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OZET

Normal bagirsak flora elemani olan enterokoklar son yillarda endokardit, sepsis, menenjit
ve idrar yollar1 enfeksiyonlar1 gibi ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara yol agan
mikroorganizmalar arasinda yer almistir. Vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptit
antibiyotiklerine kars1 gelistirdikleri direng enterokoklarin 6nemli bir hastane enfeksiyonu
etkeni olmalarina neden olmustur. Son yillarda glikopeptit direncinde gozlenen artis
vankomisin direngli enterokoklarin yol ac¢tig1 ciddi enfeksiyonlarinin tedavi segeneklerini de
kisitlamigtir.  Vankomisin direngli enterokok vakalarinda direncin genetik temelinin
arastirilmasi, hastane enfeksiyonlariin etkin tedavisi ve direncin minumuma indirilmesinde
alimacak onlemlerin belirlenmesinde 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada 2011-2017 yillar
arasinda Gazi Universitesi Hastanesi’nden toplanan vankomisin direngli enterokoklarin
diren¢ genleri polimeraz zincir reaksiyonu ile aragtirilmigtir. Toplam 7551 enterokok
susunun 179’unda vankomisin direncine rastlanmis olup, 107 izolat direng genleri yoniinden
incelenmistir. Incelenen 107 6rnegin 96 sinin (%89,72) VanA, 1 6rnegin (%0,93) VanB tipi
direng gosterdigi saptanmaigtir.
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DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN
VANCOMYCIN RESISTANT ENTEROCOCCI
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ABSTRACT

Enterococci are known to cause serious nosocomial infections such as endocarditis, sepsis,
meningitis and urinary tract infections. Glycopeptide antibiotics such as vancomycin and
teicoplanin are commonly used for the treatment of severe infections caused by Gram (+)
bacteria, such as Enterococci. Vancomycin-resistant enterococci (VRE) have shown an
increase in prevalence in recent years. Determination of the resistance genotypes is
particularly important for the rapid and effective treatment of some severe infections and
prevention of hospital-acquired infections. Aim of this study is to determine the glycopeptide
resistance genotypes of VRE that were isolated in Gazi University Hospital during 2011-
2017 using polymerase chain reaction. 179 of the 7551 enterococcal isolates were found to
be resistant to vancomycin. 107 VRE isolates were selected for genotype analysis. 96
(89.72%) isolates were found to have VanA type resistance, while only one (0.93%) was
found to exhibit VVanB type resistance.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

b¢ Baz cifti

kDa Kilodalton

ng Mikrogram

pL Mikrolitre

mL Mililitre

Kisaltmalar Aciklamalar

NAG (GIcNAc) N-asetil glukozamin

NAM (MurNAc) N-asetil muramik asit

MiK Minimal Inhibitér Konsantrasyon
PBP Penisilin baglayan protein

PZR Polimeraz zincir reaksiyonu
PYRaz Pirolidonil aminopeptidaz
UHESA Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Ag1

VRE Vankomisin direngli enterokok



1. GIRIS

1940’larda penisilinin kullanima girmesiyle birlikte antibiyotik 6ncesi donem sona ermis ve
enfeksiyon hastaliklarina bagl 6limlerde ciddi bir diisiis gozlenmistir. Ancak giiniimiize
kadar gerek bilingsiz antibiyotik tliketiminin, gerekse mikroorganizmalarin birbirleri
arasinda direng genlerini transfer edebilme 6zelliklerinden dolay1 antibiyotik direnci gittikge

yayginlasmis ve insan sagligini ciddi anlamda tehdit eder hale gelmistir.

Yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi olduk¢a uzun ve masrafli bir siire¢ iken,
piyasaya siirlilen bilesiklere hizla direng gelismesi bu iiriinlerin ekonomik getirilerini iyice
diistirmektedir. Bu yilizden ila¢ firmalarinin antibiyotiklere ayirdigi Ar-Ge biitgeleri de
giderek azalmakta ve problem daha da biiyiimektedir [1-3].

Insanlarin ve birgok canlmin normal florasinin yani sira, baslica toprak ve sularda olmak
iizere dogada bolca bulunan enterokoklar yakin zamana kadar ciddi patojenler olarak
goriilmezken; kazandiklar1 ve aktardiklar1 direng ve viriilans genlerinden dolay1 yol actiklari
endokardit, bakteriyemi ve menenjit gibi enfeksiyonlarla giiniimiizde Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki en yaygin ikinci nozokomiyal enfeksiyon etkeni haline gelmistir. Ozellikle
glikopeptit direngli enterokoklarin yol agtifi enfeksiyonlarda, uygulanabilecek
antimikrobiyal tedavi opsiyonlari nispeten yeni ve pahali bilesiklerle sinirli kalmaktadir [4—
7].

Tedavi segenekleri kisitl enfeksiyon hastaliklarinda, hastalik etkeni mikroorganizma
tiirtiniin ve diren¢ genlerinin molekiiler tekniklerle hizli bir sekilde tanimlanmasi; hem
hastaya etkin bir tedavinin saglanabilmesi, hem de gelecekte antimikrobiyal tedavi

stratejilerinin belirlenmesi agisindan kritik 6nem tagimaktadir [8, 9].

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda 2011-2017 yillar1 arasinda glikopeptit direngli oldugu belirlenen
enterokoklarin duyarl enterokoklar ve diger bakteri cinsleri arasinda goriilme sikligi, yol
actiklar1 enfeksiyon tiirleri ve poliklinik ve servislere gore dagilimlart tespit edilmistir.
Izolatlarm antibiyotik direnc genleri polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle belirlenmistir.

Vankomisin direncgli enterokoklardaki direng genotip oranlarinin yillara goére dagilimi ile



ilgili bilgilerin enfeksiyon kontrol komitelerinin direng 6nleme politikalarinda yol gosterici

olmasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enterokoklarin Genel Ozellikleri

“Enterokok” terimi  Firmicutes subesi, Bacilli smifi, Lactobacillales takimu,
Enterococcaceae familyasinda yer alan Enterococcus genusunu tanimlamaktadir. Laktik asit
bakterilerinin énemli bir cinsidir. Insanlarin yan1 sira bocekler dahil birgok hayvan tiiriiniin
sindirim sistemlerinde, bitkilerde, toprakta ve sularda bol miktarda bulunurlar. Proteolitik
ve lipolitik 6zelliklerinden dolay1 gida iiriinlerinde bozulma ve kokusmaya yol acarlar. lag
ve gida endiistrilerinde probiyotik olarak ve bazi et iirlinleri ve peynir c¢esitlerinin

fermentasyonunda kullanilirlar.

2.2. Enterokoklarin Tarihgesi

“Enterokok” terimi ilk olarak 1899°da Thiercelin tarafindan intestinal florada kesfedilen
diplokoklar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir [10]. 1906 yilinda Andrewes ve Horder
tarafindan endokarditli bir hastanin kanindan izole edilen mikroorganizma Streptococcus
faecalis olarak adlandirilmistir [11]. 1933’e kadar streptokoklarin birbirinden ayrimi igin
yalnizca fermentasyon ve tolerans testleri kullanilirken, 1933°te Lancefield tarafindan beta
hemolitik suslarin antijenik yapilarina gore gruplandirilmasini saglayan serolojik tipleme
yontemi gelistirilmistir [12]. 1937 yilinda Sherman streptokoklar1 piyojenik, viridans, laktik
ve enterokoklar olarak dort gruba ayirmistir [13, 14]. D grubu streptokoklar olarak da anilan
enterokoklarin genus ismi ise 1984 yilinda Streptococcus yerine Enterococcus olarak

degistirilmistir [15]. Giiniimiize kadar bu genusta 56 tiir, 2 alt tiir tanimlanmustir:

Cizelge 2.1. Enterokok tiirleri [16]

No | Tiir Yil | Referans

1 | Enterococcus alcedinis 2013 | Frolkova ve ark [17]

2 | Enterococcus aquimarinus 2005 | Svec ve ark [18]

3 | Enterococcus asini 1998 | De Vaux ve ark [19]

4 | Enterococcus avium 1984 | Collins ve ark [20]

5 | Enterococcus bulliens 2015 | Kadri ve ark [21]

6 | Enterococcus caccae 2006 | Carvalho ve ark [22]

7 | Enterococcus camelliae 2007 | Sukontasing ve ark [23]
8 | Enterococcus canintestini 2005 | Naser ve ark [24]

9 | Enterococcus canis 2003 | De Graef ve ark [25]




No | Tiir Yil | Referans
10 | Enterococcus casseliflavus 1984 | Collins ve ark [20]
11 | Enterococcus cecorum 1983 | Devriese ve ark [26]
12 | Enterococcus columbae 1990 | Devriese ve ark [27]
13 | Enterococcus devrieseli 2005 | Svec ve ark [28]
14 | Enterococcus diestrammenae 2013 | Kim ve ark [29]
15 | Enterococcus dispar 1991 | Collins ve ark [30]
16 | Enterococcus durans 1984 | Collins ve ark [20]
17 | Enterococcus eurekensis 2013 | Cotta ve ark [31]
18 | Enterococcus faecalis 1984 | Schleifer ve Kilpper-Balz [15]
19 | Enterococcus faecium 1984 | Schleifer ve Kilpper-Balz [15]
20 | Enterococcus flavescens 1992 | Pompei ve ark [32]
21 | Enterococcus gallinarum 1984 | Collins ve ark [20]
22 | Enterococcus gilvus 2002 | Tyrrell ve ark [33]
23 | Enterococcus haemoperoxidus | 2001 | Svec ve ark [34]
24 | Enterococcus hermanniensis 2004 | Koort ve ark [35]
25 | Enterococcus hirae 1985 | Farrow ve Collins [36]
26 | Enterococcus italicus 2004 | Fortina ve ark [37]
27 | Enterococcus lactis 2012 | Morandi ve ark [38]
28 | Enterococcus lemanii 2013 | Cotta ve ark [31]
29 | Enterococcus malodoratus 1984 | Collins ve ark [20]
30 | Enterococcus moraviensis 2001 | Svec ve ark [34]
31 | Enterococcus mundtii 1986 | Collins ve ark [39]
32 | Enterococcus olivae 2014 | Lucena-Padros ve ark [40]
33 | Enterococcus pallens 2002 | Tyrrell ve ark [33]
34 | Enterococcus phoeniculicola 2003 | Law-Brown ve Meyers [41]
35 | Enterococcus plantarum 2012 | Svec ve ark [42]
36 | Enterococcus porcinus 2001 | Teixeira ve ark [43]
37 | Enterococcus pseudoavium 1989 | Collins ve ark [44]
38 | Enterococcus quebecensis 2012 | Sistek ve ark [45]
39 | Enterococcus raffinosus 1989 | Collins ve ark [44]
40 | Enterococcus ratti 2001 | Teixeira ve ark [43]
41 | Enterococcus rivorum 2012 | Niemi ve ark [46]
42 | Enterococcus rotai 2013 | Sedlacek ve ark [47]
43 | Enterococcus saccharolyticus | 1991 | Rodrigues ve Collins [48]
44 | Enterococcus saccharolyticus | 2013 | Chen ve ark [49]
subsp. saccharolyticus
45 | Enterococcus saccharolyticus | 2013 | Chen ve ark [49]
subsp. taiwanensis
46 | Enterococcus saccharominimus | 2004 | Vancanneyt ve ark [50]
47 | Enterococcus saigonensis 2016 | Harada ve ark [51]
48 | Enterococcus seriolicida 1991 | Kusuda ve ark [52]
49 | Enterococcus silesiacus 2006 | Svec ve ark [53]
50 | Enterococcus solitarius 1989 | Collins ve ark [44]
51 | Enterococcus sulfureus 1991 | Martinez-Murcia ve Collins
[30]
52 | Enterococcus termitis 2006 | Svec ve ark [53]
53 | Enterococcus thailandicus 2008 | Tanasupawat ve ark [54]




No | Tiir Yil | Referans

54 | Enterococcus ureasiticus 2012 | Sistek ve ark [45]

55 | Enterococcus ureilyticus 2013 | Sedlacek ve ark [47]
56 | Enterococcus viikkiensis 2011 | Rahkila ve ark [55]

57 | Enterococcus villorum 2001 | Vancanneyt ve ark [56]
58 | Enterococcus xiangfangensis 2014 | Li ve ark [57]

2.3. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikler

Enterokoklar tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde gézlenen Gram pozitif fakiiltatif aerob
koklardir. Mikroskobik olarak streptokoklardan ayrilamazlar. Kanli agarda 0,5 — 1,5 mm
boylarinda gri, parlak ve bugulu goriiniimlii koloniler olusturur, sivi besiyerinde bulaniklik

olusturmadan dipte ¢okelti olusturarak tirerler.

Resim 2.1. Enterokoklarin mikroskobik goriiniimii [58]

Katalaz negatif olmalarina ragmen bazi suslarda psddokatalaz aktivite goriilebilir. Optimum
ireme sicakliklari 35 °C olmakla birlikte 10 — 45 °C arasinda iireyebilmektedirler.
Enterokoklarin tamami %6,5 NaCl iceren ortamda iireyebilmekte ve %40 safra tuzu

varliginda eskiilini hidroliz edebilmektedir [59]. Baz1 Enterococcus faecalis suslar1 insan



veya at kani igeren agarda beta hemoliz yapabilir, ancak koyun kanli agarda nonhemolitiktir.

Bazi1 E. durans suslari biitiin kanli agar ortamlarda beta hemoliz yapar. Diger enterokok

tirlerinde ise alfa veya gama hemoliz goriliir. Biitiin enterokoklar 16sinaminopeptidaz

olusturur. Glukozdan gaz olusturmazlar, glukoz fermantasyonunun son iiriinii ise laktik

asittir.
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Sekil 2.1. Enterokok tiirlerinin biyokimyasal testlerle tanimlanmasi [60]

2.4, Hiicre Duvan

Enterokoklarin hiicre duvar yapisi diger Gram pozitif koklara benzemektedir. Gram pozitif

bakterilerin hiicre duvar1 peptidoglikan iskelet, anyonik polimerler (teikoik asit ve

polisakkaritler) ve hiicre duvar proteinleri olmak {izere baslica ii¢ ana yapidan olusur.



Peptidoglikan ve polimerler hiicre agirliginin yaklasik %90’1n1 olusturmaktadir. Hiicre

duvar proteinleri ise total hiicre agirliginin %10’a yakin bir kismini teskil eder [61].

Enterokoklarin Lancefield siniflandirmasinda D grubunda yer almalarinin sebebi, hiicre
duvarinda bulunan poligliserolfosfatin teikoik asit polimeri yapisindaki D antijenidir.
Sitoplazmik membrandan veya hiicre duvarindan koken alan protein ve glikolipitlerin

mikroorganizmaya antijenik ve patojenik 6zellikler kazandirdigi bilinmektedir.

: 3%
O
g 2 ‘%
Kapsithk ————>¢ o g
)
Hiicre duvanna :

OO0

3

gomiilii protein

X OO0
J

11

»
3 ,'_
- e e 0000000 005

R
T XL LI ELE

AV V.V

. - - 9.0
4-‘—’—*—". T [t
. - \
<
|

00
o

Teikoik asit

T 5
- —
AL L S X3
59--2

EPA :
polimeri — &3

5T AT

Peptidoglikan

,—‘—’
e 00e 002

Hucre duvarina
bagh protein

S~ —rt—

Lipoprotein

Sekil 2.2. Gram pozitif hiicre duvar yapisi [62]

2.4.1. Peptidoglikan

Enterokok hiicre duvarinin major bileseni olan peptidoglikan tabaka, N-asetil muramik asit
(NAM veya MurNACc) ve N-asetil glukozamin (NAG veya GICNAC) tinitelerinin f(1-4) bagi
yaparak olusturdugu disakkaritin art arda tekrarlanmasiyla olusur. Tekrarlayan bu sekerlerin

bir araya gelmesiyle genellikle 5-30 alt birimden olusan iplikler, birlesirken NAM’a baglh



peptit zincirlerinden birbirine ¢apraz baglanir. Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan
biyosentezi sitoplazmada, membranda ve hiicre duvarinda olmak iizere ili¢ asamada

gerceklesir [63].
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Sekil 2.3. Peptidoglikan biyosentezi [64]

Hiicre duvar sentezinin sitoplazmada gerceklesen ilk asamasinda UDP-NAG MurA ve MurB
enzimleri ve fosfoenol piriivat kullanilarak UDP-NAM’a doniistiiriilmektedir. UDP-NAM



sentezini takiben peptit grubunun ilk ti¢ aminoasidi sirayla MurC, MurD ve MurE sentetazlar
tarafindan eklenerek UDP-NAM-L-Ala-D-isoGlu-L-Lys molekiilii olusturulur. D-Ala
rasemaz ile iki L-Ala tinitesi D-Ala’ya doniistiiriildiikten sonra D-Ala ligaz ile D-Ala-D-Ala
dipeptidi olusturulur. Ardindan bu dipeptit MurF transferaz tarafindan gévdeye eklenerek
UDP-NAM-L-Ala-D-isoGlu-L-Lys-D-Ala-D-Ala molekiilii olusturulur. Bu molekiile Park
niikleotidi de denir [62].

Coziiniir durumdaki Park niikleotidinin hiicre membraninda tasinmasi i¢in undekaprenol
(C55) yapidaki bir lipit tasiyiciya ihtiyag¢ vardir. Fosfat bagli bu tasiyiciya (undekaprenil
monofosfat), Park molekiilii UDP kismindan baglanir ve liridin monofosfat grubu yapidan
ayrilir. MraY ’nin kataliziyle gerceklesen bu yer degistirme sonucunda C55-PP-NAM-L-
Ala-D-isoGlu-L-Lys-D-Ala-D-Ala yapisindaki Lipid | molekiilii olusur. Daha sonra
MurG’nin kataliziyle Lipid I’e UDP-NAG baglanmasiyla C55-PP-NAM(-L-Ala-D-isoGlu-
L-Lys-D-Ala-D-Ala)-(B1-4)-NAG yapisindaki Lipid Il molekiilii sentezlenir. Ardindan bu
molekiil, undekaprenol grubu membran iginde kalacak sekilde hiicre membranmnin ig¢

yiizeyinden dis yiizeyine cevrilir.

Peptidoglikan biyosentezinin son asamasi hiicre membraninin dis yiizeyinde gergeklesir.
PBPler veya monofonksiyonel glikozil transferazlar tarafindan katalizlenen
transglikozilasyon reaksiyonu ile peptidoglikan onciilii lipit tasiyicidan ayrilir. Bu lipit
tastyict bir fosfat grubunu kaybederek undekaprenil monofosfata doniisiir ve membranin i¢
yliziine doniip yeni bir molekiil tasimaya hazir hale gelir. Glikan grubundan peptidoglikan
yapiya eklenen alt birimlerin peptit zincirleri birbirine arasinda transpeptidasyon
reaksiyonlar1 ile ¢apraz baglanir. Birbirine komsu iki peptit zincirinden dondr zincirin
dordiincii aminoasidi olan D-alanin, akseptor zincirin {igiincii aminoasidi olan L-lizin ile
peptit bag1 olusturur. Dondr pentapeptit zincirinin besinci aminoasidi olan D-alanin ise
karboksipeptidazlar tarafindan ¢ikarilarak ayni yan zincirin bagka bir transpeptidasyon
reaksiyonunun substrati olmasi onlenir. Transpeptidasyon reaksiyonlari D-Ala-D-Ala ile
sonlanan peptitlerin uygunlugu ile de kontrol edilmektedir. Biitiin peptit zincirlerinin komsu
bir zincirle capraz bag yapmadigi, boylece yapida olusan diizensizlikler sayesinde farkli

acikliklarda porlarin olusmasinin saglandigi bilinmektedir [65]
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2.4.2. Teikoik asitler

Biitiin Gram pozitif bakterilerin peptidoglikana kovalent bagli ya da bir lipit birimine
tutunmus durumda anyonik polimerler sentezledigi diistiniilmektedir. Bu polimerler hepsi

glukozillenebilen ya da aminoasitlerle esterlesebilen poligliserol fosfat (Gro-P), poliribitol
fosfat (Rit-P) veya poliglukozil fosfat (Glc-P) yapilaridir.

Tip spesifik kapsiil polisakkariti ——»

E. faecalis antijeni
(Ramnopolisakkarit)

Teikoik asit

Peptidoglikan
Lipoteikoik asit
(Grup D antijeni)

Sitoplazma
membrani

Sekil 2.4. Teikoik asit yapisi [62]

Gro-P ya da Rit-P’nin D-Ala ile esterifikasyonu sitoplazmik membranin yiizeyinde, teikoik
asitler membran boyunca tasindiktan sonra gergeklesir. Bu siirecte D-Ala once bir diagil
tastyici proteine baglanir, ardindan undekaprenol fosfat yapida bir lipit tasiyictya aktarilir.
Lipit baglh D-Ala sitoplazmik membrandan gegirilir ve esterifikasyon icin substrat haline
gelir. Hiicre duvan teikoik asitlerinin peptidoglikan iskeleti iizerinde tekdiize bir sekilde

dagildig diisiintilmektedir.
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Sekil 2.5. Teikoik asit sentezi [62]

2.4.3. Lipoteikoik asitler

Lipoteikoik asitler, lipit kisimlar1 ile sitoplazmik membranin dis kismina gomiilii halde
bulunan polianyonik polimerlerdir. Peptidoglikanin i¢inden hiicrenin yiizeyine uzanirlar.
Fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir. Streptococcus pneumoniae harig biitin Gram
pozitif bakterilerde hiicre duvari teikoik asitleri ve lipoteikoik asitlerin kimyasal bilesimleri
birbirinden farklidir. Lipoteikoik asitlerin sentezinin, sitoplazmik membranin yiizeyinde
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bu yiizden, bilesenlerinin bir araya getirilmeden Once
membrandan taginmasi1 gerekmektedir. Bu amagla Dbiitiin  onciiller  glikolipit,
fosfatidilgliserol, heksozil-1-fosfoundekaprenol veya undekaprenil-D-Ala gibi lipofilik bir

birime baglanir.
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Sekil 2.6. Lipoteikoik asit biyosentezi [66]

Lipoteikoik asit biyosentezi sitoplazmada gliserol, ATP ve iki a¢il yan zincirden fosfatidik
asit senteziyle baglar. Daha sonra fosfatidik asit fosfatidil gliserofosfata, bu da Gro-P’nin
polimerizasyonunda substrat gorevi goren fosfatidil gliserole dontistiiriiliir. Lipoteikoik asit

glikozilasyonu i¢in undekaprenile bagli heksoz sekeri kullanilmaktadir.

2.5. Viriilans ve Patojenite

Mikroorganizmalarin viriilans 6zellikleri, genom {izerinde “patojenite adas1” adi verilen
bolgelerde regiile edilmektedir. Enterokoklarin patojenite adasi ise ilk kez 1980’lerde
salgina yol acan bir Enterococcus faecalis MMHS594 ¢oklu direngli susunun genomunda
kesfedilmistir [65].

Enterokoklar bagirsak florasinda kommensal olarak yer aldig1 halde, bazi var olan kosullar
ve genetik materyal edinme kabiliyetleri bagka yerleri kolonize etmelerine ve enfeksiyonlar

olusturmalarina yol agabilir. Bu mikroorganizmalarin viriilansindan tek bir faktor sorumlu
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degildir. Enterokoklarda viriilanstan sorumlu en onemli faktorlere enterokokal yiizey
proteini (Esp), agregasyon bileseni (AS), hemolizin, jelatinaz ve serin proteaz 6rnek
verilebilir [67].

2.5.1. Enterokokal yiizey proteini (Esp)

Enterokokal ylizey proteini (Esp) ilk kez bakteriyemi vakasindan izole edilmis gentamisin
direngli, viriilans1 oldukga yiiksek bir Enterococcus faecalis susunda tanimlanmis olup,
klinik izolatlarda miktarinin daha fazla bulundugu saptanmistir [68]. Yaklasik 200 kDa
biiyiikliigiindeki bu protein, Staphylococcus aureus’ta bulunan Bap (Biyofilm iliskili
protein) ile yapisal olarak benzerlik gostermektedir [69]. 153 kb biiyiikliiglinde bir patojenite
adasinda yer alan esp geni tarafindan kodlanan bu faktor hiicreye cesitli yilizeylere
tutunabilme ve biyofilm olusturma gibi 6zellikler kazandirmaktadir, ancak hiicre adhezyonu

veya bagirsak kolonizasyonu i¢in gerekli degildir [70-72].

2.5.2. Agregasyon faktorii (AS)

Agregasyon faktorii (AS) proteinleri, konjugatif feromon cevap plazmitleri tarafindan
kodlanan bir grup yapica benzer ¢cok fonksiyonlu hiicre duvarina gémiilii proteindir. Bu
proteinlerden Asal, asal geni tarafindan pAD1 plazmitinde; Ascl0 prgB tarafindan
pCF10’da, Aspl ise aspl tarafindan yine pPD1’de kodlanmaktadir [73-75]. N terminalleri
civarinda yer alan ve agregasyon veya lipoteik asit baglanmas1 gibi olaylar1 kontrol eden
degisken bolge disinda bu proteinler aminoasit diizeyinde %90 kadar benzerlik
gostermektedir [76]. Dondr hiicre yiizeyinde AS ekspresyonu, plazmit tagimayan alici
hiicrelere konjugasyon ile plazmit aktarimi i¢in gii¢lii tutunmasini saglamaktadir [77].
Konak dokularina ya da cansiz yiizeylere tutunmayi arttirdigi ve endokardit, liriner sistem

enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyonlarda etkili oldugu bilinmektedir [78].
2.5.3. Sitolizin (Hemolizin)
Sitolizin, enterokok bakteriyosinleri i¢inde en gok arastirilmis olanlardan biridir [79]. Birgok

Gram pozitif bakteriye kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasinin yaninda retina, insan

bagirsak epiteli, polimorfoniikleer 16kosit ve eritrosit gibi dkaryotik hiicrelere karsi da litik
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aktivite gosterir. Eritrositleri pargalayarak hemoliz olusturmasindan dolayr siklikla

hemolizin olarak da adlandirilir [80].
2.5.4. Jelatinaz ve serin proteaz

Jelatinaz ve serin proteaz, enterokoklarin salgiladigi proteazlardan iizerinde en ¢ok arastirma
yapilmus ikKisidir. gelE tarafindan kodlanan bir matriks metaloproteaz olan jelatinaz
(metaloendopeptidaz) jelatin, kollajen, kazein ve hemoglobin dahil baska peptitleri de
hidrolize edebilmektedir. sprE tarafindan kodlanan serin proteaz ile birlikte fsr adi verilen

E. faecalis regiilator lokusu tizerinden kontrol edilirler [81, 82].
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Sekil 2.7. fsr regliiator bolgesi [83]

2.6. Antibiyotik Direnci ve Mekanizmalari

Antibiyotik direnci bakterilerin bir antibiyotik etkisine direnme kabiliyetidir. Antibiyotik
direnci, bakterilerin, enfeksiyonlar1 iyilestirmek veya Onlemek ic¢in tasarlanmis ilaglar,
kimyasallar veya diger ajanlarin etkinligini azaltacak sekilde degistiginde ortaya
cikmaktadir. Terapotik diizeyde bir antibiyotik varliginda bile bakteri hayatta kalir ve

cogalmaya devam ederek canliya daha fazla zarar verir.
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Antibiyotik diren¢c mekanizmalari:

Bazi bakteriler dogal olarak belirli antibiyotik tiplerine direnglidir (dogal direng). Bununla
birlikte, bakteriler iki sekilde direngli hale gelebilir (kazanilmis direng): 1) bir genetik
mutasyon ya da 2) bagka bir bakteriden direng genleri kazanarak. Enterokoklarda yeni DNA

parcalarinin transferini saglayan mekanizma konjugasyondur.

Mutasyon bakterilerin genetik materyalinde kendiliginden olan nadir degisimlerdir.
Yaklasik olarak 10 milyon yada 1 milyon hiicreden 1 hiicrede mustasyonun gerceklestigi
diistiniilmektedir. Farkli genetik mutasyonlar farkli diren¢ tiplerinin olusmasini
saglamaktadir. Bazi mutasyonlar bakterilerin, antibiyotikleri inaktive eden enzimler
iiretmesini saglarken, diger mutasyonlar, antibiyotiklerin bakterideki hedefini ortadan
kaldirmaktadir. Bazilari, hiicrenin i¢ine antibiyotik girisini onler ve digerleri, antibiyotigi
hiicrenin digina dogru atarak, hedeflerine ulasamayacaklar1 pompalama mekanizmalari

uretirler.

Bakteriler ¢esitli yollarla diger bakterilerden antibiyotik diren¢ genleri kazanabilirler.
"Konjugasyon" adi verilen basit bir ¢iftlesme siirecine giren bakteriler, bir bakteriden
digerine plazmit ve transpozonlarda bulunan antibiyotik direnci kodlayan genler de dahil
olmak iizere genetik materyali aktarabilirler. Viriisler, bakteriler arasinda direng 6zelliklerini
aktarmada kullandiklar1 bagka bir mekanizmadir. Bir bakteriden gelen direng ozellikleri,
viriisiin bas kismina paketlenir. Virlis daha sonra diren¢ 6zelliklerini enfekte ettigi yeni
bakterilere enjekte eder. Bakteriler ayrica ¢evrelerinden “giplak” DNA edinme yetenegine

de sahiptirler.

Kendiliginden mutasyonla ya da genetik aligveris yaparak diren¢ genleri alan herhangi bir
bakteri bir veya daha fazla antibiyotige kars1 direng yetenegi kazanabilir. Bakteriler zamanla
coklu direng Ozellikleri kazandiklarindan bircok farkli antibiyotige karsi direng

gosterebilirler.

Antibivyotik direncinin vayilimi:

Antibiyotik direnci genetik olarak, bakteri populasyonlarinda, hem yeni nesillere antibiyotik

direng genleri gectiginde "dikey olarak" veya bakteriler genetik materyalinin bir kismin1
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diger bakterilerle paylastiginda "yatay olarak" yayilir. Yatay gen aktarimi, farkli bakteri

tiirleri arasinda bile olusabilir.

Cevresel nedenden kaynakli antibiyotik direnci, bakterilerin bir yerden bir yere tasinmalari
ile yay1lir; bakteriler ugak, su ve riizgar yoluyla tasinabilirler. Insanlar ise direngli bakterileri

baska bireylere temas veya damlacik yoluyla bulastirabilmektedir.

Intrinsik (dogal) diren¢ kromozomal DNA iizerindeki genler tarafindan eksprese edilen ve
tirtin biitiin bireylerinde bulunan direnci ifade ederken, ekstrinsik (kazanilmis) direnc
tiirtin baz1 bireylerinde mevcut olup hareketli genetik elemanlarin horizontal transferiyle ya
da antibiyotik maruziyeti sonucu seleksiyon ile olusan direnci tanimlamaktadir.
Enterokoklar intrinsik veya kazanilmis olarak bir¢ok antibiyotige ¢ok farkli mekanizmalarla

oldukgca yiiksek diizeylerde direng gdsterebilen mikroorganizmalardir.

DNA bagimli RNA polimerazin beta alt birimine (RpoB) baglanip transkripsiyonun
baglamasini 6nleyerek bakteri biiylimesini inhibe eden rifampisin her ne kadar enterokok
enfeksiyonlarinda tercih edilen bir bilesik olmasa da, direnci olduk¢a yaygindir ve beta alt

birimini kodlayan rpoB genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir [84].

Folat sentez yolaginda birbirini izleyen dihidrofolat sentezi ve bunun tetrahidrofolata
dontisiimiinii inhibe eden trimetoprim ve sulfametoksazol kombinasyonu (ko-trimoksazol)
in vitro kosullarda folat icermeyen besi ortaminda enterokoklara kars etkili goriinse bile,
enterokoklar ortamdan folat absorbe edebildiklerinden dolay: tedavide kullanigsizdir [85—

88].

2.6.1. Beta laktam direnci

Beta laktam grubu antibiyotikler, hiicre duvar1 biyosentezi sirasinda yapica pentapeptit
onciiline benzerliklerinden dolayr penisilin baglayan proteinlere (Pbp) baglanarak bu
enzimlerin inaktive olmasina, boylece hiicre duvar sentezinin inhibisyonuna neden olurlar.
E. faecium Pbp5, E. faecalis ise Pbp4 adli disiik afiniteli Pbp’ler sentezlediginden dolay1
sefalosporinlere intrinsik olarak direng gosterirler. Karbapenemlerde azalmis etkinlik

goriiliirken, duyarli suglara kars1 en iyi aktivite penisilinlerde gozlenmektedir. Mutasyona
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ugramamig diislik afiniteli Pbp’lerin asir1 iiretimi, enterokoklarin penisilinlere diisiik

diizeyde direng gosterdigi nispeten nadir bir mekanizmadir [89-91].

Enterokoklarda intrinsik sefalosporin direncine Pbp mekanizmasinin yani sira CroRS ve
IreK regiilator sistemleri neden olduklar1 stres yanitlariyla, ayrica transmembran

serin/treonin kinaz ve MurAA enzim modifikasyonlari da katkida bulunmaktadir [92-94].

Ampisiline kars1 ise kromozomal DNA’da yer alan ve konjugatif olarak aktarilabilen pbp5
ekspresyonu ile gozlenen orta-yiiksek diizey direncin yani sira; peptidoglikan sentezinde
Pbp’lerin gergeklerstirdigi D,D-transpeptidasyona alternatif olarak L,D-transpeptidaz
ekspresyonu sonucu orta diizey diren¢ hem intrinsik, hem de kazanilmis olarak

gozlenebilmektedir [95, 96].

2.6.2. Makrolid, linkozamid ve streptogramin direnci

Makrolidler, linkozamidler ve streptograminler ribozomun 50S alt birimine baglanarak
protein sentezini inhibe eder. Makrolid ve linkozamid grubu antibiyotikler enterokokal
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasa da bu bilesiklere karsi diren¢ oldukca yaygindir.
Enterokoklarda makrolid grubu antibiyotiklere direng, ribozomun 50S alt birimindeki 23S
rRNA modifikasyonu aracilifi ile ger¢eklesmektedir. ermB geni tarafindan kodlanan bu
fenotip MLSg olarak adlandirilmaktadir. Bazi suslarda aktarilabilen mefA geni ile

makrolidleri hiicre digina atan bir pompa olsa da bunun sagladigi direng daha zayiftir [97].

ATP baglayan kaset pompasina benzer bir yapiya sahip olup Isa geniyle kontrol edilen
pompa yardimiyla linkozamidlerden klindamisin, streptogramin B sinifindan kinupristin ve
streptogramin A sinifindan dalfopristin hiicre disina atilmaktadir. Bu genin incelenen biitiin
E. faecalis suslarinda goriiliip hi¢bir E. faecium susunda goériilmemesi, E. faecalis’in bu

bilesiklere gosterdigi intrinsik direnci agiklamaktadir [98].
2.6.3. Oksazolidinon direnci
Linezolid, tamami sentetik olan ve ribozomun 50S alt biriminde 23S rRNA’ya baglanarak

protein sentezini inhibe eden oksazolidinon sinifi antibiyotiklerden ilkidir. Birgok bakteri

23S rRNA’y1 kodlayan genin birden ¢ok kopyasini tasimakta olup, bu genden E. faecalis’te
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dort, E. faecium’da alt1 adet bulunmaktadir. Sporadik mutasyonlarla bu genin ne kadar ¢ok
kopyas1 degisirse direncin o derece yiliksek oldugu klinik izolatlar {izerinde yapilan
calismalar ile gosterilmistir [99]. Nokta mutasyonlarinin yani sira enterokoklarda kazanilmis
linezolid direncine sebep olan bir mekanizma daha aydinlatilmistir: 23S rRNA’da
linezolidin baglandigi bolgede bir adenozini metilleyen metiltransferazi kodlayan ve ilk
olarak Staphylococcus aureus’ta kesfedilmis olan cfr geni, yeni bir plazmit {izerinde E.

faecalis’te de bulunmus ve dirence yol agtig1 saptanmustir [100].

2.6.4. Aminoglikozit direnci

Aminoglikozitler ribozomun 30S alt biriminde 16S rRNA'ya baglanarak protein sentezini
inhibe eder. Hiicre duvarina etki eden ajanlarla yapilan ¢alismalarda hem E. faecalis hem de
E. faecium’da goriilen intrinsik aminoglikozit direncinin, hiicre duvarinin diisiik
aminoglikozit gegirgenliginden kaynaklandigi diisiinilmektedir. Bazi suslarda bu
mekanizmayla olusan streptomisin direnciyle MIK degeri 500 pg/mL’ye kadar ¢ikmaktadir
[101]. Bunun disinda baz1 enterokoklar kromozomal genlerinde kodlanan bazi enzimlerle
sinerjistik etki olugsmasini o6nlemekte ve aminoglikozitlere duyarliligi azaltmaktadir.
Aminoglikozit 6’ asetiltransferaz (AAC(6)-1i) ile tobramisin ve kanamisine yiiksek
derecede; efmM tarafindan kodlanan metiltransferaz ile dibekasin, tobramisin ve kanamisine
diisiik derecede direng gézlenmektedir [102, 103]. Ayrica bir¢ok klinik izolatta rastlanan ve
fosfotransferaz aktivitesi gosteren APH(3)-Illa enzimi ile kanamisin ve amikasin direnci

gortilmiistiir [104].

2.6.5. Daptomisin direnci

Lipopeptit yapili antibiyotiklerden daptomisin (DAP) molekiilleri, kalsiyum iyonlar
varliginda hiicre membranina penetre olur ve oligomerleserek membranin disindan igine
dogru uzanir. DAP kompleksinin olusturdugu por yapist membranin biitlinliiglinii bozarak
baz1 fonksiyonlarinin aksamasina, ¢esitli iyonlarin sizmasina ve hiicre 6liimiine sebep olur
[105]. Daptomisine karst E. faecium suslarinda E. faecalis’e gore daha fazla direng
gbozlenmekte olup; daptomisin direnci Amerika’da, Asya ve Avrupa’da oldugundan daha
yaygindir [106]. Yapilan g¢aligmalarda hiicre membranindaki proteinleri etkileyen ve

sirastyla cls, gdpD ve liaFSR tarafindan kodlanan kardiyolipin sentetaz, gliserofosforil
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diester fosfodiesteraz ve lipid-II iliskili antibiyotik peptit regiilator sistemindeki

mutasyonlarla enterokoklarin daptomisine direng gosterdikleri bulunmustur [107, 108].

2.6.6. Kinolon direnci

Enterokoklar kinolon grubu antibiyotiklere diisiik diizeyde intrinsik diren¢ gostermelerinin
yani sira, ¢esitli mekanizmalarla yiiksek diizeyde direng kazanabilirler. Kinolonlar DNA’ nin
stipersarmal yapiya gecmesini saglayan DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe
ederek replikasyonu Onler. DNA giraz ikiser GyrA ve GyrB alt biriminden, topoizomeraz
IV ise ikiser ParC ve ParE alt biriminden olusmaktadir. Sirasiyla GyrA ve ParC enzimlerini
kodlayan gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikan kinolon direnci E. faecalis
ve E. faecium’da tammlanmis, ancak E. casseliflavus ve E. gallinarum’da goriilmemistir
[109, 110]. Enterokoklarda mutasyonlarin disinda E. faecalis V583 genomunda kodlanan
coklu antibiyotik direnci saglayan efflux pompasi ve pentapeptit tekrarlarindan olusan Qnr
proteinleri ile ilacin hedef bolgesine afinitesinin azaltilmas: gibi mekanizmalarla da

kinolonlara direng gelisimi gézlenmistir [111, 112].

2.6.7. Glikopeptit direnci

[k kez 1986 yilinda vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid antibiyotiklerine plazmit
aracilifiyla kazanilmis direng gosterilmistir. Glikopeptid direncgli enterokoklarin genis bir

cografi dagilim ve fenotipik ve genotipik bir heterojenite gosterdigi belirlenmistir.

Glikopeptit grubu antibiyotiklerden vankomisin ve teikoplanin, gram pozitif bakterilerin
hiicre duvar1 biyosentezi sirasinda peptidoglikan Onciiliiniin pentapeptit yan zincirinin D-
Ala-D-Ala ucuna yiiksek afiniteyle baglanarak transglikozilasyon (polimerizasyon) ve
transpeptidasyon (¢apraz baglanma) basamaklarini inhibe eder. Glikopeptit direnci pratikte
vankomisin direnci olarak anilir ve mikroorganizmalarin bu antibiyotiklerin hedefini

degistirmesiyle goriiliir.
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Cizelge 2.2. Vankomisin direng fenotipleri ve ozellikleri
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Bugiine kadar 9 farkli glikopeptit direng tipi ve bunlardan sorumlu 9 gen kiimesi kesfedilmis

olup, isimlendirmelerinde kodladiklar1 ligazlar esas alinmistir. VanA, VanB, VanD ve

VanM tipi direngte D-Ala-D-Ala terminali yerine D-Ala-D-Lac senteziyle glikopeptit

afinitesi yaklasik 1000 kat azalmakta ve yiiksek diizeyde diren¢ (MIK>256 pg/mL)

gozlenmektedir. VanC, VanE, VanG, VanL ve VanN tipi direngte ise D-Ala-D-Ser

senteziyle glikopeptit afinitesi yaklasik 7 kat azalmakta ve orta yiiksek diizeyde direng
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(MIK: 8-16 pg/mL) gozlenmektedir. Pentapeptit onciillerindeki bu degisiklikler
peptidoglikan  biyosentezinde gorev alan enzimlerin afinite ve fonksiyonunu

etkilememektedir.

Van operonlari baslica ii¢ fonksiyon kodlar. Bunlardan ilki indiiklenebilen direng tiplerinde
glikopeptit varligini algilayarak diren¢ genlerinin ekspresyonunu aktive eden iki bilesenli
regiilator sistemidir. ikincisi uygun substrat1 (D-Lac veya D-Ser) sentezlemede ve D-Ala ile
birlestirerek dipeptit olusumunu saglamada kullanilan enzimlerdir. Sonuncusu da hiicrenin
dogal biyokimyasal yolaklar ile sentezledigi modifiye edilmemis peptidoglikan dnciillerini
elimine ederek, hiicre duvarmin tamamen modifiye bilesenlerle olusturulmasini saglayan

enzimlerdir.

VanA fenotipi

Hastane enfeksiyonlarindan izole edilen enterokoklarda en sik karsilagilan glikopeptit direng
fenotipi olup, hem vankomisin hem de teikoplanine yiiksek diizeyde direncten sorumludur.
Glikopeptitlere yiiksek diizeyde diren¢ duyarli enterokoklara plazmitler araciliiyla
konjugasyonla aktarilir. Ayrica hem konjugatif, hem de konjugatif olmayan plazmitlerde
bulunabilen ve Tn3 grubu transpozonlardan olan Tn1546, klinik enterokok izolatlari
arasinda yiiksek diizeydeki glikopeptit direncinin yayilimindan sorumludur. Tn1546 en sik
E. faecalis ve E. faecium’da goriiliir. 10851 b¢ uzunlugundadir ve dort fonksiyonel grubu
belirleyen dokuz polipeptit kodlar: transpozisyon fonksiyonlari (agik okuma cergeveleri
ORF1 ve ORF2), vankomisin diren¢ genlerinin regiilasyonu (VanR ve VanS), glikopeptit
direnci (VanH, VanA ve VanX) ve peptidoglikan sentezinde rol oynayan fakat glikopeptit
direncinde gerekli olmayan yardimci proteinler (VanY ve VanZ) [113].

Hgili enzimleri vanA gen kiimesi iizerinde bulunan vanR, vans, vanH, vanA, vanX, vanY ve
vanZ genleri tarafindan kodlanir: vanRS iki bilesenli regiilator sisteminin kodladigr VanS
(sensor kinaz) ve VanR (yanit regiilatorii) mekanizmay1 kontrol eder. VanH (dehidrojenaz)
piriivati laktata cevirir, VanA (ligaz) ise D-Ala-D-Lac dipeptidini olusturur. VanX
(dipeptidaz) D-Ala-D-Ala’y1 keserek ve VanY enzimleri (D,D-karboksipeptidazlar) bunlar
parcalayarak dogal peptidoglikan Onciillerini elimine eder. Yedinci gen olan vanZ’nin

fonksiyonu halen tam olarak aydinlatilamamistir [113].
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VanB fenotipi

VanA’dan sonra en sik karsilasilan fenotip olup, genellikle Tn5382/Tn1549 tipi hem
kromozom hem de plazmit iizerinde bulunabilen transpozponlarla tasinmaktadir. Regiilator
enzimleri VanSg ve VanRg yapica vanA enzimlerine oldukga benzese de, VanSg teikoplanin
varliginda aktive olmadigi i¢in bu direng tipinde yalnizca vankomisine yiiksek direng
goriliir. Ancak vanSg mutasyonlar1 ya da VanSg’nin siirekli ¢aligmasi gibi durumlarda
teikoplanine de direng goriildigi bildirilmistir [114]. VanB’de ayrica vanZ geni

bulunmamakta olup, yerine fonksiyonu bilinmeyen vanW geni vardir.

VanC fenotipleri

VanC1, VanC2 ve VanC3 alt tipleri bulunan VanC direnci E. gallinarum, E. flavescens ve
E. casseliflavus tiirlerinin kromozomal DNA’larinda kodlanmakta olup, peptidoglikan
onciillerindeki D-Ala-D-Ala’nin D-Ala-D-Ser’e doniisiimiiyle diigiik diizeyde intrinsik
vankomisin direnci olusturur. Bu tiirler D-Ala-D-Ser dipeptidini olusturabilmek igin bir

serin rasemaz enzimi olan VanT L-serini D-serine doniistiirmektedir [115].

2.7. Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Hastanelerin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yapilan rutin taramalarda disk difiizyon
yontemi ile yapilan 6n duyarlilik testlerinin ardindan agar besiyerlerinde minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) tayininde ETEST® kitleri kullanilmaktadir. Otomatize yontemlerin
yani sira kantitatif sonuglar elde etmek i¢in arastirma laboratuvarlarinda en g¢ok sivi

besiyerinde mikrodiliisyon yonteminden faydalanilmaktadir.

2.8. Enterokoklarin Yol Actig1 Enfeksiyonlar

Son yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar hizla artmakta ve hastane
enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda giderek 6nem kazanmaktadirlar. Enterokoklar
iriner sistem enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, endokardit, peritonit, safra yolu
enfeksiyonlari, karin igi abseleri, bakteriyemi ve bazen menenjit gibi ciddi enfeksiyonlara

yol agmaktadirlar.
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Enterokok kaynakli enfeksiyonlarin % 90'indan fazlasinda Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium sorumludur. Insanlarda enfeksiyona neden oldugu bilinen diger
enterokok tiirleri Enterococcus avium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus
casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus raffinosus ve Enterococcus mundtii'dir.
E. faecium vankomisine direngli enterokok (VRE) enfeksiyonlarmin g¢ogunlugundan

sorumludur [116].

2.8.1. Uriner sistem enfeksiyonlar

Enterokoklarin en yaygin olusturdugu enfeksiyon tipi ¢ogunlukla hastane kaynakli olan
tiriner sistem enfeksiyonlaridir. Komplike olmayan sistit, piyelonefrit, prostatit ve renal
abselere neden olabilen etmenlerdendir. Enterokokal sistit, prostatit, epididimit gibi alt idrar
yolu enfeksiyonlar1 yasl erkeklerde daha sik gozlenmekte olup; gen¢ kadinlarda
komplikasyonsuz olarak ¢ok nadir goriilmektedir. Bu durumdan beklenecegi iizere
bakteriyemiye yol acan {ist idrar yolu enfeksiyonlari da en c¢ok yash erkeklerde
goriilmektedir. Yogun bakim iinitelerinde goriilen idrar yolu enfeksiyonlarimin yaklagik

%15’ine enterokoklar yol agmaktadir.

2.8.2. Endokardit

E. faecalis ve E. faecium 'un yol agtig1 en 6liimciil enfeksiyonlardan olan endokarditin en
yaygin t¢iincii nedeni yaklasik %15°1ik prevalansiyla enterokoklardir [117]. Bu olgularda
E. faecalis ile E. faecium’'dan daha fazla karsilasiimaktadir. Yasl bireylerde daha fazla
goriilen kalp kapagi enfeksiyonlarinin birincil nedeni genellikle genitoliriner ya da
gastrointestinal kanaldaki enterokok kolonizasyonudur, kalp kapagi protezi operasyonu
geciren hastalarda prevalansi giderek artmaktadir. Enterokokal endokarditte klinik tablo
genellikle ani gelisen emboliden ziyade kalp yetmezligiyle sonuclanan subakut enfeksiyon
seklinde olup, diger enfektif endokardit olgularindan daha diisiik mortaliteye neden
olmaktadir. Enterokokal endokardit, nispeten duyarli suslardan kaynaklansa bile zor tedavi
edilmekte olup, ikili antibiyotik tedavisi gerektirebilmektedir. Vankomisin ya da yiiksek
diizey aminoglikozit direnci varliginda ise enfekte kapak¢igin opere edilmesi

gerekebilmektedir.
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2.8.3. Bakteriyemi

Hastane kaynakl1 bakteriyeminin en yaygin ikinci nedeni olan enterokoklar kan dolasimina
genellikle sindirim sisteminden gegmekte olup genitoiiriner, intraabdominal ya da yumusak
doku enfeksiyonlarindan da kaynaklanabilmektedir. Enterokokal bakteriyemiler,
Staphylococcus aureus’un aksine nadiren uzak organlara sigramakta ya da metastatik abseler
olusturmaktadir. Bu enfeksiyonlarda en biiylik problem genellikle eslik eden endokardit

olmaktadir. Bakteriyemilerde E. faecium 'un mortalitesi E. faecalis’ten ¢ok daha yiiksektir.

2.8.4. Yumusak doku, abdomen ve pelvis enfeksiyonlari

Bu vakalarda enterokoklar genellikle birden fazla mikroorganizmayla bir arada
gozlenmektedir. Klinik agidan 6nemleri tartismali olsa da, bir¢ok hekim bakteriyemiden
kaginmak i¢in siki tedavi rejimleri uygulamayi tercih etmektedir. Abselerin bosaltilmasi ve
yaralarin temizlenmesi bu bolgelerde olusan enfeksiyonlarin tedavisi i¢cin Onemlidir.
Peritonit vakalarinda ise enterokoklar sik gozlenmemelerine ragmen monomikrobiyal

enfeksiyonlara yol agabilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Besiyeri ve Cozeltiler
3.1.1. Miiller Hinton s1v1 besiyeri
1 litresinde 2 g et inflizyonu, 17,5 g kazein hidrolizat1 ve 1,5 g nisasta igerir.

Hazirlanisi: 21 g Mueller-Hinton Broth (Merck) tartilarak 1 litre demineralize suda siispande
edilir. Tiiplere dagitilir ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir.

3.1.2. Miiller Hinton kat1 besiyeri
1 litresinde 2 g et inflizyonu, 17,5 g kazein hidrolizati, 1,5 g nisasta ve 13 g agar igerir.
Hazirlanisi: 34 g Mueller-Hinton Agar (Merck) tartilarak 1 litre demineralize suda siispande

edilir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir. 45-50 °C’ye sogudugunda steril petri kaplarina
dagitilir.

3.1.3. Koyun kanh agar
%S5 koyun kanl1 Miiller Hinton Agar (Biomerieux) hazir olarak tedarik edilmektedir.
3.1.4. Polimeraz zincir reaksiyonu soliisyonlari

10X PZR tamponu, 25 mM MgCls, 25°er mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi ve 5
U/uL Taq DNA Polimeraz (GeneON) derin dondurucuda saklanmigtir. Primer dizileri
asagidaki gibidir:

vanA: PZR diriin biiytikligii 732 bg (Tnl546: 7154-7170, 7869-7885 bg. GenBank:
M97297.1)

Al: GGGAAAACGACAATTGC

A2: GTACAATGCGGCCGTTA
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vanB: PZR iiriin biiyiikligii 635 bg
B1: ATGGGAAGCCGATAGTC
B2: GATTTCGTTCTTCGACC

3.1.5. Tris- Borik asit- EDTA (TBE) tamponu

10X TBE stok soliisyonu: 108 g tris(hidroksimetil)aminometan (Merck), 55 g borik asit
(Merck) ve 7,5 g disodyum EDTA (Merck) tartilir, 1siticili manyetik karistirici iizerinde 800

mL kadar distile suda ¢6zdiiriiliir. Partikiiller tamamen ¢6ziindiikten sonra distile suyla 1000
mL’ye tamamlanir ve pH=8,3’e (+0,1) ayarlanir. Hazirlanan soliisyonun oda sicakliginda

karanlikta saklanmasi presipitasyonu azalttigindan raf dmriinii uzatir.

1X TBE c¢alisma soliisyonu: Agaroz jelin hazirlanmasinda ve elektroforez tankinda

kullanilir. 10X TBE tamponunun 1:10 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanir.

3.2. Yontem

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na hastanenin ¢esitli servislerinden mikrobiyolojik analizler i¢in gonderilen
klinik 6rneklerden (idrar, kan, feces, cesitli siirlintiiler vb.) glikopeptit direncli enterokok
(VRE) olarak tanimlanmis izolatlarda vankomisin diren¢ genleri polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) yontemiyle belirlenmistir.

3.2.1. Vankomisin direncli enterokoklarin belirlenmesi

Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na rutin taramalar i¢in gelen klinik materyalde
bulunmas1 muhtemel patojenin izole edilebilmesi i¢in dncelikle uygun bir besiyerine ekimi

yapilmaktadir. Bu ¢aligmada kullanilan izolatlarin tiimii %35 koyun kanli agarda tiremistir.

[k inkiibasyonun ardindan &rnekler VITEK® MS otomatize tanilama sisteminde kiitle
spektrometresi ile analiz edilmis ve tiir diizeyinde tanimlanmistir. Enterokok oldugu
belirlenen 6rneklerin ampisilin, penisilin, sefaleksin, seftriakson, vankomisin, teikoplanin,

rifampisin, linezolid, gentamisin, fosfomisin, eritromisin, ofloksasin, levofloksasin,
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siprofloksasin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere duyarliliklar1 otomatize olarak VITEK 2

sistemiyle belirlenmistir.

3.2.2. izolatlarin saklanmasi

Vankomisin direngli oldugu belirlenen enterokok oOrneklerinden birka¢ koloni Miiller-
Hinton s1v1 besiyeri ve seramik boncuklar i¢eren steril kriyotiiplere alinip iyice karigtirilmas,
15 dakika inkiibasyonun ardindan santrifiijlenmistir. Ardindan siv1 besiyeri steril bir pipetle
cekilmistir. Boncuklarin yiizeyinde tutunan mikroorganizmalar derin dondurucuda uzun

sure saklanabilmektedir.

3.2.3. Ornek secim Kriterleri

Ocak 2011- Aralik 2017 tarihleri arasinda VRE olarak tanimlanan 179 izolatin servis ve
antibiyogram bilgileri incelenmistir. Bir hastadan ayn1 VRE enfeksiyonu siiresince alinan
miikerrer Ornekler c¢alismaya dahil edilmemistir. 2 pg/mL vankomisinli besiyerinde
iremeyen suslar vankomisine direng gostermedikleri diisiiniilerek calismanin disinda
tutulmustur. Vankomisin direng genlerinin belirlenmesi igin 107 izolat gerekli kriterleri

saglamistir.

3.2.4. izolatlarin pasajlanmasi

Derin dondurucuda kriyotiipler iginde seramik boncuklar iizerinde saklanan izolatlarin
bozulmamasi i¢in ¢alisilacak 6rnekler belirlenmis, bekletilmeden bulunduklart tiipler aseptik
ortamda agilarak steril pens ile iclerinden birer boncuk alinmis ve dondurucuya geri
yerlestirilmistir. Boncuklar 2 pg/mL vankomisinli Miiller Hinton kati besiyerini inokiile
etmede kullanilmustir Inokiile edilen petri kaplar1 37°C’lik etiive yerlestirilerek bir gece

inkiibasyona birakilmistir.

3.2.5. Bakteriyel DNA eldesi

Izolatlarin total DNA’s1 kaynatma yontemiyle elde edilmistir. Taze kat: kiiltiirden birkag
koloni alinarak tizerine 500 pL steril distile su eklenmis, 10 dakika kaynatilip sonra

santrifiijlenmistir. Stvi kisim atilmig ve total DNA’nin i¢inde bulundugu ¢okelti 250 puL steril
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distile suda siispande edilmistir. Izole edilen DNA, eppendorf tiipler icinde derin

dondurucuda saklanmastir.

3.2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu

vanA ve vanB direng genlerinin varliginin belirlenmesinde multipleks polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yontemi uygulanmistir. Negatif kontrol olarak glikopeptitlere duyarl E.
faecalis ATCC 29212 susu, VanA pozitif kontrol olarak E. faecalis BM4147 susu, VanB
pozitif kontrol olarak E. faecalis V583 susu kullanilmistir.

200 pL’lik DNAaz ve RNAaz icermeyen steril tiiplere dagitilan 45’er pL ana PZR
karigiminin tizerine 5’er pL kalip DNA eklenmistir. Hazirlanan tiipler 1s1 dongii cihazina

(Boeco) yerlestirilerek PZR gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. PZR karisimi

Bilesen Istenen miktar Eklenen hacim
10X tampon 1X o5 uL
25 mM MgCl, 1,5mM 3 ulL
dNTP karigimi 0,25 mM (her biri) 0,25 uL
fj;‘;‘;f\‘/gﬁ%‘)n“ 0,5 mM (her biri) 1+1 uL
Tag DNA Polimeraz 1,25U 0,25 uL
Kalip DNA 1-10 ng S uL
Su Yeterli miktarda 36,5 uL
TOPLAM 50 nL.
Cizelge 3.2. PZR kosullar1
Basamak Sicakhik Siire
On denatiirasyon 94 °C 2 dk
Denatiirasyon 95 °C 1dk
Baglanma 57°C 1dk désl?gﬁ
Uzama 68 °C 1dk
Son uzama 72 °C 10 dk
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3.2.7. Amplifiye iiriinlerin degerlendirilmesi

Amplifiye triinler % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir. 2 gram agaroz
(Diftco®), 1X TBE tamponu ile 100 mL’ye tamamlanir. Isitma ile akiskan ve tamamen
homojen hale geldikten sonra 10 mikrolitre etidyum bromiir ¢dzeltisi eklenir. Iyice
karigtirilir, taraklarin yerlestirildigi kaliba dokiiliir. Soguduktan sonra taraklar ¢ikarilir ve

TBE tamponuyla doldurulmus elektroforez tankina yerlestirilir.

PZR iiriinlerinden 5’er pL alinarak, 5’er pL bromfenol mavisi ¢ozeltisiyle karistirilir ve jele
yiiklenir. Belirte¢ olarak 100-1000 bp DNA Ladder (GeneOn®) uygun kuyucuklara
yiiklenir. Tankin kapagi kapatilarak belirte¢ yeterince acilana kadar 80V gerilim uygulanir.

Transliiminatorde belirtec ve {irlinlerin ilerleyisi takip edilir.

Resim 3.1, 3.2. Agaroz jel elektroforezi goriintiileri: (1) vanA kontrol, (2,3,4) vanA pozitif
(7) vanB kontrol, (5,11) 100-1000 bg belirteg

Belirtilen prosediirle yiiklenen ve yiiriitiilen jellerin goriintiileri Kodak GelLogic 200 kamera
ve Kodak MI yazilim kullanilarak ¢ekilmis ve bilgisayar ortamina aktarilmistir. Belirtecin
700-800 bg arasina denk gelen bantlar vanA (732 bg), 600-700 bg arasina denk gelen bantlar
vanB (635 bg) pozitif olarak yorumlanmaistir.
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4. BULGULAR
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Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapilan

rutin mikrobiyolojik taramalar sirasinda 2011-2017 yillar1 arasinda toplam 98710 bakteri

ornegi izole edilmis olup, bunlarin 7551’1 (%7,65) enterokok olarak tanimlanmustir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri sonucunda 179 (%2,37) 6rnegin vankomisin direngli

enterokok (VRE) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bulunan direng oranlar1 Tirkiye

Cumhuriyeti Saglik Bakanligi biinyesindeki Halk Sagligt Kurumu’nun yayinladigi

stirveyans verilerindeki direng oranlari ile karsilastirilmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Enterokok izolatlariin yillara gore dagilimi

2011 | 2012 2013 2014 | 2015 | 2016 | 2017 || TOPLAM
Toplam izolat sayis1 | 11866 | 9961 14482 | 11264 | 12324 | 12857 | 14504 98710
Enterokok sayisi 789 528 1573 899 971 1151 1260 7551
Enterokok prevalans1 | %6,65 | 905,30 | 910,86 | %7,98 | %7,88 | %8,95 | %8,69 | %7,65
VRE sayisi 43 27 17 27 30 10 20 179
Direng orani 905,45 | %5,11 | %1,08 | %3,00 | %3,09 | %0,87 | %1,59 || 9%2,37
25,00% - 17,17% 17,17% 21,23% 2053%
20,00%
14,03%
_ 13,33%
S 15,00% .
S
% 10,00%
5,45% 5,11%
5,00% 3,00% 3,09%
1,08% 0,87% 1,59%
0,00%
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Yil
Bu ¢alisma Tlrkiye geneli

Sekil 4.1. Tiirkiye genelinde ve bu ¢alismada 2011-2017 yillar arasinda belirlenen
enterokoklarda vankomisin direng oranlar1 [118-123]
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VRE olarak tanimlanan 179 izolatin 107°si genotip analizi i¢in seg¢ilmistir (Bkz: Bolim
3.2.3). Segilen orneklerin 37°si (%34,58) idrar kiiltiirti, 25’1 (%23,36) rektal siiriintii, 19°u
(%17,75) kan ve 12’si (%11,21) yara ile cerrahi alan siiriintiilerinden; kalan1 ise periton

s1visi, safra, balgam gibi kaynaklardan elde edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Klinik materyal tipine gére VRE suslar1

Adet %
Balgam kiiltiirii 2 1,87
Enterococcus faecium 2
Yara/ cerrahi alan siiriintiisii 12 11,21
Enterococcus faecalis 3
Enterococcus faecium 5
Enterococcus spp. 4
Idrar kiiltiirii 37 34,58
Enterococcus avium 1
Enterococcus casseliflavus 2
Enterococcus faecalis 2
Enterococcus faecium 16
Enterococcus hirae 1
Enterococcus raffinosus 1
Enterococcus spp. 14
Kan Kiiltiirii 19 17,75
Enterococcus faecalis 1
Enterococcus faecium 12
Enterococcus hirae 1
Enterococcus spp. 5
Periton s1visi 2 1,87
Enterococcus faecium 1
Enterococcus spp. 1
Rektal siiriintii 25 23,36
Enterococcus avium 2
Enterococcus faecium 15
Enterococcus spp. 8
Safra sivisi 4 3,74
Enterococcus faecium 2
Enterococcus gallinarum 1
Enterococcus spp. 1
(Bilinmiyor) 6 5,60
Enterococcus faecalis 1
Enterococcus faecium 3
Enterococcus spp. 2
Genel Toplam 107 %100
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Safra =L Balgam Kultiru % | Periton sivisi
SIVISI 2% 2%

L — .
A
idrar kiilttri
34%

= {Bilinmiyor) |
6%
Rektal stiriinti
23%

Cerrahi alan
11%

Kan kaltdra
18%

= [drar kiiltird = Rektal siiriintii = Kan kiiltird Cerrahi alan
= (Bilinmiyor) = Safra sivisi = Balgam Kaltlra m Periton sivisi

Sekil 4.2. VRE izole edilen klinik materyal tipleri

Calisilan 107 VRE izolatinin 56’s1 (%52,34) Enterococcus faecium, 7’si (%6,54) E. faecalis,

3’1 (%2,80) E. avium olarak tanimlanmis olup, bunlarin disinda 2’ser adet E. casseliflavus

ve E. hirae; 1’er adet de E. gallinarum ve E. raffinosus susuna rastlanmistir. (Cizelge 4.2,

Cizelge 4.3. izolatlarn tiiriine gore vanA geni varhig

VanA (+) Toplam
Bakteri Tiirii n % n %
Enterococcus faecium 52 | 48,60 56 52,34
Enterococcus faecalis 5 4,67 7 6,54
Enterococcus avium 3 2,80 3 2,80
Enterococcus casseliflavus 2 1,87
Enterococcus hirae 2 1,87 2 1,87
Enterococcus gallinarum 1 0,93
Enterococcus raffinosus 1 0,93 1 0,93
Enterococcus spp. 33 30,84 35 32,71
Genel Toplam 96 | 89,72 107 100
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Calisilan izolatlarin 96’sinda (%89,72) vanA geni saptanmis olup, yalnizca bir (%0,93) E.

faecium susunda vanB geni tespit edilmistir. E. casseliflavus ve E. gallinarum suslarinda da

vanA ve vanB direng¢ genleri arastirilmis, ancak higbirinde bu genlere rastlanmmuistir. E.

avium, E. hirae ve E. raffinosus suslarinin tiimiiniin vanA geni tasidigi belirlenmistir

(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.4. Servislerdeki VRE say1 ve yiizdeleri; VanA ve VanB pozitif izolat sayilar

Toplam izolat VanA | VanB
Boliim n % (+) (+)
Bébrek ve Karaciger Transplantasyon Unitesi 2 1,87
Cocuk Cerrahisi Klinigi 4 3,74 4
Cocuk Enfeksiyon Klinigi 1 0,93 1
Cocuk Gastroenteroloji Klinigi 1 0,93 1
Cocuk Hematolojisi Klinigi 17 15,89 17
Cocuk Kemik Iligi Klinigi 5 4,67 5
Cocuk Nefrolojisi Poliklinigi 7 6,54 4 1
Cocuk Onkolojisi Klinigi 2 1,87 2
Cocuk Yogun Bakim Unitesi 3 2,80 3
Genel Cerrahi Klinigi 3 2,80 3
Genel Cerrahi Yogun Bakim Unitesi 12 11,21 11
Gogiis Hastaliklar: Klinigi 1 0,93 1
Gogiis Hastaliklar1 Yogun Bakim Unitesi 6 5,61 5
I¢ Hastaliklar1 Eriskin Hematoloji Klinigi 1 0,93 1
I¢ Hastaliklar1 Gastroenteroloji Klinigi 2 1,87 1
I¢ Hastaliklar1 Nefroloji Klinigi 15 14,02 11
I¢ Hastaliklart Onkoloji Klinigi 5 4,67 4
I¢ Hastaliklar1 Yogun Bakim Unitesi 8 7,48 8
Kardiyovaskiiler Cerrahi Klinigi 1 0,93 1
Kardiyovaskiiler Cerrahi Yogun Bakim 3 2,80 3
Yenidogan Poliklinigi 2 1,87 2
Yenidogan Yogun Bakim Unitesi 6 5,61 6
Genel Toplam 107 100 96 1
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Ozellikle yogun bakim iiniteleri, hematoloji-onkoloji servisleri ve transplantasyon
merkezleri gibi yiiksek riskli hasta popiilasyonunun bulundugu kliniklerde direngli

mikroorganizma enfeksiyonlarina daha sik karsilagilmistir.

Bobrek ve Karaciger
Yenidogan Poliklinigi  Transplantasyon

. . 2% SR .
Kardiyovaskiiler Um:/e5| Cocuk Cerrahisi Klinigi CocukKIIEir;fig:(swon
(]

49
| /‘ % 1%
Kardiyovaskiler

Cerrahi Klinigi “a ———_ Cocuk Gastroenteroloji
1% Klinigi
1%
Cocuk Hematolojisi
Klinigi
16%

ic Hastaliklari Nefroloji
Klinigi >
14% Cocuk Nefrolojisi
Poliklinigi
7%

Cerrahi Yogun Bakim 2
3%

\_ Cocuk Onkolojisi

Klinigi
. 2%
I¢ Hastallklarl/ Genel Cerrahi Yogun é;okcuk[\;o.gtun.
Gastroenteroloji Klinigi Bakim Unitesi a 'mo nitesi
2% 11% 3%
) Genel Cerrahi Klinigi
I¢ Hastaliklari Eriskin 3%

Hematoloji Klinigi
1%

GOgus Hastaliklar
Klinigi
1%

Sekil 4.3. VRE izolatlarinin servislere gore dagilimi
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5. TARTISMA

Diinyada klinik érneklerde ilk vankomisin direncli enterokok susu 1988 yilinda Ingiltere ve
Fransa’dan rapor edilen Enterococcus faecium suslart olmustur [124, 125]. Ertesi yil ise
Amerika Birlesik Devletleri’nde ilk vankomisin direngli E. faecalis izole edilmistir [126].
Kisa bir siire i¢inde direngli suslarin yol actig1 enfeksiyonlarin sayisi biiyiik bir hizla artmis
olup, epidemiyolojileri bolgelere gore farkliliklar gostermektedir [127]. Tiirkiye’de 1998
yilinda ilk vankomisin direngli enterokok (VRE) susu Akdeniz Universitesi hastanesinde
goriilmiis olup, Vural ve arkadaslari tarafindan VanA tipi direng tasidigi belirlenmistir [128].
Ikinci VRE olgusu olan ve Giilhane Askeri Tip Akedemisi’nde bir 16semi hastasindan izole
edilen VanA pozitif Enterococcus faecium susu 2000 yilinda Basustaoglu ve arkadaslari
tarafindan bildirilmistir [129]. Takiben iilkenin ¢esitli bolgelerinde VRE olgular1 goriilmeye

baslamustir.

Tiirkiye’de 2004-2011 yillar1 arasinda ¢esitli klinik orneklerden izole edilen enterokok
suslarinin antibiyotik duyarlilik oranlar1 disk diftizyon ve VITEK2 yontemleriyle incelenmis
ve glikopeptit direng oranlar1 gosterilmistir [130-132]. Baz1 arastirmalarda ise glikopeptit
direncine rastlanmamustir [133-135]. Molekiiler tekniklerin kullaniminin yayginlagmasi ve
vankomisin direngli enterokoklarin iilkemizde giderek artmasi nedeniyle VRE
enfeksiyonlarinda direngten sorumlu van genlerini PZR yontemiyle belirleyen cok sayida

arastirma yapilmstir [136, 137].

2011°den itibaren Saglik Bakanlig1 biinyesindeki Halk Sagligi Genel Miidiirliigi tarafindan
diizenlenen Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Agi (UHESA) raporlarinda yillik
olarak en yaygin yedi ciddi hastane enfeksiyonu etkeni ile ilgili epidemiyolojik veriler
yayinlanmaktadir. Bu verilere gore Tiirkiye’de 2011-2012 yillarinda klinik enterokok
suslarinda vankomisin direnci oraninin %17 civar1 oldugu goriilmektedir. Bu oran 2013-
2014 yillarinda %20’nin tstiine ¢iksa da, 2015-2016 yillarinda %15’in altinda kalmigtir
[118-123]. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde ise 2011-2012 yillarinda %35’in
tistiinde (sirayla %5,45 ve %5,11) olan direng orani ilerleyen yillarda diigsmiis (%1,08; %3,0;
%3,09) ve 2016 yilinda 9%0,87’ye kadar gerilemistir. Direng oranlarmin tilke genelinden bu
kadar diisiik cikmasi, hastane biinyesinde enfeksiyon kontrol politikalarinin basarili

oldugunu diistindiirmektedir.
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Avrupa Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (ECDC) benzer bir sekilde 2002’den bu yana
onemli patojenlerin verilerini yaymlamaktadir. ECDC verilerine gore klinik E. faecalis
izolatlarinda vankomisin direnci 2002’den beri %1’in altinda kalmistir. E. faecium direng
yiizdesi ise 2006 yilina kadar %1 in altinda kalmis, 2010 yilindan itibaren ise %7’ nin iistiine
¢ikarak %7-9 arasinda dalgalanmaya baslamistir. Ulkeler diizeyinde incelendiginde klinik
E. faecium izolatlarinda vankomisin direnci Iskandinav iilkelerinde sifir ya da sifira yakin

bulunurken, direncin en yaygin oldugu Irlanda’da bu oran %40 civarinda seyretmektedir [9,

138-145].

Amerika Birlesik Devletleri’nde ise enterokoklarin 2009-2014 yillart araliginda en yaygin
ikinci hastane enfeksiyonu etkeni oldugu belirlenmistir. Amerikan Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi (CDC) tarafindan yayinlanan siirveyans raporlarinda, farkli enfeksiyon
tiplerinde E. faecalis ve E. faecium’un vankomisin direng yiizdeleri belirtilmistir. Bu
raporlara gore E. faecium’da vankomisin direnci kan dolasimi ve {lriner sistem
enfeksiyonlarinda 2007-2008 yillarinda %80 civarindayken yillar icinde %85’e kadar
yikselmistir. E. faecalis’in yol agtigi kan dolasimi ve liriner sistem enfeksiyonlarinda
vankomisin direnci %6-7 civarindan %9’lara ¢ikmuistir. Bununla beraber cerrahi alan
enfeksiyonlarinda direng prevalansi E. faecium’'da %65’ten %58’e, E. faecalis’te ise
%4,6’dan %3,5’e gerilemistir [7, 146-148].

Glikopeptit diren¢ genlerinin diinyada dagilimi incelendiginde VanA tipi direncin yillar
icinde daha da yayginlastigi goriilmektedir. 2000 yilinda 27 iilkeden 49 laboratuvarin
katildig1 bir ¢calismada toplam 4208 klinik enterokok 6rnegi izole edilmis, bunlarin 18’inde
vanA, 5’inde vanB ve 28’inde vanC genotipinin varligi gosterilmistir [149]. 2003 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nden 839 ve Avrupa’dan 56 VRE Orneginin incelendigi
SENTRY siirveyans programi sonucunda, biitiin VRE izolatlarinin %91’inin E. faecium,
%7,8’inin ise E. faecalis oldugu belirlenmistir. Ayni1 ¢alismada VanA fenotipinin Kuzey
Amerika’daki prevalansinin (%76), Avrupa’dan (%40) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
[150]. Bu ¢alismada %89,72 oraninda bulunan VanA prevalanst hem Avrupa, hem ABD

ortalamasindan daha yiiksektir.

E. faecium vankomisin direncinin en sik goriildiigii enterokok susudur. Baskin enterokok
tirleri arasinda olan E. faecalis’in insanlarda goriilme sikligi giderek artmaktadir.

Enterokoklarda giderek artan ¢oklu antimikrobiyal direnci dikkat cekmektedir. Ornegin
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vankomisin direngli bir S. aureus (VRSA) izolatinin tasidigi vanA direng genini E.

faecalis'ten kazandig1 diisiiniilmektedir [151].

Vankomisin direngli 4 adet E. faecium, 2 adet E. faecalis ve 2 adet Enterococcus spp.
izolatlarinin glikopeptit direnci (VanA fenotipi ve VanB fenotipi) ile ilgili fenotip ve
genotipi PZR ile belirlenememistir (%8,88).

Genel olarak VanA tipi, en yaygin direngtir ve vankomisine yiiksek diizeyde direng ve
genellikle teikoplanine ¢apraz direng ile karakterizedir. Vankomisine direngli teokoplanine
duyarl1 VanB fenotipi bu ¢alismada yalnizca bir (%0,93) izolatta goriilmiistiir. Ulkemizde
ilk VanB pozitif E. faecium 2012 yilinda belirlenmis olup, baska iilkelerde de vanB tipi
diren¢ goriilmiistiir [152-155]. vanA direng geninin yaygin olmasi ve hizli artig1 direng
genetik materyali transfer yeteneginin, VanA fenotipindeki enterokoklarda artmig

olabileceginden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Diinyada yaygin olan VanA, VanB ve VanC tipi direncin yan sira E. faecalis’te VanG tipi
vankomisine diisiik diizeyde direng gozlenmis ve 2016 yilinda ilk kez vankomisin direngli
E. faecium’da VanG tipi direng goriilmiistiir [156, 157].

E. avium ve E. hirae hayvanlarda enfeksiyon nedeni olmasina ragmen insan klinik
orneklerinden nadir olarak izole edilmektedir [158-160]. E. hirae insan klinik 6rneklerinde
%1°den az goriilmesine ragmen, ciddi ve hayat1 tehdit eden hastaliklarla iliskili bakteriyemi
olgularinda tanimlanmasi nedeniyle hekimlerin simdiye kadar az bilinen patojenin klinik

onemini gdzden kagirmamalart gerektigi vurgulanmaktadir [161, 162].

Bu ¢alismada yaygin VRE suslarinin yani sira nadir goriilen E. avium (%2,80) ve E. hirae
(%1,87) suslarinda VanA geni varligi belirlenmistir. Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada VRE
kolonize olan bir grupta E. avium (%0,6) ve E. hirae (%0,6) izole edilmistir [163].

VRE salginlarinda ¢ogunlukla iki baskin enterokok E. faecalis ve E. faecium ile birlikte
nadiren E. raffinosus gibi diger tiirlere rastlanmaktadir [164]. E. raffinosus ev kedilerinin
orofaringeal florasindan ve bazen insan klinik 6rneklerinden; endokardit ve kan, idrar, apse,
yaralar, periton sivisi, safra ve omurilik osteomiyeliti gibi c¢esitli kaynaklardan izole
edilmektedir [165, 166]. Arastirmamizda nefroloji servisindeki bir hasta idrarindan elde

edilen E. raffinosus izolatinda vanA geni belirlenmistir. PZR ile vanA geni varlig
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gosterilmesinin; E. raffinosus 'un tanimlama zorluklari nedeniyle VRE kontrol stratejilerinde

g6zden kagirilma ihtimalini azaltacagi diisiiniilmektedir [167].

Enterococcus gallinarum ve Enterococcus casseliflavus’un yatan ya da ayakta tedavi géren
hastalarin bagirsak sisteminde kolonize oldugu ve endokardit ve bakteriyemi gibi nadir insan
enfeksiyonlarina neden olduklar1 bilinmektedir [168, 169]. Hareketli olan bu suslardaki
vanC genleri (vanC1 ve vanC2/vanC3) vankomisine diisiik diizeyde diren¢ saglamaktadir.
VanC fenotipindeki enterokoklarin klinik ve epidemiyolojik 6nemini gésteren az sayida
arastirma bulunmaktadir. Ancak diinyada vanA ve vanB genlerini tasiyan vankomisine
direngli E. gallinarium ve E. casseliflavus klinik izolatlar1 oldugunu bildiren ¢alismalar
bulunmaktadir [170, 171]. Bu ¢alismada 2 adet E. casseliflavus ve 1 adet E. gallinarum

izolatinda vanA ve vanB direng genleri varligi gosterilememistir.

VRE tespit edilen klinik 6rneklerin ¢ogunlugu ¢ocuk hematoloji klinigi (%15,87), nefroloji
klinigi (%14,02) ve genel cerrahi yogun bakim iinitesinden (%11,21) saglanmstir. Ig
hastaliklar1 yogun bakim iinitesinde vanA diren¢ geni bulunma orani diger kliniklere gore
daha yiiksektir (%7,48). Ayni hastanede iki yogun bakim iinitesinde VanA fenotipi oranlari
birbirinden farklidir. Hastanin hastanedeki lokasyonuna bakilarak direngli patojen yiizdesi

ve lokasyon arasindaki iliskiyi destekleyecek tutarli bulgular bulunmamaktadir [147].

Nozokomiyel patojen olan enterokoklar ABD’de ikinci sirada nozokomiyel iiriner sistem
enfeksiyonu etkenidirler [7]. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda idrar kiiltiirlerinden
enterokoklar siklikla izole edilmektedir. Arastirmamizda kullanilan klinik izolatlarin
%34,58’ini idrardan elde edilen izolatlar olusturmaktadir. Idrar izolatlarinin %14,02’si

nefroloji kliniginden saglanmistir.

Vankomisin direncli enterokoklarda diren¢ genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile kisa
stirede belirlenmesinin, hastanin kisa siirede tedavisine baslanmasina olanak saglayacagi
gibi direncin yayiliminin da minimuma indirilmesinde katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir. PZR yontemi, agir is yiikii olan hastanelerde VRE'in gdzlemlenmesi i¢in

kiiltiir ve fenotipik yontemlere cazip bir alternatiftir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda 2011-2017 yillar1 arasinda vankomisin direngli enterokok (VRE) olarak

tanimlanan bakteri izolatlarinin vankomisin direng tipleri PZR yontemiyle belirlenmistir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda manuel, yar1 otomatize veya otomatize yontemlerle
vankomisin direngli olarak tanimlanan izolatlarda vankomisin diren¢ geninin dogru ve hizl
bir sekilde PZR yontemiyle belirlenmesi, hastane enfeksiyonlarinin kontroliinde ve hastane

icinde yayiliminin azaltilmasinda alinacak dnlemlerin diizenlenmesinde 6énemlidir.

Gazi Universitesi Hastanesi’nde izole edilen mikroorganizma sayilarinin yillara goére
degisimi incelendiginde, enterokok enfeksiyonlarinin sayisindaki artisga ragmen VRE
prevalansinin Tiirkiye ve Avrupa geneline kiyasla biiytlik bir hizla artmadig1 goriilmektedir.
Ancak 6zellikle enterokoklar gibi viriilans ve direng faktorlerini kolayca horizontal olarak
aktarabilen mikroorganizmalarda, epidemiyolojik farkliliklar yalnizca cografi nedenlerden
kaynaklanmamaktadir. Aym iilkenin farkli bolgeleri, hatta ayni bolgenin farkli saglik

kuruluslarinda bile birbirinden oldukg¢a farkli sonuglarla karsilasilabilmektedir.

Direng genotiplerinin dagilimi degerlendirildiginde, Avrupa’da ortalama %40, Amerika’da
ortalama %70 prevalansi olan VanA tipi direng, ¢alismamizda %88,42 gibi bir oranla
oldukca yliksek bulunmustur. VanB tipi direng prevalansi (%0,93) beklenildigi gibi diinya
genelindeki orana benzer bulunmustur. Gerek antimikrobiyal tedavi politikalarinin
tyilestirilmesi,  gerekse saglik kurumunun enfeksiyon kontrol stratejilerinin

degerlendirilmesi i¢in molekiiler yontemlerle direng analizi faydali olacaktir.
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