz enzimi iretimi,
jelatinaz iiretimi, biyofilm olusumu, enterokok yiizey proteini varlig1 ve agregasyon faktori
gibi virlilans faktorleri ornek olarak verilebilir (14,15). Enterokoklara 06zgii viriilans
faktorlerinin biiyiik cogunlugu plazmitler iizerinde kodlanir ve bu durum dogal cevrede

bulunan izolatlar arasinda horizontal olarak hizla yayilmada énemli rol oynar (14, 15).



Enterococcus tiirlerinde yapilan ¢alismalarda insan, at ve tavsan eritrositlerine etkili hiicre
dist sitolizin/hemolizin iiretiminin hayvan modelleri lizerindeki toksisitesi gosterilmistir. Bu
toksinlerin sadece eritrositler degil 16kositler dahil birgok Okaryotik hiicre iizerinde litik
etkilerinin oldugu anlagilmistir. Sitolizin/hemolizin iiretiminden sorumlu olan cyl genleri
genellikle plazmitler {izerinde tasmirlar (16, 17). Uygulama-degerlendirmedeki
farkliliklardan otiirli oranlar degismekle birlikte E. faecalis’te hemolizin {iretim orani %20-
30 oranlarinda bulunurken bu oran E. faecium’da belirgin olarak daha diisiik gézlenmektedir

(16, 18).

Bakteriyemi olgularindan izole edilen E. faecalis izolatlarinin birgogu ve bazi E. faecium
izolatlarinda yiliksek miktarda hiicre dist SOD iiretimi gozlenmistir. Siiperoksit dismutaz
enzimi siiperoksit anyon radikalini daha az reaktif olan hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniistiirtir; bu enzim karigik flora kaynakli apseler ve anaerobik enfeksiyonlardaki

sik birliktelik agisindan da bakteriye avantaj saglar (18, 19).

Jelatinaz (GelE) ve serin proteaz (SprE) enterokok tiirlerinin viriilansinda 6nemli olan
proteazlardandir (20). Yapilan ¢alismalarda jelatinazin kollajen, fibrinojen gibi konagin bag
doku proteinlerini parcalayan bir c¢inko-metalloproteaz olmasinin yaninda biyofilm
olusumuna katki sagladigi da gosterilmistir. Jelatinazin kromozomal GelE geni tarafindan
kodlandig1 ve ¢esitli hayvan modellerinde tipki sitolizin/hemolizinler gibi patogenezde
kolaylastirict bir etki yarattigi gosterilmistir. Yapilan calismalarda jelatinaz aktivitesi

E. faecalis 1zolatlarinda E. faecium izolatlarina oranla daha sik tespit edilmistir (20, 21).

Plazmit aracili bir gen olan Hylgs geninin kodladig1 hiyaluronidaz enzimi hiyaliironik asit
gibi bag dokusunun ¢esitli ekstraseliiller matriks elemanlarini pargalayarak Enterococcus
tiirii bakterilerin doku i¢indeki yayilimimdan sorumlu bir viriilans faktoriidiir (22). Birgcok
calismada Hylgm geni sitolizin/hemolizin ve jelatinaz aktivitesinin aksine E. faecium

izolatlarinda E. faecalis izolatlarina gore daha sik tespit edilmistir (22, 23).

Kiimelenme maddesi proteinleri (Agg) mikroorganizmalarin ¢ok daha sik oranda plazmit
aktarimima girebilmesi i¢in kiimelenmelerini saglayan proteinlerdir. Cinsiyet feromonu
olarak da adlandirilan bu maddeler konjugasyonda potansiyel alici hiicre tarafindan salinan
kiiciik peptitler olup verici hiicrelerde bir toplanma yaniti olusturmalari agisindan essizdirler.
Kiimelenme maddesi proteinlerinin ¢esitli hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda enterokok
adezyonunu kolaylastirdig1 ve hayvan endokardit modellerinde vejetasyonun biiylimesine

bakteri kiimelesmesini arttirma araciligiyla destek oldugu gosterilmistir (16, 24). pAD1 gibi



baz1 plazmitler hem kiimelenme maddesi proteinlerini hem de bazi antibiyotik direng
genlerini ayn1 anda tagimalar1 agisindan kayda deger 6nem arz ederler. Yine feromon aracili
konjugasyonla gen transferi yapan bazi plazmitlerin sitolizin/hemolizin gibi viriilans

faktorlerini kodlayan genleri de tasiyabildikleri belirtilmektedir (24, 25).

E. faecalis ve E. faecium; ekstraseliiler yilizey proteini (Esp) olarak adlandirilan ve hiicre
ylizeyinden, yiizey altina ¢ekilerek mikroorganizmanin antikor yanitina karsi korunmasinda
onemli rol oynayan oOzellikli bir ylizey proteini kodlarlar (26). Bir¢cok calismada Esp
proteininin biyofilm olusumunun baglangi¢ asamasinda 6nemli rol oynadigi da gosterilmistir
(27, 28). Enterokoklarin hiicre ylizeyinde bulunan ve bir¢cok diger bakteride oldugu gibi
adezyon ve biyofilm olusumunda gorev alma gibi rolleri olan piluslarin da enterokoklarin
viriilansinda 6nemli rol aldig1 gézlenmistir (29). Gram pozitif bakterilerin ortak yapilari olan
lipoteikoik asit (LTA) ile kapsiil formasyonu ile iliskili baz1 polisakkarit yapilarin diger
birgok bakteride oldugu gibi kompleman aracili opsonizasyona ve fagositoza karsi
enterokoklarin  korunmasinda rol oynadigi yapilan calismalarla belirlenmistir (30).

Enterokoklarin viriilans faktorleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Enterokoklarin viriilans faktorleri

Viriilans Faktorleri

Viriilanstaki Rolleri

Sitolizin/Hemolizin tiretimi

Eritrosit, 16kosit gibi ¢esitli hiicreler {izerine
sitotoksik etki

Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi {iretimi

Siiperoksit radikallerinin toksik etkilerine
kars1 direng

Hiyaliironidaz enzimi iiretimi

Bag doku iizerine etki ile invazyonun
kolaylagmasi, adezyonu kolaylagtirma

Jelatinaz enzimi tretimi

Bag doku yikimi, biyofilm olusumuna katk1

Agregasyon faktorii tiretimi

Endokardit vejetasyonu olusumuna katki,
plazmit aktarimi i¢in bakteri
kiimelenmesinde artis

Ekstraseliiler ylizey proteini (Esp) ve Lipoteikoik
asit (LTA)

Adezyon ve biyofilm olusumuna katk1

Quorum Sensing sistemi

Cevre adaptasyonu, biyofilm olusumunun
diizenlenmesi

Genis 1s1 araliginda iireyebilme ve kuruluk direnci

Olumsuz ¢evre sartlarina adaptasyon

Feromon iliskili gen aktarimi

Artmus plazmit aracili konjugasyon oranm

Antibiyotik direng genleri

Antibiyotik direnci




2.1.3. Klinik Hastalhiklar

Enterokoklarin neden oldugu en sik enfeksiyon tiirii iiriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) olup
bu bakterilerin etken oldugu friner sistem enfeksiyonlarinin ¢ogu iriner sistem
kateterizasyonu ile iliskili nozokomiyal enfeksiyonlardir (31). Oyle ki yapilan genis ¢apl
bir ¢alismada nozokomiyal USE’ler arasinda tiim etkenler iginde en sik rastlanan iigiincii
etken olarak tespit edilmislerdir (32). Buna karsin iiriner sistemde yapisal anomalisi
olmayan gen¢ ve saglikli kadinlarda enterokoklara bagli iiriner sistem enfeksiyonlari
olduk¢a nadir olup bu gruptaki hastalarin enfeksiyon etkenlerinin %5’inden azinda
enterokoklar rol almaktadir. Kateterle iliskili enterokokal USE’li pek ¢ok hasta baslangigta
sadece kolonize olup enfekte degildir, kateterin zamaninda ¢ikarilmasiyla enfeksiyon
cogunlukla oOnlenir. IDSA’ nin kanita dayali rehberlerinde belirtildigi iizere idrarda
enterokoklarin varligr genelde asemptomatiktir ve iist iiriner sistem enfeksiyonu gelisme
riski daha yiiksek olan; gebe hastalar, iirolojik girisim yapilacak hastalar ve diyabet vb.
komorbiditesi olan hastalar hari¢ asemptomatik bakteriiirinin tedavisi Onerilmemektedir

(33).

Enfektif endokardit (EE), kalp kapaklar1 (dogal veya protez), mural endokard ve kalp i¢i
cihazlarla iligkili (kalici kalp pili ve/veya defibrilatorler) enfeksiyon olarak tanimlanan,
onemli morbidite ve mortalite kaynagi olan bir klinik tablodur. Enterokoklar yapilan bir¢ok
calismada streptokok (06zellikle viridans grup) ve stafilokoklarin ardindan en sik {i¢ilincii
endokardit etkeni iken enterokoklar arasinda ise en sik E. faecalis etken olarak gozlenmistir
(34, 35). Enterokoklara baglh EE prostetik kapakli ve ileri yasli hastalarda daha sik goriiliir
ve ¢ogunlukla nozokomiyal olarak kazanilmislardir (35, 36). Bu hastalarda endokardit
siklikla GIS (8rn. fiberoptik sigmoidoskopi, kolonoskopi vb) ve genitoiiriner sistemi (GUS)

(6rn. sistoskopi, prostatektomi vb) invaze eden islemler sonras1t meydana gelir.

Cogu enterokok bakteriyemisi ise endokarditle iligkisiz bakteriyemilerdir. Enterokok
bakteriyemisi i¢in birgok kaynak mevcuttur; bunlar arasinda {iriner sitem,
intraabdominal/pelvik enfeksiyonlar, kolanjit, yara yeri enfeksiyonlar1 ve damar ici
kateterler en sik olanlardir. Ozellikle intraabdominal/pelvik enfeksiyonlar ve kolanjit sonrasi
gelisen bakteriyemiler basta olmak {izere polimikrobiyal bakteriyemiler enterokok

bakteriyemilerinde siklikla gozlenir (37).

Enfeksiyon bolgesi geregi intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlarda enterokoklar genellikle

diger lokal flora elemani olan aerop ve anaerop mikroorganizmalarla birlikte bulunurlar.



Spontan veya periton diyalizi iligkili peritonit vakalarinda genellikle polimikrobiyal
enfeksiyonlara yol agsalar da daha az siklikta monomikrobiyal enfeksiyonlar1 da
gbzlenmistir (38). Ayrica salpenjit, pelvik inflamatuar hastalik (PIH) gibi genitoiiriner
enfeksiyonlarda da yine diger enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarla birlikte bulunabilirler
(38, 39). Cerrahi yara yeri enfeksiyonlar1 ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda anaeroplar, S.
aureus ve g¢esitli gram negatif basiller gibi bircok bakteriyle birlikte etken olarak
gozlenebilirler. Menenjit ve yenidogan sepsisi ise daha nadir olmakla birlikte neden oldugu

diger enfeksiyonlar arasindadir (38, 40).
2.1.4. Laboratuvar Tanisi

Enterokoklarin tanimlanmasinda kullanilan ¢ok cesitli fenotipik ve genotipik testler
mevcuttur. Mikrobiyolojik olarak enterokoklarin laboratuvardaki tespiti her zaman igin
hastalik etkeni oldugu anlammna gelmez. Ornegin; enterokoklarin bronkoalveolar lavaj ve
korumal1 fir¢a biyopsisi gibi alt solunum yolu 6rneklerinden -saf kiiltiir ve yogun {iremesi
haricinde- tespiti kolonizasyon veya kontaminasyona isaret eder (41). Yine {iriner sistem
orneklerinde Enterococcus tiirleri olagan iiriner sistem patojenleri olmalarina ragmen; kesin
tanimlama yapmak ve antibiyotik duyarlilik sonucu vermek i¢in invaziv yolla alinmayan
orneklerde mililitrede en az >10%, invaziv yolla alinan &rneklerde ise mililitrede en az >10°
koloni olusturan birim (KOB) kadar bakteri tespit etmek gerekmektedir (42, 43). Kan
kiltiirii, yara 6rnegi gibi diger birgok ornekten enterokoklarin tespiti ise klinik bulgular ve
diger laboratuvar bulgularn esliginde degerlendirilmek kaydiyla ¢ogunlukla enfeksiyona

isaret eder.

Fenotipik tanimlamada ilk basamak her zaman enterokok oldugundan siiphelenilen
kolonilerden gram boyama yapilmasiyla baglar. Koyun kanli agarda kolonileri bir gecelik
inkiibasyon sonrast 1-2 mm boyutlarinda, diizgiin kenarli, gri, hemolizsiz ya da alfa
hemolitik veya nadiren beta hemolitik olan kolonilerdir. Gram boyamada enterokoklar ¢iftler
veya kisa zincirler seklinde, daha az siklikla da kiimeler halinde bulunan gram pozitif
koklardir. Enterokoklar tipk: streptokoklar gibi homofermentatif bakterilerdir; yani glukoz
fermentasyonunun tek {riinii laktik asit olup gaz olusumu gozlenmez. Gram boyamanin
ardindan yapilan katalaz testi sonucunun negatifligi ile bakterinin Streptococcus ve onunla

iliskili cinslerden biri oldugunun 6n tanimlamasi yapilmis olur.

Bu 6n tanimlamadan sonra olasi tanimlamada ve birgok streptokok tiiriinden ayrimi igin

fenotipik testler bulunmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin kullanilan testlerden biri



pirolidonil arilamidaz enzimini tespit eden pirolidonil arilamidaz (PYR) testidir. Bes dk gibi
oldukga kisa siirede sonu¢ veren bu testin ticari olarak gelistirilmis ve oldukca kolay
uygulanan bir¢ok versiyonu mevcut olup Grup A-B-hemolitik streptokoklarda
(Streptococcus pyogenes) ve enterokoklarda pozitif sonu¢ vermeleri yliksek diizeyde
duyarlilik ve 6zgiilliik gosterir (44). Enterokoklar birgok streptokok tiiriinden, 10-45°C gibi
genis bir sicaklik araliginda (Enterococcus dispar gibi birkag istisna hari¢) ve pH 9.6 gibi

bazik bir pH’da da iireyebilmeleri ile de ayrilirlar.

Safra-eskiilin testi D grubu streptokoklar ve enterokoklar1 diger katalaz negatif, gram pozitif
koklardan ayirmada onemli bir testtir. Bu iki grup bakteri %40 gibi yiiksek bir safra
konsantrasyonunda iireyebilir ve bu konsantrasyonda eskiilini hidrolize edebilir. Test sonucu
giivenilir olup yiiksek bir duyarlilik ve 6zgiilliikk gostermektedir (45). Enterokoklar; D grubu
streptokoklardan ise tuz tolerans testi araciligiyla ayrilabilirler. Enterococcus tiirleri tuza
toleran oldugu icin %6,5’lik tuz konsantrasyonunda iireyebilirken D grubu streptokoklar bu

tuz konsantrasyonunda {ireme gostermez.

Enterokoklar daha 6nce D grubu streptokoklar icinde siiflandirmis olan bakterilerdir.
Lancefield siniflandirmasinda kullanilan diger hiicre duvari antijenleri olan A, B, C, F veya
G antijenlerinin aksine D grubu antijeni bir hiicre duvari polisakkariti degil, bir hiicre duvari
LTA’s1 olup enterokok tiirlerinin biiylik kismi1 (%90’ 1indan fazlas1) hiicre duvarinda bu
antijene sahiptir ve lateks agliitinasyon gibi serolojik testlerde bu antijene karsi seropozitiflik
gosterebilirler (46). Bunlar disinda kullanilan diger bazi fenotipik testler, karbonhidrat
fermantasyon testleri (6rnegin E. faecium arabinoz pozitifken; E. faecalis arabinoz negatif),
pigmentasyon olusumunun tespiti (E. casseliflavus’un sar1 pigment yapmasi) ve hareket
tespiti (sadece E. casseliflavus ve E. gallinarum hareketli) gibidir. Ticari olarak yukarida
sayillan bircok fenotipik testi kendi biinyesinde gergeklestirerek yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliikle bakteri tanimlamas1 yapan otomatize sistemler (6rn. Phoenix, Vitek 2 compact

vb.) mevcuttur.

““Matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry’” (MALDI-
TOF MS) mikroorganizmalara ait biyolojik molekiillerin [6zellikle ribozomal riboniikleik
asit (RNA) molekiilleri] tespiti ile elde edilen sonuglarin sistemde mevcut olan veri
tabanindaki referans mikroorganizmalarla uyumlarima gore cins veya tiir bazinda
mikroorganizma tanimlamasi yapabilen olukca hizli ve etkin bir yontemdir. Isveg’te yapilan

bir calismada hem Microflex LT kiitle spektrometri cihazi (Bruker Daltonik, Almanya) hem



de Vitek MS’ in (BioMérieux, Fransa) kullanildig1 bir ¢alismada arastirmacilar Vitek 2
compact sonuclar1 ile karsilastirdiklarinda her iki kiitle spektrometre cihazinin 132
enterokokun tamamini dogru tanimlarken, Vitek 2 cihazinin ise 121 (%91,6) izolat1 dogru
tanimladigim1 gérmiislerdir (47). Gelistirilen 16s TRNA ve tim genom dizileme (TGD)
teknolojisi gibi genotipik yontemler MALDI-TOF MS dahil olmak iizere diger tiim fenotipik
tan1 yontemlerine oranla daha basarili sekilde tan1 koymayr ve yeni tiirler tanimlamayi
miimkiin kilmaktadir. Siiperoksit dismutaz enzimini kodlayan sodA ve uzama faktori
“Tu’’yu kodlayan ruf gibi genler ile 16s rRNA dizilemesi enterokoklar1 diger cinslerden
ayirmada; ddl (D-alanine:D-alanine ligase) geni ise E. faecalis ile E. faecium ayriminda

oldukga faydalidir (48, 49).
2.2. Enterokok Kaynakh Enfeksiyonlarda Tedavi ve Antibiyotiklere Direnc

Enterokoklar 6zellikle saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenlerindendir.
Bu durumdan enterokoklarin; 1s1, pH, kuruluk gibi olumsuz ¢evre sartlarina adaptasyon
yetenekleri, biyofilm olusturma ve antimikrobiyallere kazanilmis direng gelistirme
ozellikleri gibi cesitli faktorler sorumlu tutulmaktadir (50, 51). Yiiksek diizey aminoglikozit
direnci ve glikopeptit direnci, mevcut tezin baglica arastirma konulart olduklart i¢in farkl

basliklar altinda incelenmistir.

DSO tarafindan antibakteriyel direng profili ve bir¢ok enfeksiyondaki artan insidansindan
otiri ESKAPE patojenleri (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii,
P. aureginosa ve Enterobacter tiirleri) arasinda gosterilen E. faecium, enterokok tiirleri
arasinda en direngli tiir olarak dikkat ¢ekmektedir. Glikopeptit direncli E. faecium, DSO
tarafindan oncelik grubu 2 (yliksek Oncelikli) mikroorganizmalar arasinda gosterilen bir

mikroorganizmadir (2, 52).

Meydana gelen enfeksiyonun c¢esidi ve anatomik bolgesi, enfeksiyona etken olan
enterokokun tiirti, eslik eden komorbiditelerin varligr ve mikroorganizmanin direng profili
gibi cesitli faktorlere bagli olarak tedavide tercih edilen antibiyotikler degisiklik
gostermektedir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda, 6zellikle iirosepsis mevcut olmadigi ve
etkenin E. faecalis oldugu durumda ampisilinin tek ila¢ olarak kullanimi ¢ogunlukla
tedavide yeterli olabilmektedir (53). Ampisilinin idrarda oldukga yiiksek konsantrasyonlara
ulagabilmesinden otiirii bazi iiriner sistem enfeksiyonlarinda in vitro direng tespit edilmis
olsa bile in vivo olarak yeterli etkinlik gosterebildigi gézlenmistir (53, 54). Amerika’da

yapilan 28 caligmanin degerlendirildigi bir derlemede idrardan izole edilen E. faecium
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izolatlarinin %4,4°1, E. faecalis izolatlarmin ise %98,5’1 ampisiline duyarli olarak tespit
edilmistir (55). Yine ayni derlemede en yiiksek in-vitro duyarlilik yiizdelerine sahip iki
antibiyotik sirasiyla linezolid (9%99,5) ve nitrofurantoin (%96,1) olarak gozlenmistir (55).
Komplike olmayan USE’lerde tercih edilebilen diger antibiyotikler nitrofurantoin,
fosfomisin ve siprofloksasin gibi kinolonlar iken komplike USE’lerde ise glikopeptitler,
karbapenemler gibi ajanlar ile ampisilin/vankomisin-aminoglikozit kombinasyonu gibi

tedavi alternatifleri mevcuttur (56).

Endokardit gibi oldukga ciddi seyredebilen enfeksiyonlarda ise monoterapi onerilmemekte
ve tedavide bakterisidal etki gdsteren ilaclarin kullanimi gerekmektedir. Tedavide en sik
kullanilan rejim, hiicre duvarina karsi etkili olan bir ajan (6zellikle ampisilin veya
vankomisin) ile protein sentez inhibitorii olan aminoglikozitlerin (en sik gentamisin)
kombinasyonu seklinde olmaktadir (57, 58). Yiiksek diizey aminoglikozit direnci, ampisilin
direnci veya glikopeptit direnci gozlendiginde ¢esitli alternatif tedavi rejimleri mevcuttur.
Bunlar arasinda seftriakson ve ampisilin gibi iki beta-laktam ajanin kombinasyonu veya
daptomisin, linezolid, karbapenemler, dalbavansin/telavansin, rifampisin ve fosfomisin gibi

ajanlarin ¢esitli kombinasyonlari ile gelistirilen rejimler 6rnek olarak gosterilebilir (59).

Enfektif endokardit menseli veya degil kan dolasimi enfeksiyonlarinda vankomisin direnci
(6zellikle E. faecium’da) olduk¢a onemli bir problemdir. 1980’li yillarda enterokoklarda
vankomisin direncinin tanimlanmasindan sonra Amerika’da E. faecium izolatlarinda 2000’11
yillarin basinda %60 ve 2010°lu yillarda ise -son birkag¢ yildaki azalmalarla %80’lerden
%65’lere- %65 gibi yiiksek direng oranlar1 dikkat cekmektedir (60). Bu yiizdeler tiir bazinda
E. faecalis izolatlarinda ve cografik bolge agisindan birgok Avrupa iilkesinde ¢ok daha
disiiktiir. CAESAR 2019 Tiirkiye verilerine gore kan ve beyin omurilik sivisindan elde
edilen E. faecalis 1zolatlarinin %5'1 ampisiline direngli iken, E. faecium izolatlarinin %89'u
ampisiline direnclidir. Yine bu verilere gore E. faecalis izolatlarinin %]1'1 vankomisine
direncli olarak gozlenmisken, E. faecium izolatlarinin %13'i vankomisine direngli olarak
bulunmustur. Test edilen E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin higbirisinde ise linezolid
direnci gbzlenmemistir. Glikopeptit direnci gozlendigi durumda bazen tek basma fakat
cogunlukla kombinasyon tedavisinde kullanilabilen ilaglar arasinda beta-laktam grubu
antibiyotikler-aminoglikozit kombinasyonu, daptomisin, oksazolidinonlar, karbapenemler,
streptograminler (kinupristin/dalfopristin), dalbavansin/telavansin, eravasiklin, omadasiklin
ve fosfomisin yer almaktadir. Bunlarin bir kismi endikasyon dist olarak kombinasyon

rejimlerinde yer almaktadirlar (61).
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2001 yilinda birgok Avrupa lilkesi ve Amerika’dan dahil edilen izolatlarla yapilan bir
calismada enterokoklar deri ve yumusak doku enfeksiyonu etkeni olan patojenler arasinda
ABD (%24.,9) ve Ispanya’da (%18,1) birinci sirada yer alirken calismaya katilan diger
ilkelerde ise (Fransa harig) S. aureus’un ardindan en sik izole edilen mikroorganizma olarak
gozlenmistir. Bu ¢alismanin verilerine gore Avrupa iilkelerinde enterokoklarin duyarlilik
oraninin en yiiksek oldugu antibiyotikler sirasiyla teikoplanin, vankomisin ve ampisilin
seklinde iken, ABD’de ise bu siralama vankomisin, ampisilin ve levofloksasin seklindedir.
Bu calismadaki hastalarin yogun bakim hastalar1 olmalar1 ve tespit edilen bu yiiksek
enterokok prevalansinda yogun bakimlardaki enterokok kolonizasyonunun yiiksek
olmasinin 6nemli rol oynadigr da vurgulanmistir (62). Tedavide ampisilin, vankomisin,
teikoplanin karbapenemler, oksazolidinonlar, daptomisin, streptograminler
(kinupristin/dalfopristin),  dalbavansin/telavansin, tigesiklin ve eravasiklin  gibi
antimikrobiyal ajanlar tercih edilebilmektedir (63). Intraabdominal ve pelvik
enfeksiyonlarda anaerop bakteriler ve gram negatif veya gram pozitif bir¢ok bakteriyle
birlikte enfeksiyon yapma egilimindeki enterokoklarda tedavide ampisilin-sulbaktam,
piperasilin-tazobaktam, karbapenemler, vankomisin, teikoplanin, tigesiklin, eravasiklin ve

linezolid kullanilabilir (64).
2.2.1. Antibiyotik Direncinden Sorumlu Mekanizmalar

Enterokoklar intrensek veya kazanilmis yolla bircok antimikrobiyal ajana direng
gelistirebilmektedirler. Gelisen genotipik ve fenotipik yoOntemler esliginde direng
mekanizmalarim1 anlamak daha kolay hale gelmistir. 1980°li yillara kadar Grup D
streptokoklar arasinda oldugu varsayilan enterokoklarin farkli bir cins olarak ayrilmasinda
molekiiler c¢aligmalarla beraber diger streptokok tiirlerine oranla bir¢ok beta-laktam
(6zellikle sefalosporinler) ve diger gruptan antimikrobiyal ajana direnc¢li olusu 6nemli rol

almstir.

Penisilin baglayict proteinler (PBP) hiicre duvarinin esansiyel yapilarindan biri olan
peptidoglikan tabakanin olusturulmasi ve yeniden yapiminda rol alan proteinlerdir. Beta-
laktam yapidaki antibiyotikler bu proteinleri hedef alarak hiicre duvar sentezi iizerinde
inhibitor etki gosteren bakterisidal antibiyotiklerdir. E. faecalis’ten sentezlenen PBP-4 ve
E. faecium’dan sentezlenen PBP-5 diisiik afiniteli PBP’ler olarak adlandirilir ve beta-laktam
ajanlara kars1 mevcut direngten ana sorumlu mekanizma bu diisiik afiniteli PBP’lerin

varligidir (65). Bu PBP’lerin sadece asir1 iiretimi degil, psr (E. faecium’da) ve psr benzeri
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(E. faecalis’te) PBP represor genlerindeki mutasyonlar, PBP’leri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar ve nadiren beta-laktamaz {retimi de penisilin direncinde rol alan
mekanizmalardir. Mutant olmayan, sadece artmig diislik afiniteli PBP iiretimi intrensek bir
direng mekanizmasi1 olup diisiikk diizey penisilin ve orta-yiiksek diizey sefalosporin
direncinden sorumlu iken sporadik gelisen ve mutant PBP’lerin olustugu ve asir1 iiretildigi
durumlar ise yiiksek diizey penisilin direnci ve karbapenem direncinden sorumludur (66,

67).

Kinupristin ve dalfopristin sirasiyla streptogramin B ve streptogramin A olarak da
isimlendirilen, streptogramin sinifina ait, birlikte kullanim1 halinde giicli sinerjistik etki
gdsteren, intravendz (IV) kullanimi olan antibiyotiklerdir. Bakteriyel ribozomun 50S alt
birimine baglanarak protein sentezinin hem erken basamaklarindaki reaksiyonlari
(dalfopristin) hem de ge¢ basamaklarda ki peptit zincirin uzamasi igin gerekli olan
reaksiyonlart (kinupristin) inhibe ederek etki gosterirler. E. faecalis izolatlar1 intrensek
diren¢ gosteriyor olmakla birlikte E. faecium’un sebep oldugu enfeksiyonlarda
kinupristin/dalfopristin kombinasyonu basariyla kullanilabilmektedir (68). Bu ilaglara
gelisen direncte en sik goriilen mekanizma makrolit-linkozamit-streptograming tipi (MLSg)
direng¢ olarak adlandirilan ve 50S rRNA’nin 23S alt biriminin metilasyonu sonucu gelisen
direng olup bu mekanizma ile makrolit ve linkozamit grubu antibiyotiklere de ¢apraz direng

gbzlenir (69).

Linezolid oksazolinidon grubu bir antibiyotik olup, 50S alt biriminin 23S rRNA'sina
baglanarak fonksiyonel bir 70S baslatma kompleksinin olusumunu engeller ve bu yolla etki
gosterir. Direng enterokoklarda nadir olup en sik gozlenen mekanizma 23S rRNA’y1
kodlayan genlerdeki G2576T gibi aminoasit degisikliginin gozlendigi mutasyonlardir.
Plazmit aracili kazanilan ve i¢inde linkozamidler, streptogramin A ve linezolid de bulunan
5 farkli ila¢ grubuna kars1 direng gelisiminden sorumlu olan ve farkli birgok bakteri tiirtinde

de karsilasilabilen cfr geni de direngte rol alabilmektedir (70).

Daptomisin bakteriyel hiicre membraninin hizli depolarizasyonu ve bunun sonucunda
potasyum gibi elektrolitlerin hiicre i¢ginden disina s1zis1 araciligiyla bakteriyel hiicre 6liimiine
yol acan lipopeptit yapida bir antibiyotiktir. Enterokoklarda daptomisin direnci sik
olmamakla birlikte gelisen diren¢ cogunlukla ilacin hiicre membranina baglanmasini azaltan
yapisal degisikliklere sebep olan sporadik mutasyonlarin varliginda gozlenir. Bu

mutasyonlar en sik cls, gdpD ve liaF'SR genlerinde meydana gelir (71).
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Tigesiklin; minosiklinin bir tiirevi olup glisilsiklin antibiyotik grubunun ilk tiyesidir. Gram
pozitif, gram negatif, anaeroplar gibi genis yelpazedeki bir¢ok bakteriye karsi
bakteriyostatik etki gdsteren ve etki mekanizmasi tetrasiklin grubu gibi 30S bakteriyel
ribozomal alt birime baglanarak aminoasit sentezini inhibe etmek olan bir antibiyotiktir.
Yapilan bir siirveyans ¢aligmasinda 2004-2013 yillar1 arasinda toplanan 20.782 izolatin
(14.615 E. faecalis ve 6.167 E. faecium) %99.7’si tigesikline duyarli olarak gozlenmistir
(72). Bagka direng¢ yollarmin da direngte onemi olabilecegi diisiiniilmekle birlikte 30S
ribozomal alt birimin S10 ribozomal proteinini kodlayan rpsJ genindeki cesitli
mutasyonlarin direngteki rolii gosterilmistir (73). Eravasiklin ise yeni gelistirilmis bir
tetrasiklin tlirevi olup florosiklin antibiyotik grubunun bir {iyesidir ve VRE’ ler de dahil
olmak iizere eravasiklin direnci enterokoklarda nadirdir (74). Direncte tigesiklin direncinde
rol alan mekanizmalarla birlikte EmeA gibi baz1 disa atim pompalari aracili artmis disa atim

da 6nemli goriinmektedir (74).

Florokinolonlar DNA sentezinde 6nemli rolleri olan DNA giraz ve topoizomeraz 4
enzimlerini inhibe ederek birgok gram pozitif ve gram negatif bakteri lizerinde bakterisidal
etki olusturan antibiyotiklerdir. Levofloksasin ve moksifloksasin gibi gorece daha fazla
etkinlik gosteren ornekleri olmakla birlikte kinolonlarin enterokoklar iizerindeki etkinlikleri
sinirlidir. DNA giraz ve topoizomeraz 4 enzimlerini kodlayan gyrA ve parC genlerindeki
nokta mutasyonlar ile NorA benzeri disa atim pompalarinin mevcudiyeti enterokoklardaki
florokinolon direncinden sorumlu goriilmektedir (75). Enterokoklara kazanilmis direngte rol

oynayan mekanizmalar Tablo 2.2’de listelenmistir.
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Tablo 2.2. Enterokok tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi direng mekanizmalari

Birincil Mekanizma Diger Mekanizmalar
Ampisilin PBP-4 ve PBP-5 gibi diisiik afiniteli Mutant PBP olusumu, Beta-
PBP’lerin asir1 sentezi laktamaz iiretimi
Imipenem PBP-4 ve PBP-5 gibi diisiik afiniteli Mutant PBP olusumu, Beta-
PBP’lerin asir1 sentezi laktamaz iiretimi
Florokinolonlar | gyrA ve parC genlerindeki nokta NorA benzeri diga atim
mutasyonlari pompalarinin mevcudiyeti
Kinupristin- 50S rRNA’nin 23S alt biriminin msrA geni iligkili efliiks aracili diga
Dalfopristin metilasyonu (MLSg, atim
Linezolid 23S rRNA’y1 kodlayan genlerde G2576T | cfr geni aracili1 23S rRNA
gibi mutasyonlar metilasyonu
Daptomisin cls, gdpD ve liaFSR gibi genlerde ilacin | mprF aracili hiicre membrani
hiicre membranina baglanimini lipitlerinin modifikasyonu ve yiizey
degistiren mutasyonlar yiikii degisimi
Tetrasiklin tet(K), tet(L) gibi genler aracili disa atim | tet(M) ve tet(O) gibi ribozomal
korunma proteinlerindeki
mutasyonlar
Tigesiklin 30 S ribozomal alt birimin S10 EmeA gibi bazi disa atim pompalari
ribozomal proteinini kodlayan rpsJ aracili disa atim, tet(M) ve tet(O)
genindeki ¢esitli mutasyonlar gibi ribozomal korunma
proteinlerindeki mutasyonlar
Eravasiklin 30 S ribozomal alt birimin S10 EmeA gibi bazi disa atim pompalari
ribozomal proteinini kodlayan rpsJ aracili disa atim, tet(M) ve tet(O)
genindeki ¢esitli mutasyonlar gibi ribozomal korunma
proteinlerindeki mutasyonlar

2.2.2. Enterococcus Tiirlerinde Intrensek Diren¢

Intrensek direng mikroorganizmanin plazmit, transpozon gibi kalitsal elemanlarin etkisinden
bagimsiz olarak; farkli metabolik ozellikleri veya antimikrobiyalin hedefledigi yapisal
ozellikten mahrum olusu gibi 6zellikleri araciligiyla gosterdigi ve tiiriin hemen hemen tiim
tiyelerinin sahip oldugu direng¢ fenotipidir. EUCAST bu terim yerine ‘‘direncli olmasi
beklenen fenotip’’ terimini kullanmis ve taniminmi o tiiriin tiim izolatlarinin >%90’1nin
karakteristik direng mekanizmasi sergilemesi veya minimum inhibitor konsantrasyonunun
(MIK) farmakokinetik/farmakodinamik (FK/FD) smir degerin iizerinde olmasi seklinde
yapmustir (3).

E. faecium’da ampisilin direnci %95 gibi oldukg¢a yiiksek oranlarda gozlenirken bu durum
E. faecalis’te gecerli degildir. Bu yiiksek direng oraninda birka¢ mekanizma rol oynamakta
olup diisiik diizey penisilin direncinde en sik yol mutant olmayan diisiik afiniteli PBP-5’in
asir1 sentezi iken yliksek diizey direngte cogunlukla bu asir1 senteze bir¢ok nokta mutasyonu

da eslik eder. Bir diger mekanizma ise D,D-transpeptidaz yerine beta-laktam ajanlarin
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baglanamadig1 L,D-transpeptidaz ve D,D-karboksipeptidazin iiretimidir. PBP-5 yolaginin
aksine bu yolak imipeneme karsi dirence yol agmamaktadir. Cok daha nadir goriilen
beta-laktamaz enzimi iiretimi yolagi ise transpozonlar araciligi ile kazanilmis bir direng
mekanizmasidir. Sefalosporinlere karsi gelisen intrensek direncte de yine PBP-4 ve PBP-5

gibi diisiik afiniteli PBP’lerin asir1 iiretimi sorumludur (67).

Enterokoklar aminoglikozitlere kars1 intrensek olarak diisiik diizey diren¢ gostermektedirler
ve bunun temel sebebi ise bu grubun aktivite gosterdigi bolgeye siirl gegisi ve yeterli
konsantrasyonda ulasamamasidir. Ayrica E. faecium’da kromozomal olarak kodlanan
aminoglikozit 6' asetiltransferaz (AAC(6')-1i) enzimi tobramisin ve kanamisine orta-yiiksek
diizey direncten sorumlu olup beta-laktam ajanlarla sinerjinin Oniine gecer. Ayrica yine
E. faecium’un efmM geninin kodladig1 bir metiltransferaz, aminoglikozitlerin hedef bolgesi
olan 30S rRNA’nin 168 alt birimini metilleyerek dibekasin, tobramisin ve kanamisine kars1

diisiik-orta diizey intrensek dirence yol agar (67, 75).

E. faecalis linkozamidlere (klindamisin gibi), kinopristin/dalfopristine ve makrolitlere kars1
intrensek direng gosterirken E. faecium’da ise bunlardan sadece makrolitlere kars1 intrensek
diren¢ gozlenir. Bu durumdan sorumlu olan mekanizma ise ATP baglayici kaset efliiks
pompalart araciligiyla ilacin artmis disa atimidir. Linkozamid direncinde bu pompalari

kodlayan gen IsrA iken streptograminler i¢in msrC genidir (67, 75).

Bircok bakteri ¢evreden folat alim1 mekanizmalarina sahip olmadig1 ve folat niikleik asit
sentezi i¢in temel bir rol oynadigi i¢cin de novo folat sentez yolaklarina sahiptirler.
Trimetoprim; dihidrofolat rediiktaz enzimini ve siilfametoksazol ise dihidropteroat sentaz
enzimini inhibe ederek folat sentezini bloke eden sinerjistik etkili bir antibiyotik
kombinasyonudur. Enterokoklar bu yolaga ihtiya¢ duymadan g¢evreden folik asiti temin
edebildigi icin bu kombinasyona kars1 intrensek olarak direnclidir. Enterokoklar arasinda E.
gallinarum ve E. casseliflavus ise glikopeptitlere kars1 diislik diizey intrensek dirence sebep
olan kromozomal vanC operonu ile iliskili indiiklenemez ve aktarilamaz bir direng

gostermektedir.
2.2.3. Enterococcus Tiirlerinde Yiiksek Diizey Aminoglikozit Direnci

Enterokoklar aminoglikozitlere karsi temel olarak enfeksiyon bolgesinde aktif olmaya
yetecek konsantrasyon diizeyinde bulunamamalarindan otiirii  diisiik diizey direng

gosterirler. Gentamisin ve streptomisin eger yiiksek diizey aminoglikozit direnci yoksa
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Ozellikle beta-laktam/glikopeptit antibiyotiklerle —beraber kullanimlarinda —sinerji

gosterebilmeleri agisindan 6nemli molekiillerdir.

Yiiksek diizey aminoglikozit direncini saptamada kullanilan antibiyotik konsantrasyonlari
ve yontemler EUCAST ile CLSI arasinda bazi degisiklikler gostermektedir. EUCAST disk
difiizyon yontemi ic¢in 30 pg gentamisin ve 300 pg streptomisin igeren disklerin katyonu
ayarlanmig Mueller Hinton Agar (MHA)’da kullanimin1 6nermekte, sivi mikrodiliisyon
yontemi i¢inse Mueller Hinton s1v1 besiyeri (MHB) besiyerini 6nermektedir (76). CLSI ise
disk diflizyon yontemi i¢in 120 pg gentamisin ve 300 pg streptomisin igeren disklerin
katyonu ayarlanmis MHA’da kullanimin1 6nermekte, sivi mikrodiliisyon yontemi iginse
MHB vyerine Brain Heart infiizyon (BHI) siv1 besiyeri kullanimini énermektedir. CLSI
ayrica BHI agarin gentamisin ve streptomisin igeren modifiye sekline bakteri inokiilasyonu
sonras1 iremenin degerlendirildigi bir agar diliisyon yontemi de tanimlamistir.
Degerlendirmede bir koloniden fazla olan her iireme dirence isaret etmektedir (77).
Yontemlerde bazi farkliliklar gozlendigi gibi EUCAST ve CLSI simir degerleri de yiiksek

diizey aminoglikozit direnci tespitinde farkliliklar gostermektedir.

Enterokoklardaki yiiksek diizey aminoglikozit direnci insidansi gentamisin ve streptomisin
icin farkliliklar gosterebildigi gibi cografi olarak da ciddi farkliliklar gdzlenebilmektedir.
[ran’da 127si E. faecalis, 62’si E. faecium olan toplam 195 enterokokun dahil edildigi 2019
yilinda yapilan bir ¢alismada E. faecalis izolatlarinda yiliksek diizey gentamisin direnci
(YDGD) %35,5 ve yiiksek diizey streptomisin direnci (YDSD) %40,2 iken E. faecium
izolatlarinda bu oranlar sirasiyla %69,8 ve %50,5 olarak gozlenmistir (78). Tiirkiye’de 2000-
2015 yillart arasinda yapilan 27 adet E. faecalis ve 21 adet E. faecium ¢alismasini dahil eden
bir meta-analiz ¢alismasinin verilerine gore E. faecalis 1zolatlarinda YDGD oran1 %37,1 ve
YDSD orani ise %43,2 iken E. faecium izolatlarinda bu oranlar sirasiyla ortalama %58,7 ve
%74,4’tir (79). Yaygin tercih edilen tedavi rejimlerindeki degisiklikler, enfeksiyona yol
acan klonlarin cografi dagilim farkliliklar1 ve dirence neden olan genlerin dagilimindaki

farkliliklar gibi bir¢ok faktore bagl olarak direng oranlart degisebilmektedir.
2.2.3.1. Aminoglikozit Grubu Antibiyotiklerin Genel Ozellikleri

Aminoglikozitler Actinomycetes smifi bakterilerden ilk olarak 1940’11 yillarda tiiretilmis
dogal ve yar1 sentetik antimikrobiyal ajanlardir. Biyokimyasal acidan yapilar1 incelenecek
olursa temel olarak 4 farkli yapinin tiirevi olduklar1 goriilebilir. Bu 4 yapidan 3’ii amino

sekerlerle doyurulmus aminosklitol 2-deoksistreptamin halkast (DOS) igerirken
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streptomisinde bu halka yerine streptidin halkas1 mevcuttur. DOS iceren 3 grup ise yan

zincirlerinin sayist ve konumlarina gore biyokimyasal farkliliklar gostermektedir.

Amikasin, gentamisin ve tobramisin aminoglikozitler i¢inde en giiglii etkinlige sahip
ajanlardir. Aminoglikozitler etki spektrumlar1 genis ve bakterisidal antibiyotikler olup
konsantrasyona bagl etki gosterirler. Enterobacteriaceae ailesi tiiyeleri, Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter spp. gibi gram negatif bakterilere; monoterapide tercih
edilmemekle birlikte stafilokok, streptokok ve enterokoklar gibi bazi gram pozitiflere,
Brucella spp., baz1 Mycobacterium tiirleri ile Francisella tularensis, Yersinia pestis gibi bazi

potansiyel biyoterorizm ajanlarina kars1 etki gosterebilmektedirler.

Birgok klinik tabloda kullanimlari olmakla birlikte; gram negatif bakterilerin neden oldugu
USE, pndmoni, batin enfeksiyonlari, yara yeri enfeksiyonlar1 ve sepsis gibi klinik tablolarda
amikasin en gii¢lii klinik etkiyi gostermektedir. P. aureginosa’ya karsi en giiclii etkiye ise
tobramisin sahiptir. Gentamisin ve streptomisin stafilokok, streptokok ve enterokoklar gibi
gram pozitif bakterilerin neden oldugu sepsis, endokardit, ve menenjit gibi klinik tablolarda;
ampisilin, vankomisin gibi beta-laktam/glikopeptit yapidaki antibiyotiklerle sinerjistik etki

gostermesi acisindan 6nemli tedavi segenekleridir (80).

Aminoglikozitler kuvvetli bazik yapida molekiillerdir. Bu yapilar1 sayesinde bakteri
hiicresinin negatif yiiklii yapilarina (gram negatif bakterilerde lipopolisakkarit tabaka, gram
pozitif bakterilerde teikoik asit vb.) baglanir ve devaminda elektron transport sisteminin
sagladigi proton itici giicii sayesinde enerji bagimli bir sekilde hiicre i¢ine alinir. Bu basamak
bircok anaerop Dbakterinin aminoglikozitlere karsi gosterdigi intrensek direnci
aciklamaktadir. Sonrasinda bakteriyel 30S rRNA’nin 16S alt biriminin A kismina spesifik
ve giiclii bicimde baglanip yapisinda degisiklige neden olarak protein sentezini kodon-
antikodon etkilesiminde bozulma, etkilesim sonrasi yanlis okuma ve translasyonun

bozulmasi gibi birkag farkli sekilde durdurur (80).

Aminoglikozitler kuvvetli bazik yapilarindan 6tiirii polar bir 6zellik sergilerler ve bu viicutta
siirlt bir dagilima sahip olmalarina neden olur. Sindirim kanalindan emilimleri oldukg¢a
diisiiktiir. Plazma proteinlerine ¢ok az (yaklasik %10) baglanirlar. Viicut zarlari, plasenta ve
kan-beyin bariyerinden az miktarda gegerler. Viicuttan baslica glomertiler filtrasyonla
degismeden atilirlar; bu yiizden bobrek yetmezligi durumunda dozlart ayarlanmalidir. Uzun

siiren post antibiyotik etkilerinin olmasi (PAE), serum seviyeleri MIK degerinin altina
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diistiigli zamanlarda bile bakteri iiremesi iizerine durdurucu etki gosterdigi i¢in doz araligini

uzatmaya imkan tanimaktadir (80).

Nefrotoksisite cogunlukla geri doniisiimlii bir tablo olup tedavi boyunca gelisme insidansi
%S5 ile %15 gibi oranlarda degisebilmektedir. Nefrotoksisite yasli, daha 6nceden baska
bobrek hastaligi olan, beraber bagka nefrotoksik ilag kullanan (furosemid, vankomisin vb.)
hastalarda daha sik gozlenmektedir. Ototoksisite ise bir diger onemli yan etki olup
vestibiilotoksisite (dengede bozulma) veya kokleotoksisite (isitmede bozulma) seklinde
kendini gosterebilir ve doza bagimli olarak geri doniisiimsiiz olabilir. Daha nadir goriilen bir
diger yan etki ise kiirar benzeri etki ile aminoglikozitlerin néromiiskiiler kavsakta blokaja
neden olmalaridir. Aminoglikozitlerin yan etkileriyle daha az karsilasmak i¢in tek doz
kullanim, doz araliklarin uzatilmasi veya dozu azaltmak gibi stratejiler uygulanabilir. Tek
doz kullanimin adaptif direng gelistirebilecek alt popiilasyonlarin seg¢ilimini engellemek ve
en iyi Farmakokinetik/Farmakodinamik (FK/FD) parametrelere ulasabilmek gibi baska

avantajlar1 da mevcuttur (80).
2.2.3.2. Direncte Rol Oynayan Mekanizmalar

Bakterilerin aminoglikozitlere karsi gelistirdigi direncte amimoglikozit modifiye edici
enzimlerle (AME) ilacin kimyasal modifikasyonu, ilacin hedef bolgesinde metilasyon (16S
RNA metil transferaz ile) veya kromozomal mutasyonlar araciligiyla modifikasyon, efliiks
pompalar1 veya membran gegirgenligindeki degisiklikler gibi farkli mekanizmalar rol
alabilmektedir. Bu bdliimde daha 6nce deginilen diisiik diizey intrensek diren¢ konusuna
deginilmeyecek, sadece yiiksek diizey aminoglikozid direncine yol agan mekanizmalar

irdelenecektir.

P. aureginosa ve Acinetobacter spp. gibi bir¢ok gram negatif bakteride AME’lerle birlikte
MexXY-OprM gibi RND (‘“‘resistance nodulation division’’) efliiks sistemlerindeki
mutasyonlar sonucu ilacin asir1 disa atimi direngte 6nemli rol oynamaktadir. Daha nadir
gozlenen bir diger yol da porin mutasyonlar1 sonucu olusan gegirgenlik azaligidir (80).
Enterokoklarda ise diisiik diizey direncten temel olarak azalmis hiicre duvar1 gegirgenligi
sorumluyken yiiksek diizey direngte bakterinin horizontal olarak kazandig1 birtakim genlerin
kodladig1t AME’ler esas rolii oynamaktadir. Bu kazanimda plazmitler ve transpozonlar gibi
birgok mobil genetik elemanin rol aldig: tespit edilmistir (81). Genlerin kodladig: farklh
enzimler farkli subsratlara kars1 farkli etkinlik seviyeleri gostermektedir; drnegin bir enzim

amikasin ve gentamisini daha fazla inaktivite ederken bir bagka enzim streptomisine karsi
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daha etkin olabilmektedir. Bu hususta akilda tutulmasi gereken 6nemli bir diger nokta da bu
mobil genetik elemanlarin es zamanli olarak baska direng veya viriilans genlerini de birlikte
tastyabildigi ve buna bagli ¢oklu ilaca direngli (CID) mikroorganizmalarin olusumuna neden

olabildikleridir (81).

AME’ler aminoglikozitleri inaktive etme yollarina baghh olarak 3 farkli sinifta
incelenebilirler; asetilleyerek inaktive edenler (asetiltransferazlar; AAC), adenilleyerek
inaktive edenler (niikleotidiltransferazlar, ANT) ve fosforilleyerek inaktive edenler
(fosfotransferazlar; APH). Bu genleri isimlendirme de kullanilan yontem ile; AAC, ANT
veya APH ile enzimatik modifikasyonun tipini; (1), (3), (9) veya (2’) ifadeleriyle ilagta
modifiye edilen kimyasal yan zinciri; I, II, III gibi roma rakamlariyla farkli direng profillerini
ve a,b,c seklindeki harflerle ise farkli proteinleri ifade etmek miimkiindiir. Ornek vermek
gerekirse AAC(6°)-1a ve AAC(6°)-Ib ayn1 hedef bolgesini hedefleyen, ayni direng profiline,
ayni enzimatik yolakla sebep olan iki farkli proteindir (81).

Asetilasyon yolu ile aminoglikozit inaktivasyonu yapan AME’ler aminoglikozitlerin etkin
olduklar1 amino gruplarina gore 4 sinifa ayrilirlar; (1), (3), (6°) ve (2°). Bu sayilar bahsi
gecen amino gruplarinin konumunu ifade etmektedir. AAC(1) grubu apramisin gibi bazi
aminoglikozitlere direngte onemli bulunmakla beraber enterokoklarda ki yiiksek diizey
aminoglikozit direncinde (YDAD) 6nemli bir role sahip degildir. AAC(3) grubu en az 5
farkli direng¢ paternine sahip olup 6zellikle gram negatif bakterilerin aminoglikozitlere kars1
direncinde 6nemli rol oynarken enterokoklar icin YDAD’de ise yine pek sik rastlanan bir
grup degildir. AAC(6°) grubu ise asetilasyon yoluyla inaktivasyon yapan enzimler arasinda
enterokoklar agisindan en sik rastlanan ve YDAD’de en 6nemli rolii oynayan gruptur.
AAC(6’)-I gentamisin, amikasin, tobramisin gibi gii¢lii birgok aminoglikozit iizerine etkin
olan bir paterne sahip olup bu paterne neden olan en az 6 gen ( AAC(6°)-1a ile If arasi)
bilinmektedir. Bu grup icinde enterokoklarin YDAD’sinde en sik gozlenen AAC(6°)-Ie,
bifonksiyonel olan ve sadece gram pozitif bakterilerde bulunabilen bir enzim olan
AAC(6°)+APH(2’’) enziminin amino terminalini kodlar. Onemli bir nokta YDGD’de en sik
rastlanan enzimin bu enzim olmasina ragmen YDSD’de pek bir 6neminin olmamasidir (80,

81, 82).

Fosforilasyon enzimleri ATP’den aldiklar1 fosfat grubunu aminoglikozitlerin hidroksil
gruplarina ekleyerek inaktivasyona yol acan enzimler olup hedefledikleri kisimlara gére 7

alt siifa ((27°), (3°), (3°) (4), (6), (7), ve (9) olarak) ayrilmaktadirlar. Bu yolla etki eden
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bircok enzim klinik acidan 6nemli olan aminoglikozitlere karsi direngte Onemli rol
oynamamakla birlikte bazilar1 gram negatif bazilar1 ise gram pozitif bakterilerde amikasin,
gentamisin, tobramisin ve streptomisin gibi onemli aminoglikozitlere karsi direncten
sorumludurlar. Enterokoklarda APH(2’’)- la, APH(2’’)- Ib, APH(2”’)- Ic, APH(2”’)- Id,
APH(3”’)- Ia ve APH(3"’)- Ib genlerinin kodladig1 enzimler direngte dnemlidir. APH(2”’)-
Ia geni bifonksiyonel enzim olan AAC(6’)+APH(2’’) enzimini kodlayan genlerden digeridir
ve bu enzim streptomisin haric, YDGD basta olmak {izere genis spektrumlu birgok
aminoglikozite karsi direngte en Onemli ve en sik karsilasilan enzimdir. APH(2’)- Ib,
APH(2”’)- Ic ve APH(2”’)- Id YDGD ile iliskili olan fakat YDSD’de onemi olmayan
enzimler olup prevelanslar1 bolgeden bolgeye degisiklikler gostermektedir. APH(3"’)- I ise
streptomisine olan direngte 6nemli olan fakat gentamisin direncinde 6nemi belirgin olmayan

bir enzimdir (81, 83).

Adenilasyon enzimleri ATP’den aldiklar1 AMP grubunu aminoglikozit molekiillerinin
hidroksil gruplarina ekleyerek inaktivasyona yol agarlar. ANT(2’), (3°’), (4°), (6) ve (9)
seklinde 5 alt sinift vardir. ANT (3°°)- Ia ve ANT (6)- Ia enzimleri enterokoklarda YDSD’de
onemli olan enzimlerdir. Ilacin kendinin degil hedef bolgesi olan 16S rRNA’nin niikleotid
rezidiilerinin metillenmesine neden olarak ilacin baglanmasini inhibe eden 16S rRNA
metiltransferaz enzimi ise agirlikli olarak gram negatif bakterilerin direncinde 6nemli olarak
goriiliirken bazi ¢aligmalarda bu enzimin E. faecium’un aminoglikozitlere olan diisiik diizey

intrensek direncinde rol sahibi olabilecegi belirtilmistir (81, 82, 83).
2.2.3.3. Beta-Laktam Grubu Antibiyotiklerle Sinerji

Beta-laktam yapidaki antimikrobiyaller hiicre duvarmin esansiyel yapilarindan biri olan
peptidoglikan tabakanin olusturulmasi ve yeniden yapiminda peptit zincirdeki capraz
baglarin olusumunda gorevli olan PBP’lere baglanarak transpeptidasyon gibi reaksiyonlari
inhibe eder. Beta-laktam ajanlarla aminoglikozitler arasindaki sinerji temel olarak beta-
laktamlarin hiicre duvari iizerine olusturduklar1 inhibitér etki sonucu aminoglikozitlerin
artmis hiicre i¢ine alim1 ve tek basina kullanimda ulastig1 konsantrasyonlardan kat ve kat
daha yiiksek hiicre i¢i konsantrasyonlara ulasabilmesinden kaynaklanir. Peptidoglikan
tabakanin (D-ala-D-ala) peptit prekiirsorlerine baglanarak hiicre duvar: sentezini etkileyen
vankomisin gibi glikopeptitlerle de benzer sebeplerle sinerji gelismektedir (84). Eger

enterokoklarda yiiksek diizey aminoglikozit direncine neden olan AME’ler mevcut degilse
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monoterapide etkin olmayan aminoglikozitler; beta-laktam ajanlar ve glikopeptitlerle olusan

sinerji nedeniyle birlikte basariyla kullanilabilmektedir.

Aralarindaki gili¢lii sinerjistik etki uzun yillardir bilinen aminoglikozit ve beta-laktam
kombinasyonu enterokoklarin neden oldugu ¢ok g¢esitli klinik durumda basariyla
kullanilmaktadir. Bu alanlardan en 6nemlisi EE ve bakteriyemi tablolaridir. Dogal veya
protez kalp kapakc¢igi olmasina, relaps goriilmesine veya tedavi yanitina gore degismekle
birlikte en az 4 hafta siiren ampisilin + gentamisin (ampisilin 2g IV g4h
+ gentamisin 1 mg/kg q8h) kombinasyon terapisi YDGD go6zlenmeyen hastalarda sikca
tercih edilmektedir (84). Ampisilin direnci durumunda vankomisin; YDGD durumunda ise
YDSD durumu degerlendirilmelidir. Bazi izolatlar YDGD direnci gosterirken YDSD
gostermemektedirler; fakat YDGD gosteren izolatlarin amikasin, tobramisin, kanamisin gibi

antibiyotiklere kars1 da direncli oldugu unutulmamalidir.

Dozlar ve tedavi siireleri degisebilmekle birlikte enterokoklara kars1 bu kombinasyonlarin
kullanilabildigi diger klinik durumlar ise kritik hastalik/ sepsis tablosu, menenjit gibi santral
sinir sitemi enfeksiyonlar1 (hasta uygunsa tercihen 2 tane hiicre duvarina etkin ajanla birlikte
gentamisin olmak lizere) ve diger ilaglara direngli komplike iiriner sistem enfeksiyonlari
olarak sayilabilir. Tiim bu tedavi rejimleri sirasinda en Onemli problemlerden biri
toksisitedir. Hem vankomisin hem de aminoglikozitlerin nefrotoksisite ve ototoksisite gibi
ortak toksisite tablolarina birlikte kullanimda daha fazla sebep olmalar1 ve her iki grup ilacin

da terapotik indekslerinin dar olmasi tedavide sinirlayici faktorlerdendir (84).
2.2.4. Enterococcus Tiirlerinde Glikopeptit Direnci

Enterokoklarin daha Onceki boliimlerde bahsedildigi gibi bir¢ok tedavi ajanina karsi
intrensek veya kazanilmis direng gostermelerinden otiirli glikopeptit yapidaki antibiyotikler
enterokoklara bagli ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde en 6nemli tedavi ajanlarindan biri
olma o6zelligini korumaktadirlar. Bu antibiyotiklerin yillar i¢indeki yaygin ve kontrolsiiz
kullanim1 direng gelisiminde 6nemli rol oynamustir. Ozellikle saglik hizmeti iliskili
enfeksiyonlardaki artmis VRE insidanst DSO’niin 2017 yilinda vankomisin direngli

E. faecium’u yiiksek oncelikli patojenler listesine dahil etmesine neden olmustur.

Vankomisin ve teikoplanin kullanimda olan glikopeptit yapidaki antibiyotiklerdir. Bunlara
kars1 gelisen direng oranlar1 bolgeden bolgeye ve tlirden tiire degisiklikler gostermektedir.
Enfeksiyona yol acan klonlarin farkliligi, direncte rol oynayan genleri tastyan mobil genetik

elemanlarin dagilimi, yaygin ve kontrolsiiz glikopeptit kullanimi, hayvan endiistrisinde
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avoparsin kullanim1 ve enfeksiyon kontrol uygulamalarindaki farkliliklar gibi bir¢ok faktor
de bolgesel olarak VRE insidansinda c¢esitliliklere yol agmaktadir. Global olarak
degerlendirildiginde en yiiksek vankomisin direng oranlar1 Amerika’da (Kuzey Amerika ve
Latin Amerika) gézlenmekte iken bunu iilkemiz ve Iran, Irak, Suudi Arabistan, Kuveyt gibi
tilkelerin dahil oldugu Bat1 Asya iilkeleri takip etmekte; en diisiik direng oranlar1 ise genel
olarak Kuzey Avrupa ve Gliney Dogu Asya iilkelerinde gozlenmektedir. Asya iilkelerinde
yapilan toplam 11.875 enterokok izolatini iceren 39 c¢alismay1 derleyen bir meta analiz
calismasinda bolgeden bolgeye oranlar degismekle birlikte VRE oran1 %8,1 olarak tespit
edilirken direng tiir diizeyinde incelendiginde E. faecium’da %?22,4 ve E. faecalis’te %3,7
olarak gozlenmistir (85). CAESAR 2019 Tiirkiye verilerine gore kan ve beyin omurilik
stvisindan elde edilen E. faecalis izolatlarinin %1°1 vankomisine direncli iken bu oran E.

faecium i¢in %13 olarak gézlenmistir.

Onemli bir nokta vankomisin direncini tespit etmede kullanilan ydntemlerdir. Otomatize
sistemlerle diisiik/orta diizey vankomisin direncinin tespitinde (6zellikle vanB tipi direncte)
basarisizliklarin  oldugu Ozellikle g6z Onilinde tutulmalidir. EUCAST direncin
tanimlanmasinda standart disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yonteminin kullanimini
onermektedir. CLSI” da da ayni inkiibasyon, besiyeri ve degerlendirme olgiitleri 6nerilirken

zon caplar1 ve sinir degerleri EUCAST ten farkliliklar gostermektedir (77).
2.2.4.1. Glikopeptit Grubu Antibiyotiklerin Genel Ozellikleri

Glikopeptit grubu antibiyotikler olan vankomisin ve teikoplaninin yani sira bunlarin daha
yeni gelistirilmis yar1 sentetik tlirevleri olan ve lipoglikopeptitler olarak adlandirilan
dalbavansin, telavansin ve oritavansin gibi antibiyotikler gram pozitif bakterilerin neden
oldugu bircok enfeksiyonda onemli tedavi ajanlaridir. Vankomisin 1950°li yillarda
kesfedilen; Streptomyces orientalis tarafindan sentezlenen, glikolize haldeki trisiklik
heptapeptit kor yapisina sahip oldukg¢a biiyiik molekiillii bir antibiyotiktir. Teikoplanin ise
Actinoplanes teichomyceticus tarafindan sentezlenen, vankomisinden farkli olarak
tetrasiklik heptapeptit yapida bir kor yapisi ile uzun yag asidi yan zincirlerine sahip olan bir
glikopeptittir. Bu uzun yag asidi zincirleri teikoplanini daha lipofilik hale getirdigi i¢in daha
iyi doku dagilimi, daha uzun yar1 Omiir ve daha diisiik toksisite gibi bazi avantajlar
saglamaktadir. Her iki antibiyotikte de asil antimikrobiyal etkiden heptapeptit yapidaki kor
yap1 sorumludur (86).
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Glikopeptitler hiicre duvarmnin heniiz ¢apraz bag yapmamis penta peptit dnciillerinin D-Ala-
D-Ala terminaline baglanarak ¢apraz baglanma i¢in gerekli olan trasnpeptidaz/tansglikozilaz
enzim aktivitesini bloke etmek suretiyle hiicre duvarinin sentezini bozarlar ve bu sayede
bakterisidal bir etki gdsterirler. Etki spektrumlar1 gram pozitif bakteriler i¢inde oldukga
genisken; bliylik molekiillii ve hidrofobik yapilar1 gram negatif bakterilerin hiicre
duvarlarina ulagimlarini engellediginden, gram negatiflerde intrensek dirence neden olur.
Gram pozitif bakterilerden ise Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus, Erysipelothrix spp.

ve E. casseliflavus ile E. gallinarum vankomisine karsi intrensek direng gostermektedirler.

Kullaniminin énemli oldugu bir¢ok endikasyon olmakla birlikte 6zellikle metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRS A) ve enterokoklarin neden oldugu endokardit, septisemi, deri-
yumusak doku enfeksiyonlari, alt solunum yolu enfeksiyonlar1 kullanim alanlarinin basini
cekmektedir. Tiim bu endikasyonlarda vankomisin intravenéz (IV) kullamlirken
Clostridium difficile’ ye bagli enterokolitte ise oral yolla kullanilmaktadir. Teikoplaninin ise
intramiiskiiler (IM) uygulanan formu da mevcuttur (86). BOS gecisi zayif olsa da gerekli
durumlarda gram pozitif bakterilere bagli santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda intratekal

veya sant i¢ine verilerek kullanilabilirler.

Vankomisin oral emilimi olduk¢a az olan ve %80-90’dan fazlas1 bobrekten degismeden
atilan, hidrofobik ve doku dagilim1 zayif oldugu i¢in yar1 dmrii de kisa olan, terapotik aralig
oldukca dar bir antibiyotiktir. Glikopeptitler hem konsantrasyona hem de zamana bagh etki
gosteren antibiyotikler olup aminoglikozitler kadar etkin olmasa da post antibiyotik etki
gosterme Ozelligine de sahiptirler. Birgok toksik yan etkileri mevcuttur. Bunlardan bazilari;
nefrotoksisite, ototoksisite, hipersensitivite sendromlari, enjeksiyon yerinde flebit gelisimi
ve ‘“‘kirmizi adam sendromu’’ gibidir. Nefrotoksisite ve ototoksisite yan etkileri
aminoglikozitler gibi benzer yan etkilere sahip olan ilaglarla birlikte alindiginda daha
belirgin olmaktadir. Kirmiz1 adam sendromu ilacin hizli infiizyonu sonucu mast hiicreleri
tizerindeki direkt histamin desarj1 yapici etkisine bagli gelisen hipotansiyon, tasikardi ve
flushingle seyreden klinik tablo olup bunu 6nlemek icin infiizyon siiresinin uzatilmasi
gerekmektedir. Hem terapotik araligin dar olmasi hem de tedavi etkinliginin takibi i¢in ilacin
serum konsantrasyonunun siki takibi énemlidir. Teikoplanin ise daha giivenilir olmasi, IM
kullanilabilmesi ve daha basarili FK/FD 6zellikleri gibi avantajlara sahip olmasina ragmen

¢ogu durumda vankomisin kadar potent degildir (86).

2.2.4.2. Direngte Rol Oynayan Mekanizmalar
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Enterokoklarda 6zellikle de E. faecium’da glikopeptit direnci olduk¢a 6nemli bir problemdir.
Vankomisine diren¢ agisindan O6nemli olan bir diger bakteri de S. aureus’tur. MRSA
enfeksiyonlarinda yillarca direng gelismeksizin kullanilan vankomisine kars1 gelisen se¢ilim
baskis1 ‘‘heterojen olarak vankomisine orta duyarli S. aureus’’ (hVISA), ‘‘vankomisine orta
duyarlt S. aureus’> (VISA) ve ‘“vankomisine direngli S. aureus’ (VRSA) olmak iizere 3
farkli direng profilinin ortaya c¢ikmasma neden olmustur. Ulkemizde diger ikisine dair

vakalar bildirilmis olmakla birlikte VRSA olgusu heniiz hi¢ bildirilmemistir.

hVISA ve VISA gelisiminde rol oynayan mekanizmalar VRSA gelisimindeki mekanizmalar
kadar net olmamakla birlikte; en muhtemel yol ilacin ortamdaki varliginda bakteri alt
poplilasyonlarinda gelisen ¢esitli mutasyonlarin birikimi sonrasi duyarlilikta azalma olmasi
seklindedir. Bu iki fenotipe sebep olan mutasyonlar genelde VraSR ve GraSR gibi
regiilasyon sistemlerinde meydana gelmektedir. Bu mutasyonlar daha kalin ama daha az
capraz bag igeren, serbest halde daha fazla D-Ala-D-Ala rezidiisii bulunduran peptidoglikan
tabakalarina neden olur. Bu serbest rezidiiler glikopeptit molekiillerinin hiicre duvari sentezi
inhibisyonu yapmak i¢in asil baglanmasi gereken rezidiiler yerine baglanmak icin sahte
hedefler gorevi goriirler. VRSA’da ise direng VRE’lerin konjugatif plazmidinden koken alan
Tnl546’daki vanA operonunun horizontal olarak S. aureus’a aktarilmasi sonucu gelisir ve

nadirdir (87).

Diinya’da ilk kez 1988’de, ililkemizde ise ilk kez 2001 yilinda VRE olgularinin
bildirilmesinden sonra, bu direncin kazaniliminda rol alan mobil genetik elemanlarin yaygin
mevcudiyeti ciddi ve hizli bir prevalans artigina neden olmustur. Direng vanA’dan vanN’ye
kadar ifade edilen bir¢ok farkli fenotipte ifade edilmesine ragmen en sik vanA ve vanB tipi
direngle karsilagilmaktadir. Bu farkli fenotiplerin hemen hepsinde ortamda glikopeptit gibi
bir uyaricinin varliginda olusturulan enzimlerin, glikopeptitlerin yiiksek afinite ile
baglandig1 D-Ala-D-Ala yerine D-Ala-D-Lak veya D-Ala-D-Ser gibi daha zayif baglanmaya
ve dirence neden olacak bir rezidii sentezine yol actig1 gozlenir. Bu fenotiplerin bazisinda
teikoplanine, bazisinda vankomisine daha yiiksek direng goriiliirken yine fenotipten fenotipe
ilag varhiginda indiiklenme ve diren¢ geni lokasyonu gibi faktorler de degisiklikler

gostermektedir (88).

vanA tipi diren¢ plazmit DNA’sina entegre olmus olan Tn/546 transpozonu lizerinde
yerlesen 7 farkli genden olusan vanA gen kiimesinin neden oldugu bir direng profilidir. Bu

profil enterokoklar arasinda en yaygin goriilen glikopeptit direng profili olup (6zellikle
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E. faecium ve E. faecalis’te) hem vankomisin hem de teikoplanine kars1 yiiksek diizey ve
indiiklenebilir bir direng gozlenmektedir. Bahsedilen gen kiimesinin iirlinii olan rezidii ise
D-Ala-D-Lak’tir. Daha 6ncede bahsedildigi gibi VRSA olusumuna da bu transpozonun ve

operonun ediliminin neden oldugu gézlenmistir (88).

vanB tipi direng ise Tn/547 transpozonu iizerinde kodlu bulunan vanB gen kiimesi aracilt
olup diren¢ genleri vanA’nin aksine c¢ogunlukla kromozom iizerinde (bazen plazmit)
yerlesmis olup konjugasyonla transfer edilir. E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin glikopeptit
direncinde 6nemli olan indiiklenebilir ve vanA gibi kazanilmis dirence neden olan bu fenotip
vankomisine orta diizey dirence yol acarken, bu fenotipe sahip bakteriler ¢ogunlukla
teikoplanine duyarlidirlar. Otomatize sistemlerle duyarlilik sonucu verildiginde en fazla
hatal1 sonug¢ gbzlenen fenotipin bu fenotip oldugu da unutulmamalidir. Bu fenotipe yol acan

gen kiimesinin {iriinii olan rezidii de yine D-Ala-D-Lak’tir (88).

vanC tipi direng, bahsedilen fenotipler i¢inde intrensek dirence yol agan tek fenotip olmasi
acisindan 6nemlidir. indiiklenemez ve aktarilamaz bir fenotip olmasi nedeniyle enfeksiyon
kontrol dnlemi alinmasi ihtiyaci olmayan bu fenotipte dirence yol acan genler kromozomal
olarak yerlesmistir ve tirlinleri D-Ala-D-Ser’dir. Bu fenotiple E. casseliflavus, E. gallinarum
ve E. flavescens’te karsilasilip vankomisine diisiik diizey direng¢ goriiliirken teikoplanine
kars1 ise direng¢ gozlenmez. Son olarak daha az rastlanan vanD fenotipine ise E. faecium’ da
rastlanir. Indiiklenebilir ve kazanilmis bir dirence yol agan bu fenotipte direng genleri
kromozomda yerlesmis olup orta diizey vankomisin ve diisiik diizey teikoplanin direnci
gozlenir. van D fenotipinde de gen iiriinii vanA ve vanB’de oldugu gibi D-Ala-D-Lak’tir

(88).
2.2.4.3. Enterokoklarda Vankomisin Direncinin Taranmasi ve Siirveyans

Enterokoklar basta bagirsak florasi olmak iizere normal viicut florasinda yaygin olarak
bulunan, insanlar ve ¢iftlik ve kiimes hayvanlar1 gibi bir¢cok konagi kolonize edebilen
bakterilerdir. VRE kolonizasyonu en sik olarak GiS’te gozlenirken 6nemli bir nokta bu
bakterilerin cansiz yiizeylerde ve bircok olumsuz ¢evre sartinda canliliklarini
stirdlirebilmesidir. VRE kolonizasyonu belirli baz1 durumlarda (kanser, transplantasyon vb
immiinsiipresif durumlar) septisemi gibi agir klinik tablolar gelismesi agisindan 6nemli bir
risk faktoriidiir. Konunun bir diger 6nemli boyutu bu kolonizasyon ve tasiyiciligin hastane

salginlarina yol acabilmesidir.
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Yapilan ¢aligmalarda Avrupa ve Amerika arasinda saglikli insanlarda asemptomatik VRE
tagiyiciligt ve enfeksiyonlart oranlari arasinda bazi farkliliklar mevcuttur. Tasiyicilik
oranlar1 Avrupa iilkelerinde daha yiiksekken enfeksiyon oranlar1 Amerika’da daha yiiksektir.
Avrupa’da tastyiciliktaki ytliksekligin en onemli nedeninin hayvan endiistrisindeki yaygin
avoparsin (vankomisin tiirevi) kullanimi ile hindi, tavuk, domuz ve dana gibi hayvanlarla
yakin temasin yiiksekligi kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. Saglikli insanlarda kolonizasyona
neden olan izolatlarla, yakin temasta bulunduklarn ¢iftlik ve kiimes hayvanlarindan elde
edilen izolatlarin ayni genetik paternleri paylasmalart bu hipotezi desteklemistir.
Amerika’da hayvan endiistrisinde avoparsin kullaniminin yaygin olmamasi ise daha diigiik
asemptomatik tasiyicilik oranlariyla sonucglanirken; enfeksiyonlarda daha yaygin
vankomisin kullanimi ve nozokomiyal izolatlarin Avrupa’dakinden daha farkli, direngli bir

genetik soydan gelmesi daha yiliksek VRE enfeksiyon oranlartyla sonug¢lanmigtir (89).

VRE ile kolonizasyon siiresi 7 haftadan 3 yila kadar degisen siirelerde olabilir. Yayilim
kolonize veya enfekte kisilerle direkt temas yoluyla olabilecegi gibi saglik calisanlarinin
elleri veya kontamine hastane ekipmanlari-ylizeyleriyle indirekt temas yoluyla da
gerceklesebilir.  Uzamis hastane yatisi, sefalosporin ve diger genis spektrumlu
antimikrobiyallerin yaygin kullanimi, steroid benzeri immiinsiipresif ilaglarin kullanim1 ve
intraabdominal cerrahi yapilmis olmasi da kolonizasyon ve yayilim riskini artiran diger
faktorlerdendir. ‘‘CDC Hastane Enfeksiyon Kontrol Uygulamalari Danigma Komitesi’’
(HICPAC) yayilim1 oOnlemede vankomisin kullanimimin sinirlandirilmasini, hastane
personelinin siirekli egitimlerini (el yikama vb), VRE’li hasta ve tasiyiciyla temas
izolasyonunu, klinik izolatlarin  rutin olarak vankomisin direnci  acisindan
degerlendirilmesini, antimikrobiyal siirveyans c¢aligmalarinin yapilmasini (6zellikle yiliksek
riskli hastalardan) ve VRE kolonizasyon-enfeksiyon riski yiiksek hastalardan periyodik

olarak disk1 ve rektal siiriintii 6rneklerinin alinmasin1 6nermektedir (89).

VRE acisindan diski veya rektal siiriintii 6rneklerinin taranmast hususunda EUCAST ve
CLSI aym1 yontemleri onermis fakat yontemleri farkli isimlendirmislerdir. EUCAST te sinir
deger agar; CLSI’da ise agar diliisyon yontemi olarak isimlendirilen bu yontemde 6 mg/L
vankomisin igeren Brain-Heart Infiizyon Agar’a (BHI) 1-10 pl 0.5 McFarland bakteri
inokiile edilip 35 + 1°C’de aerobik ortamda 24 saat inkiibe edilir. Sonrasinda yapilan
degerlendirmede besiyeri lizerinde >1 enterokok kolonisi varlig1 dirence isaret eder. Bu

yontem vanA ve vanB pozitif izolatlar1 tespit etmede basarili bulunmustur. Molekiiler
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yontemlerle dirence neden olan genlerin tespiti de tarama amagh kullanilabilmektedir (77,

90).
2.3. Enterococcus Tiirlerinde Biyofilm Olusumu

Biyofilm ¢esitli biyotik ve abiyotik yiizeylere baglanan; hidrate bir matriksle cevrili
proteinler, polisakkaritler ve niikleik asitler gibi subsratlarin bulundugu mikroorganizma ve
matriks hiicre popiilasyonudur. Ayrica biyofilm, mikroorganizmalarin kendilerini ¢evresel
faktorlerden (immiin sistem ve antimikrobiyaller gibi) korumak ve besin kaynagini daha
efektif kullanmak icin olusturduklari mikro ekosistemlerdir. Biyofilm olusumu c¢esitli
asamalarin birbirini takip ettigi kompleks bir siirectir. Bu asamalar (her biri her zaman
gozlenmemekle birlikte) sirasiyla; yilizeye tutunma ve yilizeyin hareketsizlestirilmesi, hiicre-
hiicre etkilesimi, mikrokoloni olusumu ve kompleks biyofilm formasyonu olusumu

seklindedir (4).

Biyofilm formasyonu i¢indeki bakteriler, formasyon disindaki serbest formlardan daha farkli
davraniglar sergilerler. Temel olarak hiicre popiilasyonu yogunlugu ve besin maddeleri gibi
cevre faktorlerine yanit olarak bakteriyel gen ifadesinin diizenlenmesi, quorum sensing
olarak adlandirilan sistemin hiicre dis1 sinyal molekiillerini -otoindiiktorler- iiretmesi yoluyla
gerceklestirilir. Biyofilm formasyonunun iiretimi ve diizenlenmesinde bir¢cok bakteride bu

sistemin 6nemli rol aldig1 gozlenmistir.

Biyofilm olusumu bir¢cok farkli mikroorganizmaya bagli enfeksiyonlarda onem arz
etmektedir. Enterokoklar; Pseudomonas aureginosa, S. aureus ve Candida spp. gibi
mikroorganizmalara benzer sekilde sikca biyofilm olusturan ve olusturdugu biyofilm
formasyonu enfeksiyonlarinda 6nemli olan mikroorganizmalardandir. Baz1 enfeksiyonlarda
daha sik olarak ve klinik a¢idan daha 6nemli biyofilm olusumuna rastlanmaktadir. Bunlar
Ozellikle kateter, protez tibbi materyal, stent, kalp pili vb medikal cihazlarin kullanimina

bagl gelisen enfeksiyonlar ile EE ve iiriner sistem enfeksiyonlaridir.

Biyofilm formasyonu temel olarak hiicre dis1 polimerik madde (HDPM) igine yerlesmis olan
mikroorganizmal hiicrelerden olusmaktadir. HDPM ¢ok farkli kimyasal ve fiziksel
komponentler igerebilmekle birlikte yapinin temel komponenti polisakkaritlerdir.
Cogunlukla gram negatif bakterilerin olusturdugu biyofilm formasyonlarinda nétral ya da
polianyonik yapida ve gram pozitif bakterilerin olusturdugu biyofilm formasyonlarinda ise
katyonik yapida polisakkarit yapisina rastlanirken; enterokoklar gram pozitif bakteriler

olmasina ragmen polisakkarit yapmin anyonik yapida oldugu elektron mikroskopu
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caligmalariyla gosterilmistir. Bu anyonik yapinin iki degerlikli kalsiyum ve magnezyum gibi
katyonlarin gecisine izin vermesi bunlarin polimer dizileri arasinda ¢apraz baglar yaparak
gelisen biyofilm formasyonlarinda ¢ok daha gii¢lii bir baglanma kuvveti yaratmasina imkan

tamimaktadir (91, 92).

HDPM, yapisina hidrojen baglayabilme 6zelligi sayesinde oldukca hidrate (%90) bir yapidir
ve ¢ogunlukla yapisinda hem hidrofobik hem de hidrofilik kisimlar mevcuttur. Bu hidrate
yap1, igerisindeki mikroorganizmalara kuruluga kars1 diren¢ saglar. Biyofilmlerin yapisi
genelde tek diizelik gostermez. Yapinin sertligini veya formasyon degisikligi
gosterebilmesini ve suda c¢oziiniilebilirligini belirleyen en temel faktér, HDPM’nin
polisakkarit yapisinin iskeletini olusturan biyokimyasal yap1 ve bunlarin arasindaki baglarin
cesitleridir. HDPM tabakasini olusturan diger bazi molekiiller ise ¢esitli iyonlar, proteinler,
lipitler ve niikleik asitlerdir. Biyofilm yapisindaki bir diger 6nemli yap1 da matriks i¢indeki
hiicrelere metabolizmalar1 icin gerekli besin maddelerini tasiyan heterojen yapidaki

kanallardir (91,92).

Biyofilm olusumunun baslangi¢ evresinde ylizeye tutunma Onemli bir asamadir ve bu
tutunma biyotik veya abiyotik yiizeylere olabilir. Biyofilm olusumuna ve hiicre tutunmasina
imkan tanimayan bir yiizey heniiz tespit edilememis olsa da in vivo olarak hasarli epitel-
endotel igeren ylizeyler veya Oncesinde baska mikroorganizmalarla kolonize yiizeyler ile
hidrofobik ve piiriizlii yiizeyler tutunmanin daha kolay oldugu alanlardir. Biyofilm olusum
asamalar1 kabaca 3 asamada incelenebilir. ilk asamada yiizeyle ilk temas ve gevsek tutunma
olarak adlandirilabilecek olay gerceklesir. Bu basamak pelikiil olarak adlandirilan ve
tutunmaya imkan taniyan ince tabakanin olusumuyla baglar. Basamagin gelisiminde
hidrofobik etkilesimler ve elektrostatik baglar gibi zayif kimyasal baglar rol oynarlar.
Onemli bir nokta bu basamagin geri déniisiimlii olmasidir. Biyolojik sistemlerde bu
basamakta formasyona miidahale edilmesinin ileri formasyon olusumunu 6nlemeye imkan
tanidig1 gosterilmistir. Mikroorganizmalar ise bu basamagin geri doniislii olmas1 sayesinde
tutunmay1 arzuladig1 yiizeyde yeterli besin ve suyun olup olmadigini quorum sensoring
sistemleri sayesinde algilayip biyofilm olusumu i¢in bir sonraki basamaga ge¢me veya

planktonik yasamay1 se¢me sans1 bulmaktadir (92, 93).

Olusumda bir sonraki basamak geri doniisiimsiiz tutunma, biiyiime ve hiicrelerin yiiksek c-
di-GMP varliginda etkileserek mikrokoloni olusturmasidir. Bu basamakta tutunmasini

tamamlayan mikroorganizmalar boliiniip mikrokolonileri olusturur, HDPM yapisina diger
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planktonik mikroorganizmalar1 ve hiicreleri baglar ve tiim bunlarin HDPM i¢inde gomiilii
halde ve birbirleriyle etkilesimlerini siirdiirecek sekilde yasamalarina olanak tanir. Giincel
bilgi gecmiste bilinenin aksine bu boliinme ve HDPM igine paketlenme sirasinda homojen
sik1 tabakalar halinde dizilimin olmadigi ve heterojen-hiicreler arasi bosluklar iceren
““mantar’’ veya ‘‘kule’’ olarak tanimlanan bir yapmin oldugudur. Bu bosluklar besin
maddelerinin diflizyonuna ve olusan metabolik atiklarin uzaklastirilmasina olanak tanir.
Olgun bir biyofilm ii¢ katmandan olusur; i¢ katman biyofilmin i¢ dengesi ve diizenlenmesini
saglayan katman iken, orta katman mikroorganizmalarin ¢ogunu barindiran esas katmandir.
Di1s katman ise biyofilmden ayrilmaya hazir planktonik mikroorganizmalar1 barindirir (93,

94).

Olusumdaki son basamak ise dagilma basamagi olup bu basamakta biyofilmi olusturan tek
mikroorganizma hiicreleri kopabilecegi gibi mikroorganizma kiimeleri de formasyonu terk
edip farkli bolgelerde kolonize olabilirler. Olgun biyofilmin dagilmasindan sorumlu olan
bazi aktif ve pasif yollar mevcuttur. Aktif olarak, HDPM’ nin parcalanmasi sonucu dagilma
ornek verilebilir. Pasif olarak ise bircok sebep mevcuttur. Bunlar; formasyon icindeki
mikroorganizmalarin agir1 ¢ogalmasi sonucu yer ve besin ic¢in rekabet olusturmalari,
sicaklik-metabolik artik birikimi ve oksijen kisitliligi gibi ¢evresel faktorler ile HDPM
yapimini uyaran genlerde azalmig-HDPM yikimini uyaran genlerde ise artmis ekspresyon

gibidir (93, 94).

Hakkinda daha fazla ¢alisma yapildig i¢in biyofilm olusum basamaklar1 ve bunda rol alan
mekanizmalarin ayrintili olarak tamimlandigt S. aureus ve P. aureginosa’nin aksine
enterokoklarin biyofilm formasyonu hakkindaki bilgiler gérece daha sinirlidir. Baglangig
asamasindaki geri doniistimlii zayif tutunma basamagi bakterilerin hareketli veya hareketsiz
olmalarina gore farklilik gdsteren bazi faktérlerle iliskilidir. Ornegin hareketli bir bakteri
olan P. aureginosa’da baglangi¢ tutunmasi bakterinin kamg1 ve pilus yapilar1 araciligiyla
gerceklesirken hareketsiz bir bakteri olan S. aureus’ta ise bu basamakta yiizey adezinleri rol
oynar. E. faecium ve E. faecalis ise hareketsiz bakteriler olmalarina karsin bu basamakta
yiizey adezinleri ile birlikte piluslarindan da faydalanirlar. Bu ylizey adezinleri ve piluslar
icinde en sik bulunan ve en dnemli olduklar diisliniilenler Ebp (Endokardit ve biyofilm
iliskili pilus), Agg (Agregasyon faktorii), Esp (Enterokokal yiizey proteini), PilA ve PilB
(Pilus A ve Pilus B) seklindedir (95).
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Daha onceki ¢alismalarda Ebp proteinini kodlayan ebp gen bdlgesinin enterokoklara has ve
yiiksek oranda korunmus bir bolge oldugu diistiniiliirken ebpC bdlgesinin homologu olan bir
bolgeye S. aureus bakterisinde rastlanmis ve bu bolgenin fibronektin baglayan proteint,
dolayisiyla adezyonla iligkili bir proteini kodladig1 gosterilmistir. Yapilan transkriptomik
calismalarin 15181inda sadece bu gen bolgesinde degil enterokoklarda biyofilm olusumunda

rol alan birgok gen bolgesinde ESKAPE patojenleri ile homologluklar oldugu gosterilmistir.

Agg’ nin ise ayrica feromon tabanli sinyal ileti yollarinda plazmitlerin konjugasyonunu da
kolaylastirdig1 gozlenilmistir. pilA ve pilB ise baslangi¢c adezyonunda 6nemli roller alan tip
4 pilus sistemini kodlayan genetik sistemin bir parcasidirlar (20, 95). Esp baslangic
adezyonunda kollajene baglanan ve esansiyel rol oynayan bir proteindir. Bu proteini
kodlayan esp gen bolgesinin, bir patojenite adasinda, viriilansta 6nemli rolleri olan bir¢ok
genle birlikte bulundugu gosterilmistir. Esp’ nin asidik ortamlarda kiimelenerek amiloid
benzeri bir formasyon aldig1 ve biyofilm matriksinin sertliginde 6nemli katkist oldugu

diistiniilmektedir. (27).

Baslangigtaki zayif tutunma basamagindan mikrokoloni olusturma ve bdliinme aracilt olgun
biyofilm olusturma asamasina geciste epa genleri (enterokokal polisakkarit antijen) en
onemli rolii oynar. Bu gen kiimesinin simdiye kadar tespit edildigi kadariyla 16 farkli genden
olustugu ve bir¢cogunun polisakkarit sentezinde rol oynayan glukoziltransferazlar oldugu
anlasilmistir. Daha sonraki caligmalarda bu genlerin hiicre duvar biitiinliigii, konjugasyon
gibi baz1 diger 6nemli fonksiyonlari oldugu da gézlenmistir. Yine bu genlerin ozmotik stres

varliginda asir1 eksprese edildigi ve korunmada dnemli oldugu da goézlenmistir (95, 96).

eDNA (hiicre dist DNA) enterokok biyofilmlerinin mikrokoloni formasyonundan olgun
formasyona gecisinde oldukg¢a dnemli bir bilesendir. gelE gibi jelatinazlar ve bazi proteazlar
konak dokusunun yikiminda 6nemli rol oynarlar. eDNA’nin 6lii hiicrelerden daha ¢ok canli
hiicrelerden salindigr ve bu salimimi saglamada ar/A geninin kodladigi AtlA otolizin
proteinin rol aldig1 gosterilmistir. Bunu takriben quorum sensing sisteminin bir parcasi olan
fsr operonu sayesinde salinan eDNA toplanir ve biyofilm yapisina dahil edilir. Biyofilm
olusturan enterokoklarda olusturmayanlara kiyasla antibiyotik direng genlerinin
ekspresyonunda ve mobil genetik elemanlarin sayisinda artiglar gozlenmektedir. Bundan
temel sorumlu mekanizmanin feromonlara yanit veren plazmitler aracili yatay gen
gecislerinin oldugu diisiiniilmektedir. Kiimelesme ve biyofilm formasyonu mevcudiyeti

feromon iligkili yatay gen ge¢isi mekanizmalarinin olusum sikligini artirmaktadir (20, 25).
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Biyofilm olusumunun dagilma basamagi yeterince aydinlatilmis bir konu degildir. E.
faecalis’ in genomunda 7 adet profaj tasidigi ve AI-2 sinyali ile bunlarin ekspresyonunu
tetiklemesi sonucu hiicre otolizinin gergeklestigini gosteren ¢alismalar mevcuttur. Bu otoliz
siireci biyofilm formasyonunun i¢inde bosluklar yaratarak fajla enfekte olmamais hiicrelerin
dagilmasini kolaylastirir. DNAaz, a-amilaz ve jelatinaz da bu siirece katki saglayan diger
faktorlerdir (95). Biyofilm olusumunda rol alan molekiiller ve gorevleri Tablo 2.3’te

Ozetlenmistir.

Tablo 2.3. Enterokoklarin biyofilm olusumunda rol alan molekiiller ve gorevleri

Gorevli Molekiil Formasyon Olusumundaki Gorevi

Ebp (Endokardit ve Fibronektin gibi serum proteinleri aracili ilk tutunma ve

biyofilm iliskili pilus) adezyondan sorumlu molekiil

Agg (Agregasyon Faktorii) | Baslangic adezyonu ve bakteri kiimelenmesinden sorumlu
molekiil

Esp (Enterokokal Yiizey Kollajene baglanarak baslangi¢ yiizey adezyonu acisindan

Proteini) esas rolii oynayan, aynt zamanda biyofilm matriksine
sertlik katan molekiil

pilA ve pilB Tip 4 pilus sisteminin iiyesi olan ve baslangi¢ adezyonuna
yardimci piluslar

Epa (Enterokokal Zay1f tutunma asamasindan mikrokoloni olusumu ve

Polisakkarit Antijen) olgun biyofilm agamasina gecisteki esas molekiil

eDNA (Cevresel DNA) Mikrokoloni olusumu ve olgun biyofilm asamasina gegiste
yardimce1 molekiil

Jelatinaz Konak doku yikimi ve bu yikim sonucu eDNA
olusumundan sorumlu molekiil

AtlA otolizin proteini ve fsr | Konak dokudan eDNA salinimi ve salinan eDNA’ nin

operonu biyofilm formasyonu yapisina katilimi

Al-2 sinyali aracili Profajlarin tetikledigi otoliz sonucu biyofilm

indiiklenen profajlar formasyonunun yikimi

DNAaz ve a-amilaz Biyofilm formasyonunun yikiminda yardimci molekiiller

2.3.1. Biyofilm Formasyonunun Enfeksiyonlardaki Onemi

Biyofilm formasyonunun mevcudiyeti bakterilerin viriilansina ve enfeksiyon gelisimi-tedavi
stirecine bir¢ok yoldan etki eder. Biyofilm formasyonu i¢inde temas halinde olan bakteriler
cesitli viriilans faktorlerini kodlayan genler ve antibiyotik diren¢ genleri gibi genetik
materyallerinin yatay olarak transferine planktonik bakterilere kiyasla ¢ok daha
egilimlidirler. Onemli bir husus ise biyofilm formasyonunun mikroorganizmalarin kolonize
olmasini ve kalicilik saglamasini kolaylagtirmasidir. Bu duruma yatkinlik olusturan siire¢ in
vivo olarak bir piht1, kistik fibroziste oldugu gibi ¢ok yogun kivamli bir mukus veya bir¢cok

durumda hasar gormiis bir epitel mevcudiyeti olabilecegi gibi daha sik olarak tibbi
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girisimlerle yerlestirilen kateterler, stentler, kalp kapakciklari ve protez materyaller gibi
yabanci cisimlerin bulunmasidir. Yine kompleman sistemi iirlinleri veya antikorlar ile
fagositozda etkin olan makrofaj, dendritik hiicre gibi immiin sistem hiicrelerine karsi
sagladigi koruma da biyofilm formasyonunun mikroorganizmalara sagladigi onemli

katkilardandir (97).

Biyofilm olusumunun enfektif endokardit, kateter iligkili kan dolasimi enfeksiyonlari,
kateter iliskili Uiriner sistem enfeksiyonlari, biliyer stent varligi ile iliskili intaabdominal
enfeksiyonlar, sant enfeksiyonlar iligkili santral sinir sistemi enfekiyonlari, periodontit gibi
agiz-dis enfeksiyonlart ile yumusak doku enfeksiyonlari basta olmak iizere pek ¢ok
enterokok kaynakli enfeksiyonda dnemli rol oynadigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (95,
97, 98, 99). Bu enfeksiyonlar arasinda mortalitesi en yiiksek olanlar ve enfeksiyon gelisimi-
tedavi siireci lizerinde biyofilm formasyonunun {iizerinde en fazla durulani enfektif

endokardit ve kateter iliskili kan dolagimi1 enfeksiyonlaridir.

Intravaskiiler kateterler sivi, kan iiriinii, total parenteral niitrisyon sivis1 uygulama ve
hemodinamik monitorizasyon saglama gibi amagclarla vaskiiler erisim saglamasi agisindan
cok yaygin olarak kullanilan cihazlardir. Enfeksiyon gelisme sikligi hastaya ve kateter
takimi ile kateter takibinde alinan enfeksiyon kontrol 6nlemleri gibi bazi faktorlere de bagl
olmakla birlikte; 6zellikle kateter tipi (tlinelsiz, ¢oklu liimenli, antibiyotik emdirilmemis ve
hiperalimentasyon-hemodiyaliz i¢in kullanilan kateterler ve santral ven6z kateterler daha
riskli), kateter yerlesim yeri (femoral daha riskli) ve kateter kalis siiresi gibi faktorlerle
iligkilidir. En sik bulas kaynag: ise kateter giris yeri ve kateter hub’indan olur. Bolgesel
olarak veya hasta Ozellikleri bazinda degisiklikler gdzlenebilmekle birlikte enterokoklar
kateter iligkili kan dolagimi enfeksiyonlarinda genelde tigiincii en sik etken olarak
gozlenmektedirler. Yine 6nemli bir nokta kateter iligkili olusan biyofilm formasyonunun kan
akisin1 bloke edebilmesi ve diger bakterilerin, trombosit ve eritrositlerin de tutunabildigi
pihtt formasyonunun yiizeyden ayrildigi durumlarda embolik olaylara da neden

olabilmesidir (97).

Enterokoklar yapilan birgok ¢aligsmada streptokok (6zellikle viridans grup) ve stafilokoklarin
ardindan en sik tiglincii endokardit etkeni olarak tespit edilirken enterokoklar i¢inde ise daha
stk E. faecalis etken olarak gortilmiistiir. Biyofilm formasyonu enfektif endokardit
patogenizinde temel olarak 3 sekilde rol oynar; ilki formasyonun direkt olarak kapakc¢ik

tizerindeki mekanik hasar1 (vejetasyon) ve buna bagli fonksiyon hasari, ikincisi biyofilm
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formasyonunun aract oldugu pihtinin ayrismasi sonucu 6zellikle el ayak parmaklari, retina
gibi viicut kisimlarinda gelisen embolik olaylar ve {igiinciisii formasyondan aralikli olarak
salinan planktonik mikroorganizmalarin enfeksiyonun siirekliligini ve kronikligini
saglamasi aracili gelisen immiin yanitla iliskili osler nodiili ve glomeriilonefrit gibi
fenomenlere neden olusudur. Yapilan bir ¢aligmada endokardite neden olan enterokok
izolatlarinin %39’u giiglii biyofilm formasyonu olustururken bu oran endokardite neden
olmayan izolatlarda sadece %6 olarak gozlenmistir. Biyofilm iligkili gelisen tiim
enfeksiyonlarda oldugu gibi antibiyotiklere olan duyarlilikta azalma da 6nemli bir noktadir

(35, 98).

Yine kateter iliskili iiriner sistem enfeksiyonlarinda enterokoklar sik karsilasilan etkenlerdir.
Kateterin olusturdugu mekanik hasar; mikroorganizmalarin kateter yiizeyine yapismasinda
ve burda neden olduklar1 biyofilm formasyonu sayesinde idrarin yikayici etkisine, asidik
pH’na ve konak bagisiklik sistemine karsit korunmasinda énemli rol oynamaktadir. Yine
biyofilm formasyonu baska bakterilerin buraya kolonize olmasi ve idrar akiminin blokaji ile

bobrek hasar gibi olaylara da neden olabilir (99).

Biyofilm, mikroorganizmalarin antimikrobiyal diren¢ gelistirmesi agisindan onemli bir
olusumdur. Biyofilm formasyonunun antibiyotik direncine yol agmasina neden olan 3 temel
yol vardr. Ilki; biyofilm icine antibiyotiklerin ¢ogunun -azalmis penetrasyon, matriks ve
yiizey tabakasi tarafindan deaktive edilme veya baglanma yoluyla- mikroorganizmalara
ulasiminin kisitlanmas: seklindedir. Ikinci yol; biyofilm formasyonundaki biyokimyasal
degisikliklerdir. Formasyonun yiizeyi daha oksijenli bir ortam sunarken ¢ogunlukla derin
kisimlar daha az oksijen barindirirlar. Ayrica azalan besin maddeleri veya biriken metabolik
atiklar pH degisikliklerine ve bazi kisimlarda bakterilerin bdliinmelerini azaltmalarina da
neden olurlar. Tim bu degisiklikler antimikrobiyallerin etkinliklerinde azalmalara ve
formasyondaki mikroorganizmalara kars1 etkinliklerinin hetorojen olmalarina neden olur.
Ugiincii ve son yol ise biyofilm formasyonunun sagladigi artmus bakteriyel yakinlasma ile

feromon aracili konjugasyon sayesinde plazmit aracili diren¢ geni kazanmalaridir (100).

34



3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
27.02.2024 tarihinde DA 24/02 proje numarasiyla onaylanmis ve Baskent Universitesi

Arastirma Fonunca desteklenmistir.
3.1. Laboratuvarda Kullanilan Gere¢ ve Malzemeler

3.1.1. Gerecler

Calisma boyunca kullanilan gerecler su sekildedir:

. Etiiv (Niive, Tiirkiye)

. Otoklav (Hirayama, Japonya)

. Pastor Firint (Niive, Tiirkiye)

. Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)

. Santrifiij (Hettich, Almanya)

. Biyogiivenlik kabini (Heraeus, Almanya)

. Vorteks (Daihan, Giiney Kore)

. pH metre (Inolab, Almanya)

. Is1 Blogu (Biosan, Tiirkiye)

. Derin Dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

. Isik Mikroskopu (Leica, Almanya)

. Orbital Calkalayici (shaker) (Barnstead International, ABD)

. Spektrofotometre (Becton Dickinson, ABD)

. Epoch Mikroplak Spektrofotometre (Biotek, ABD)

. Termal Dongii Cihazi (Labnet, Finlandiya)

. Elektroforez tanki ve jel taragi (Owl EasyCast B2, Thermo Scientific, Danimarka)
. Gel Doc XR Jel Goriintiileme Cihazi (Bio-RAD, ABD)

. Cok kanalli pipet (Eppendorf, Almanya)

. Otomatik pipet seti 0,5-10; 20-200; 100-1000 pul (Eppendorf, Almanya)
. 10; 200; 1000; 10000 pl steril pipet ucu (Eppendorf, Almanya)

. 10; 200; 1000; 10000 ul steril filtreli pipet ucu (Eppendorf, Almanya)
. Balon joje

. Petri kab1 (Firatmed, Tiirkiye)
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. 1,5 ml mikrosantrifiij tlip (Isolab, Almanya)

. 0,2 ml PZR tiipii (Isolab, Almanya)

. Steril plastik 6ze (Firatmed, Tiirkiye)

. Steril pamuk uglu ekiivyon ¢cubuk

. 16 x 100 mm cam deney tiipli

. 15; 50 ml falkon tiipii (Isolab, Almanya)

. 5; 10; 20 ml steril tek kullanimlik enjektor

. Cam lam (Citotest Labware, Cin)

. 96 kuyucuklu non-pirojenik steril diiz tabanli mikroplak (Corning, ABD)
3.1.2. Besiyerleri, Kimyasallar ve Kitler

. %5 Koyun kanli agar (Orbak, Tiirkiye)

. %35 Gliserol besiyeri (BD Difco, ABD)

. Triptik soy s1v1 besiyeri (CondaLab, ispanya)

. Mueller-Hinton II agar (Neogen, ABD)

. Kinupristin-Dalfopristin Antibiyotik Diskleri (MASTDISCS, Birlesik Krallik)
. Eravasiklin Antibiyotik Diskleri (Liofilchem, italya)

. Ampisilin, imipenem, vankomisin, teikoplanin, gentamisin, streptomisin, siprofloksasin,
tetrasiklin Antibiyotik Diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye)

. Vankomisin, teikoplanin, gentamisin, streptomisin, eravasiklin, tetrasiklin antibiyotik
Stripleri (Liofilchem, Italya)

. Safra-Eskiilin agar (BD Difco, ABD)

. Agaroz D-1 Low Eeo (CondaLab, ispanya)

. DrySlide PYR Kiti (BD BBL, ABD)

. Distile Su

. Deiyonize Su

. Steril %0,9’luk Serum Fizyolojik (Turkfleks, Tiirkiye)
. %3’liikk Hidrojen peroksit (Norateks, Tiirkiye)

. Gram Boyama Seti (RTA, Tiirkiye)

. Kristal Viyole Tozu (Sigma Aldrich, Almanya)
. Metanol (Interlab, Tiirkiye)

. %95 Etanol (interlab, Tiirkiye)
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. PBS tablet pH 7,2 (AppliChem, Almanya)

. EDTA (SRL, italya)

. TrisBase (Sigma Aldrich, Almanya)

. Borik asit molecular biology grade (AppliChem, Almanya)

. Etidyum Bromiir (AppliChem, Almanya)

. “‘Hs PrimeTaq Premix’’ marka master miks (Genet Bio, Giiney Kore)
. Niikleaz icermeyen su (Sigma Aldrich, Almanya)

. Primerler (Probe Synthesis, Tiirkiye)

. 100 bp plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.2. izolat Tanimlamas:

Calismamiza Baskent Universitesi Ankara Hastanesi (Merkez 1), Baskent Universitesi
Adana Dr. Turgut Noyan Uygulama ve Arastirma Merkezi (Merkez 2) ve Ankara Etlik Sehir
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda (Merkez 3) kan Orneklerinden izole edilerek
tanimlanan toplam 45 adet E. faecalis ve 45 adet E. faecium klinik izolat1 (her merkezden 15
E. faecalis ve 15 E. faecium olacak sekilde) antibiyotik direng paternlerine bakilmaksizin
rastgele ve her hastadan tek izolat olacak sekilde dahil edildi. Merkez-1’deki kokenler Ekim
2023-Aralik 2024; Merkez 2’deki kokenler Ekim 2021-Mart 2025 ve Merkez 3’deki
kokenler ise Ocak 2024-May1s 2024 arasinda izole edildi.

Her 3 merkezde de kan kiiltiirii siseleri ayn1 otomatize kan kiiltiirii sisteminde (BD BACTEC
FX bottom, ABD) pozitif sinyal verene kadar veya 5 giinliik siire boyunca inkiibe edildi. Bu
siire sonunda iireme gostermeyen Ornekler lireme olmadi seklinde raporlanirken pozitif
sinyal veren orneklerin gram boyama ile %35 koyun kanli ve eozin metilen blue (EMB)
besiyerlerine ekim islemleri gerceklestirildi. Sinyal ve gram boyama sonuglar1 panik deger
olarak ilgili yetkililere bildirildi. Sinyal pozitiflesme siireleri 6rneklerin cihazdaki pozitif
sinyal verme zamanindan 6rnek kabul zamaninin ¢ikarilmasi ile tespit edildi. Toplamda 30°u

E. faecalis ve 30’u E. faecium olmak iizere 60 izolat i¢in bu siireler tespit edilebilmistir.

Her merkezin kendi laboratuvarinda tanimladigi izolatlar 6nce gram boyama ozellikleri ve
fenotipik yontemlerle [katalaz testi, koyun kanli ve safra-eskiilin besiyerinde iireme
Ozellikleri, ve L-Pirolidonil B-Naftilamid (PYR) testi] cins diizeyinde Enterococcus spp.
olarak dogrulandi. Ardindan MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazi ile tiir
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diizeyinde [Merkez 3’teki izolatlar ilk tanimlamalar1 zaten MALDI-TOF MS ile yapildig

icin bu basamaktan gecirilmedi.] dogruland.

Tanimlamalar1 ve dogrulamalar1 tamamlanan izolatlar belirlenen antibiyotiklere
duyarliliklar acisindan disk diflizyon yontemi ile test edildi. Takip eden siirecte belirlenen
protokolle izolatlarin biyofilm olusturma oranlar1 ve diizeyleri belirlendi, polimeraz zincir
reaksiyonu ile yliksek diizey aminoglikozit direncine yol acan AME genlerinin ve glikopeptit
direncine yol agan genlerin varlig1 incelendi. Elde edilen sonuglar birbiriyle iliskilendirilip
cesitli parametreler agisindan degerlendirildi. Asagida, izolatlarin tanimlanmasi amaciyla

yapilan testler detaylandirildi.
3.2.1. Gram Boyama ve Koloni Morfolojisi

%S5’lik koyun kanl1 agarla soguk zincir kosullarinda merkezimize ulasan 90 izolatin her biri
ilk olarak koloni rengi, biyiikligii ve sekli agisindan ve plagin saf {ireme
gosterip/gostermemesi agisindan yansiyan 1sik altinda dikkatlice degerlendirildi. Bunu
takiben hazir olarak temin edilen gram boyama seti (RTA, Tiirkiye) ile gram boyama islemi
gerceklestirildi ve 151k mikroskopu ile 1000X biiylitmede immersiyon yagli preparatlar
incelendi. Gram boyama sonucu gram pozitif ve tek, cift, kisa zincir veya daha nadiren

kiimeli kok goriiniimiinde olan 6rnekler daha ileri fenotipik testlerle degerlendirildi.
3.2.2. Katalaz Testi

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H202) metabolize ederek su ve oksijen meydana getirir.
Meydana gelen oksijen, testin yapildigi lam veya ortam iizerinde gaz kabarcigi olarak
gbzlenir. Bu testi uygularken kullanilan malzemeler %3’liik hidrojen peroaksit, cam lam ve

steril plastik 6ze idi.

Test uygulanirken temiz bir lama 1-2 damla %3’lik H20. damlatildi. 16-24 saatlik
inkiibasyon sonrasi gram pozitif kok olarak boyanan bakterilerden steril plastik 6ze ile alinan
1-2 koloni H202 ile karistirildi. Saniyeler i¢inde olusan kabarciklarin test pozitifligine isaret

ettigi kabul edildi.

Test uygulanirken koloni almimi sirasinda besiyeri igerigini barindirmayan yiizeysel
ornekler alimimina 6zen gosterildi [Eritrositler i¢erdikleri katalaz aktivitesi sonucu yanlig
pozitif sonuglara yol agabilirler (101).]. Bu testin kalite kontroliinde pozitif kontrol olarak S.
aureus ATCC 29212 ve negatif kontrol olarak S. pyogenes ATCC 13813 suslar1 kullanildi.

3.2.3. Koyun kanl ve safra-eskiilin besiyerinde iireme 6zellikleri
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Koyun kanli agarda (Orbak, Tiirkiye) tek koloni ekim yontemi ile merkezlerden gelen tiim
izolatlarin subkiiltiirii yapildi. Enterokok kolonileri bir gecelik inkiibasyon sonrasi 1-2 mm
boyutlarinda, diizgiin kenarli, gri, hemolizsiz ya da alfa hemolitik veya ¢ok daha az siklikla
beta hemolitik olan kolonilerdir. Safra eskiilin agara (BD Difco, ABD) ekim de yine tek
koloni metoduyla fakat inokulumun yogun olmamasina dikkat ederek tiim izolatlar i¢in
uygulandi. Yogun inokulumun yanlis pozitif sonuglara yol agabilecegi belirtilmektedir
(101). Baz1 diger laktokok, pediokok ve streptokok tiirlerinde de pozitiflikleri gérmek
miimkiin olmakla birlikte eslik eden katalaz negatifligi ve gram boyama o6zellikleri ¢ok
yiiksek oranda enterokok veya Grup D streptokok mevcudiyetini diistindiiriir. Bu iki tiirlin
birbirinden ayriminda ise %6,5’lik tuz konsantrasyonunda iireyebilme o6zelliginin
degerlendirilmesi miimkiindiir. Enterokoklar bu durumda ireyebilitken Grup D

streptokoklar tireyemezler (101).
3.2.4. L-Pirolidonil- g Naftilamid (PYR) Testi ve Uygulanisi

PYR testi ticari olarak bir¢ok firma tarafindan sununan kitler araciligiyla kolaylikla
uygulabilen 6zgiin ve duyarli bicimde hizli fenotipik ayrim saglama yetenegi dolayisiyla
siklikla tercih edilen bir biyokimyasal testtir. Bu test pirolidonil arilamidaz enzimini tespit
eder ve basta E. faecalis ve E. faecium olmak iizere bircok enterokok tiirleri ile Grup A-f-

hemolitik streptokoklarda (S. pyogenes) olmak iizere pozitif sonug gosterir.

Bu testi uygularken kullanilan malzemeler steril plastik 6ze, steril distile su ve hazir olarak
temin edilen DrySlide PYR Kiti (BD BBL, ABD) dir. Uygulama basamaklar1 firma onerisi
dahilinde su sekilde yapildi;

. Kitten temin edilen zemin iizerine 10 pl’lik 6ze ile bir 6ze dolusu steril distile su eklendi.

. Bu suyun {izerine baska bir 6zenin igne kismu ile saf iiremis plaktan elde edilen 1-2 koloni

eklendi ve nazikge yayildi.

. Oda 1s1s1nda 2 dakika boyunca inkiibe edildi.

. Ardindan kit i¢inden ¢ikan “’BBL DrySlide PYR Color Developer’’ dan bir damla eklendi.
. 1 dakika i¢cinde meydana gelen pembe/fusya renk pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

Bu testte beklenen pozitif reaksiyon, PYR metabolitinin parcalanmasiyla olusan f-

Naftilamid’in indikator (N,N- dimetil aminosinamaldehit) eklenmesi ile gézlenen pembe-
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mor renk degisikligidir (44). Bu testin kalite kontroliinde pozitif kontrol olarak E. faecalis
ATCC 29212 ve negatif kontrol olarak S. agalactiae ATCC 13813 suslar1 kullanildi.

Lateks agliitinasyon testi ve %6,5’lik NaCl’de iireyebilme yetenegi testi , fenotipik testler
sonrast MALDI-TOF MS ile dogrulama yapilacagi géz dniinde bulundurularak yapilan diger

fenotipik testler arasina eklenmedi.
3.2.5. Tamimlanan izolatlarin MALDI-TOF MS ile Dogrulanmasi

Merkezimizde fenotipik olarak cins diizeyinde enterokok olduklar1 dogrulanan Merkez 1 ve
Merkez 2 izolatlar1t Merkez 3°te MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazi ile
son dogrulama basamagina alindi. Bu basamak zaten merkezin kendisinde ilk tanimlama bu

cihazla yapildigi icin Merkez 3’ten elde edilen 30 izolata uygulanmadi.

Merkez 3’te kendi merkezlerinden gelen 30 izolata ilk tanimlamada; diger merkezlerden
gelen 60 izolata ise fenotipik dogrulama sonrasi yapilan koyun kanli agardaki subkiiltiirii
takiben olmak iizere MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) cihazi ile tanimlama
yapilds. 11k olarak hedefte ekstraksiyon yontemi kullanilarak formik asit araciligiyla hiicre
duvar1 yikimi saglandi. Kuruma beklendikten sonra alfa-siyano-4-hidroksisinnamik asit
(CHCA) matriks soliisyonu ile isleme tabi tutuldu. Sonrasinda cihaza yerlestirildi ve cihazin
degerlendirmesi beklenildi. Degerlendirme diger birgok mikroorganizmada oldugu gibi
temel olarak rRNA yapilari {izerinden otomatik olarak yapildi. Degerlendirmenin ardindan
elde edilen skorlar; skor <1.7 ise tanimlama giivenilmez, 1.7-2 arasinda ise cins diizeyinde
ve >2 ise tiir diizeyinde tanimlama olarak yorumlandi. 90 izolatin tamaminda elde edilen

skorlar 2’nin tizerindeydi.
3.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Izolatlarin ampisilin, imipenem, siprofloksasin, vankomisin, teikoplanin, tetrasiklin,
eravasiklin, kinupristin-dalfopristin (E. faecium igin), linezolid, gentamisin (yliksek diizey
direnci degerlendirmede) ve streptomisin (yliksek diizey direnci degerlendirmede)
antibiyotiklerine karsi duyarhiliklar1 disk diflizyon yontemiyle test edildi. Tetrasiklin
haricindeki antibiyotiklere duyarlilik sonuglar1t EUCAST kriterlerine gore (76) tetrasiklin
duyarlilik sonucu ise EUCAST rehberinde sinir degerler bulunmadigi i¢in CLSI kriterlerine
gore (77) degerlendirildi. E. faecalis izolatlarinda kinupristin-dalfopristin antibiyotigine
duyarliligin test edilmeyecek olmasinin nedeni bu bakteri-antibiyotik ikilisinin EUCAST in

direngli olmasi1 beklenen fenotip tablosunda yer almasidir (3).
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Disk diflizyon testi ile yiiksek diizey gentamisin veya yiiksek diizey streptomisin direnci
saptanmasi sirasinda siiphe mevcudiyetinde gentamisin veya streptomisin MIK degeri
gradiyent diflizyon testi ile belirlendi. Disk difiizyon testi ile eravasikline diren¢ saptanmasi

halinde eravasiklin MiK degeri gradiyent difiizyon testi ile belirlendi.
3.3.1. Disk Difiizyon Yontemi ile Duyarhhik Belirleme

Disk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarlilik testi caligilan tiim izolatlar 6nceden
fenotipik testler ve MALDI-TOF MS ile dogrulanmig ve -20°C’de gliserollii besiyerinde
stoklanmis izolatlar olup 6nce oda sicakliginda ¢ozdiiriiliip %5°lik koyun kanli agara pasaj
yapild1 ve ornekler safliklart agisindan degerlendirildi. Bunu takiben %5°lik koyun kanl
agarlara subkiiltiir yapilip aerobik sartlarda 35+2°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibe edilmis bu plaklardaki {iremeler duyarlilik testlerinde kullanilds.

Yukarida bahsi gecen plaklardaki saf kolonilerden steril %0,9’luk serum fizyolojik
icerisinde spektrofotometre ile (Becton Dickinson, ABD) 0.5 McFarland bulaniklik
derecesinde olacak sekilde soliisyonlar hazirlandi. Firma oOnerilerine gore hazirlanip
otoklavda (Hirayama, Japonya) sterilize edilen ve ardindan 90 mm ¢apa sahip steril petri
kaplarina 4+0.5 mm kalinlikta (yaklasik 25 ml) dokiilen Mueller Hinton II agarlara (Neogen,
ABD) steril ekiivyonlar aracilifiyla yaygin ekim yontemiyle ekimler yapildi.

Kullanilincaya kadar -20°C’de saklanan (Eravasiklin firma onerisi dolayisiyla +4°C’de)
ampisilin, imipenem, siprofloksasin, vankomisin, teikoplanin, tetrasiklin, eravasiklin,
kinupristin-dalfopristin (E. faecium i¢in), linezolid, gentamisin (yliksek diizey direnci
degerlendirmede) ve streptomisin (yliksek diizey direnci degerlendirmede) antibiyotik
diskleri kullanimindan 10-15 dakika dnce oda 1sisina gelmesi i¢in buzdolabindan ¢ikarildi.
Her bir antibiyotik diski bir plakta 5’ten fazla antibiyotik diski olmayacak sekilde steril pens
araciligiyla yaygin ekim yontemiyle ekilmis olan plaklara dikkatlice ve tek seferde
yerlestirildi. Uzerlerine hafifce bastirarak besiyeri yiizeyi ile tam temaslar1 saglandi (104).
Bu sekilde hazirlanan plaklar 35+£1°C’de 18+2 saat boyunca aerobik inkiibasyon
kosullarinda inkiibe edildi. Bu siire EUCAST in 6nerileri dogrultusunda vankomisin i¢in 24

saat olarak uygulandi (76).
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Degerlendirmeler -vankomisin harig- yansiyan 1s1k altinda, siyah zemin iizerinde, plaklarin
arka yiizlerinden zon i¢i kolonilerin var olup olmadig: dikkatlice degerlendirilerek yapilda.
Vankomisin i¢in ise degerlendirme, plak 1518a dogru tutularak ve yine zon i¢i kolonilerin var
olup olmadig dikkatlice degerlendirilerek plak kapagi kaldirilip plagin 6n yiiziinden yapildi.
Vankomisin duyarliligint degerlendirirken zon siirlarinin keskin smirli  olmamasi
durumunda izolatlar duyarli kategorisiyle uyumlu zon ¢aplar1 vermis olsalar bile polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile direng genlerinin mevcudiyeti acisindan degerlendirildi (76).
Uremenin olmadigi zonun ¢apr cetvel yardimiyla olgiilerek tetrasiklin haric EUCAST
kriterlerine gore degerlendirildi (76). Tetrasiklin i¢in degerlendirmede EUCAST sinir deger
Onerileri mevcut olmadigi i¢in CLSI kriterleri kullanildi (77). Kalite kontrol kapsaminda
EUCAST kalite kontrol tablolarindaki hedef degerler ve araliklar baz alindi, EUCAST
onerileri dogrultusunda E. faecalis ATCC 29212 kalite kontrol izolat1 olarak kullanildi
(105). Disk difiizyon yontemiyle duyarliliklar1 belirlenen antibiyotiklerin sinir degerleri
Tablo 3.1.” de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Disk difiizyon yontemiyle duyarlilik sinir

degerleri
EUCAST* CLSI**
Ampisilin >10 mm (S) <10 mm (R)
Imipenem*** | >50 mm (S) <21 mm (R)
Vankomisin >12 mm (S) <12 mm (R)
Teikoplanin >16 mm (S) <16 mm (R)
Siprofloksasin | >15 mm (S) <15 mm (R)
Tetrasiklin >19 mm (S) <14 mm (R)
Eravasiklin >22 mm (S) <22 mm (R)
Kinupristin- >22 mm (S) <22 mm (R)
Dalfopristin
Streptomisin >14 mm (YDSD | <14 mm (YDSD
yok) var)
Gentamisin >8 mm (YDGD | <8 mm (YDGD
yok) var)
Linezolid >20 mm (S) <20 mm (R)

* Kaynak 76’dan alindi.
** Kaynak 77’den alind1.
*#*% >50 mm, duyarlilik sonucunun asla standart dozda duyarli olarak raporlanmamasi gerektigine isaret eder.

**%% (S) standart dozda duyarli ve (R) direngli kategoriyi ifade ederken bunlar arasinda kalan degerler
duyarlilik profilinin yiiksek dozda duyarli (I) kategorisine dahil olduguna isaret eder.

3.3.2. Gradiyent Difiizyon Yontemi ile Duyarhlik Belirleme
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Yukarida tarif edildigi gibi hazirlanan Mueller Hinton II agarlara (Neogen, ABD) yine
yukarida tarif edildigi gibi subkiiltiire edilmis saf kolonilerden hazirlanan 0.5 McFarland
bulaniklik degerinde ki soliisyonlardan yaygin ekim yapildi. Disk difiizyon testi ile yliksek
diizey gentamisin ve yiiksek diizey streptomisin direnci saptanmasi sirasinda sonuglarinda
siiphe bulunan izolatlar yiiksek diizey gentamisin ve yiiksek diizey streptomisin MIK
degerleri acisindan gradiyent difiizyon testi ile degerlendirildi. Ayrica disk diflizyon testi ile
eravasiklin direnci gdzlenen izolatlarda eravasiklin MIK degeri gradiyent difiizyon testi ile

belirlendi.

Gradiyent difiizyon yonteminde kullanilan antibiyotik stripleri, kullanimindan 10-15 dk
once oda 1sisina ¢ikarildi. Her bir antibiyotik stripi bir plakta 2’den fazla antibiyotik stripi
olmayacak sekilde ve bu iki stripin yonleri birbirinin zitt1 olacak sekilde steril pens
aracilifiyla yaygin ekim yontemiyle ekilmis olan plaklara dikkatlice ve tek seferde
yerlestirildi. Uzerlerine hafifce bastirarak besiyeri yiizeyi ile tam temaslar1 saglandi (106).
Bu sekilde hazirlanan plaklar 35+1°C’de 18+2 saat boyunca aerobik inkiibasyon
kosullarinda inkiibe edildi.

Degerlendirmeler yansiyan 1sik altinda, siyah zemin iizerinde, plaklarin 6n yiizlerinden
eliptik zonun i¢indeki kolonilerin mevcudiyeti acisindan dikkatlice yapildi. izolatlarin MIK
degerleri eliptik zonlarin stripi kestigi yer olarak belirlendi. Inhibisyon zonunun iki deger
arasinda kalmasi halinde yiiksek olan deger MIK olarak belirlendi. Inhibisyon zonunun her
iki tarafta stripi farkli noktalarda kestigi durumlarda fark iki kat diliisyonu agsmiyorsa yliksek
olan MIK degeri sonug olarak kabul edilirken asti§1 durumlarda test tekrarland: (106). Elde
edilen MIK sonuglar1 duyarlilik kategorisi belirlenmesi agisindan EUCAST kriterlerine gore
degerlendirildi (76). Kalite kontrol kapsaminda EUCAST kalite kontrol tablolarinda ki hedef
degerler ve araliklar baz alindi, EUCAST onerileri dogrultusunda E. faecalis ATCC 29212
kalite kontrol izolati olarak kullanildi (105). Yiiksek doz gentamisin, yiiksek doz

streptomisin ve eravasiklin MIK smir degerleri Tablo 3.2.” de belirtilmistir.
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Tablo 3.2. Yiiksek doz gentamisin, yiiksek doz streptomisin ve eravasiklin MiK sinir
degerleri

EUCAST*
Gentamisin <128 mg/L (YDGD yok), >128 mg/L (YDGD var)
Streptomisin <512 mg/L (YDSD yok), >512 mg/L (YDSD var)
Eravasiklin <0.25 mg/L (S), >0.25 mg/L (R)

* Kaynak 76’dan alinmigtr.

*#* (§S) standart dozda duyarli ve (R) direngli kategoriyi ifade eder.

3.4. Molekiiler Yontemlerle Diren¢ Genlerinin Degerlendirilmesi

Fenotipik olarak yiiksek diizey gentamisin direnci saptanan izolatlarda, enterokoklarda
yiiksek diizey gentamisin direncine neden olan aac(6°)-Ie-aph(2’’)-1a, aph(2’’)-1b, aph(2’)-
Ic ve aph(2’’)-1d genleri; fenotipik olarak yiiksek diizey streptomisin direnci saptanan
izolatlarda ise yliksek diizey streptomisin direncine neden olan ant(3"’)-lIa ve ant(6’)-la
genleri (80, 81, 82, 83) konvansiyonel PZR ile ¢alisilmistir. Fenotipik olarak vankomisin
direnci saptanan izolatlar ile disk diflizyon testi sirasinda vankomisin inhibisyon zonu kenar1
keskin olmayan izolatlarda dirence en sik neden olan vanA ve vanB genleri konvansiyonel

PZR ile arastirilmistir (88).
3.4.1. DNA izolasyonu

Caligmaya dahil edilen tiim izolatlarin DNA izolasyonu daha dnceden fenotipik testler ve
MALDI-TOF MS ile dogrulamalar1 yapilip takiben -20°C’de gliserol besiyerinde saklamaya
alinan bakterilerden yapildi. Bu stoklardan %35’lik koyun kanli agara pasajlar yapildi ve
18-24 saat boyunca 35+2°C’de aerobik ortamda inkiibe edildi. Uremeler safliklar1 agisindan
degerlendirildikten sonra ayni kosullarda koyun kanli agara subkiiltiirii yapildi. 1,5 ml’lik
mikrosantrifij tiiplerine (Isolab, Almanya) her izolat i¢in 1 ml olacak sekilde dnceden
otoklavda (Hirayama, Japonya) sterilize edilmis deiyonize sudan dagitildi. Bu suyun i¢inde
steril plastik 6zenin igne kismiyla besiyeri icerigini barindirmayacak sekilde dikkatle
toplanan birkag saf koloni stispanse edildi. Ardindan tiipler 1s1 blogunda (Biosan, Tiirkiye)
95°C’de 10 dakika boyunca 1sitilip 10 dakikanin sonunda buza aktarilarak soklandi. Bu
basamaklarla saglanan lizisin ardindan hiicre atiklarinin uzaklastirilmasi saglandi. DNA nin

toplanmas1 amaciyla tiipler santrifiij (Hettich, Almanya) cithazinda 14.000 rpm’de 10 dk
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santiflij edildi. DNA’nin bulundugu siipernatant kismi dipteki hiicre atiklarinin bulundugu
pellet kisminin alinmamasina dikkat edilerek temiz bir mikrosantrifiij tlipline alindi ve

calisilincaya kadar -20°C’de sakland1 (107).
3.4.2. PZR Reaksiyon Miksi Hazirlanmasi

Vankomisin, gentamisin ve streptomisin olmak tizere ii¢ farkli antibiyotige kars1 dirence yol
acan toplamda 8 gen varlig1 arastirildi. Bunlar vankomisin i¢in vanA ve vanB; gentamisin
icin aac(6’)-le-aph(2”’)-1a, aph(2’’)-1b, aph(2’’)-Ic ve aph(2’’)-1d ve streptomisin ig¢in
ant(3”’)-1a ile ant(6°)-1a idi.

Fenotipik olarak vankomisin direnci gosteren veya vankomisin inhibisyon zonu kenar
keskinligi olmamasi nedeniyle direngten siiphelenilen izolatlarda vanA ve vanB direncinin
tespiti icin miks hazirlandi. Kurutulmus olarak temin edilen primerler (Probe Synthesis,
Tiirkiye) firma onerileri dogrultusunda niikleaz icermeyen su ile konsantrasyonu 100
pmol/ml olacak sekilde sulandirildi ve bu soliisyonlar stok primer soliisyonlar1 olarak
kullanildi. Bu stok soliisyonlarindan kullanima hazir 10 pmol/ml konsantrasyonunda ikinci
sollisyonlar hazirlandi. Hazirlanan miks her bir izolat i¢in 10 ul HS Prime Taq Premix (Genet
Bio, Giiney Kore), 1 pl vanA primer forward (primer F), 1 pl vanA primer reverse (primer
R), I ul vanB primer F, 1 pl vanB primer R, 3 pl niikleaz icermeyen su ve 3 ul DNA igerecek
bicimde toplam hacim 20 pl olarak ayarlandi. Pozitif kontrol olarak NCTC 12202 E. faecium
(vanA) (108) ve ATCC 51299 E. faecalis (vanB) (109) izolatlar1 kullanildi. Tezde kullanilan
tiim primerlerin dizileri ile hedef bolgelerin uzunluklar: referanslariyla birlikte Tablo 3.3.°te

ve HS Prime Taq Premix (Genet Bio, Gliney Kore)’in igerigi ise Tablo 3.4.’te sunulmustur.
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Tablo 3.3. Primer dizileri ve hedef amplikon boyutlar

Primerler Primer Dizileri Hedef Referans
Amplikon | Calisma
Boyutu

vanA-Forward 5’-GGGAAAACGACAATTGC-3’ 732 bp (111)
vanA-Reverse 5’-GTACAATGCGGCCGTTA-3’ 732 bp (112)
vanB-Forward 5’-ACGGAATGGGAAGCCGA-3’ 647 bp (112)
vanB-Reverse 5’-TGCACCCGATTTCGTTC-3’ 647 bp (112)
aac(6’)-Ie-aph(2°’)-Ia- 5’-CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG-3’ 348 bp (112)
Forward

aac(6’)-Ie-aph(2°’)-Ia- 5’-CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC-3’ 348 bp (112)
Reverse

aph(2°’)-Ib-Forward 5’-CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC-3’ | 867 bp (112)
aph(2°’)-Ib- Reverse 5’-GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT-3’ | 867 bp (112)
aph(2°’)-Ic-Forward 5’-CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC-3’ 444 bp (112)
aph(2°’)-Ic-Reverse 5’-CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG-3’ 444 bp (112)
aph(2°’)-Id-Forward 5’-GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC-3’ 641 bp (112)
aph(2°’)-Id-Reverse 5’-CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC-3’ | 641 bp (112)
ant(3”*)-la-Forward 5’-TGATTTGCTGGTTACGGTGAC-3’ 284 bp (113)
ant(3”’)-Ia-Reverse 5’-CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG-3’ 284 bp (113)
ant(6”)-la-Forward 5’-CGGGGAGAATGGGAGACTTTG-3’ 563 bp (114)

Fenotipik olarak gentamisin direnci gosteren izolatlarda aac(6°’)-Ie-aph(2’’)-1a, aph(2"’)-1b,
aph(2”’)-Ic ve aph(2’’)-Id mevcudiyetinin tespiti i¢in miks hazirlandi. Konuyla ilgili
literatiir taramas1 sonrasi en sik tespit edilen aac(6’)-Ie-aph(2’’)-1a geni i¢in monopleks
diger 3 gen i¢in multipleks PZR gerceklestirildi. aac(6°)-Ie-aph(2’’)-1a igin 10 pul HS Prime
Taq Premix (Genet Bio, Gliney Kore), 1 ul aac(6’)-le-aph(2’’)-1a primer F, 1 ul aac(6’)-1e-
aph(2’’)-1a primer R, 5 pl niikleaz icermeyen su ve 3 pl DNA ile toplam hacim 20 pl olarak
ayarlandi. Primerler yukarida tarif edilene benzer sekilde fakat miskteki nihai primer
konsantrasyonu 25 pmol olacak sekilde sulandirildi. Pozitif kontrol olarak ATCC 51299
(110) 1zolat1 kullanildi. Kalan 3 gen icin olusturulan mikst ise 10 ul HS Prime Taq Premix
(Genet Bio, Giiney Kore), 1 ul aph(2’’)-Ib primer F, 1 pl aph(2’’)-Ib primer R, 0.5 pl
aph(2”’)-Ic primer F, 0.5 ul aph(2”’)-Ic primer R, 0.5 pl aph(2’’)-Id primer F, 0.5 pl
aph(2’’)-1d primer R, 3 ul niikleaz icermeyen su ve 3 pul DNA ile toplam hacim 20 pl olarak
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ayarlandi. Miks i¢indeki primerlerin son konsantrasyonu aph(2”’)-Ib igin 25 ve diger iki

primer ¢ifti i¢in ise 5 pmol/ml olacak sekilde ayarlandi.

Fenotipik olarak streptomisin direnci gosteren izolatlarda ant(3’’)-la ve ant(6’)-la
mevcudiyetinin tespiti i¢in miks hazirlandi. Bu iki gen bdlgesi i¢in multipleks PZR
olusturuldu. 10 pl HS Prime Taq Premix (Genet Bio, Giiney Kore), 1 pl ant(3"’)-Ia primer
F, 1 ul ant(3”’)-Ia primer R, 1 pul ant(6°)-1a primer F, 1 ul ant(6°)-1a primer R, 3 pl niikleaz
icermeyen su ve 3 ul DNA ile toplam hacim 20 pl olarak ayarlandi. Primerler; miksteki nihai
primer konsantrasyonu ant(3’’)-la i¢in 10 ve ant(6’)-Ia icin 10 pmol olacak sekilde
sulandirildi. Pozitif kontrol olarak (ant(6’)-la) ATCC 51299 E. faecalis (110) izolati
kullanildi.

Tablo 3.4. HS Prime Taq Premix Icerigi (2X)

Konsantrasyon
HS Prime Taq DNA Polimeraz 1 Unite/10 pl
Reaksiyon tamponu 2X
Magnezyum Kloriir (MgClb) 4 mM
Enzim Stabilizorii -
Yiikleme Boyasi -
Deoksi Niikleotit Trifosfat** 0.5 mM
* Kit igeriginde konsantrasyonu belirtilmeyen tiriinler *‘-’’ ile gosterilmistir.

** Her bir dATP, dCTP, dGTP ve dTTP i¢in

3.4.3. Amplifikasyon

Direng genlerinin tespitinde kullanilacak amplifikasyon dongiileri, kullanilan master miksin
kilavuzunda 6nerilen amplifikasyon dongiisii esas alinarak belirlendi. Her bir reaksiyon i¢in
mindr degisiklikler yapilarak elde edilen sonuglar basarili bulundu. Amplifikasyon dongiileri

termal dongii (Labnet, Finlandiya) cihazi ile gergeklestirildi.

Vankomisin direng genleri agisindan gerceklestirilen multipleks PZR i¢in optimize edilen
dongii 95°C’de 10 dk ilk denatiirasyon, 30 dongii boyunca 95°C 30 saniye denatiirasyon,
51°C 30 saniye primer baglanmasi, 72°C 60 saniye uzama ve 72°C’de 5 dk son uzama

seklinde ayarland.

Yiiksek diizey gentamisin direng genleri agisindan aac(6’)-le-aph(2’’)-la geni igin

monopleks; aph(2’’)-Ib, aph(2’’)-Ic ve aph(2’’)-1d genleri i¢in ise multipleks olarak PZR
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calisildi. Her 2 miks i¢in de ayn1 amplifikasyon dongiileri kullanilmis olup 95°C’de 10 dk
ilk denatiirasyon, 35 dongii boyunca -95°C 30 saniye denatiirasyon, 55°C 30 saniye primer

baglanmasi, 72°C 40 saniye uzama- ve 72°C’de 5 dk son uzama seklinde idi.

Yiiksek diizey streptomisin direng genleri agisindan gerceklestirilen multipleks PZR i¢in
optimize edilen dongii ise 95°C’de 10 dk ilk denatiirasyon, 35 dongii boyunca 95°C 30
saniye denatiirasyon, 55°C 30 saniye primer baglanmasi, 72°C 40 saniye uzama ve 72°C’de

5 dk son uzama seklinde idi.
3.4.4. PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Analizi

TBE tampon soliisyonunu 5X konsantrasyonda (stok) hazirlamak i¢in uygun miktarda
EDTA (SRL, italya), TrisBase (Sigma Aldrich, Almanya) ve borik asit (AppliChem,
Almanya) 1 litre deiyonize su igerisinde ¢oziilerek pH’1t -pH metre (Inolab, Almanya)
araciligiyla- 8,3 olacak sekilde ayarlandi. Bu 5X konsantrasyonda kabul edilen soliisyon

1/10 oraninda deiyonize su araciligi ile 0.5X konsantrasyona seyreltildi.

Elektroforez i¢in %2’lik jel hazirlamada 90 ml 0,5X konsantrasyondaki TBE’ye 1,8 gram
agaroz (CondaLab, Ispanya) eklendi ve mikrodalga cihazinda (Argelik, Tiirkiye) homojenize
olup ¢coziilmesi saglandi. Mikrodalga cihazindan cikartilan soliisyonun biraz sogumasi
beklendikten sonra tlizerine 3 pl etidyum bromiir (AppliChem, Almanya) eklendi. Bu
soliisyon yiiklenecek Ornek sayisina gore secilen taragin yerlestirildigi jel tankina (Owl
EasyCast B2, Thermo Scientific, Danimarka) dokiildii. Donmas1 beklenen jelin iizerini

ortecek kadar 0.5X TBE tampon soliisyonu tanka eklendi.

Kuyucuklarin biiyiikliigiine gore degismekle birlikte ortalama 6-8 pl PZR {iriinii kuyucuklara
yiiklendi. Izolatlarla beraber her jel i¢in galisilan gen bdlgelerinin pozitif kontrol ve negatif
kontrol 6rnekleri kuyucuklara yiiklendi. Kullanilan master miks (Hs PrimeTaq Premix,
Genet Bio, Giiney Kore), igeriginde ylikleme soliisyonu i¢eren bir master miks olmasindan
otiirii ornekler kuyucuklara direkt olarak yiiklendi. 1,5 saat boyunca 100 V gerilim altinda
tanka baglanan elektrotlar sayesinde negatif kutuptan pozitif kutuba dogru kuyucuklardaki
icerigin yiirlimesi saglandi. Elektroforez siiresi tamamlandiktan sonra jele eklenen etidyum
bromiiriin (AppliChem, Almanya) DNA’ya baglanan ve UV 1s1k altinda parlayan yapisindan
otiirii Gel Doc XR jel goriintiileme cihazi ve buna bagli ¢alisan ‘‘Image Lab’’ yazilimu ile

(Bio Rad, ABD) jel degerlendirildi.
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PZR bantlarinin boyutlarint degerlendirebilmek amaciyla ilk kuyucuga 100 bp’lik DNA
ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD) yiiklendi.

3.5. Biyofilm

Calismamizda izolatlarimizin  biyofilm olusturma oranlari, olusan biyofilmlerin
zayif/orta/gliclii olarak kategorizasyonu ve izolatlarin biyofilm formasyonu ile

antimikrobiyal direng oranlar1 arasindaki iliski degerlendirildi.
3.5.1. Biyofilm Olusturma Protokolii

-20°C’de gliserol besiyerinde saklanan bakterilerden %35’°lik koyun kanli agara pasajlar
yapildi ve 18-24 saat 354+2°C’de aerobik ortamda inkiibe edildi. Ayni islem saf olan
kolonilerden yapilan subkiiltiirle tekrarlandi. Buradan alinan koloniler cam deney
tiiplerindeki 4-5 ml triptik soy besiyerine (CondaLab, Ispanya) (TSB) eklendi ve yogun bir
siispansiyon hazirlanarak 35+2°C’de 1 gece aerobik ortamda orbital calkalayici (shaker)
(Barnstead International, ABD) lizerinde inkiibe edildi. Etiivden ¢ikarilan 6rnekler baska bir
TSB dagitilmis cam tiipler icerisinde vorteks ile karistirildi ve 0.5 McFarland bulaniklik
standardina ayarlandi. 96 kuyucuklu non-pirojenik steril diiz tabanli mikroplaklara (Corning,
ABD) her izolat i¢in 3’er kuyucuk olacak sekilde 180 ul TSB ve 20 pl hazirlanmis olan 0.5
McFarland bulaniklik standardindaki bakteri soliisyonlarindan eklendi ve her bir kuyucugun
10" CFU/ml sayida bakteri igermesi saglandi. Bu sekilde hazirlanmis olan mikroplaklar
biyofilm olusumuna olanak tanimak i¢in 35+2°C’de 24 saat boyunca aerobik ortamda orbital
calkalayicida inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi plaklar etiivden cikartilarak cok kanalli
pipetler (Eppendorf, Almanya) araciligiyla bosaltildi ve her kuyucuga 3 kez 200 ul PBS
(AppliChem, Almanya) eklenerek yikandi; bu sayede biyofilm olusturmayan planktonik
hiicreler uzaklagtirilirken, biyofilm olusturanlar kuyucuklarda kalmaya devam etti. Yikama
sonrast her bir kuyucuga 200 ul metanol (Interlab, Tiirkiye) eklenerek 20 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi ve biyofilm formasyonunun fikse olmasi saglandi. Ardindan kuyucuklardaki
metanol bosaltildi ve 3 kez PBS ile yikama basamagi tekrar edildi. Formasyonu boyamak ve
mikroplak okuyucuda degerlendirilebilir optik yogunluk (OY) degerleri gézlemleyebilmek
icin her bir kuyucuga %2 kristal viyole eklendi ve 15 dk oda sicakliginda boyanma beklendi.
Ardindan kuyucuklardaki %2 kristal viyole bosaltildi ve 3 kez PBS ile yikama basamagi
tekrar edildi. Bu basamagin ardindan kuyucuklarda kalan hiicrelerin neredeyse tamaminin
biyofilm olusturan hiicreler oldugu kabul edildi. Yikama sonrasi her bir kuyucuga 200 pl
%95 etanol (Interlab, Tiirkiye) eklenerek hem kuyucuk tabani1 hem de kuyucuk duvarindaki
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formasyon olusturan hiicrelerin ¢6ziilmesi saglandi. Etanol eklenmesi sonrast 540 nm’de OY

degerleri Epoch mikroplak spektrofotometre (Biotek, ABD) cihazi ile 6lgiildii (115).

Inkiibasyonun ¢alkalayic1 iizerinde yapilmasi ve inkiibasyondan énce yapilan vorteksleme
isleminin 3 6nemli fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlar; in vivo kan akisiyla iliskili olarak
damar i¢i akigkanlar mekanigine bagli olusan ‘‘shear stress’” ortaminin in vitro olarak taklit
edilebilmesine olanak tanimasi, biyofilm kuyucuklarinda homojenizasyonu etkin olarak
saglayarak kuyucuklar arasinda OY degerlerinin birbirine yakinlik gostermesi ve yanlis
pozitif sonucglara yol agabilen biyofilm olusumundan bagimsiz hiicre kiimelerinin

olusumunun engellenmesidir (115).
3.5.2. Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi

Her plak i¢in 3’er kuyucuk iceren sterilite kuyucuklari, negatif kontrol (NK) kuyucuklari ve
pozitif kontrol (PK) kuyucuklar: olusturuldu. Sterilite kuyucuklar1 200 pl TSB igerirken
pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 6538 ve negatif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213
suslar1 kullanildi. Epoch mikroplak spektrofotometre (Biotek, ABD) cihazindan alinan
kuyucuk OY degerleri kaydedildi. Sterilite kontrol kuyucuklarinin OY ortalamalart ve 3
kuyucugun standart sapma degerleri hesaplandi. Sterilite kuyucuklarinin ortalama OY
degerine; standart sapma degerinin 3 katinin eklenmesi ile simir deger (cutoff OY/OY.)
belirlendi. Kalan tiim izolatlar i¢in (negatif ve pozitif kontrol 6rnekleri dahil) kuyucuklarin
OY ortalamalar belirlendi. Onerildigi iizere izolatlar i¢in hesaplanan OY ortalamas1 eger
OY. degerine esit veya ondan diisiikse bakterinin biyofilm olusturmadigi (0); OY. ile
OY.’nin 2 kat1 arasinda ise zayif giigte (+) biyofilm olusturdugu; 2 OY. ile 4 OY. arasinda
ise orta giigte (++) biyofilm olusturdugu ve eger 4 OY. ye esit veya daha biiyiikse giiclii
(+++) biyofilm olusturdugu diisiiniildii (116).

3.6. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS versiyon 25.0 programu ile gergeklestirildi. Degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Tanimlayict analizler sunulurken
ortalama+tstandart sapma ve medyan (min-maks) degerleri kullanildi. Kategorik degiskenler
sunulurken degiskenlerin frekans ve yiizde degerleri kullanildi. Kategorik degiskenler
arasindaki iligkiler varsayimlar saglandiginda Pearson Ki-kare Testi ile; varsayimlar
saglanmadiginda Freeman-Halton Test (Fisher’s Exact Test) ile incelendi. Nicel degiskenler

bakimindan bagimsiz iki grup arasinda fark olup olmadig1 parametrik test varsayimlarinin
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saglanmadigl durumda Mann Whitney U Testi ile belirlendi. p-degerinin 0.05’in altinda

oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolatlarin Epidemiyolojik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 45 E. faecalis izolatinin hasta cinsiyetine gore dagilimina
bakildiginda 31 erkek (%68.9) ve 14 kadin (%31,1) seklinde bir dagilim gézlenmis, oranlar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.011). Merkezlere gore dagilim

detaylandirilacak olursa Merkez 1’de dagilim %80 erkek, %20 kadin; Merkez 2’de %60

erkek, %40 kadin ve Merkez 3’te %66,7 erkek, %33,3 kadin seklindedir.

Toplanan 45 E. faecalis izolatinin timii hesaplamaya alindiginda ortalama hasta yasi1 56,4
iken yas araligr ise 0-92’dir. Kadin hastalardan izole edilen E. faecalis izolatlarinda hasta
yas1 ortalama 50,1 ve yas araligi 0-92 iken, erkeklerde ortalama 59,3 ve aralik 0-90

seklindedir. Merkezlere gore ortalama yas ve yas dagilimi verileri Tablo 4.1°de

detaylandirilmistir.

Tablo 4.1. Merkezlere gore ortalama yas ve yas aralig1 verileri

Yas Araligi Ortalama Yas

E. faecalis

Merkez 1 0-90 62,5
Merkez 2 0-92 56,1
Merkez 3 0-84 50,8
E. faecium

Merkez 1 6-86 59,7
Merkez 2 1-81 54,2
Merkez 3 1-98 51,7

E. faecalis izolatlari, izole edikleri hastalarin bulundugu klinikler

degerlendirilecek olursa; 9 izolat (%20) cerrahi branglardan 36 izolat (%80) ise dahili

branslardan elde edilmistir. izolatlarin hangi servislerdeki hastalardan izole edildigi Tablo

4.2’de detaylandirilmistir.
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Tablo 4.2. izolatlarm elde edildigi klinikler

Klinik Branslar E. faecalis (n=45) E. faecium (n=45)
n (%) n (%)
Kardiyovaskiiler Cerrahi 4 (%8,9) 6 (%13,3)
Genel Cerrahi 2 (%4.,4) 6 (%13,3)
Kadin Hastaliklar1 ve 0 (%0) 3 (%6,7)
Dogum
Beyin ve Sinir Cerrahisi 1(%2,2) 1(%2,2)
Uroloji 2 (%4.,4) 0 (%0)
Nefroloji 10 (%22,2) 2 (%4.,4)
Onkoloji 5(%11,1) 10 (%22,2)
Kardiyoloji 5(%11,1) 2 (%4.,4)
Goglis Hastaliklar 2 (%4.,4) 3 (%6,7)
Enfeksiyon Hastaliklar1 2 (%4.,4) 0 (%0)
Gastroenteroloji 2 (%4.,4) 3 (%6,7)
Noroloji 4 (%8.9) 4 (%8.9)
Geriatri 1 (%2,2) 0 (%0)
Anestezi 0 (%0) 1(%2,2)
Pediatri 5(%11,1) 4 (%8,9)

E. faecium kokenlerinin izole edildigi hastalar i¢in cinsiyet dagilimi degerlendirildiginde 45
izolatin 21’1 (%46,7) erkek 24’1 (%53,3) ise kadin hastalardan elde edilmis olup oranlar
arasindaki fark istatistiki olarak anlamli degildir (p=0.655). Merkezlere gore dagilim
incelenecek olursa Merkez 1’de hastalarin %66,7’°si kadin, %33,3’1 erkek; Merkez 2’de
%353,3’1 kadin, %46,7’s1 erkek ve Merkez 3’te %40°1 kadin, %60°1 erkek seklindedir.

Toplanan 45 E. faecium izolatimin tiimii hesaplamaya alindiginda ortalama hasta yas1 55,2
iken yas aralig1 ise 0-98’dir. Kadin hastalardan elde edilen E. faecium izolatlarinda ortalama
hasta yas1 54,9 ve yas aralig1 1-98; erkeklerde ortalama 55,5 ve aralik 0-90 seklindedir.
Merkezlere gore ortalama yas ve yas dagilimi ilgili tabloda (Bkz. Tablo 4.1)

detaylandirilmigtir.

Cinsiyet dagilimi agisindan iki bakteri tiirli arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmustir. E. faecalis izolatlar1 E. faecium izolatlarina oranla erkek hastalardan
istatistiksel olarak anlamli bicimde (p=0.033) daha sik izole edilmistir. Her iki bakteri
grubunda da yas ortalamasi benzerdir ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.05).
Yas kiyaslamasinda Mann-Whitney U testi cinsiyet kiyaslamasinda ise Pearson Ki-kare testi

kullanilmistir.
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E. faecium izolatlari, izole edikleri hastalarin bulundugu klinikler agisindan
degerlendirilecek olursa 16 izolat (%35,6) cerrahi branglardan, 29 izolat (%64,4) ise dahili
branslardan elde edilmistir. Izolatlarin hangi servisteki hastalardan izole edildigi ilgili

tabloda (Bkz. Tablo 4.2) detaylandirilmistir.

Izolatlarin elde edildikleri branslar cerrahi ve dahili olarak smiflandirilip tiirler arasi
farkliliklar degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemekle
(p=0.099) birlikte E. faecium izolatlar1 E. faecalis izolatlarina gore cerrahi branglardan -
sirastyla %35,6 ve %20- ve E. faecalis izolatlar1 E. faecium izolatlarina gore dahili
branglardan -sirastyla %80 ve %64,4- daha yiiksek siklikta elde edilmislerdir. Branglar

acisindan kiyaslama Pearson Ki-kare testi ile yapilmustir.

Tiir ve merkez ayrimi yapilmaksizin degerlendirildiginde tiim enterokok izolatlarinin
%357,8°1 erkek hastalardan ve %42,2’si kadin hastalardan elde edilmis olup aradaki fark
(p=0.14) istatistiksel olarak anlamli degildir. Kadin hastalardan elde edilen 38 enterokok
izolat1 i¢in ortalama hasta yas1 53,1 ve yas aralig1 0-98 iken erkeklerden elde edilen 52
enterokok izolat1 i¢in bu degerler sirasiyla 57,8 ve 0-90 seklindedir. Tiim izolatlarin 65°1
(%72,2) dahili branglardan elde edilirken 25’1 (%27,8) cerrahi branglardan elde edilmistir.
Dagilim incelendiginde cerrahi branslar i¢cinde en sik kardiyovaskiiler cerrahi (%40) ve genel
cerrahi (%32) den elde edilen izolatlarla karsilasilirken dahili branslar i¢inde ise onkoloji

(%23,1), nefroloji (%18,5) ve pediatri (%13,9) bas1 gekmektedir.
4.1.2. Ortalama Kan Kiiltiirii Sinyal Pozitifligi Siireleri

Merkez fark etmeksizin yapilan hesaplamalarda E. faecalis izolatlar ic¢in ortalama kan
kiiltiirli sinyal pozitifligi siiresi 31 saat 36 dakika (1896 dk) iken E. faecium izolatlar1 i¢in bu
stire 29 saat 33 dakika (1773 dk) olarak tespit edilmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak
(p=0.701) anlaml1 degildir. Kiyaslama Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Kan kiiltiirii
sinyal pozitifligi siireleri ile ilgili bilgiler Tablo 4.3’te detaylandirilmistir.
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Tablo 4.3. Kan kiiltiirii sinyal pozitifligi siireleri

E. faecalis (n=30) E. faecium (n=30)
Ortalama Pozitiflesme 1896 dakika (31 saat 36 | 1773 dakika (29 saat 33
Stiresi dakika) dakika)
En Kisa Pozitiflesme Siiresi | 483 dakika (8 saat 3 374 dakika (6 saat 14
dakika) dakika)
En Uzun Pozitiflesme 5610 dakika (93 saat 30 | 5802 dakika (96 saat 42
Stiresi dakika) dakika)

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi Sonuclari

Her 3 merkezden elde edilen izolatlarin ampisilin, imipenem, siprofloksasin, vankomisin,
teikoplanin, tetrasiklin, eravasiklin, kinupristin-dalfopristin (E. faecium ig¢in), linezolid,
gentamisin (yliksek diizey direnci degerlendirmede) ve streptomisin (yliksek diizey direnci
degerlendirmede) antibiyotiklerine karst duyarliliklar1 disk difiizyon yontemiyle test
edilmistir. Tetrasiklin haricindeki antibiyotiklere duyarlilik sonuglart EUCAST kriterlerine
gore (76), tetrasiklin duyarlilik sonucu ise EUCAST rehberinde siir degerler bulunmadigi
i¢cin CLSI kriterlerine gore (77) degerlendirilmistir.

Duyarlilik profillerinin tespiti i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda; hem E. faecalis hem de
E. faecium izolatlarina kars1 en yliksek etkinlik gosteren antibiyotik linezolid (duyarlilik
orani %100) olarak tespit edilmistir. E. faecalis izolatlarinda en diislik duyarlilik gézlenen
antibiyotik tetrasiklin iken (%28,9) E. faecium izolatlarinda ise -intrensek ampisilin ve
imipenem direnci dislanacak olursa- en az duyarlilik gozlenen antibiyotik (%8,9)

siprofloksasin olarak degerlendirilmistir.

Tiim E. faecalis izolatlar1 hesaplamalara alindiginda vankomisin ve teikoplanin duyarlilik
oranlar1 her iki antibiyotik i¢in de %100 iken, YDGD tarama sonucu negatif izolat orani
%75,5 ve YDSD tarama sonucu negatif izolat orant %73,3 olarak gbzlenmistir. Tim
E. faecium izolatlar1 goz Oniline alindiginda vankomisin ve teikoplanin duyarlilik oranlar
%68.9 iken, YDGD tarama sonucu negatif izolat orant %33,3 ve YDSD tarama sonucu
negatif izolat oram1 %22,2 olarak saptanmistir. Merkez fark etmeksizin yapilan
degerlendirmede E. faecalis izolatlarinda ampisilin, imipenem, vankomisin, teikoplanin ve
siprofloksasin duyarlilik oranlar E. faecium izolatlarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml
sekilde yiliksek bulunmustur. E. faecalis izolatlar1 igerisinde YDGD ve YDSD gostermeyen

izolat oranlar1 da E. faecium izolatlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
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bulunmustur. Eravasiklin duyarlilik oranlar1 agisindan ise iki tilir arasinda anlamli farklilik

bulunamamustir. lgili p degerleri Tablo 4.4’te sunulmustur.

Vankomisin ve teikoplanine direngli bir E. faecium izolatinin antibiyotik duyarlilik testi
plaklarinin fotograflar1 Sekil 4.1.te verilmistir. YDGD gosterip YDSD gostermeyen bir
E. faecalis izolatinin; YDSD gosterip YDGD gostermeyen bir E. faecalis izolatinin ve her
iki dirence de sahip bir E. faecium izolatinin antibiyotik duyarlilik testi plaklarinin

fotograflar ise Sekil 4.2.°te sunulmustur.

Tablo 4.4. Tiim izolatlarin antibiyotik duyarlilik oranlari

E. faecalis E. faecium Tim p degeri
(n=45) (n=45) [zolatlar okl
n/(%) n/(%) (n=90) n/(%)
Ampisilin 45 (%100) 0 (%0) 45 (%50) <0.001
Imipenem* 45 (%100) 0 (%0) 45 (%50) <0.001
Vankomisin 45(%100) 31 (%68.9) 76 (%84.,4) <0.001
Teikoplanin 45 (%100) 31 (%68.9) 76 (%84,4) <0.001
Siprofloksasin 35 (%717,8) 4 (%8,9) 39 (%43,3) <0.001
Tetrasiklin*** 13 (%28,9) 26 (%57,8) 39 (%43,3) 0.006
Eravasiklin 45 (%100) 43 (%95,5) 88 (%97,8) 0.494
Kinupristin/Dalfopristin | Test 29 (%64.,4) 29 (%64.,4) -
Edilmedi**
Gentamisin™®**** 34 (%75,5) 15 (%33,3) 49 (%54.,4) <0.001
Streptomisin®**** 33 (%73,3) 10 (%22,2) 43 (%47,8) <0.001
Linezolid 45 (%100) 45 (%100) 90 (%100) -

* Enterokoklar EUCAST onerileri dogrultusunda imipeneme kars1 asla standart dozda duyarli kabul
edilmemesi gerektiginden yiiksek dozda duyarli tespit edilen izolatlarin oranlart verilmistir.

** E. faecalis Kinupristin/Dalfopristin’e intrensek direncgli oldugu ig¢in test edilmemistir.

*#*% EUCAST kriterlerine gore degerlendirilen diger antibiyotiklerin aksine CLSI kriterlerine gore
degerlendirilmistir.

**%* p degerleri E. faecalis ve E. faecium izolatlarmin duyarlilik sonuglarinin kiyaslanmasi sonucu Pearson
Ki-Kare testi ile elde edilmistir.

*xEE* Yiiksek diizey direng gdzlenmeyen izolatlarin orani verilmistir.
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Sekil 4.1. Vankomisin ve teikoplanin direngli bir E. faecium izolatinin antibiyotik duyarlilik
testi plaklart

* Vankomisin MIK degeri >256 mg/L ve Teikoplanin MIK degeri 64 mg/L olarak gdzlenmistir.

0 s, U
0 A J

Sekil 4.2. Ug farkl1 yiiksek diizey aminoglikozit direng paterninin gézlendigi antibiyotik
duyarlilik testi plaklar

* Soldan ilk fotograf YDGD gosterip YDSD gostermeyen bir Merkez 1 E. faecalis izolatinin fotografidir.

** Ortada ki fotograf YDSD gosterip YDGD gostermeyen bir Merkez 3 E. faecalis izolatinin fotografidir.
*** Sagdan ilk fotograf hem YDGD hem de YDSD gosteren bir Merkez 3 E. faecium izolatinin fotografidir.
Toplam 45 E. faecalis izolatindan 2’si i¢in disk diflizyon yontemiyle yiliksek diizey
gentamisin direnci varligindan emin olunamayip bu izolatlar gradiyent diflizyon yontemi ile
dogrulanmis ve yliksek diizey dirence sahip olmadiklar1 belirlenmistir. Yine 45 E. faecium
izolatindan 2’sinde disk difiizyon yontemiyle yiiksek diizey gentamisin direnci varligindan

siiphe edilmis gradiyent difiizyon yontemi ile bunlardan 1’1 duyarli digeri ise direngli
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kategorisinde degerlendirilmistir. Yiiksek diizey streptomisin direnci tespitinde ise disk
difiizyon yontemi ile sliphe olusan toplam 4 izolat olup bunlarin 4’ii de gradiyent difiizyon

yontemi ile yiiksek diizey direngli olarak tespit edilen E. faecium izolatlaridir.

Ulkemizde konuyla ilgili literatiir eksikliginden ve global literatiirde de direncin nadir
oldugunun bildirilmis olmasindan o6tiirii disk diflizyon yontemiyle eravasikline direngli
olarak gozlenen 2 adet izolatta (2’si de E. faecium) eravasiklin direnci gradiyent difiizyon
testi ile de dogrulanmistir. Eravasikline direncli izolatlarin birisi disk difiizyon testi ile
tetrasikline duyarli bulunmus, bu izolatin tetrasikline duyarli oldugu gradiyent difiizyon testi
ile de dogrulanmistir. Diger izolat tetrasikline de diren¢li bulunmustur. Bu izolatlarin
eravasiklin ve tetrasiklin duyarlilik testlerine iliskin fotograflar Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’te

verilmistir.
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Sekil 4.3. Eravasiklin direncli (EUCAST e gore), tetrasiklin duyarli (CLSI’a gore)
izolatin antibiyotik duyarlilik testi plaklari

* Eravasiklin MIK degeri 0,5 mg/L ve Tetrasiklin MiK degeri 3 mg/L olarak gdzlenmistir.

** Sagdan ilk fotograf, ortadaki fotograftaki eravasiklin stripinin yakinlagtirilmis halidir.
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Sekil 4.4. Hem eravasiklin (EUCAST e gore) hem de tetrasikline (CLSI’a gore)
direngli izolatin antibiyotik duyarlilik testi plaklari

* Eravasiklin MiK degeri 0,75 mg/L olarak gozlenmistir.

CLSTI’a gore tetrasikline duyarli izolatlarin %2,6’s1 (1/39) EUCAST e gore eravasikline
direncli gbzlenmisken; CLSI’a gore tetrasikline direngli veya orta duyarli izolatlarin %98,1°1

(50/51) EUCAST e gore eravasikline duyarli olarak gozlenmistir.

Glikopeptit direnci gosteren izolatlarin %92,9’unda in vitro eravasiklin duyarliligi
gozlenmistir. Eravasiklin direnci gdsteren izolatlardan biri Merkez-2 digeri ise Merkez 3'te
izole edilmis olup her ikisi de E. faecium izolatidir. Merkez-2 izolatinda glikopeptitler,
tetrasiklin ve linezolid haricindeki antibiyotiklere direng mevcut bulunmusken; Merkez-3

izolatinda ise linezolid harig¢ tiim antibiyotiklere kars1 diren¢ mevcut bulunmustur.

E. faecium izolatlarinda gentamisine kars1 gosterilen direncin diizeyi agisindan merkezler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir (p=0.003). Merkez-1’de YDGD
tarama sonucu negatif izolat oran1 %66,7 iken, bu oran Merkez-2’de %20 (Merkez-1 ve 2
arasinda p=0.030) ve Merkez-3’te %13,33 (Merkez-1 ve 3 arasinda p=0.009) olarak tespit
edilmis ve Merkez-1’de YDGD gozlenmeyen izolat oranimin anlamli derecede yliksek
oldugu goriilmiistiir. E. faecium izolatlarinda YDSD gdzlenmeyen izolat oran1 agisindan da
merkezler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmistir (Merkez-1 ve Merkez-3
arasinda p=0.021). Merkez-1’de YDSD tarama sonucu negatif izolat orant %40 olarak
saptanirken, bu oran Merkez-2’de %26,7 ve Merkez-3’te ise %0 olarak gozlenmistir.
Merkez-1’de YDSD go6zlenmeyen izolat oran1 Merkez-3’e kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek bulunmustur. Merkez-1ve Merkez-2’de E. faecalis izolatlarinin sadece %13,3’1i hem

YDGD hem de YDSD gosterirken bu oran Merkez-3’ten izole edilen E. faecalis izolatlarinda
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ise %20 olarak gozlenmistir. Merkez-1’de E. faecium izolatlarinin %20’si hem YDGD hem
de YDSD gosterirken bu oran Merkez-2 E. faecium izolatlarinda %40 ve Merkez-3 E.
faecium izolatlarinda ise %86,7 olarak gozlenmistir. Merkezlere gore antibiyotik duyarlilik

kiyaslamalar1 i¢in yapilan degerlendirmeler (sirasiyla E. faecium ve E. faecalis i¢in) Tablo

4.5 ve 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.5. Merkezlere gore E. faecium izolatlarinin antibiyotik duyarlilik oranlart

Duyarli E. faecium izolat1 sayis1 n(%)
Merkez-1 Merkez-2 Merkez-3 | Total p degeri
ksk
Ampisilin 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) -
Imipenem 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) -
Vankomisin 13 (%86,7) 10 (%66,7) | 8 (%53,3) | 31 (%68,9) | 0.174
Teikoplanin 13 (%86,7) 10 (%66,7) | 8 (%53,3) | 31 (%68,9) | 0.174
Siprofloksasin | 3 (%?20) 0 (%0) 1 (%6,7) 4 (%8,9) 0.302
Tetrasiklin* 6 (%40) 11 (%73,3) | 10 27 (%60) 0.177
(%66,7)
Eravasiklin 15 (%100) 14 (%93,3) | 14 43 (%95,6) | 1.000
(%93,3)
Kinupristin- 8 (%53,3) 10 (%66,7) | 11 29 (%64,4) | 0.507
Dalfopristin (%73,3)
Gentamisin®** | 10 (%66,7) | 3 (%20) 2 (%13,3) | 15 (%33,3) | 0.003
Streptomisin*** | 6 (%40) 4 (%26,7) | 0(%0) 10 (%22,2) | 0.021%%***
Linezolid 15 (%100) 15 (%100) | 15 (%100) | 45 (%100) | -

* EUCAST kriterlerine gore degerlendirilen diger antibiyotiklerin aksine CLSI kriterlerine gore

degerlendirilmistir.

** p degerleri merkezler arasinda ki antibiyotik duyarlilik sonug¢larinin kiyaslanmasi sonucu Fisher’s Exact

testi ile elde edilmistir.

*** Yiiksek diizey direng gostermeyen izolatlarin orani verilmistir.

*#*%* Bu deger Merkez-1 ile Merkez-3 arasindaki farki yansitmaktadir.
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Tablo 4.6. Merkezlere gore E. faecalis izolatlarinin antibiyotik duyarlilik oranlari

Duyarli E. faecalis izolat1 sayisi n (%)

Merkez-1 Merkez-2 Merkez-3 | Total p degeri
skksksk
Ampisilin 15 (%100) 15 (%100) | 15 (%100) |45 (%100) | -
Imipenem* 15 (%100) 15 (%100) | 15 (%100) |45 (%100) |-
Vankomisin 15 (%100) 15 (%100) | 15 (%100) |45 (%100) | -
Teikoplanin 15 (%100) 15 (%100) | 15 (%100) |45 (%100) | -
Siprofloksasin 11 (%73,3) | 11(%73,3) | 13 (%86,7) | 35 (%77,8) | 0.734
Tetrasiklin®** 4 (%26,7) 5(%33,3) | 4(%26,7) |13 (%28,9) | 1.000
Eravasiklin 15 (%100) 15 (%100) | 15 (%100) |45 (%100) | -
Kinupristin- - - - - -
Dalfopristin**
Gentamisin®**** | 10 (%66,7) | 13 (%86,7) | 11 (%73,3) | 34 (%75,6) | 0.566
Streptomisin***** | 12 (%80) 11 (%73,3) | 10 (%66,6) | 33 (%73,3) | 0.912
Linezolid 15 (%100) 15 (%100) | 15 (%100) |45 (%100) | -

* Enterokoklar, EUCAST o6nerileri dogrultusunda imipeneme karsi asla standart dozda duyarl kabul
edilmemesi gerektiginden yiiksek dozda duyarl: tespit edilen izolatlarin orani verilmistir.

** E. faecalis Kinupristin/Dalfoprisitin’e intrensek direngli oldugu i¢in test edilmemistir.

*#*% EUCAST kriterlerine gore degerlendirilen diger antibiyotiklerin aksine CLSI kriterlerine gore

degerlendirilmistir.

**%* p degerleri iki tiir arasindaki antibiyotik duyarlilik sonuglarinin kiyaslanmasi sonucu Pearson Ki-Kare

testi ile elde edilmistir.

*xE** Yiiksek diizey direng gézlenmeyen izolatlarin orani verilmistir.

Vankomisin direnci gosteren 14 (%31,1) E. faecium izolatiyla vankomisine duyarli 31
(%68,9) E. faecium izolathnmin diger antimikrobiyallere duyarliliklart kiyaslanmstir.
Vankomisine direngli E. faecium izolatlarinda, vankomisine duyarli E. faecium izolatlarina
kiyasla kinupristin-dalfopristine ve tetrasikline karsi daha yliksek duyarlilik oranlar
gozlenirken; diger antibiyotiklere kars1 vankomisine duyarli E. faecium izolatlarinda daha
yiiksek duyarlilik oranlar1 gozlenmistir. Bu duyarlilik farkliliklarindan istatistiksel olarak
anlamli olanlar yiiksek diizey gentamisin (p=0.016) ve teikoplanin (p<0.0001) igcin

olanlardir. Vankomisine direngli ve vankomisine duyarli E. faecium izolatlarinin antibiyotik

duyarlhiliklar1 Tablo 4.7.”de verilmistir.
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Tablo 4.7. Vankomisine direncli E. faecium izolatlari ile vankomisine duyarli E.
faecium izolatlarinin antibiyotik duyarlilik kiyaslamasi

Vankomisine Diren¢li | Vankomisine Duyarli E. p degeri

E. faecium n (%) faecium n (%) o
Ampisilin 0 (%0) 0 (%0) -
Imipenem 0 (%0) 0 (%0) -
Teikoplanin 0 (%0) 31 (%100) <0.0001
Siprofloksasin 0 (%0) 3 (%9,7) 0.541
Tetrasiklin* 10 (%71,4) 16 (%51,6) 0.329
Eravasiklin 13 (%92,9) 30 (%96,8) 0.530
Kinupristin- 10 (%71,4) 19 (%61,3) 0.737
Dalfopristin
Streptomisin*** 1(%7,1) 9 (%29,1) 0.137
Gentamisin*** 1 (%7,1) 14 (%45,1) 0.016
Linezolid 14 (%100) 31 (%100) -

* Tetrasiklin duyarhligi CLSI’a gore kalan antimikrobiyal duyarliliklari ise EUCAST’e gbre
belirlenmistir.

** p degerleri vankomisin duyarliligina gore ayrilan iki grubun diger antimikrobiyaller duyarhlik
oranlarinin Fisher’s Exact testi ile kiyaslanmasi sonucu bulunmustur.

*** Yiiksek diizey direng gézlenmeyen izolatlarin orani verilmistir.

Bir izolatta beta-laktam, glikopeptit ve aminoglikozit antibiyotiklerden herhangi birine
direng¢ olmamast durumunda beta-laktam-aminoglikozit ve glikopeptit-aminoglikozit
sinerjisi beklenmektedir (3). Beta-laktam veya glikopeptit yapidaki antimikrobiyallerle
aminoglikozitlerin sinerjisi degerlendirildiginde 45 E. faecalis izolatinda; 34 izolat (%75,5)
icin beta laktam-gentamisin sinerjisi, 33 izolat (%73,3) icin ise beta laktam-streptomisin
sinerjisi beklenmektedir. Bu 45 izolatta hicbir izolatin glikopeptit direnci gostermemesinden

otiirti glikopeptitlerle olan siner;ji yilizdeleri de aynidir.

Beta-laktam veya glikopeptit yapidaki antimikrobiyallerle aminoglikozitlerin sinerjisi 45
E. faecium izolat1 i¢in degerlendirildiginde; higbir izolat i¢in beta-laktam- aminoglikozit
(hem gentamisin hem de streptomisin) sinerjisi beklenmemekte, glikopeptit-gentamisin
sinerjisi 14 izolatta (%31,1) ve glikopeptit-streptomisin sinerjisi ise 9 izolatta (%20)

beklenmektedir.

Bu oranlar tiir ayrim1 yapmaksizin 90 izolatin tamamu i¢in degerlendirildiginde; ampisilin
ve gentamisin sinerjisi %37,8, ampisilin ve streptomisin sinerjisi %36,7, vankomisin ve

gentamisin sinerjisi %53,3, vankomisin ve streptomisin sinerjisi %46,7 seklinde
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bulunmustur. Hem E. faecalis hem de E. faecium igin sinerji verileri merkez bazinda tablo

4.8.’de detaylandirilmistir.

Tablo 4.8. Merkez bazinda, gériilmesi beklenen sinerjistik etkilesim oranlar

Ampisilin- | Ampisilin- Vankomisin- | Vankomisin-

Gentamisin | Streptomisin | Gentamisin Streptomisin

n(%) n(%) n(%) n(%)
Merkez 1 E. faecalis 10 (%66,6) | 12 (%80) 10 (%66,6) 12 (%80)
Merkez 1 E. faecium 0 (%0) 0 (%0) 10 (%66,6) 6 (%40)
Merkez 2 E. faecalis 13 (%86,7) | 11 (%73,3) 13 (%86,7) 11 (%73,3)
Merkez 2 E. faecium 0 (%0) 0 (%0) 2 (%13,3) 3 (%20)
Merkez 3 E. faecalis 11 (%73,3) | 10 (%66,6) 11 (%73,3) 10 (%66,6)
Merkez 3 E. faecium 0 (%0) 0 (%0) 2 (%13.,3) 0 (%0)
Toplam E. faecalis 34 (%75,5) | 33 (%73,3) 34 (%75,5) 33 (%73,3)
Toplam E. faecium 0 (%0) 0 (%0) 14 (%31,1) 9 (%20)
Tiim Izolatlar 34 (%37,8) | 33 (%36,7) 48 (%53,3) 42 (%46,7)

4.3. Antibiyotik Diren¢ Genleri

Yapilan literatlir taramalar1 esliginde fenotipik olarak (disk difiizyon yontemiyle)
vankomisin direnci olan veya inhibisyon zonunun kenarinda keskinlik olmadigi i¢in direng
siiphesi olan toplam 55 izolat vanA ve vanB genleri agisindan, fenotipik olarak (disk
diflizyon veya gradiyent difiizyon yontemiyle) yiiksek diizey gentamisin direnci gosteren
toplam 41 izolat aac(6°)-1e-aph(2 ’)-1a, aph(2’)-1b, aph(2’’)-Ic ve aph(2’’)-1d agisindan ve
fenotipik olarak (disk diflizyon veya gradiyent difiizyon yontemiyle) yliksek diizey
streptomisin direnci gosteren toplam 47 izolat ant(3’’)-la ve ant(6’)-la agisindan

konvansiyonel PZR ile degerlendirilmistir.
4.3.1. Diren¢ Genleri Dagilim

Vankomisin direnci agisindan PZR ¢alisilan 55 izolatin 12°si (%21,8) E. faecalis iken 43’1
(%78,2) E. faecium izolatiydi. 12 E. faecalis izolatinin tamami (%100) ile E. faecium
izolatlarinin 29°u (%67,4) inhibisyon zonunun kenarinda keskinlik olmadigi i¢in direng
siiphesiyle PZR ¢alismasina dahil edilmistir ve bu izolatlarin hi¢birisinde herhangi bir direng
geni tespit edilememistir. Kalan 14 adet E. faecium izolati ise fenotipik olarak hem
vankomisin hem de teikoplanine direncli gézlendigi i¢in PZR calismasina dahil edilmisti ve

bu izolatlarin tiimiinde (%100) vanA diren¢ geni saptanmustir. Higbir izolatta (%0) vanB
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direng geni tespit edilmemistir. Glikopeptit direncinin genotipik tespiti i¢in yapilmis bir PZR

testinin jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.5.’te verilmistir.

] !lhmo-u*ﬁ il Ws=ties il

Sekil 4.5. Glikopeptit direncinin genotipik yontemlerle arastiriimasi

* Soldan ilk kuyucukta vanA geni pozitif kontrol izolatinin PZR iiriinii jel elektroforezde yiiriitiilmiisken onun
yanindaki kuyucukta vanB geni pozitif kontrol izolatinin PZR {iriinii jel elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Sagdan
ilk kuyucuk 100 bp’lik ladder kuyucugu iken sagdan ikinci ve tigiincii kuyucuklarda ise vanA geni pozitif iki
klinik izolatin jel elektroforez goriintiisii goriinmektedir. Sagdan 4. kuyucukta glikopeptit direng geni negatif
bir izolatin PZR {irliniin ve onun solunda ki kuyucukta ise negatif kontrol 6rneginin PZR iiriiniiniin jel

elektroforez goriintiisii gdzlenmektedir.

Yiiksek diizey gentamisin direnci agisindan PZR ile direng geni arastirilan izolatlarin 40’1nda
(%97,6) direng disk diflizyon yontemi ile belirlenmisken 1’inde (%2,4) gradiyent difiizyon
yontemi ile belirlenmistir. PZR ¢alismasina dahil edilen izolatlarin 11°1 (%26,8) E. faecalis
30°u (%73,2) ise E. faecium izolatidir . Bu 41 izolatin 38’inde (%92,7) aac(6°)-1e-aph(2”’)-
la geni tespit edilmisken aph(2’’)-1b, aph(2’’)-Ic ve aph(2’’)-1d geni pozitifligine hi¢bir
izolatta (%0) rastlanilmamistir. Fenotipik olarak direncli saptanan 3 izolatta (2’si E.faecalis

ve 1’1 E.faecium) ise arastirilan higbir direng genin pozitifligi gézlenmemistir. Gentamisin
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direncinin genotipik tespiti i¢in yapilmis bir PZR testinin jel elektroforez goriintiisii Sekil

4.6’da verilmistir.

S+ 42 4 8888082
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Sekil 4.6. Yiiksek diizey gentamisin direncinin genotipik yontemlerle arastiriimasi

* Sagdan ilk kuyucuk jel elektroforez i¢in negatif kontrol PZR iiriiniiniin yiiklendigi kuyucukken ondan
bir 6nceki kuyucuk ise pozitif kontrol PZR {iriiniiniin yiiklendigi kuyucuktur. Kalan tiim kuyucuklarda
ise aac(6’)-le-aph(2’’)-Ia geni agisindan pozitiflik gosteren klinik izolatlarin PZR iiriinleri

bulunmaktadir.

Yiiksek diizey streptomisin direnci bakimindan PZR ile direng geni arastirilan izolatlarin
43’linde (%91,5) direng disk diflizyon yontemi ile belirlenmisken 4’iinde (%8,5) gradiyent
difiizyon yontemi ile belirlenebilmistir. Molekiiler incelemeye alinan izolatlarin 12’si
(%25,5) E. faecalis iken kalan 35’1 (%74,5) E. faecium izolat1 olarak tespit edilmistir. Bu 47
izolatin 45’inde (%95,7) ant(6’)-Ia geni tespit edilmisken izolatlarin hig¢birinde (%0)

ant(3”’)-la genine rastlanilmamistir.

Iki izolatta ise (1’1 E. faecalis ve 1’1 E. faecium) direng igin taranilan higbir gende pozitiflik
gozlenmemistir. Yiiksek diizey streptomisin direncinin genotipik tespiti i¢in yapilmis bir

PZR testinin jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Yiiksek diizey streptomisin direncinin genotipik yontemlerle arastirilmasi
* Sagdan ilk kuyucuk jel elektroforez i¢in pozitif kontrol PZR {irliniiniin yiiklendigi kuyucukken ondan
bir 6nceki kuyucuk ise negatif kontroliin PZR {iriiniiniin yiiklendigi kuyucuktur. Kalan tiim kuyucuklarda

ise ant(6°)-1a geni acisindan pozitiflik gdsteren klinik izolatlarin PZR {irtinleri bulunmaktadir.

Direng genlerinin tiir ve merkezlere gore dagilimi Tablo 4.9.” da detaylandirilmigtir.

Tablo 4.9. Merkezlere gore direng geni dagilimlari

Merkez-1 Merkez-2 Merkez-3

a* b* a* b* a* b*
vanA %0 %13,3 %0 %33,3 %0 %46,7
vanB %0 %0 %0 %0 900 900
aac(6’)-le- | %26,7 %26,7 %13,3 %80 %20 %86,7
aph(2”’)-la
aph(2”’)-1b | %0 %0 %0 %0 900 900
aph(2”’)-Ic | %0 %0 %0 %0 900 900
aph(2”’)-1d | %0 %0 %0 %0 900 900
ant(6’)-la %20 %60 %20 %66,7 %33,3 %100
ant(37’)-la | %0 %0 %0 %0 900 900

*a ile yapilan kisaltma E. faecalis’i simgelerken b ile yapilan E. faecium’u simgelemektedir.
4.4. izolatlatin Biyofilm Olusturma Profilleri

Merkez farki gbzetmeksizin yapilan incelemelerde 45 adet E. faecalis izolatinin 20’sinde
(%44.,4) 2+ (orta) giicte biyofilm olusumu goriilmiis olup, izolatlarin 16’sinda (%35,6) 3+
(giiclii) ve 9’unda (%20) 1+ (zayif) gilicte biyofilm olusumu goriir. E. faecalis izolatlarinda

biyofilm olusumu gostermeyen (0+) herhangi bir izolata (%0) rastlanilmamistir. Bazi
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izolatlarla yapilan biyofilm formasyonu plaginin boyali plak goriintiisii Sekil 4.8.’de

sunulmustur.

Sekil 4.8. Biyofilm olusumunun boyal1 plak gériiniimii

* Her bir ok aym izolat icin yapilan 3 tekrar1 gostermektedir ve hesaplamalarda bu 3
kuyucugun ortalamasi alinmaktadir.

** A harfi ile igaretli kuyucuklar sterilite kontrol, B ile isaretliler negatif kontrol ve C ile isaretliler ise pozitif
kontrol kuyucuklarini isaret ederken kalan harfler test edilen klinik izolatlar1 temsil etmektedir.

*#% M harfi ile isaretli izolatta biyofilm olusumu gozlenmezken; D ve H harfi ile isaretli izolatlarda zayif giigte;
E ve F harfi ile gosterilen izolatlarda orta giicte; G, K, L ve N ile gosterilen izolatlarda ise gii¢lii biyofilm
olusumu gozlenmistir.

*#%% D, E, H ve M ile gosterilen izolatlar E. faecium izolatlar1 iken F, G, K, L ve N ile gosterilen izolatlar ise
E. faecalis izolatlaridir.

Merkez ayrimi yapilmaksizin degerlendirildiginde E. faecium izolatlarinin 23’1 (%51,1) 1+
(zayif) glicte biyofilm formasyonu olusturmusken, 20 izolatta (%44,4) biyofilm olusumu
(0+) gdzlenmemistir. ki izolatta (%4,5) ise 2+ (orta) giicte biyofilm olusumu gdzlenmistir.

E. faecium izolatlarinin higbirisinde (%0) 3+ (gii¢lii) biyofilm olusumu gézlenmemistir.

Biyofilm olusumu agisindan E. faecalis ve E. faecium izolatlar1 arasinda istatistiksel olarak
(Pearson Ki-kare testi ile) anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001). Tiim E. faecalis izolatlart
(%100) biyofilm olustururken, E. faecium izolatlarinin %55,6’s1 biyofilm olusturmus,

%44.,4°1 1se biyofilm olusturmamustir.

Tiir ayrim1 yapilmaksizin degerlendirme yapilacak olursa 90 enterokok izolatinin 32’sinde

(%35,6) 1+ (zayif) biyofilm olusumu gozlenirken 22’sinde 2+ (%24,4) (orta), 16’sinda 3+
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(%17,8) (giiclii) olusum gdzlenmistir. Izolatlarin 20’sinde (%22,2) ise biyofilm olusumu

gozlenmemistir. Merkezlere ve tiirlere gore formasyon Sekil 4.9.” da detaylandirilmistir.

Merkezlere Gore Biyofilm Olusumu
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Sekil 4.9. Merkezlere ve tiirlere gore kantitatif biyofilm olusumu

E. faecalis izolatlarinda giiglii yapida biyofilm olusturma oranlari agisindan merkezler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik (Fisher’s Exact testi ile) saptanmistir (p=0.001).
Merkez 1°de gii¢lii biyofilm olusturan izolat oran1 %73,3 olup, bu oran Merkez 2’deki %13,3
(p=0.003) ve Merkez 3’teki %20 (p=0.010) oranlardan anlamli derecede ytiksektir.

4.4.1. Antibiyotik Duyarliik Profili ve Biyofilm Olusumu Iliskisi

PZR ile dirence yol acan genleri taranan antimikrobiyallerde taranan genlerin dagilimi
olduk¢a homojen kiimelenme gosterdigi i¢in direng geni ve biyofilm formasyonu olusumu
incelemesi yapilmaksizin biyofilm olusumu, fenotipik antimikrobiyal direngle birlikte
degerlendirilmistir. Dolayistyla fenotipik direncte alinan sonuglar dolayli olarak vankomisin
i¢cin vanA, ylksek diizey gentamisin i¢in aac(6’)-le-aph(2’’)-1a ve streptomisin i¢in ant(6°)-

la genleri ile iliskilendirilebilir.

Glikopeptit direngli 14 adet izolatta (tlimii vanA pozitif E. faecium) biyofilm olusturma giicii
7 izolat i¢in 1+ (%50) (zayif) iken kalan 7 izolat (%50) ise biyofilm olusturmamustir. Yiiksek
diizey gentamisin direnci gosteren 41 izolatin 16’sinda (%39) biyofilm olusumu
gbzlenmezken, 14’iinde (%34,1) 1+ (zayif), 4’iinde (%9,8) 2+ (orta), 7’sinde (%17,1) giiglii

biyofilm olusumu goézlenmistir. Yiiksek diizey streptomisin direnci gosteren 47 izolatin
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15’inde (%31,9) biyofilm olusumu gézlenmemisken, 20’sinde (%42,6) 1+ (zayif), 7’sinde
(%14,9) 2+ (orta) ve 5’inde (%10,6) 3+ (giiglii) biyofilm olusumu izlenmistir.

Tiir bazinda biyofilm formasyonu-antimikrobiyal duyarlilik iliskisi Tablo 4.10.’da
verilmistir. Ampisilin ve imipeneme duyarli izolatlar dolayli olarak tim E. faecalis
izolatlarini, direngli olan izolatlar ise tiim E. faecium izolatlarini temsil ettigi i¢in bunlar
incelemelere dahil edilmemislerdir. Giiglii biyofilm olusturan E. faecalis izolatlarinda
siprofloksasin direnci (%25), YDGD (%50) ve YDSD (%31,2) saptanan izolat orani, orta ve
zaylf biyofilm olusturanlara gore yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte sadece giiclii
biyofilm olusturan izolatlardaki YDGD oran1 (%50) ile orta diizeyde biyofilm
olusturanlardaki YDGD oran1 (%10) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0.023). E. faecium i¢in -istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte- siprofloksasin,
kinupristin-dalfopristin ve YDGD direng oranlari orta giigte biyofilm olusturan izolatlarda
zayif veya hig¢ olusturmayanlara kiyasla daha yiiksek goriilmiistiir.

Tablo 4.10. Tiir bazinda biyofilm formasyonu-antimikrobiyal duyarlilik iliskisi

E. faecalis (%) E. faecium (%)

Gugli | Orta Zayif | p P Orta Zayif Negatif

(n=16) | (n=20) | (n=9) | degeri degeri | (n=2) | (n=23) | (n=20)
Vankomisin %100 | %100 | %100 | - 1.000 | %100 | %69,6 | %65
Teikoplanin %100 | %100 | %100 | - 1.000 | %100 | %69,6 | %65
Siprofloksasin %75 %80 %88,8 | 0.890 0.489 | %0 %17,4 | %5
Tetrasiklin %31,3 | %30 %22,2 | 0911 0.052 | %50 %47,8 | %75
Eravasiklin %100 | %100 | %100 | - 0.535 | %100 | %91,3 | %100
Kinupristin- - - - - 0.136 | %50 %352,2 | %80
Dalfopristin*
Gentamisin**** | %50 %90 %77,7 | 0.023 0.103 | %0 %47,8 | %20
Streptomisin**** | %68,8 | %70 %88,8 | 0.565 0.386 | %50 %17,4 | %25
Linezolid %100 | %100 | %100 | - - %100 | %100 | %100

* E. faecalis Kinupristin/Dalfopristin’e intrensek direncli oldugu igin test edilmemistir.
** Yiizdeler ilgili antimikrobiyale duyarlilik oranlarimi géstermektedir.

**% p degerleri izolatlarin biyofilm olusturma giicii kategorilerine goére antibiyotik duyarlilik sonuglarinin
kiyaslanmasi sonucu Fisher’s Exact testi ile elde edilmistir.

**k#% Aminoglikozitler icin yiiksek diizey direng gézlenmeyen izolatlarin oran1 verilmistir.
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E. faecium igin (orta gilicte biyofilm olusturan izolat sayis1 diisiikliigii sebebiyle) orta ve zayif
giicte biyofilm olusturan izolat gruplar1 ‘‘biyofilm olusturanlar’® grubu altinda birlestirilip,
““biyofilm olusturmayanlar’® grubunun antibiyotik duyarliliklariyla karsilastirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemekle birlikte kinupristin-dalfopristin
duyarliliklart (biyofilm olusturanlarda %52, olusturmayanlarda %80) arasindaki fark
istatistiksel anlamlilik sinirina yakin bulunmustur (p=0.051). E. faecium igin biyofilm
olusturan ve biyofilm olusturmayan izolatlarin antibiyotik duyarlilik oranlar iliskisi Tablo

4.11.’de detaylandirilmistir.

Tablo 4.11. E. faecium igin biyofilm formasyonu-antibiyotik duyarlilik iliskisi

E. faecium % (n)*
Biyofilm Olusturan Biyofilm p degeri
(n=25) Olusturmayan ok
(n=20)

Vankomisin %72 (18) %65 (13) 0.614
Teikoplanin %72 (18) %65 (13) 0.614
Siprofloksasin %12 (3) %5 (1) 0.617
Tetrasiklin %48 (12) %75 (15) 0.066
Eravasiklin %92 (23) %100 (20) 0.495
Kinupristin-Dalfopristin %52 (13) %80 (16) 0.051
Gentamisin®** %44 (11) %20 (4) 0.090
Streptomisin®** %20 (5) %25 (5) 0.731
Linezolid %100 (25) %100 (20) -

* Yiizdeler ilgili antimikrobiyale duyarlilik oranlarini géstermektedir.

**% p degerleri E. faecium izolatlarinin biyofilm olusturma durumlarina gore antibiyotik duyarlilik sonug¢larinin
kiyaslanmasi sonucu Pearson Ki-kare testi ile elde edilmistir.

**%kx Aminoglikozitler i¢in yliksek diizey direng gdzlenmeyen izolatlarin orani verilmistir.
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5. TARTISMA

1980’11 yillara kadar Grup D streptokoklarla (Lancefield smiflandirilmasi ile) birlikte
simiflandirilan enterokoklar, yapilan molekiiler taksonomik g¢aligsmalar sonucunda ayr1 bir
cins olarak simiflandirilmistir. Arastirmacilar1 taksonomik siniflandirmalara iten nedenlerin
basinda enterokoklarin diger tiim streptokoklardan daha direngli bir antimikrobiyal patern
cizmesi gelmistir (117). Ilerleyen artan farkindaligin da katkisiyla enterokoklarin diinya
genelinde dzellikle saglik hizmeti iliskili ¢oklu ilaca direngli (CID) patojenler olarak 6nemli
rol oynadiklar1 anlasilmistir. Nitekim Diinya Saghik Orgiitii (DSO) E. faecium’™u
antibakteriyel ilaglara direncli ESKAPE patojenleri (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae,
A. baumannii, P. aureginosa ve Enterobacter tiirleri) arasinda gostermistir (2). Yine DSO
ilk kez 2017 yilinda vankomisin direngli E. faecium’u Oncelikli bakteriyel patojenler
listesinde yliksek oncelikli patojenler arasina dahil etmis ve bunu 2024 listesinde de

stirdiirmiistiir (2,52).

Enterokoklarin saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlardaki goreceli artisinda pek ¢ok faktor rol
alsa da ortalama yasam siiresine paralel olarak artan komorbiditeli hasta orani, yiikselmis
kateterizasyon oranlar1 ile artan siklikta uygulanan genis spektrumlu profilaksi rejimleri
(0zellikle sefalosporinlerle olmak {izere) ozellikle ©nemli goriinmektedir (13,118).
Enterokoklara bagl gelisen insan enfeksiyonlarinda baskin olarak saptanan 2 tiir E. faecalis
ve E. faecium olup 6zellikle son yillarda E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens gibi
enterokoklarla olan enfeksiyonlarmn goriilme sikliklarinda da artislar goriilmektedir (5).
Epidemiyolojik egilimde 6nemli bir nokta, bir¢ok tlilkede daha onceleri enfeksiyonlardan
daha sik olarak izole edilen E. faecalis ile karsilasma sikliginda sabit kalma veya azalma
goriiliirken daha direngli (6zellikle glikopeptit) enfeksiyonlara yol acan E. faecium goriilme

sikliginda anlamli bir artis gozlenmesidir (5, 8, 119).

Almanya’da kan dolagimi enfeksiyonlarina neden olan enterokok tiirleri arasinda yapilan
cok merkezli bir calismada E. faecalis izole edilen hastalarin ortalama yasi ile (71) E.
faecium izole edilen hastalarin ortalama yasi (65) arasinda istatistiksel olarak anlaml
(p<0.0001) bir fark tespit edilmistir. Ayn1 calismada E. faecalis izole edilen hastalarin
%69°u, E. faecium tespit edilen hastalarin ise %65°1 erkek olup bu fark da istatistiksel olarak
(p=0.008) anlamli bulunmustur (119). Enterokoklardan kaynaklanan kan dolagimi
enfeksiyonlarmi inceleyen 9 farkli c¢alismadaki cinsiyet dagilimmi degerlendiren bir

derlemede erkek/kadin hasta orani 1,4 olarak bulunurken incelenen 9 c¢alismadan sadece
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birinde kadinlar daha yiiksek siklikta tespit edilmistir (120). Cin’de 6 y1l boyunca kan
kiiltiiriinden izole edilen Gram pozitif bakterilerin incelendigi bir ¢calismada tiim izolatlar
degerlendirildiginde ortalama yas 53 olarak tespit edilmisken enterokoklarin izole edildigi
hastalarin ortalama yas1 59 olarak (p<0.0001) tespit edilmistir (121). ispanya’da yapilan ve
kan dolasimi enfeksiyonlarindan elde edilen E. faecalis izolatlari ile E. faecium izolatlarini
karsilastiran cok merkezli bir calismada; E. faecalis elde edilen hastalarin yas ortalamalar1
(72) ile E. faecium elde edilen hastalarin yas ortalamalar1 (69) arasinda istatistiksel olarak
(p=0.097) fark bulunamamistir. Yine bu caligmada izolatlarin elde edildigi hastalarin
cinsiyetleri her iki tiir icinde baskin olarak erkek iken, sirasiyla E. faecalis ve E. faecium igin
%68,8 ve %63,8 olmak iizere bu iki tiir arasinda bu konuda da istatistiksel olarak bir fark
bulunamamaistir (122). Bizim ¢alismamizda E. faecalis izole edilen hastalarin %68,9’u erkek
iken E. faecium izole edilen hastalarin ise %46,7’s1 erkek olarak saptanmistir ve iki tiirlin
izole edildigi hastalarin cinsiyetleri arasindaki fark Almanya’da yapilan ¢alismaya benzer
bicimde istatistiksel olarak (p=0.033) anlamli bulunmustur. Enfeksiyonlardaki cinsiyet
farkina yol acan olas1 faktorler arasinda testosteron hormonunun nétrofil aktivasyonu sonucu
inflamatuar siire¢ ve doku hasarini artirici etki gésterebilmesi ve yine bu hormonun Maj6r
Doku Uygunluk Kompleksi-2 (MHC-2) ve Toll Benzeri Reseptor-4 (TLR-4)
ekspresyonunda azalma ile immiinsiipresyon yapabilmesi su¢lanmaktadir (123). Ortalama
yas agisindan ¢alismamizda -sirasiyla E. faecalis ve E. faecium igin 56,4 ve 55,2 olmak {izere
tiirler arasinda bir fark bulunamamistir (Bkz. Tablo 4.1). Italya’da vankomisin direngli
enterokoklardan kaynaklanan kan dolagimi enfeksiyonlarinin degerlendirildigi bir ¢alismada
artmis yas (>60) bagimsiz bir mortalite risk faktorii olarak tespit edilmistir (89).
Caligmamiza dahil edilen izolatlarin ise %61,1 gibi yiiksek bir kismi bu bagimsiz risk

faktoriine sahiptir.

Hindistan’da enterokoklarla yapilan bir ¢alismada izole edilen E. faecalis izolatlariin
%43,2’si yogun bakim {initelerindeki hastalardan izole edilmisken %29,7’si cerrahi
branglardaki hastalardan ve %27,1°1 ise dahili branglardaki hastalardan elde edilmistir. Ayn1
calismada E. faecium igin bu oranlar; %41,5 yogun bakim, %34,1 cerrahi branslar ve %14,4
dahili branslar seklindedir (124). Calismamizda brans dagilimi acgisindan dahili ve cerrahi
klinikler olarak 2 grup olusturulmus olup E. faecalis izolatlarinin %?20’si cerrahi
branglardaki hastalardan %80’1 dahili branslardaki hastalardan elde edilmisken bu oran E.
faecium’da cerrahi branglar i¢in %35,6 ve dahili branslar i¢cin %65,4 olarak tespit edilmistir.

Calismamizda tiirler arasinda, izole edildikleri klinikler agisindan istatistiksel fark
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bulunmamis olmasina ragmen (p=0.099) E. faecalis’te E. faecium’a kiyasla daha yiliksek
olarak gozlenen dahili brang/cerrahi brans orant (%80/%20’ye karsi %65,4/%36,6)
Hindistan calismasiyla uyum gostermektedir. Calismamizda tiirler agisindan en sik
karsilagilan branslar E. faecalis i¢in nefroloji (%22,2), onkoloji (%11,1) ve kardiyoloji
(%11,1) iken E. faecium igin onkoloji (%22,2), kardiyovaskiiler cerrahi (%13,3) ve genel
cerrahi (%13,3) seklindedir (Bkz. Tablo 4.2). Dikkat ¢ekilmesi gereken bir nokta, nefroloji
kliniklerinden elde edilen toplam 10 E. faecalis izolatinin 9’unun ve 2 E. faecium izolatinin
I’inin (%83,3°1i) erkek hastalardan izole edildigi ve nefroloji kliniklerinden izole edilen bu
izolatlarin 10 unun (%383,3) orta veya giiglii nitelikte biyofilm olusturdugudur. Literatiirde
yer alan diger caligsmalar idrar yolu enfeksiyonlart ve buna bagli gelisen iirosepsis
vakalarinda 6zellikle ileri yash erkek hastalarda E. faecalis’in dnemine vurgu yapmaktadir.
Bu enfeksiyonlarda 6zellikle kateterizasyon varliginda biyofilm olusumu da 6nem arz
etmektedir (53, 125, 126). Nitekim bahsi gecen 12 kokenin izole edildigi hastalarin 10’u 60
yas ve iizerinde olup bu 12 hastanin yas ortalamasi ise 70’tir. Yine enfektif endokardit
klinikli hasta grubunu icerme ihtimali, diger branslardaki hastalardan elde edilen izolatlara
gore gorece ¢ok olan kardiyovaskiiler cerrahi ve kardiyoloji hastalarindan elde edilen
izolatlar degerlendirildiginde izolatlarin %52,9’unu E. faecalis ve %47,1’ini E. faecium
olusturmaktadir. Bu iki boliimden dahil edilen hastalarin %47’si erkek hastalardan olusurken
yas ortalamasi ise 57,7 olarak bulunmustur. Bu veri, enterokoklara bagl enfektif endokardit
olgularina, yasl hasta grubunda daha sik karsilagildigini belirten literatiirle uyumsuz gibi
goriilse de verilerimiz detayli incelendiginde kardiyovaskiiler cerrahi hastalarindan 4’iiniin
(%23,5) yeni dogan hasta grubuna ait oldugu ve bunlar dahil edilmediginde kalan 13
hastanin yas ortalamasinin literatiirle uyumlu bigimde 75,3 oldugu goriilmiistiir (35, 36).
Enfektif endokardit kliniginde biyofilm formasyonunun O6nemli olabilecegini dogrular
bicimde bu hasta grubundan elde edilen izolatlarin %76,5’inde biyofilm formasyonu

olusumu (%41,1’inde orta veya giiclii yapida olacak sekilde) goriilmiistiir.

Kan kiiltiirii pozitiflesme siiresi bircok durumda bakteri yiikiinii tahmin etmede faydali
olabildigi gibi kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu siiphesinde ise tanida faydali
yardimci bir kriter olarak goriilmektedir. Bu klinik tablodan siiphelenildiginde kateterden
alinan kan kiiltiiriiniin es zamanli alinan periferik kan kiiltiirlinden 2 saat 6nce pozitiflesmesi
ve her iki ornekte ayni mikroorganizmanin iiremesi tanida oldukc¢a yardimeidir (127).
Literatiir incelendiginde S. aureus i¢in kan kiiltiirii pozitiflesme siireleri bakteriyeminin

kaynag1 endokardit odagi oldugunda diger bakteriyemi kaynaklarina oranla ¢ok daha kisa
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olarak gozlenmisken benzer bir durum E. faecalis icin de tespit edilmistir. Fakat bu fark
S. aureus igin olanin aksine E. faecalis igin istatistiksel olarak anlamli degildir (128).
Almanya’da enterokoklarla yapilan bir caligmada kan kiiltiirii pozitiflesme siireleri
E. faecalis i¢in ortalama 9,2 saat ve E. faecium igin ise 12,1 saat olarak bulunmustur. Bu
calismada daha kisa pozitiflegsme siirelerinin bagimsiz bir 6ngorii faktorii olmamakla birlikte
daha yliksek morbidite ve mortalite egilimine yol ag¢ti1 da tespit edilmistir (129). Bizim
calismamizda ise bu ¢alismanin aksine E. faecalis izolatlarinda E. faecium izolatlarina gore
daha uzun pozitiflesme stireleri (sirasiyla 31,6 ve 29,6 saat) tespit edilmis olmakla birlikte

(Bkz. Tablo 4.3) bu fark istatistiksel olarak (p=0.701) anlaml1 bulunmamustir.

SENTRY antimikrobiyal silirveyans programlart gibi diinya capinda kan dolagimi
enfeksiyonlar1 egilimlerini degerlendiren programlarin da isaret ettigi lizere cesitli cografi
bolgeler arasinda antimikrobiyal diren¢ agisindan ciddi farkliliklar gozlenebilmektedir.
Nitekim vankomisin direncli enterokok enfeksiyonlariyla (6zellikle E. faecium 'da) Kuzey
Amerika ve Latin Amerika’da; Avrupa ve Asya-Pasifik bolgesine oranla ¢cok daha yiiksek
siklikta karsilasilmasi buna giizel bir ornektir (130). Bu farkliliklar kita veya iilke
seviyesinden ¢ok daha kiiciik 6lgekte, ayni iilkenin farkli merkezleri arasinda da ciddi
seviyelerde olabilmektedir. Ornegin Almanya’da kan kiiltiirinden izole edilen
enterokoklarla yapilan bir caligmada Giiney Almanya bolgesinde 2015-2019 yillar1 arasinda
VRE oranlarinda ciddi bir yiikseklik gdézlenirken bu durum Kuzey Almanya bolgesinden
elde edilen izolatlarda gozlenmemistir (131). Bu farkliliklara yol acan pek cok faktor
olmakla birlikte; tedavi veya profilakside yaygmn kullanilan rejimlerin farkliliklari,
enfeksiyon kontrol uygulamalarindaki farkliliklar, tarirm ve hayvancilikta antibiyotik
kullanim1 (avoparsin gibi) farkliliklar1 ve daha direngli enfeksiyonlara yol acan klonlarin

bolgesel dagilim farkliliklar1 basi ¢ceken faktorler olarak goriinmektedir (89, 130, 131).

Antalya’da 2023 yilinda kan kiiltiiriinden elde edilen 623 enterokokla yapilan bir ¢alismada
E. faecalis izolatlarimin higbirisinde vankomisin ve teikoplanin direnci gézlenmezken E.
faecium izolatlarinda bu oranlar sirasiyla %12,8 ve %10,7 olarak gozlenmistir. Aym
calismada YDGD oranlari ise sirasiyla E. faecalis ve E. faecium igin %23,6 ve %50,5 olarak
bulunmustur (132). Tiirkiye’de 2000-2015 yillar1 arasinda yapilan bir meta-analiz
calismasinin verilerine gore ise E. faecalis izolatlarinda YDGD orani %37,1 ve YDSD orani
ise %43,2 iken E. faecium izolatlarinda bu oranlar sirasiyla ortalama %58,7 ve %74,4 tiir.
Vankomisin direng oranlari ise bu derlemede E. faecalis ve E. faecium igin sirasiyla %2,2

ve %10,3 olarak bulunmustur (79). Istanbul’da 2022 yilinda kan kiiltiiriinden elde edilen
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enterokoklarla yapilan bir ¢alismada ise E. faecalis izolatlarinin %1,5’inde vankomisin ve
%?3,6’sinda teikoplanin direnci tespit edilirken bu oranlar E. faecium izolatlar1 igin sirastyla
%32,1 ve %31,2 seklindedir (133). Bu ¢alismada YDGD oranlari E. faecalis ve E. faecium
icin sirasiyla %39,4 ve %74,3 iken YDSD ig¢in ise sirasiyla %40,9 ve %71,6 seklindedir.
Bizim calismamizda ise diger bircok c¢alismada oldugu gibi E. faecalis izolatlarinda
vankomisin ve teikoplanin direnciyle karsilasiimazken E. faecium izolatlarinda ise bu oran
her iki antimikrobiyal i¢in %31,1 olarak gozlenmistir. Bu direng oran1 Antalya’da yapilan
calismadan ve bahsedilen derlemedeki oranlardan ¢ok daha yiiksekken Istanbul’da yapilan
calismayla benzerdir. Calismamizda E. faecalis ve E. faecium i¢in YDGD orani sirasiyla
%24.,4 ve %66,7 iken YDSD oranlar1 ise %26,7 ve %77,8 olarak gézlenmistir (Bkz. Tablo
4.4). Derleme ile kiyaslandiginda ¢alismamizin E. faecium izolatlarinda daha yiiksek YDGD
ve YDSD oranlar1 gozlenirken bu durum E. faecalis izolatlar1 agisindan tam tersi olarak

gbzlenmistir (79).

Merkez-1 ve Merkez-2’de E. faecalis izolatlariin %13,3’4i hem YDGD hem de YDSD
gosterirken bu oran Merkez-3’ten izole edilen E. faecalis izolatlarinda %20 olarak
gozlenmigstir. Merkez-1’de E. faecium izolatlarinin %20’si hem YDGD hem de YDSD
gosterirken bu oran Merkez-2 E. faecium izolatlarinda %40 ve Merkez-3 E. faecium
izolatlarinda ise %86,7 olarak gozlenmistir. Bu durum aminoglikozitlerin duyarliliklarinin
test edilirken, gentamisin ve streptomisin antibiyotiklerinin her ikisi agisindan da test
edilmesinin gerekliligini géstermektedir. Yine bu veriler YDGD ve YDSD direncine neden

olan farkli diren¢ mekanizmalarinin (farklit AME’ler gibi) varligina da isaret etmektedir.

Calismamizin gii¢lii yan1 3 merkezin dahil edilmesi ve bu sayede elde edilen direng oranlari
ile biyofilm formasyonu farkliliklarinin karsilastirilmasina imkan tanimasidir. Nitekim
E. faecalis izolatlar1 arasinda merkez bazli onemli farkhiliklar olmasa da E. faecium
izolatlarinda aminoglikozitlere kars1 gosterilen direncin diizeyi a¢isindan énemli farkliliklar
vardir. Merkez-1’den elde edilen E. faecium izolatlarmin %66,7’sinde YDGD saptanmazken
bu oranlar Merkez-2 ve Merkez-3’te sirastyla %20 ve %13,3 olup aradaki fark istatistiksel
olarak (Merkez 1-Merkez 2 arasindaki i¢in p=0.030 ve Merkez 1-Merkez 3 arasindaki i¢in
p=0.009) anlamlidir. Yine Merkez-1’den elde edilen E. faecium izolatlarinin %40’1nda
YDSD gozlenmezken bu oranlar Merkez-2 ve Merkez-3’te sirasiyla %26,7 ve %0 olup
Merkez-1 ile Merkez-3 arasindaki fark istatistiksel olarak (p=0.021) anlamlidir. Istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte glikopeptit duyarlilik oranlar1 arasinda da merkez bazl

onemli farkliliklar vardir. Merkez-3’te vankomisin ve teikoplanin duyarlilik oranlar
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E. faecium igin %53,3 iken bu oranlar Merkez-1 ve Merkez-2’de sirasiyla %86,7 ve %66,7
seklindedir. Daha Onceden de verilerine basvurulmus bir derlemede (79) iilkemizde
E. faecium izolatlarinda en yiiksek vankomisin direng orani Akdeniz bdlgesinde (%30,9)
goriiliirken, I¢ Anadolu bélgesi ise 3. en yiiksek (%24,1) diren¢ gozlenen bdlge olmustur.
Bizim caligmamizda ise hem en yliksek hem de en diisiik vankomisin direnci gozlenen
merkezler ¢ Anadolu bélgesinden [sirasiyla Merkez-3 (%47,7) ve Merkez-1 (%13,3)] tespit
edilmistir. Test edilen diger tiim antibiyotiklerde duyarlilik oranlar1 agisindan anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir (Bkz Tablo 4.5 ve 4.6). Bu farkliliklar siirveyans ¢alismalarinin
sadece iilke veya cografi bolge verileri baz alinarak degil merkez bazli olarak da yiiriitiilmesi
gerektigini ve bu ¢aligmalarin diizenli yapilmasinin 6nemini gostemektedir. Nitekim enfektif
endokardit, sepsis ve komplike lriner sistem enfeksiyonu gibi morbidite ve mortalite
oranlar1 yiiksek tablolarda bu ¢alisma verilerinin 6zellikle ampirik tedavi tercihlerinde yol

gosterici olabilecegi diisliniilmekte olup merkez bazli farkliliklar dikkat ¢ekicidir.

Yetmis dort galismanin incelendigi global bir derlemede iilkemizin de dahil oldugu DSO
Avrupa bolgesinde E. faecalis izolatlarinda vankomisin direng oran1 %3, teikoplanin direng
orani %4,6, YDGD oran1 %34,9, YDSD oran1 %46,4, siprofloksasin diren¢ oran1 %43,1 ve
tetrasiklin direng oran1 %64,4 olarak gozlenirken ampisilin, imipenem ve linezolid direng
oranlar1 (sirastyla %9,8, %2,6 ve %]) ise oldukca diisiikk gozlenmistir (134). Elli dort
calismanin irdelendigi bir derlemede iilkemizin de dahil oldugu DSO Avrupa bdlgesinde
E. faecium izolatlarinda vankomisin diren¢ orant %9,3, teikoplanin diren¢ oranmi %14.,4,
YDGD oran1 %49,5, YDSD oram1 %52,5, siprofloksasin diren¢ oran1 %60,8, tetrasiklin
direng oran1 %13,3 ve linezolid direng oran1 %1,2 olarak gézlenmisken izolatlarin biiyiik
kism1 ampisilin ve imipeneme (sirasiyla %64,6 ve %70,4) kars1 direngli olarak bulunmustur
(135). Calismamizda da bu iki global derlemenin sonuglarina benzer bicimde E. faecalis
izolatlarinda ¢ogu antibiyotige karst duyarlilik oranlarimin E. faecium izolatlarina kiyasla
yiiksek oldugu, E. faecium izolatlarinda ise tetrasiklin duyarlilik oranlarinin E. faecalis
izolatlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bi¢imde yiiksek oldugu gozlenmistir (Bkz.
Tablo 4.4). Calismamizin E. faecium izolatlarindaki glikopeptit direnci (%31,1°e karsin
%9,3), YDGD (%66,7’ye karsin %49,5) ve YDSD (%77,8’e karsin %52,5) direng
oranlarmin yukarida bahsi gecen global derlemede DSO Avrupa bélgesi igin tespit edilen
orana kiyasla oldukg¢a yiiksek olusu dikkat ¢ekicidir (135). Bu durumdan; iilkemiz
enfeksiyonlarindan baslica sorumlu olan klonlarin direncli klonlar olmasi, direngten sorumlu

olan genlerin yliksek prevalansta bulunusu ve hizli horizontal yayilimi, yetersiz enfeksiyon
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kontrol 6nlemleri sonucu yaygin nozokomiyal yayilim, bahsi gecen antibiyotiklerin genis
6l¢ekte klinik kullanimi ve hayvancilikta yaygin antibiyotik kullanimi gibi nedenler sorumlu
olabilir. Bu gorece diisilk DSO Avrupa bélgesi direng oranlarina neden olabilecek bir baska
neden ise bu verilerin toplanmasina en biiyiik katkiy1 veren iilkelerin italya ve Almanya gibi
gorece diisiik direng oranlarina sahip iilkeler olmasidir (135). Fakat daha onceden de
deginildigi gibi calismamizda tilkemiz literatiiriinde belirtilen direng verilerine kiyasla da
daha ytiksek diren¢ oranlarina (6zellikle glikopeptit direnci, YDGD ve YDSD acisindan)
rastlanildig1 unutulmamalidir. Calismamizda hem E. faecalis hem de E. faecium izolatlarina
kars1 en yiiksek etkinlik gosteren antibiyotik linezolid (%100) olarak tespit edilmistir.
E. faecalis izolatlarinda en diisiikk duyarlilik gozlenen antibiyotik tetrasiklin iken (%28,9)
E. faecium izolatlarinda ise -intrensek ampisilin ve imipenem direnci dislanacak olursa- en
az duyarlilik gozlenen antibiyotik (%8,9) siprofloksasin olarak degerlendirilmistir (Bkz.
Tablo 4.4).

Onemli bir nokta, yapilan literatiir arastirmalarinda goriildiigii kadariyla iilkemizde
eravasiklin direngli enterokok izolatlarinin ilk kez tespit edilmis olmasidir. Biz
calismamizda 2 adet E. faecium izolatinda eravasiklin direnci tespit ettik. Eravasiklin yeni
gelistirilmis bir tetrasiklin tiirevi olup florosiklin antibiyotik grubunun bir liyesidir. VRE’ ler
de dahil olmak {izere eravasiklin direnci enterokoklarda nadirdir. Nitekim bizim
calismamizda tiim izolatlar agisindan bakildiginda eravasiklin duyarlilign %97,8 iken
glikopeptit direnci gosteren izolatlarda eravasiklin duyarlilik orani ise %92,9°dur. Direncte
30S ribozomal alt birimin S10 ribozomal proteinini kodlayan rpsJ genindeki cesitli
mutasyonlarin, EmeA gibi efliiks pompalar1 aracili disa atimin ve ribozomal korunma
proteinlerini kodlayan tetM ve tetL gibi genlerdeki mutasyonlarin 6nemli rol oynadig:
literatiir ¢alismalarinda bildirilmistir (74, 136). 2013-2017 arasinda izole edilen gram pozitif
bakterilere karsi eravasiklin etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada test edilen 1586
E. faecalis izolatinin %99,4°1i eravasikline kars1 duyarl olarak tespit edilmisken test edilen
1221 E. faecium izolatinin ise %97,7’si eravasikline kars1 duyarli olarak bulunmustur (136).
Bizim calismamizda ise E. faecalis izolatlarmin %100’ eravasikline karst duyarh iken
E. faecium izolatlarmin %95,5’1 duyarli bulunmustur. Eravasiklin direnci gosteren
izolatlardan birisi tetrasiklin (literatiirde nadir), glikopeptitler ve linezolid hari¢ tiim
antibiyotiklere direngliyken diger izolatta ise linezolid harig test edilen tiim antibiyotiklere
diren¢ gozlenmistir. Calismamizda CLSI’a gore tetrasiklin direnci veya orta duyarlilig:

gosteren izolatlarin %98,1°’inde EUCAST e gore eravasiklin duyarlilig tespit edilmisken;
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CLSI’a gore tetrasiklin duyarlilif1 gdsteren izolatlarin sadece %2,6’sinda EUCAST e gore

eravasiklin direnci gozlenmistir.

Eravasiklin -tigesikline benzer bicimde- tetrasiklin direncine yol acan tet(L) gibi genlerin
kodladig1 efliiks pompalar1 ve tet(O) gibi ribozomal korunma proteinleri aracili direng
mekanizmalarinin varliginda yiiksek diizeyde etkinlik gosterebilmektedir. Literatiirde hem
tigesiklin hem de eravasiklin direncine neden olabilen 6nemli bir mekanizma 30S ribozomal
alt birimin S10 ribozomal proteinini kodlayan rpsJ genindeki (Y58D gibi) mutasyonlar
olarak belirtilmistir (137, 138). Cin’de yapilan ¢ok merkezli bir calismada eravasiklin direnci
gozlenen 35 enterokokun sadece 2’sinde (%35,7) tetrasiklin duyarlilifi gézlenmistir. Bu oran
bizim ¢alismamizda ise %2,6’d1r. Yine bu ¢alismada eravasiklin direngli enterokoklara karsi
en yliksek in vitro etkinlik sirastyla linezolid, vankomisin ve tigesiklinde gézlenmistir (139).
Bir ¢alismada tigesikline direngli bir E. faecium izolatinda tetrasiklin direnci gézlenmemis
ve bu izolatin tet(L) ve tet(M) gibi tetrasiklin direncine neden olan genleri barindirmadigi;
fakat rpsJ geninde ¢coklu mutasyonlar igerdigi gézlenmistir (137). Eravasiklin direncinde de
bu genin mutasyonlarinin 6nemi disiiniildiiglinde ¢alismamizdaki eravasiklin direncli,
tetrasiklin duyarli izolatta da rpsJ geninde mutasyon varligi ve tetrasiklin direncine yol agan
diger genlerin (fet(L) ve tet(M) gibi) mevcut olmamasi ihtimali akla gelmektedir.
“‘Tetrasiklin duyarli-eravasiklin direngli’’ seklinde paradoksal olarak degerlendirilebilecek
bir antibiyotik duyarlilik profiliyle karsilasilmasinda; farkli rehberler (eravasiklin igin
EUCAST, tetrasiklin i¢in CLSI) kullanilmasinin ve farkli sinir degerlerin valiginin da pay1
olabilecegi diisiiniilmektedir (Bkz. Tablo 3.1 ve 3.2).

Hindistan’da cesitli klinik 6rneklerden elde edilen enterokoklarla yapilan bir ¢alismada;
vankomisine direncli enterokoklarin %93,3’iinde YDGD gozlenirken, vankomisine duyarli
enterokoklarin ise sadece %31,2’sinde ' YDGD go6zlenmistir. Bu oranlar -sirasiyla
vankomisine direngli ve duyarli grup i¢cin- YDSD acisindan %80°e %27,7; teikoplanin
acisindan %86,7°’ye %0 ve siprofloksasin agisindan %93,3’e %78,1 olarak izlenmistir.
Linezolide ise her iki grupta da diren¢ gozlenmemistir (140). EARS-Net veri tabani
kullanilarak 27 Avrupa {ilkesi verisinin irdelendigi bir ¢alismada vankomisine direngli
E. faecium izolatlarinda gentamisin direng orani %48,5 olarak gozlenirken vankomisine
duyarli E. faecium grubunda ise bu oran %43,4 olarak gbzlenmistir. Teikoplanin direng orani
ise ilk grupta %80,4 ikinci grupta ise %0,4 olarak belirlenmistir (141). Tirkiye’de klinik
enterokok izolatlariyla yapilan bir ¢alismada vankomisine direngli E. faecium izolatlarinin

%63,6’simnda YDGD ve %72,7’sinde YDSD gozlenirken bu oranlar vankomisine duyarlt

78



E. faecium izolatlarinda -sirasiyla YDGD ve YDSD acisindan- %29,4 ve %38,2 olarak

gbzlenmistir. Bu ¢alismada aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (142).

Bizim calismamizda da literatirle uyumlu olarak; vankomisine direngli E. faecium
izolatlarinda, vankomisine duyarl E. faecium izolatlarina kiyasla yiiksek diizey gentamisin,
teikoplanin, yiliksek diizey streptomisin, siprofloksasin ve eravasiklin direnci agisindan daha
yiiksek direng oranlar1 gozlenmistir. Buna zit olarak streptogramin ve tetrasiklin direng
oranlar1 ise vankomisine duyarli grupta daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu direng orani
farkliliklarindan sadece teikoplanin ve yiiksek diizey gentamisin agisindan olan istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmustur. Istatistiki anlamli olan bu korelasyondan yapisinda ayni anda
hem Tn5281 transpozonunu (aac(6’)-le-aph(2’’)-Ia genini barindiran) hem de Tnl1546
transpozonunu (vanA genini barindiran) barindirabilen pMG1 gibi bir plazmidin sorumlu
olmasi olasidir (143). Bunun gibi ayni anda hem glikopeptit hem de yiiksek diizey
gentamisin direncine neden olan genleri tasiyan plazmidler; hem glikopeptit-yiiksek diizey
gentamisin sinerjisini engellemeleri, hem de bu kombine direnci horizontal olarak hizli
bicimde yayabilmeleri acisindan ayrica onemlidirler. Caligmamizda istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte vankomisine diren¢li E. faecium ile vankomisine duyarl
E. faecium arasinda YDSD acisindan da 6nemli direng farkliliklar1 bulunmustur. Cin’de
yapilan bir ¢alismada bir idrar izolatinda rep2 tipi bir plazmidde (pVRE1-VanA) ayn1 anda
vanA, ant(6°)-1a ve aph(3°)-1lla direng genlerine rastlanilmistir (144). Ayni anda hem YDSD
genlerini hemde glikopeptit direng genlerini barindirabilen bu gibi plazmitlerin mevcudiyeti
vankomisine direngli grupta vankomisine duyarli gruba oranla daha yiiksek siklikta goriilen
YDSD i¢in olas1 bir mekanizmadir. Yine hem glikopeptit-yiiksek diizey streptomisin
sinerjisini engellemeleri, hem de bu kombine direnci horizontal olarak hizli bigimde

yayabilmeleri agisindan bu gibi plazmitler 6zellikle 6nemlidirler.

Gozlemsel klinik verilerle desteklendigi iizere in vitro beta-laktam/glikopeptit-
aminoglikozit bakterisidal sinerjisinin tespiti enfektif endokardit hastalarinda artmis kiir
oranlarin1 saglamaktadir (145). Enterokoklarda yiliksek diizey aminoglikozit direnci
saptanmamasi durumunda, izolat penisilinlere de duyarliysa aminoglikozitlerle penisilinler
arasinda sinerji beklenmektedir. Benzer sekilde, yliksek diizey aminoglikozit direnci
saptanmamas1 durumunda, izolat glikopeptitlere de duyarliysa aminoglikozitlerle
glikopeptitler arasinda sinerji beklenmektedir. Bizim ¢alismamizda E. faecalis 1zolatlariin
hepsi ampisilin ve glikopeptitlere karst duyarli oldugu i¢in in vitro sinerji oranlar1 direkt

olarak YDGD ve YDSD oranlari ile iligkili olarak bulunmustur. Merkez-1’de E. faecalis i¢in
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en yiiksek sinerji oran1 ampisilin/glikopeptit ile streptomisin sinerjisinde (%80) gbzlenirken,
Merkez-2 ve Merkez-3’te ise en yiiksek sinerji orani ampisilin/glikopeptit ile gentamisin
arasinda (sirastyla %86,7 ve %73,3) gozlenmistir. E. faecium izolatlarinda ise ampisiline
intrensek diren¢ olmasindan otiirii beta-laktam-aminoglikozit sinerjisi beklenmezken
Merkez-1’de glikopeptit-gentamisin sinerji orant %66,6 ve glikopeptit-streptomisin sinerji
oran1 %40 olarak belirlenmistir. Bu oranlar Merkez-2 i¢in sirasiyla %13,3 ve %20 iken,
Merkez-3’te ise %13,3 ve %0’dir (Bkz. Tablo 4.8). E. faecium’daki bu belirgin fark
Merkez-1’de 6zellikle glikopeptit/gentamisin kombinasyonunun énemli bir tedavi segenegi
olarak kullanilabilirliginin siirdiigiinii; fakat Merkez 2 ve 3’te dnemli kisitlamalar oldugunu
gostermektedir. Beta-laktam/glikopeptit-Yiiksek diizey aminoglikozit kombinasyonu tiim
merkezlerde bazi farkliliklar icermekle birlikte E. faecalis i¢in 6nemli tedavi rejimleri

adaylari olarak varliklarini siirdiirmektedir.

fran’da 2002 ile 2015 arasinda yapilan 15 ¢alismay1 gram pozitif bakterilerdeki YDGD’ye
neden olan AME’ler a¢isindan degerlendiren bir derlemede aac(6°)-Ie-aph(2’’)-1a, aph(2”’)-
Ib, aph(2”’)-Ic ve aph(2”’)-1d ve aph(3’)-Illa en sik rastlanan genler olmusken, 6zellikle
(%97,7 oraninda) aac(6’)-le-aph(2’’)-1a ile karsilasilmistir. Bu genin amikasin, gentamisin,
kanamisin gibi potent aminoglikozitlerin hepsine kars1 yiiksek diizey dirence neden olmasi,
yiiksek prevelansi ve mobil genetik elemanlarla rahatlikla aktarilabilmesi agisindan ayrica
bir 6neme sahip oldugu vurgulanmistir (146). Yine bircok calismada bu genlerin varliginin
gosterilmesinin fenotipik direngle ¢ok yiiksek oranda uyumlu oldugu ve dagilimlar ile
mevcudiyetlerinde farkliliklar olmakla birlikte YDGD agisindan en sik karsilasilan genin
aac(6’)-le-aph(2’’)-Ia oldugu vurgulanmistir (81, 82, 146). Calismamizda da literatiirle
uyumlu olarak YDGD gosteren izolatlarin %92,7’sinde aac(6°)-le-aph(2’’)-Ia geni tespit
edilmisken aph(2”’)-1b, aph(2’’)-Ic ve aph(2’’)-Id geni pozitifligine hicbir izolatta
rastlanilmamistir. Fenotipik diren¢ gozlenip direng geni mevcudiyeti belirlenememis ii¢
izolatta ise; 16S rRNA metiltransferaz enzimi aracili 16S rRNA’nin metilasyonu, ribozomal
koruma proteinleri veya 16S rRNA’da mutasyonlar sonucu hedef modifikasyonu, proton
itici giiclinlin olusturulmasindaki bozulmalar sonucu ilacin azalmis importu ve EmeA gibi
efliiks pompalar1 aracili artmis ilag atimi gibi farkli direng yollarindan bir veya daha

fazlasinin mevcut oldugu diisiiniilmiistiir (147, 148, 149).

Streptomisin, YDGD’ye en sik yol acan aac(6’)-le-aph(2”’)-la  varhiginda
beta- laktam/glikopeptit ajanlarla sinerjisini siirdiirebilmesi agisindan 6nemlidir. Cesitli

calismalarda bu dirence en sik yol acan genler arasinda aph(3”’), ant(3’)-la ve ant(6’)-la
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gibi genlerin mevcudiyeti gosterilmis olsa da bir¢ok calismada direncten en sik sorumlu
tutulan gen ant(6’)-la olmustur (78, 83, 150, 151). Nitekim Japonya’daki bir ¢alismada
YDSD gosteren enterokoklarin %97,6’sinda bu gene rastlanmigsken Amerika’da ki bir
calismada ise %99,6 oraninda ant(6’)-la genine rastlanmistir (150, 151). Bizim
calismamizda ise literatiirle uyumlu olarak fenotipik olarak YDSD gosteren izolatlarin
%95, 7’sinde ant(6°)-Ia geni tespit edilmisken izolatlarin higbirisinde ant(3’’)-la genine
rastlanilmamustir. 2 izolatta ise direng icin taranilan hi¢bir gende pozitiflik gozlenmemistir.
Fenotipik diren¢ gdzlenip direng geni mevcudiyeti belirlenememis 2 izolatta ise aph(3”’)
gibi bagka bir diren¢ geni mevcudiyeti yada YDGD’de bahsedilen diger nadir direng

mekanizmalarindan bir veya birden ¢ogunun sorumlu olabilecegi diisliniilmiistiir.

Yirmi yedi tilkeden 49 laboratuvarin katildigi bir calismada glikopeptit direnci gdsteren
izolatlarin %78,2’sinde vanA geni tespit edilmistir (152). Tiirkiye’de 7 bolgeden 8
laboratuvarin katildig1 bir ¢alismada vankomisin direncli E. faecium izolatlarinin hepsinde
vanA geni tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada, elde edilen vankomisin direncli izolatlarin
%78,8’inin klonal olarak iligkili oldugu ve farkli cografi bolgeler arasinda klonal yayilimin
ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlarla giiclii bir iliski gosterdigi belirtilmistir (153). Bizim
calismamizda da literatiirle benzer bigimde glikopeptit direnci gozlenen izolatlarin tiimiinde

vanA geni saptanirken higbir izolatta vanB genine rastlanmamugtir.

Enterokok tiirlerinin neden oldugu (6zellikle enfektif endokardit, kateter iligkili kan dolagimi
ve lriner sistem enfeksiyonlar1 gibi) pek ¢ok enfeksiyonda biyofilm olusumunun 6nemli rol
oynadigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (97, 98, 99). Cin’de 7 y1l boyunca kan kiiltiiriinden
elde edilen izolatlarla yapilan bir ¢calismada E. faecalis izolatlarmin %91,7’sinde biyofilm
olusumu gozlenirken, E. faecium izolatlarinin sadece %?20’sinde biyofilm olusumu
gozlenmistir. Bu calismada biyofilm olusturan E. faecalis izolatlarinin %27,8°1 giicli,
%43,1°1 orta ve %20,8’1 zayif giigte biyofilm olustururken E. faecium izolatlarinin
olusturdugu biyofilmlerin ise %95,5’1 zayif ve sadece %4,5°1 giiclii yapida olarak
gozlenmistir (154). Afrika hari¢ 6 farkli kitada yapilan 56 ¢alismay1 irdeleyen verilerle
yapilan bir meta analiz c¢alismasinda E. faecalis izolatlarinin %68,7’si  biyofilm
olusturmusken (olusturanlarin %47,9’u giiclii ve %38,1°1 orta glicte) kitalar ve bolgeler
(DSO) arasinda biyofilm olusumu acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
En yiiksek prevalans DSO Amerika bolgesinde (%89,8) gozlenirken en diisiik prevalans ise
Giiney-Dogu Asya bolgesinde (%57,9) gdzlenmistir. Ulkemizin de dahil oldugu Avrupa

bolgesindeki havuzlanmis prevalans ise %64,21°dir. Yine bu calismada aradaki farklilikta
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enfeksiyona yol agan farkli klonlarin farkli biyofilm yapma yeteneklerinin pay1 olabilecegi
ozellikle vurgulanmistir (155). Bizim calismamizda iligkili literatiiriin ¢coguyla benzer
bicimde; ama ¢ogu calismaya gore daha yiiksek oranlarda biyofilm olusumu gézlenmistir
(154, 155, 156). E. faecalis izolatlarinin tamami biyofilm olusturmusken E. faecium
izolatlarinin ise %355,6’sinda biyofilm olusumu gozlenmis olup aradaki fark istatistiksel
olarak  anlamli  (p<0.001)  bulunmustur.  Biyofilm  formasyonlar1  kantitatif
degerlendirildiginde ise E. faecalis izolatlariin %35,6’s1 giiclii, %40°1 orta giicte ve
%24.,4’1 zayif giicte biyofilm olustururken E. faecium izolatlariin ise %51,1°1 zayif ve
sadece %4,5°1 ise orta giicte biyofilm olusturmustur. Elde edilen kantitatif sonuglar da
literatlire benzer bigimde E. faecalis izolatlarinin E. faecium izolatlarina gore daha giiglii
yapida biyofilm olusturmalar1 acisindan benzesmektedir (154, 155, 156). Bu duruma yol
acabilecek pek cok faktdr olmakla birlikte; biyofilm olusumunda 6nemli islevleri oldugu
disiiniilen Agg, GelE, Esp ve Ebp gibi virlilans faktorlerinin E. faecalis izolatlarinda
E. faecium izolatlarina oranla daha sik goriinmesi ve E. faecalis’in HDPM olusturma
acisindan daha verimli metabolik yollar kullanmasi1 en Onemli faktorler olarak
goriinmektedir (4, 156, 157). Nitekim Tiirkiye’de kan kiiltiiriinden elde edilen enterokoklarla
yapilan bir ¢alismada E. faecium elde edilen hastalarda E. faecalis elde edilenlere oranla
santral venoz kateterizasyon, mekanik ventilasyon ve idrar sondasi takilmasi gibi (yabanci
cisim aracili biyofilm formasyonu olusumuna yatkinlik yaratan) invaziv girisimler daha sik
yapilmis olarak gdzlenmistir. Bu gorece daha az siklikta yabanci cisim maruziyetine ragmen
endokardit ve kateter iliskili kan dolagimi enfeksiyonlarindan (biyofilm olusumu ile giiclii
iligkisi olan enfeksiyonlar) E. faecalis izolatlarinin daha sik izole edilmis olmast in vitro
olarak tespit edilen bu durumun klinik bir yansimasi olarak diisiiniilebilecek énemli bir

bulgudur (157).

Calismamizda merkezler arast biyofilm olusumu farkliliklari da degerlendirilmistir.
Merkez-1’deki E. faecalis izolatlarimin %73,4°li giiclii yapida biyofilm olustururken
Merkez-2 ve 3’te bu oranlar sirasiyla %13,3 (p=0.003) ve %20 (p=0.010) olarak bulunmusg
ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli olarak tespit edilmistir. Aradaki farka neden
olabilecek; daha yaygin kateterizasyon uygulanmasi, bakteriyeminin kaynagi (6rnegin
prostetik kapak 1iliskili enfektif endokarditte daha yiiksek) ve enfeksiyona yol agan
klonlardaki farkliliklar gibi birgok durum s6z konusu olabilir (156). Olas1 bir diger neden
ise hasta profilidir. Merkez 1’°deki E. faecalis izolatlarinin elde edildigi hastalarin %40’ lik

bir kism1 nefroloji ve %40’lik diger bir kismi ise onkoloji ve kardiyovaskiiler cerrahi
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tarafindan takip edilen yagh (belirtilen hastalarin yas ortalamasi 56,8) hastalardir. Bu
hastalarin olasi iirosepsis ve enfektif endokardit gibi kliniklere sahip olma ile eslik eden
kateterizasyon-invaziv girisim oranlarmin yiiksek olma ihtimali de géz Oniinde

bulundurulmalidir.

Biyofilm formasyonu antimikrobiyal penetrasyonda azalma, formasyon igindeki
mikroorganizmalarin azalmis metabolizmasi ve degigsmis mikro ¢evre ile formasyon i¢indeki
mikroorganizmalarin yakinlagsmasi nedeniyle bakteriyel gen aktarimlarinda artis gibi pek
cok nedenle antimikrobiyal direngte dnemli rol oynar (100). Cin’de idrar yolu enfeksiyonuna
yol acan enterokoklarla yapilan bir ¢caligmada biyofilm ile antibiyotik direnci arasindaki
iliski incelendiginde siprofloksasin, tetrasiklin ve YDGD olan izolatlarin bu direnci
icermeyenlere gore daha gii¢lii yapida biyofilm olusturdugu gézlenmis fakat aradaki fark
anlamli bulunmamustir (156). Iran’da yapilan ¢cok merkezli bir ¢alismada ise test edilen
bircok antibiyotik arasinda tetrasiklin, YDGD, YDSD, kinupristin/dalfopristin ve
kloramfenikol direnci iceren enterokoklarda igermeyenlere oranla giiclii biyofilm olusumu
daha yiiksek siklikta gézlenmistir. Aradaki farklilik YDGD ve tetrasiklin i¢in olan harig
olmak iizere istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (158). Bizim ¢alismamizda ise giiglii
biyofilm olusturan E. faecalis izolatlarinda siprofloksasin, YDG ve YDS direng oranlari orta
ve zayif giicte olusturanlara oranla daha yiliksek olarak tespit edilmis, giiclii biyofilm
olusturanlardaki YDGD oran1 ile orta giigte biyofilm olusturanlardaki YDGD orani
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.023). Calismamizda E. faecium
acisindan yapilan degerlendirmede ise siprofloksasin, kinupristin-dalfopristin ve YDG
direng oranlar1 orta giligte biyofilm olusturan izolatlarda zayif veya hi¢ olusturmayanlara
kiyasla daha yiiksek goriilmiis fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir.
Biyofilm olusturan ve olusturmayan E. faecium izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamakla birlikte kinupristin-
dalfopristin duyarliliklar1 (biyofilm olusturanlarda %52, olusturmayanlarda %80) arasindaki
fark istatistiksel anlamlilik sinira ¢ok yakin bulunmustur (p=0.051). Fakat bu sonuglarin
biyofilm formasyonunun in vivo antimikrobiyal etkinligi {izerine olan etkilerini tam olarak

yansitmayacagi (ila¢ penetrasyonunu azaltmasi vb nedenlerle) unutulmamalidir.

Enterokoklarda (6zellikle E. faecalis’te) feromon aracili konjugasyon olarak bilinen 6zel bir
konjugatif siire¢ gdzlenmektedir. Bu sliregcte gen aktarimi bir pilus araciligiyla degil alici
hiicrelerin (gen) verici hiicrelere salgiladig1 feromon adi verilen kisa peptitler araciligiyla

gbzlenen ve agregasyon faktorii (agg) gibi viriilans faktorleri ile biyofilm formasyonu
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olusumu gibi oOzelliklerin yardimci  oldugu hiicresel yakinlasma araciligi ile
gerceklesmektedir (159). Feromon aracili konjugasyonla gen aktarimi yapan birgok
plazmidin antibiyotik direnci, konak savunma sistemine adaptasyon, Ultraviyolet (UV)
direnci ve bakteriyolizin-sitolizin iiretimi gibi pek cok viriilans faktorii kazanimiyla ilgili
olabilecegi anlasilmustir (24, 25, 159). Ornegin pCF10 tet(M) aracili tetrasiklin ve pMG2200
vanB aracili vankomisin direncine neden olabilen plazmitlerdendir (160, 161). Tokyo’da
yapilan bir ¢aligmada saglik hizmeti iligkili YDGD’li enterokok enfeksiyonlarina yol agan
feromon aracili plazmid aktarimi goézlenmistir (160, 161, 162). Bizim ¢alismamizin
sonuglari1 da bazi izolatlarin bu mekanizma araciligtyla -ve belki de bu plazmidler aracili-

bazi antibiyotiklere karsi direng kazanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamiza 3 farklt merkezden kan kiiltiiriinden elde edilen toplam 45 E. faecalis (her
merkezden 15’er) ve toplam 45 E. faecium (her merkezden 15’er) izolat1 dahil edilmistir. Bu
izolatlarin elde edildikleri hastalarin yas, cinsiyet ve geldikleri branglar gibi ¢esitli
demografik 6zellikler ve ortalama kan kiiltlirii pozitiflesme siireleri degerlendirilmis olup
istatistiksel olarak kiyaslanmistir. Yas ve kan kiiltiirii pozitiflesme siireleri bazi1 farkliliklar
icermekle birlikte istatistiksel olarak anlamli farkliliklar icermemektedir. Cinsiyet agisindan
bakildiginda ise E. faecalis izolatlarinin kadin hastalara kiyasla erkek hastalardan

(istatistiksel olarak anlamli sekilde) daha fazla elde edildigi gdzlenmistir.

izolatlar antibiyotik duyarlilik paternleri acisindan da degerlendirilmistir. Tiim diinyada
olduk¢a Onemli bir sorun olarak goriinen E. faecium’da vankomisin direnci literatiirde
kiyaslanan pek cok calismaya oranla daha yiiksek bir oranda (%31,1) tespit edilmis ve
istatistiksel anlamli olmamakla birlikte merkezler aras1 farklar da gozlenmistir. Gentamisin
ve streptomisin, beta-laktam/glikopeptit ilaglarla sinerjistik etkilesimleri nedeniyle enfektif
endokardit gibi ciddi klinik tablolarda 6nemli tedavi se¢enekleridir. Bizim ¢alismamizda E.
faecalis’te YDGD oran1 %24,4 ve YDSD oran1 %26,7 olarak bulunmusken E. faecium’da
1se YDGD oran1 %66,7 ve YDSD orani ise %77,8 olarak bulunmustur. Bu diren¢ oranlari
ozellikle E. faecium’da literatiirde iilkemizinde dahil oldugu DSO Avrupa bdlgesi icin
belirlenen oranlardan oldukga yiiksektir. Calismamizda literatiirle uyumlu olarak E. faecium
izolatlarinda E. faecalis izolatlarina oranla test edilen tiim antibiyotiklerde (tetrasiklin,
eravasiklin ve linezolid hari¢) istatistiksel olarak anlamli bir diren¢ yliksekligi
goriilmektedir. Onemli bir nokta hem YDGD hem de YDSD agisindan merkezler arasinda
istatistiksel olarak anlamli (Merkez 1°de anlamli olarak diisiik) farkliliklar bulundugudur.
Bu da merkez bazli antibiyotik siirveyans caligsmalarinin 6nemine isaret etmektedir. Yine in
vitro beta-laktam/glikopeptit ile aminoglikozit sinerji oranlarindaki merkez bazli farkliliklar
dikkat ¢ekici olup bu da EE ve kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonlar1 gibi

enfeksiyonlarda tercih edilecek tedavi rejimleri agisindan belirleyici olabilecek bir husustur.

Calismamizda glikopeptit ve yiiksek diizey aminoglikozit direncine neden olan genler
fenotipik olarak direngli izolatlarda konvansiyonel PZR ile degerlendirilmis ve glikopeptit
direnci agisindan fenotipik direnci olan izolatlarin %100’{inde vanA, YDGD olan izolatlarin

%92,7’sinde aac(6’)-Ie-aph(2’’)-1a ve YDSD olan izolatlarin %95,6’sinda ant(6°)-Ia geni
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tespit edilmistir. Bu veriler diren¢ genlerinin homojen dagilimini ve bakteriyemi etkeni olan
enterokoklarda YDGD’den cogunlukla aac(6’)-Ie-aph(2’’)-1a; YDSD’den ise ¢ogunlukla

ant(6’)-1a genlerinin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.

Biyofilm olusumunun enterokoklara bagli enfektif endokardit, kateter iligkili enfeksiyonlar
ve liriner sistem enfeksiyonlar gibi ¢esitli enfeksiyonlardaki 6nemi ile antimikrobiyal direng
tizerine etkileri yillardir bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda E. faecalis izolatlariin %100’
ve E. faecium izolatlarinin %55,6’s1 biyofilm formasyonu olusturmus olup aradaki fark
istatistiksel olarak anlamlhidir. Yine E. faecalis izolatlarinin E. faecium izolatlarina oranla
daha gii¢lii biyofilmler olusturdugu ve bu durum agisindan merkezler arasinda da farkliliklar

oldugu (Merkez 1’de giiclii biyofilm olusturma oranlar1 daha yiiksek) gozlenmistir.

Biyofilm olusumu ¢esitli nedenlerle antimikrobiyal direncine neden olmaktadir.
Calismamizda bu iliski degerlendirilmis ve E. faecalis’te giicli biyofilm olusturan
izolatlarda siprofloksasin, yiiksek diizey gentamisin ve yiiksek diizey streptomisin direng
oranlar1 orta veya zayif giicte olusturanlara kiyasla daha yiiksek olarak tespit edilmisken bu
farkliliklardan sadece YDGD igin istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. E. faecium
icin ise istatistiksel anlamli olmamakla birlikte siprofloksasin, kinupristin-dalfopristin ve
YDG diren¢ oranlar1 orta giicte biyofilm olusturan izolatlarda zayif veya hig
olusturmayanlara kiyasla daha yiiksek goriilmiistiir. Enterokoklarda 6zellikle E. faecalis’te
feromon aracili konjugasyonun 6zel ve Oonemli bir gen aktarimi mekanizmas: oldugu,
biyofilm olusumunun ise bu mekanizmanin gelisme ihtimalini artirdig1 diisiintilmektedir.
Nitekim literatiirde bu yolla gen aktarimi yapan plazmitlerle tetrasiklin, vankomisin ve YDG
direng genlerinin tasinabildigi gdézlenmistir. Bu konuyla ve plazmitlerle ilgili yapilacak
arastirmalarin bu mekanizmanin heniiz fark edilmemis direng¢ genlerinin aktariminda da rol

alabildigine dair 6nemli katkilar sunabilecegi diistiniilmektedir.

Eravasiklin 6zellikle VRE’lerde 6nemli bir tedavi secenegi olabilecek florosiklin grubu yeni
bir antibiyotiktir. Calismamizda iilkemiz literatiiriinde enterokoklarda heniiz bildirilmemis
olan eravasiklin direncini disk difiizyon yontemi ile 2 izolatta belirledik ve gradiyent
diflizyon yontemi ile dogruladik. Bu izolatlarin biri eravasiklin direngli, tetrasiklin duyarl
iken digeri her iki antimikrobiyale karsi direngliydi. Enterokoklarda eravasiklin direng
oranlarinin iilkemizde de ¢ok merkezli ve genis 6lgekli ¢alismalarla degerlendirilmesi ve
dirence yol agan mekanizmalarin tiim genom dizileme (TGD) ile arastirilmasi gerektigini

diistinmekteyiz.
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8. EKLER
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