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OZET

Enterokoklar, birgok bakteri tirinde bulunan virtlans faktorlerine
sahip olmamalarina ragmen c¢evre sartlarina oldukc¢a direnglidir. Cesitli
antibiyotiklere  kargi dogal veya kazanilmis direng gostermeleri,
enterokoklarin son vyillarda nozokomiyal enfeksiyonlarda onemli etyolojik
ajanlar arasinda yer almasina neden olmustur.

Vankomisine direncli enterokok (VRE) enfeksiyonlarinin kontroliinde,
bu bakteri ile kolonize olan hastalarin erken tespiti ve nozokomiyal salgin ile
iligkilerinin gosterilmesi 6nemlidir. Nozokomiyal epidemiler sirasinda izole
edilen VRE susglari arasindaki klonal iligkinin tespiti icin molekuler yontemler
kullanilmalidir. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE); nozokomiyal salgin
surveyansinda, salgin suslar arasindaki iliskinin gosterilmesi ve salgin
kaynaginin tespitinde “altin standart” yontem olarak kabul edilmektedir. Bu
calismada hastanede yatan hastalardan izole edilen VRE suglarinin, hastane
enfeksiyonlari epidemiyolojisi agisindan PFGE ve Arbitrarily primed-PCR
(AP-PCR) yontemleri kullanilarak klonal iligkilerinin tespiti amacglanmistir.

Ocak 2001 ile Aralik 2009 yillari arasinda hastanede yatan hasta
orneklerinden izole edilen tim VRE tirleri icinde Enterococcus faecium’un
%98’lik bir oranla baskin tur oldugu saptandi. Calismaya 9 vyillik periyot
boyunca, 5 ayri muhtemel epidemi doneminde izole edilen suglardan 83 adet
E. faecium susu dahil edildi. Tim suslarin ylksek dizey glikopeptit direncine
sahip oldugu saptandi.

PFGE ydntemiyle 2001 ile 2002 yili epidemilerinde izole edilen birgok
sug arasinda anlamli benzerlik oldugu, bu klonun varhdini uzun sire
korudugu ve bu iki epidemi doneminde baskin hale geldigi saptandi. Diger 3
epidemi doéneminde izole edilen suslarin kendi icinde benzedigi, ancak farkl
epidemiler arasinda anlamli bir sus benzerligi olmadigi belirlendi. Ozellikle
2009 yilindaki epidemi doneminde tum suglarin tek bir klonal kimede
toplandigi, daha 6nce hasta orneklerinde izole edilmeyen yeni bir sugun tum
hastaneye yayildigi saptandi.



PFGE, ayrim gucu yuksek, tekrarlanabilirligi ¢ok iyi, laboratuvarlar
aras| standardize edilebilen ve salgin surveyansinda guvenilir bilgiler sunan

bir molekuller epidemiyolojik yontem olarak degerlendirildi.

Anahtar kelimeler: Molekuler epidemiyolojik analiz, PFGE, AP-PCR,
VRE.



SUMMARY

Molecular Epidemiologic Analysis on Vancomycin Resistant
Enterococci

Enterococci are highly resistant to environmental conditions, though
they do not have the virulence factors in many bacterial species. In recent
years, Enterococci have caused to take part between important etiologic
agents at nosocomial infections since they have natural or acquired the
resistance to various antibiotics.

It is important of the early detection of patients colonized with these
bacteria and the demonstration of relations with nosocomial epidemic in the
control of vancomycin-resistant enterococci (VRE) infections. Molecular
methods should be used to detect the clonal relationship between isolated
VRE strains during epidemics of nosocomial. Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE), is considered as golden standard method for
demonstration of relationship between the epidemic strains and determining
the source of the epidemic in the surveillance of nosocomial epidemic. In this
study, it is aimed to detect clonal relationships of VRE strains isolated from
the hospitalized patients by PFGE and arbitrarily primed PCR (AP-PCR)
methods in terms of the epidemiology of hospital infections.

Between January 2001 and December 2009, Enterococcus faecium
was found to be the dominant species in all VRE isolated from hospitalized
patients, which have rate of 98%. 83 strains of E. faecium were included in
the study, which isolated from 5 different possible epidemic periods during 9
years. It was found that all strains have high-level glycopeptide resistance.

Through PFGE method, it was determined that there was a
significant similarity between many strains isolated from between 2001 and
2002 epidemics, this clone was maintained the existence for a long time and
it had become the dominant in these two epidemics. It was also determined

that the strains isolated in other 3 epidemic periods were similar to



themselves, but there was no significant similarity to a strain between
different epidemics. Especially during the 2009 epidemic period, it was found
that all strains were collected in a single clonal cluster, the new strain which
were not previously isolated from samples of patients was spread to all units
of the hospital.

It was evaluated that PFGE was a molecular epidemiological method
which have high separation power, can be standardized between laboratories

and provide reliable information on the epidemic surveillance

Keywords: Molecular epidemiological analysis, PFGE, AP-PCR,
VRE.



GiRiS

Enterokoklar, cevre sartlarina oldukga direngli bakteriler olmakla
birlikte diger bircok bakteri tirinde mevcut olan virulans faktorlerine sahip
degildir. Cesitli antibiyotiklere intrensek direngli olmalari ve yeni direng
geligtirebilme yeteneklerinin olmasi, enterokoklarin son yillarda nozokomiyal
enfeksiyonlarda o6nemli etyolojik ajanlar arasinda yer almasina neden
olmustur (1). Onceleri normal barsak florasinin elemani ve disiik virulansli
patojenler arasinda yer alan enterokoklar, yillar icinde nozokomiyal
bakteriyemi, cerrahi yara enfeksiyonlari ve uriner sistem enfeksiyonlarinda
basta olmak Uzere etken olarak klinisyenlerin kargisina daha sik g¢ikan ve
giderek 6nem kazanan etkenlerden biri haline getirmistir (2). Yogun ve hatali
antibiyotik kullanimi, basta aminoglikozid grubu olmak Gzere glikopeptit tlrevi
antibiyotikler dahil bircok antibiyotige karsi enterokoklarin direng
gelistirmesine neden olmustur (3, 4).

Enterokoklarin etken oldugu enfeksiyonlarin genellikle hastanin kendi
florasindan  kaynaklanan endojen enfeksiyonlar seklinde olustugu
dusundlmekteyken, yapilan calismalar, ekzojen yolla da enfeksiyona neden
olabilecegini gostermistir. Ozellikle antibiyotiklere direngli tiirler, hastadan
hastaya veya kolonize hastane personeli tarafindan hastalara
bulagtirilabilmektedir. Boylece hastane iginde veya hastaneler arasinda
yayllarak salginlara da sebep olabilmektedir (1, 5). Hastanede yatan
hastalarda kullanilan antibiyotiklerin ve bazi antineoplastiklerin barsak
florasini ve anatomik yapisini bozmasi sonucu bakterinin barsak limeninden
translokasyon yoluyla genel dolasima karigmasi, endojen kokenli bakteriyemi
ve endokardit olusmasina sebep olabilmektedir.

Son yillarda, enterokoklarin antibiyotik direncindeki artma ve c¢ogul
direncgli suslarin ortaya cikmasi tedavilerini de énemli bir sorun haline
getirmistir. ilk olarak 1988 yilinda ingiltere ve Fransa'da vankomisine direncli
enterokoklar (VRE) bildirildikten sonra diger Avrupa ulkeleri ve Amerika
Birlesik Devletlerinde (ABD) de direngli suslar ortaya ¢ikmaya baslamis ve



sorun butin dunyaya yayillmistir. Enterokok tdrlerinden, 0Ozellikle
Enterococcus faecium glikopeptit direncinin yayillmasindan sorumliu
tutulmaktadir (6).

Gunumuzde VRFE'lerle gelisen enfeksiyonlar genel olarak hastane
enfeksiyonlarinda ddérduncu, Uriner sistem ve cerrahi yara enfeksiyonlarinda
ikinci, kan dolagimi enfeksiyonlarinda ise uglncu siklikta gorilmektedir.
Vankomisin direncgli Enterococcus faecium (VR E. faecium) suslarinin
insidansi ABD’de %20-40, bazi Avrupa ulkelerinde %10’un Uzerindedir (7).

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Hastane Enfeksiyonlari Surveyans
Birimi (NNIS) verilerine gore VRE’lerin orani 1989’da %0,3 iken, 1993’te
%7,9a, 2004’te %28’e yukselmistir (8). Avrupa’da Yunanistan ve Portekiz,
%45'in Uzerine ¢ikan VRE oranlari ile prevalansinin en yuksek oldugu
ulkelerdir (9).

Hastanede yatan hastalarda VRE kolonizasyonunun erken tespiti,
VRE yayilmasinin énlenmesinde ve bu suslarin salgin suslari ile iliskisinin
gosterilmesinde dnemlidir. VRE epidemileri sirasinda dnceleri salgin suslari
arasindaki iliskinin gosterilmesinde fenotipik Ozelliklere dayali yontemler
(biyokimyasal 6zellikler, antibiyotipleme, westernblotting ve multilokus enzim
elektroforezi (MLEE) gibi) kullaniimistir. Ancak bu yontemlerin hem ayrim
gucu hem de tekrarlanabilirligi duguktur. Ayrica pahali ve zaman alici
yontemlerdir. Bu nedenle ginimuzde tekrarlanabilirligi ve ayrim gicu daha
yuksek olan molekller epidemiyolojik yontemler kullaniimaktadir. VRE
epidemilerinde, salgin suslari arasindaki iligkinin tespitinde genotipe dayali
baslica molekller yontemlerden Randomly  Amplified  Polimorfik
DNA(RAPD)/Arbitrarily primed-PCR (AP-PCR), Multilokus sekans tipleme
(MLST) ve Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) siklikla kullaniimaktadir.
Salginlara yol agcan birgok mikroorganizmada, izolatlar arasi iliskinin tespiti ve
kaynaginin gosterilmesinde, ayrim gucu en yuksek olan “altin standart*
yontem PFGE’dir (10-13).

Bu calismada; Uludag Universitesi Tip Faklltesi Hastanesi Yogun

Bakim Uniteleri ile gesitli kliniklerde yatan hastalardan izole edilen VR E.



faecium izolatlarinin hastane enfeksiyonlari epidemiyolojisi agisindan PFGE

ve AP-PCR yontemleri kullanilarak klonal iligkilerinin tespiti amacglanmistir.

Genel Bilgiler

Enterokok ismi ilk kez, Thiercelin (1899) tarafindan Fransa’da yapilan
bir calismada bakterinin barsak kaynakli oldugunu belirtmek amaciyla “insan
digkisinda kisa zincirler veya ciftler halinde goérilen bakterileri” tanimlamak
icin kullaniimistir (14). Andrews ve Holder (1906) digkidan izole ettikleri
bakterilere Streptococcus faecalis adini vermiglerdir. Orla-Jensen (1919) bu
grupta fermentasyon oOzellikleri S. faecalis'ten farkli olan Streptococcus
faecium denilen ikinci bir organizma tanimlamislardir (15).

Lancefield (1933) serolojik tiplendirme ydntemlerini kullanmis ve
streptokoklari alfabetik olarak A, B, C, D seklinde 4 gruba ayirmistir.
Enterokoklar Grup D Streptokoklar iginde yer almistir. J.M. Sherman ve
Helen U. Wing ise (1935 ve 1937) S. faecium’a benzeyen ancak daha az
fermentasyon 6zelligi gosteren Uglncu bir tar olarak Streptococcus durans’i
tanimlamiglardir (15). Kalina A. P. (1970) ilk kez enterokokal streptokoklar
icin bir cins olusturulmasini, S. faecalis ve S. faecium’un hicresel dizilim ve
fenotipik 6zelliklerine gére Enterococcus olarak isimlendirilmesini énermistir.
Bununla birlikte uzun bir stre enterokoklar, Lancefield siniflamasina goére
Grup D Streptokoklar olarak adlandirilmis ve Streptococcus cinsi igerisinde
kalmistir (14). Kilpper - Balz tarafindan yapilan genetik ¢alismalar sonucunda
(1984) Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium suslari bu genusun
diger Uyelerinden ayrilmis ve ayri bir genus olarak ele alinmistir. O
zamandan beri bu genusa Enterococcus denilmektedir. Yakin zamana kadar
enterokok cinsi igerisinde 34 civarinda tur bulundugu gosterilmistir (Tablo-1)
(16).



Tablo-1: Enterococcus cinsi igerisinde yer alan turler.

Enterococcus aquimarinus  Enterococcus faecalis Enterococcus pallens
Enterococcus asini Enterococcus faecium Enterococcus phoeniculicola
Enterococcus avium Enterococcus gallinorum Enterococcus pseudoavium
Enterococcus caccae Enterococcus gilvus Enterococcus raffinosus

Enterococcus canintestini Enterococcus haemoperoxidus  Enterococcus ratti

Enterococcus canis Enterococcus hermanniensis Enterococcus saccharolyticus
Enterococcus casseliflavus  Enterococcus hirae Enterococcus silesiacus
Enterococcus cecorum Enterococcus italicus Enterococcus sulfureus
Enterococcus columbae Enterococcus malodoratus Enterococcus termitis
Enterococcus devriesei Enterococcus moraviensis Enterococcus thailandicus
Enterococcus dispar Enterococcus mundtii Enterococcus villorum

Enterococcus durans

Enterokoklar genel olarak insanlarin ve bazi hayvanlarin
gastrointestinal sisteminde (GIiS), diski ile kirlenmis toprak, su ve
yiyeceklerde bulunur. insan diskisinda E. faecalis (10°-10" cfu/gr), E.
faecium’dan (10%-10° cfu/gr) daha yaygin bulunur. Hastane ortaminda ise E.
faecium daha baskindir. Enterokoklar ayrica vajina, deri, oral kavite ve dental
plaklarda daha az siklikta bulunmaktadir (17, 18).

Laboratuvarlardan izole edilen izolatlarin %80-90’inI E. faecalis, %5-
10 kadarini E. faecium izolatlari olusturmaktadir. Diger enterokoklar ise (E.
durans, E. casseliflavus, E. raffinosus, E. gallinorum, E. mundtii, E.
flavescens, E. avium ve E. hirae) nadir olarak klinik 6rneklerden izole
edilmektedir (19).

1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Enterokoklar tekli, ikili ya da kisa zincirler yapmis, gram pozitif kok
seklinde, fakultatif anaerob bakterilerdir. Kati besiyerinde Urediginde kok
veya kokobasil seklinde gortlebilirken, sivi besiyerlerinde Urediginde daha
uzun zincir seklinde yapilar olusturdugu gozlenir. Mikroskobik olarak
streptokok turlerinden ayirt edilemezler. E. gallinorum ve E. casseliflavus

hari¢, cogu hareketsizdir (14, 20).



2. Ureme Ozellikleri ve Fizyolojik Karakterleri

Enterokoklar kolay ureyen bakterilerdir. Genel amacli kullanilan
besiyerlerinde rahatlikla Grerler. Bununla birlikte Enterococcus columbae ve
Enterococcus cecorum udremek icin COz'den zengin besiyerine ihtiyag
duyarlar. Diger tUrler dremek igin ortamda CO, varligina ihtiyagc duymamakla
beraber, CO, varliginda daha rahat drerler (14, 21). Agarda Ureyen
kolonilerden yapilan gram boyamada bazen gram pozitif kokobasil seklinde
gorulebilirler. 10 — 45°C arasinda Ureyebilirler ancak en ideal Ureme 1silari
35°C’dir. Cevre sartlarina dayanikl bakterilerdir. pH:9’da, 10°C’de, %6,5
NaCl ve ya %40 safra varliginda dreyebilirler. 60°C’ye 30 dakika
dayaniklidirlar. Kanli agarda streptokoklara gére daha buylk, 0.5 — 1.5 mm
boyutunda, kabarik, gri - beyaz renkte S tipi koloniler yaparlar. Nadiren R tipi
koloni de yaparlar. Genellikle nonhemolitikler. Nadiren zayif bir a veya
hemoliz meydana getirebilirler. E. faecalis ve E. durans suslarn kanli agarda
B-hemoliz yapabilirler. E. faecalis’in bazi suslari at veya tavsan kani iceren
besiyerlerinde -hemoliz yapmalarina ragmen, koyun Kkani igeren
besiyerlerinde hemoliz yapmazlar. Diger tlrlerin tamami genellikle a-
hemolitik veya nonhemolitiktir. Gergekte a-hemolitik goérinen suslar da
peroksit Ureten nonhemolitik suglardir. Besiyerinde olusan yesil renk a-toksin
uretimi yoluyla degil, eritrositlerde peroksitin etkisi ile olusmaktadir. E.
casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii, E. pallens ve E. sulfureus kanli agarda
sari pigment olustururlar (15, 21, 22).

Karisik orneklerden enterokok izolasyonu igin selektif besiyerleri
kullanmak gerekir. Selektif besiyerlerinden azid iceren safra-eskulin-azid
agar, Enterococcosel agar, feniletil alkol agar (PEA) ve Columbia-Kolistin-
Nalidiksik asit agar (CNA) kullaniimaktadir. Selektif besiyerlerinin igerdidi
kimyasal maddelerin Ozelliklerine baglh olarak koloni rengi degisebilir.
Kontamine alanlardan o6zellikle E. faecium izolasyonu icin de sefaleksin-
aztreonam-arabinoz agar kullanilabilir. VRE suslarinin saptanmasi icin 6
Mg/ml - vankomisin ilave edilmis brain-heart infizyon agar (BHI) veya

Enterococcosel sivi besiyeri kullanilabilir (19).



3. Biyokimyasal Ozellikleri

Enterokoklar, eskulini hidrolize ederler. Bile-Esculine (BE) agarda
rahatlikla Urerler. Bu ozelliklerinden dolayi, besiyerlerinde indikator olarak
eskulin  kullanilabilir. Eskulinli besiyerinde ureyen kolonilerin etrafinda
kahverengi-siyah bir hale olusur. E. cecorum, E. columbae, E. pallens ve E.
saccharolyticus disindaki tarlerin timua pyrolidonyl arylamidase (PYRase)
ureterek pyrolidonyl-b-naftilamide (PYRY)'i hidrolize ederler. Tum enterokoklar
leucine aminopeptidase (LAPase) uretirler ve leucine B-naphthylamide’i
hidrolize ederler. Katalaz testi sitokrom enzimleri olmadigindan dolayi
negatiftir. Ancak bazi E. faecalis suslari 6zellikle ilk izolasyonlari sirasinda
psOdokatalaz Uretir ve katalaz testinde zayif bir pozitiflik yapabilir. Seri
pasajlarda bu yalanci pozitiflik kaybolur. Glukozu gaz yapmadan fermente
ederler. Glukoz fermentasyonun son arunu laktik asittir (22, 23).

Enterokoklar bazal metabolizmalari icin bir karbon kaynagina, nukleik
asit bazlarina ve B1, B6, B12 vitaminlerine ihtiya¢ duyarlar. E. faecalis
histidin, izoldsin, metionin ve triptofan aminoasitlerine ihtiya¢ duyarken, diger
bazi turler arginin, glutamat, glisin, 16sin ve valin’e ihtiya¢ duyarlar. Bazi turler
ise bu aminoasitlere ihtiyag duymazlar. Vankomisine bagimli suslarda oldugu
gibi yogun antimikrobiyal baski sonucu metabolik ihtiyaglar etkilenmektedir.
Bu da enterokok turlerinin metabolik ihtiyaglarinin sustan susa bile farkl
olabilecegini gostermektedir (14, 19).

4. Hiicre Duvar Yapisi ve Antijenik Ozellikleri

Enterokoklardaki hlicre duvar yapisi diger gram pozitif koklara benzer
sekildedir. Hicre duvarinin U¢ ana bileseni peptidoglikan, teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Peptidoglikan duvar yapisinin %40’in1 olusturur. Geri kalan
kisim ramnoz igeren polisakkaritler ve ribitol iceren teikoik asitten olusur.
Peptidoglikan polimerleri, glikan zincirler ve bunlara baglanmis kisa
peptitlerden  (L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala—D-Ala) olusur. Komsu peptitler,
pentapeptid yan zincirler ile ¢apraz baglanirlar. Peptidoglikan digi yardimci
polimerlerin yapisal bilesimi kesin olarak bilinmemektedir.

Lancefield siniflamasinda; serolojik tiplendirme temeline dayal olarak

streptokoklarin ¢ogu, baskin olan hucre duvari karbonhidratlarina gore



siniflandirilirken, enterokoklarin yer aldigr “D” grubunda lipoteikoik asitlerin
(LTA) antijenik ozelliklerine gore yapilir. Gruba 0Ozelligini veren “D” antijeni,
gliserol Unitelerine baglanmis yuksek oranda glukoz igeren poligliserolfosfatin
teikoik asit polimeridir. Enterokoklar D grubu antiserumlarla %80 oraninda
aglutinasyon verirler. Grup D antijeni enterokoklar disinda, S. bovis, S.
equinus, S. suis, Pediococcus spp. ve Leuconostoc spp. gibi diger gram
pozitif bakterilerde de bulunabilmektedir. Enterokoklarin bu turlerden ayrimi

icin kullanilan 6zellikler Tablo-2'de sunulmustur (14, 19).

Tablo-2: Enterokoklari diger katalaz negatif, fakultatif anaerop, gram pozitif

koklardan ayirt etmede kullanilan 6zellikler.

10°C'de | 45°C'de
Genus Morfoloiji Hareket VAN | PYR | BE | NaCl Ureme Ureme
Enterococcus Zincir D S + + + + D
Streptococcus Zincir _ S _ _ _ _
Lactococcus Zincir _ S _ D + _
Leuconostoc Zincir _ R _ D D + _
Pediococcus kime, _ R _ + D _ _
tetrat

D: Degisken, S: Duyarl, R: Direncli, VAN: Vankomisin (30 pg disk) duyarlihdi, PYR: L-
pyrrolydonyl- B-naphthylamide hidrolizi, BE: Safrali eskulin hidrolizi, NaCl: % 6,5 NaCl iceren
besiyerinde Greme

5. Siniflandirma ve identifikasyon

Enterokoklarin siniflandiriimasinda kullanilan ana testler; mannitol,
sorbitol ve sorboz igeren besiyerlerinde asit olusturma ve arginini hidrolize
etmeleri temeline dayanir (Sekil-1). Bu testlere gore enterokoklar bes gruba
ayrilirlar. Enterokok tdrlerinin identifikasyonunda kullanilan testler ve
sonuglari Tablo-3’te sunulmustur (14).

Grup 1. Bu grup E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E.
pseudoavium, E. saccharolyticus, E. pallens, E. gilvus’dan olusur. Bu
gruptaki enterokoklar, mannitol, sorbitol ve sorbozu fermente ederek sivi
besiyerinde asit olustururken arginini hidrolize etmezler. Grup igindeki

ayrimlari ise, arabinoz ve rafinozu fermente etmelerine goére yapilir. E. avium



arabinozu kullanir, rafinozu kullanmaz. E. malodoratus rafinozu kullanir,
arabinozu kullanmaz. E. raffinosus her ikisini kullanirken, E. pseudoavium
ise her ikisini de kullanmaz.

Grup 2: Bu grup E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E.
haemoperoxidus, E. mundtii, E. flavescens ve E. gallinorum’dan olusur. Bu
gruptaki bakterilerin timu mannitollu fermente ederek sivi besiyerinde asit
olustururken, arginini hidrolize ederler. Higbiri sorbozdan asit olusturmazken,
sorbitollt sivi besiyerinde degisken reaksiyon verirler. E. faecalis, grup iginde
telluriti tolere edebilen ve pirtvati kullanan tek turdir. E. faecium ve E.
gallinorum hareket testi ile birbirinden ayrilir. E. faecium hareketsiz, E.
gallinorum hareketlidir. E. casseliflavus, E. mundtii, E. flavescens sari
pigment olustururlar. E. mundtii hareketsiz olmasiyla, E. casseliflavus ise
ribozu fermente etmesiyle digerlerinden ayrilir.

Grup 3: Bu grup E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve
E. faecalis ile E. faecium’un mannitol negatif varyantlarindan olusur. Bu
gruptaki tarler D antijeni icermez, arginini hidrolize ederler. Mannitol, sorbitol
ve sorbozu fermente etmezler. E. dispar ve E. hirae, rafinoz ve sukrozu
fermente ederler. E. dispar pirivati kullanirken, E. hirae kullanmaz. E.
faecalis (varyant) ise telluriti tolere eder, rafinoz ve sukrozu fermente etmez,
piravati kullanir.

Grup 4: Bu grup E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E.
cecorum’dan olusmaktadir. Bu gruptaki tlrler mannitol ve sorboz igeren sivi
besiyerlerinde asit olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler. Sorbitol igeren
sivi besiyerinde ise E. cecorum asit olustururken, E. sulfureus olusturmaz.

Grup 5: Bu grup E. columbae, E. canis, E. moraviensis'ten olusur.
Bu gruptaki tirler arginini hidrolize etmezler, mannitolli sivi besiyerinde asit
olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitolli sivi besiyerinde

degisken reaksiyon verirler (Sekil-1).



Tablo-3: Enterokok turlerinin fenotipik 6zellikleri (24).
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LAP: Iozin aminopeptidaz; PYR: pirolidonil arilamidaz; ADH: arginin dihidrolaz; HIP: hipurat hidrolizi; GLU: glukoz; MNTL: mannitol;

b ORB:sothoz; ARB: arahinoz; $BTL:sorhitel; RAF: raffinoz; SUK: suloz; PRV: piruvat; MPG: metil-alfa-D- glukopirazonit; D: degisken




Emterococcus torkeri

(safra eskulin+,%25.5 NaClk, PYR+)

| Mannitol |
. | i
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l >
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Sekil-1: Enterokok tlrlerinin identifikasyon semasi (24).

6. Virulans Faktorleri

Enterokoklar GiS’te yaygin olarak bulunduklari halde, belirli risk
faktorlerinin varliginda barsak disi bolgelere yayilarak enfeksiyona sebep
olurlar. Yine orofarinkste kolonize olmalarina ragmen nadiren alt solunum
yolu enfeksiyonlarina yol acarlar. Enterokoklarin klasik bir virulans faktor
olmamasina ragmen bir¢cok antibiyotige direncli olmasi, genis spektrumlu
antibiyotik tedavisi alan hastalarda bile canliliklarini strdirmelerine, bu da
stiperenfeksiyonlara yol agmaktadir (25).

Enterokoklardaki antibiyotik direnci ve virulansla iligkili yeni genetik
materyal kazanabilme yetenegi, daha virilan olmalarina ve konakta farkl
bolgelerde kolonizasyonuna katkida bulunurken, alisiimisin  diginda

enfeksiyon olusturmalarina yardim eder. Kolay genetik bilgi transferi,
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mikroorganizmanin virulansindan sorumlu tek faktor degildir. Birgok calisma
ile mikroorganizmaya ait farkl virulans faktorleri bulunmustur (26).

Enterokok bakteriyemilerinde genel olarak %42-68 oraninda mortalite
bildiriimektedir. Ancak bu hastalarin birgogunun ileri derecede duskin olmasi
ve polimikrobiyal bakteriyemisi bulunmasi nedeniyle, enterokoklarin
mortalitedeki rollerinin tam olarak tespit edilmesini olanaksiz kilmaktadir (27).

6.1. Sitolizin: Daha 6nce hemolizin olarak tanimlanan sitolizin, E.
faecalis izolatlarinda %60’a varan siklikta saptanabilen bir virGlans faktoradar.
Hemolitik dzellik tagimaktadir. insan, at ve tavsan eritrositlerine karsi litik
aktivite gosteren bir sitotoksik proteindir. Sitolizin eritrositler disinda,
polimorfonukleer 16kosit (PMNL)’ler, makrofajlar ve Gram pozitif organizmalar
icinde litik aktivite gosterir. Buna karsilik toksinin koyun eritrositleri ve Gram
negatif bakterilere kargi inaktif oldugu gosterilmistir. Bu  6zellik klinik
laboratuvarlarda tanisal acidan énemlidir. Sitolizin, litik aktivitesine ek olarak
ayni zamanda bir bakteriosin 06zelligi gosterir ve bitin Gram pozitif
organizmalar igin bakterisidal etkilidir. Sitolizin kodlayan gen bdlgesi plazmid
Uzerinde ya da bakteriyel kromozoma entegre olarak bulunabilmektedir (15,
26). Insanlarda patojen olan enterokok suslarinda sitolizin Gretiminin, non
patojen suslardan daha fazla oldugu gosterilmigstir (28).

6.2. Agregasyon faktorii: Bakteri ylzeyinde bulunan, saca
benzeyen, protein yapida bir adhesin molekulidar. Birgok o6zelligi ile
bakterinin virilansina katkida bulunmaktadir. Hucre-hucre temasina katkida
bulunarak plazmid transferini kolaylastirmaktadir. Ayni zamanda hicre disi
matriks proteinlerine adhezyonla konak hucreye yapisma ve hucre yuzey
hidrofobisitesini arttirma gibi 6zellikleri ile virulansa katkida bulunmaktadir.
Agregasyon faktdri enterokoklara kalp kapaklarina ve bobrek epitel
hlcrelerine baglanarak, endokardit ve uriner sistem enfeksiyonu olusturma
yetenegini kazandirmaktadir. Ozellikle katater enfeksiyonlarinda, E. faecalis
izolasyonu E. faecium’a gore daha fazladir. E. faecalis suslarina katetere
tutunma yetenegdini agregasyon faktori saglamaktadir (26, 29). Nétrofil ve
makrofajlarla olugan cevap degdiskenlik gostermekle birlikie konak defansina

kargl koruyucu faktér olarak goérev yaptigi disunulmektedir. Agregasyon
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faktorine sahip olan enterokoklar, kompleman reseptdri yoluyla,
opsonizasyondan bagimsiz olarak notrofillere baglanirlar. Bu baglanma
sonucunda notrofiller tarafindan bakterinin 6ldurdlmesi engellenmis olur.
Makrofajlardaki reaktif oksijen radikalleri ile olan oksidatif patlamayi inhibe
ederek, fagositik yikima kargi direng gosterilmesine katkida bulunur (15, 26).
Superantijen  aktivitesi gOsteren agregasyon faktortnin T  hucre
proliferasyonu, prolifere T hicrelerden TNF-B ve IFN-y salinimi ve
makrofajlardan da TNF-a salinimini indUkledigi gosterilmistir (30).

6.3. Jelatinaz: Jelatin, kollajen, fibrinojen, hemoglobin, insulin ve bazi
bioaktif peptitleri hidrolize edebilen, matriks metalloproteinaz (MMP)
ailesinden cinko iceren bir enzimdir. Jelatinaz Ureten E. faecalis suslarinin
hayvan modellerinde endokardit olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir.
Jelatinaz ayrica inflamatuar hucreler, epitelyal hucreler, fibroblast ve
osteoklast gibi hudcreler tarafindan da Uretilerek ekstra selller matriksi
degrade etmektedir (30). E. faecalis suslarinda jelatinaz Uretimini “fsr” gen
lokusu regule eder. Genel olarak tim izolatlarda yaklasik % 45-68’inde “fsr”
gen bdlgesi gosterilmistir. Ayrica bir ¢alismada bu gen bdlgesi, endokardit
izolatlarinin %100’Unde, diski izolatlarinin ise %53 Unde tespit edilmistir (26,
30). Yapilan calismalarda jelatinaz enzimi Ureten E. faecalis suslarinin
jelatinaz uretmeyen suglara oranla akut toksik etkilerinin daha yuksek oldugu
gOsterilmistir (15).

6.4. Ekstraselililer yuzey proteini: Yiksek molekuler agirliga sahip
kompleks bir yiizey proteinidir. ilk kez E. faecalis tiirlerinde tanimlanmistir.
Karboksi ucu hticre duvarina tutunmayi saglar (15). Bu protein “esp” geninde
kodlanir ve konjugasyonla enterokok izolatlari arasinda aktarilabilir. E.
faecalis ve E. faecium’un salgin suslarinda bulundugu icin epidemik suslari
g6steren bir marker oldugu distnilmektedir (31, 32). Ozellikle bakteriyemi ve
endokardit ile iligkili suslarda yuksek oranda bulunur. Digski kokenli
izolatlarinda nadiren bulunur. Karboksi-terminal ucu ile Uriner sistem
enfeksiyonlarinda musin veya Uroplakin gibi mesane duvari komponentlerine
baglanmaktadir. Bu sayede E. faecalis’in mesane epiteline yapigmasini

kolaylastirdigi ve biyofilm olusumuna sebep oldugu goésterilmistir. Proteinin i¢
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kisminda tekrarlayan Unitelerden olusan ve molekule uzayip kisalabilme
Ozelligi kazandiran bolge bulunmaktadir. Bu proteinin bakterinin immun
yanittan kacgisini kolaylastirdigi disunulmektedir (26, 30, 33).

6.5. Kapsiiler polisakkarid antijenleri: Enterokoklarda hicre duvari,
beta-D glukoz-1-fosfat, teikoik asit ve tetraheteroglikan komponentlerinden
olugur. E. faecalis izolatlarinda yaygin olarak Uretilen kapsul polisakkaritini
kodlayan bir operon bulunurken, hem E. faecalis hem de E. faecium
izolatlarinda ikinci bir kapsul polisakkariti daha tanimlanmigtir. Bu
polisakkaritlere kargi olusan antikorlar koruyucudur. Opsonik antikorlar icin
hedef olan bu polisakkaritler enterokoklarin virtlansina katkida bulunur.
Bununla birlikte enfeksiyonlara karsi immunitede rol oynarlar ve asi
calismalarinda arastiriimaktadir (15, 26).

6.6. Ekstraselliler superoksit: E. faecalis izolatlarinin buyuk
cogunlugu ve bazi E. faecium turleri tarafindan sentezlenmektedir. Stperoksit
Uretiminin bakterinin yasam suresini uzattigi gosterilmistir (15). Bakteriyemi ve
endokarditli hastalardan izole edilen klinik enterokok izolatlarinin diski kdkenli
izolatlardan daha yuksek oranda superoksid radikali Urettigi gosterilmistir (26,
29, 30).

6.7. Lipoteikoik asit-LTA: Poligliserol fosfat omurgasina glikolipit
rezidulerin kovalent baglarla baglanmasi sonucu olugan bir molekuldudr. Lipit
parcasi; trombosit, eritrosit, lenfosit, PMNL ve epitel hicresi gibi pek ¢ok
hlcreye baglanabilmektedir. E. faecalis izolatlarinda adhezif 6zelligi gdsterilen
lipoteikoik asit, donor hlcre tarafindan Uretilen agregasyon faktora icin alici
hlcrede reseptor fonksiyonu gorir. Bu nedenle plazmid transferi ve agregat
olusumunu Kkolaylastirdigi ve bakteri virulansina katkida bulundugu
disundlmektedir (30, 34).

6.8. Hyaluronidaz: Hyaluronik asidi tahrip ederek doku hasarina yol
acan bir enzimdir. Bag dokusundaki mukopolisakkaritleri depolimerize ederek
bakterinin yayilmasini saglar. Hyaluronik asidin yikim Grind olan disakkaritler
ise bakteriler icin besin kaynagi olabilir. Hyaluronidaz kendi yikici etkilerinin
yaninda diger bakteriyel toksinlerin zararli etkilerini de kolaylastirabilir ve doku
hasarinin siddetini arttirir. Dig c¢urumelerindeki doku hasarinda rol oynar.
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Boylece enterokoklarin dis koku kanalindan periapikal lezyonlara gegisini
kolaylastirmaktadir (18, 30).

6.9. Feromonlar: E. faecalis suslarinda bulunan, 7-8 amino asit
uzunlugunda, kuguk, hidrofobik peptitlerdir. Suslar arasinda plazmid
DNA’sinin konjugatif transferini kolaylastirirlar. Antibiyotik direnci ve sitolizin
gibi virulans faktorleri, feromon sistemi ile E. faecalis suslar arasinda
yayilabilir. Ayrica bazi feromonlar nétrofiller igcin kemotaktik 6zellikte olduklari
icin sUper oksit Uretimini ve lizozomal enzim sekresyonunu indukleyerek doku
hasari olusturur (30, 35).

6.10. Antibiyotik direnci: Nozokomiyal enterokok enfeksiyonlarinda,
oncelikle hastanin hastaneye yatisindan sonra intestinal florada bulunan,
antibiyotik direngli, sitolitik toksin olusturma gibi virilans o6zelliklerine sahip
suglar, antibiyotik kullanimi sonucu duyarli suslarin ortadan kalkmalari ile
birlikte sayica artmakta ve intestinal florada baskin hale gelmektedir. Sonraki
asamada, hastalarin bir kisminda intestinal floradan kaynaklanan bu suslar
doku invazyonuna neden olmaktadir. Ayrica bu suglar gevreye yayilmak sureti
ile de duyarll hastalarda ekzojen kdkenli enfeksiyonlara yol agabilmektedir.
Virllans faktorleri arasinda sayilan antibiyotik direnci, suslarin intestinal
florada secilip ¢godalmasini kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz gibi
faktorler ise doku invazyonunu kolaylastirmaktadir (15, 36).

7. Enterokoklarda antimikrobiyal diren¢g mekanizmalari

Enterokoklar, son yillarda hastane enfeksiyonu etkeni olarak daha sik
karsilagilan ve antimikrobiyal ajanlara direng oranlarinda onemli bir artis
gurulen bakterilerdir. Direngli enterokoklar antibiyotiklerin yodun olarak
kullanildigi  ortamlarda hizla yayilabilirler. Bu sebeple enterokok
enfeksiyonlarinin tedavisi klinikte karsilasilan en énemli sorunlardan birisidir
(37, 38). Enterokoklarda antibiyotiklere direncin mekanizmasi iki ana grupta
incelenebilir (Tablo-4) (39).
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Tablo-4: Enterokoklarda antimikrobiyal direng.

1- interensek (dogal-kromozomal) direng 2- Eksterensek (kazanilmig) direng
» Aminoglikozid direnci » Aminoglikozid direnci
(dustk dizeyde direng) (yUksek diizeyde direng)

Kinupristin/Dalfopristin

> B - laktamlar (yiksek MIK degerleri) » B-laktamlar (PBP’ lerde degisiklik)
» Linkozamidler (dusik dizeyde direng) » Hucre duvarina etkili ajanlar (tolerans)
» Trimetoprim-sulfametoksazol » Florokinolonlar
(sadece in vivo direng) » Linkozamidler (yluksek dlzeyde direng)
» Kinupristin/dalfopristin (E. faecalis) » Makrolidler
» Penisilin ve ampisilin (B-laktamaz)
» Rifampisin
» Tetrasiklin
» Vankomisin
>
>

Linezolid

7.1. interensek (dogal-kromozomal) direng

interensek direng enterokok tirlerinin tiimiinde bulunan kromozomal
direnctir. Enterokok turleri penisilinlere, sefalosporinlere, linkozamidlere,
trimetoprim-sulfametaksazol  (TMP-SMX)’e,  aminoglikozidlere  (dusUk
dizeyde), polimiksinlere, monobaktamlara ve kinopristin/dalfopristin’e karsi
kalitsal olarak direnglidir (4, 40).

7.1.1. B-Laktam direnci

Enterokoklardaki intrensek penisilin direnci B-laktam antibiyotiklere
disuk baglanma afinitesi gosteren penisilin baglayan protein 5 (PBP5)
enziminin varligina baglidir. Enterokoklar PBP5 enzim afinitesinde azalma
sonucunda penisiline disuk dizeyde intrensek direng gosterir. E. faecalis
suslarinda penisilin - Minimum inhibitér Konsantrasyon (MIiK) degeri
streptokoklardan 10-100 kat daha yuksektir. E. faecium suslarinda penisilin
direnci E. faecalis’e oranla daha yuksektir. E. faecium PBP’lerin penisiline
afinitesi son yillarda belirgin azalmistir. Bunun sonucunda E. faecium
suslarinin  %85-90"1 ampisiline direngli duruma gelmistir. E. faecalis

suslarinda ise ampisilin direnci %2-3 civarindadir (41, 42). E. faecalis
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izolatlarinin ¢ogu 1-8 pg/ml penisilin veya ampisilin konsantrasyonlari ile
inhibe olurken, E. faecium’da ortalama 16-64 ug/ml konsantrasyon gereklidir.
Bununla birlikte bazi izolatlar daha direnglidir (43).

Fontana ve ark. (44) tarafindan yapilan bir ¢galismada E. faecium’un
PBPS Uretme yetenegdini kaybetmesi ile ylksek penisilin direngli bir susun,
penisiline asiri duyarli hale geldigi gosterilmigtir.

7.1.2. Aminoglikozid direnci

Enterokoklar aminoglikozidlere dusuk duizeyde intrensek direnglidir.
Bu direng, hicre duvarindan gecebilme yetenegi ile ilgili olup bu grup
ilaglarin bakteri igerisine girisinin az olmasindan kaynaklanir. Aminoglikozid
grubu ilaglar, hiicre duvari sentezini engelleyen (3-laktam gibi antibiyotikler ile
kombine edilirse zedelenen hiicre duvarindan daha kolay gegerken, olusacak
sinerjistik etki ile MiK degerleri énemli dlglide diisecektir (40, 41, 42).

7.1.3. Trimetoprim-Sulfametoksazol direnci

Enterokoklarin eksojen kaynakli  folik asiti kullanma yetenekleri
oldugundan TMP-SMX’e interensek olarak direnglidirler. Codu enterokok
susu TMP-SMX’e in-vitro duyarli gorllse de, in-vivo sartlarda etkisiz
olduklarindan antibiyotik duyarlilik testlerinde TMP-SMX kullaniimamalidir (4
40).

7.1.4. Diger antibiyotikler

Enterokoklar linkozamid ve klindamisine karsi dusuk dizeyde
intrensek direng gOsterirler. E. faecalis intrensek olarak
quinupristin/dalfopristine direnclidir. E. gallinorum, E. casseliflavus ve E.
flavescens vankomisine dusik dizeyde interensek direng gosterir (4, 40).

7.2. Eksterensek (kazaniimig) direng

Enterokoklarda, c¢ogu antibiyotige karsi kazanimis direng
mekanizmalari bulunmaktadir. Bu direng tipi genellikle DNA mutasyonu veya
yeni bir DNA segmentinin transferi sonucu gelisir. Olusan direncli genler
enterokoklar arasinda veya baska mikroorganizmalara transfer edilebilir.
Enterokoklarda DNA segmenti transferinden en sik sorumlu olan mekanizma

konjugasyondur (4, 40).

16



7.2.1. B-laktam direnci

B-laktam antibiyotik direnci enterokoklarin  tipik  6zelligidir.
Enterokoklarda [-laktam antibiyotiklere karsi kazanimis direng iki ayri
mekanizma ile agiklanmaktadir. Birinci mekanizma, kromozomal olarak
dusuk afiniteli PBP5 miktarinin artmasiyla penisilinin htcre igine girisinin
azalmasidir. Penisilin direnci, PBP5 miktari ile dogru orantilidir ve siklikla E.
faecium suglarinda goralur (4, 42).

B-laktam  grubu antibiyotiklere  karsi kazanilmis  direng
mekanizmalarinin ikincisi ise B-laktamaz Uretimidir. [B-laktamaz Gretemi ilk
olarak 1981 yilinda Murray ve arkadaslari tarafindan ABD’de tanimlanmigtir.
B-laktamaz Uretimi enterokoklarda nadiren gortlen bir 6zelliktir. Daha ¢ok E.
faecalis suslarinda goérilmekle birlikte E. faecium suslarinda da gdsterilmistir.
B-laktamaz Ureten enterokok suslarinin gogunda ylksek dizeyde gentamisin
direnci de tespit edilmigstir (45, 46).

Enterokoklarda B-laktamaz enzimini kodlayan gen, transfer edilebilen
bir plazmid uzerindedir. Yapilan arastirmalarda [(-laktamaz ve
aminoglikozidleri inaktive eden enzimleri kodlayan genlerin, ayni plazmidde
bulundugu gdsterilmistir (47).

Enterokoklardaki B-laktamazlar penisilin, ampisilin, piperasilin ve
diger Ureidopenisilinleri  hidrolize eder. Ancak penisilinaza direngli
penisilinleri, sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez. Stafilokoklardaki [-
laktamaz uUretimi induklenebilirken, enterokoklarda farkli olarak konstitif,
dUsuk seviyede ve inokUlim bagimhdir (4, 41, 42).

izole edilen enterokoklarin tama yakini, B-laktamlara, vankomisin ve
teikoplanin dahil hiucre duvarina etkili ajanlara kargi tolerandir. Kisa sureli
maruziyet sonucu hizla tolerans gelismektedir. Bu nedenle bu ajanlar
enterokoklara karsi bakteriyostatik etkilidir. Uriner sistem enfeksiyonlari gibi
bazi enfeksiyonlarda bu antibiyotikler tek basina kullanilabilir. Ancak
menenijit, endokardit gibi bakterisidal aktivitenin gerektigi enfeksiyonlarda
kombinasyon tedavisi kullanmak gerekir. Bu antibiyotiklerin
aminoglikozidlerle kombinasyonu sinerjistik bakterisidal etki gostermektedir
(25).
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7.2.2. Aminoglikozid direnci

Enterokoklarda Ilimli seviyede aminoglikozid direnci (MiK=62-500
pug/ml) genellikle dusuk permeabiliteden dolayi gelisir. Aminoglikozidlerle [3-
laktam grubu antibiyotikler kombine edilerek bu tip direng asilabilir.
Enterokoklar, aminoglikozidlere karsi ylksek dizeyde direng (MiK>2000
pg/ml) kazanabilirler. Bu tlr bakterilerde aminoglikozidler ile duvar sentezini
inhibe eden bir antibiyotigin kombinasyonu sonucu elde edilen sinerjistik etki
kaybolmustur. Yiuksek dizeyde aminoglikozid direnci iki farkli mekanizma ile
meydana gelebilir:

a) Ribozomal direng: Ribozomlardaki baglanma bdlgesinin
degismesi sonucu olusur. Yalnizca streptomisine karsi gelisen direngten
sorumludur. Transfer edilemez ve nadir gorulen bir direng tlradur.

b) Aminoglikozidleri inaktive eden enzimlerin sentezi: Duyarl
suslara transfer edilebilir. Bu nedenle hizla yayilir ve en sik gorilen direng
mekanizmasidir. Bu enzimler ile iligkili genler plazmid veya transpozonda
yerlesmistir (41).

Enterokoklarda gentamisin ve streptomisine karsi gelisen direng farkli
mekanizmalarla olugsmaktadir. Bu nedenle iki ajanin da duyarlilik testlerinde
kullaniimasi 6nemlidir. Gentamisine yuksek dizeyde direngten sorumlu olan
enzim bir flizyon proteinidir. iki aktif bdlgesi vardir ve hem 6’-asetiltransferaz
hem de 2"- fosfotransferaz aktivitesine sahiptir. Bu nedenle streptomisin
disindaki tum aminoglikozidlerin sinerjistik etkisini ortadan kaldirir. Bu
enzimler genellikle konjugatif plazmidler tarafindan kodlanir. Gentamisine
yuksek duzeyde direng goOsteren bir sus, streptomisin disinda tim
aminoglikozidlere yuksek dlizeyde direncli kabul edilir (38, 48, 49).

7.2.3. Kloramfenikol direnci

Yapilan  gesitli  galismalarda  enterokoklarin %20—-42’sinin
kloramfenikole direncli oldugu tespit edilmistir. Direngten en sik sorumlu
mekanizma, plazmid Uzerinde “cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil
transferaz Uretimidir. Efluks mekanizmasi da direncte rol alabilen bir diger

mekanizmadir (40).
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7.2.4. Tetrasiklin direnci

Enterokoklarda tetrasiklin grubu antibiyotiklere direngten sorumlu
tetM, tetQ, tetN ve tetL gibi ¢cok sayida gen tanimlanmigtir. tetM geni Tn916
transpozonu Uzerinde tasinir. tetO ve tetN genleri tetrasiklinlerin ribozomlar
Uzerindeki etkisini inhibe ettigi dugunilmektedir. tetL geni ise bir plazmid
Uzerinde tasinir ve mikroorganizma tetrasiklinle karsilastiginda amplifiye
olarak tetrasiklinlerin hicre digina pompalanmasini saglayan aktif transport
sistemini kodlar. Enterokoklardaki tetrasiklin direnci konjugasyon yolu ile
kazanilan direncin tipik ornegidir (21, 40, 41).

7.2.5. Kinolon direnci

Enterokoklarda kinolon direnci gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz)
genlerindeki mutasyonlara bagli olarak geligir (40).

7.2.6. Eritromisin direnci

Enterokoklarda ¢ok sik gorulen bir direng turadidr ve genellikle
rRNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iligkilidir. Metilasyon
nedeniyle eritromisin ribozomlara baglanamaz. Ayni mekanizma,
klindamisine yuksek duzeyde direngten de sorumludur. ermB geni, Tn917
transpozonunun bir pargasi olarak gesitli plazmidler tGzerinde taginabilir. Yine
asetil transferaz veya efluks mekanizmasi sonucu da olusabilir (21, 40).

7.2.7. Oksazolidinon direnci

Enterokoklarlarda ¢oklu ilaca direngli suslarla olusan enfeksiyonlarda
oksazolidinon grubu bir antibiyotik olan linezolid iyi bir segenektir ve siklikla
kullaniimaktadir. Ancak ilk olarak 2002 vyilinda linezolid direngli suslar
bildirilmistir. Linezolid direncinden 23S rRNA V domainindeki mutasyonlar (G-
2576-T) sorumlu tutulmaktadir (40, 50, 51).

7.2.8. Glikopeptit direnci

Enterokok turleri ile olusan enfeksiyonlarinda glikopeptitler siklikla
kullaniimaktadir. Enterokoklarda normal sartlarda peptidoglikan tabakasinin
sentezinde, iki molekul D-Alanin bir ligaz enzimi ile baglanarak “D-Ala-D-Ala”
yI olusturur. Olusan D-Ala-D-Ala, UDP-N-asetil muramil tripeptidine
eklenerek UDP-N-asetii muramil pentapeptit meydana getirir. Bu peptid

olusmaya baglayan peptidoglikana transglikozilasyon yoluyla baglanir ve
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glcune katkida bulunur. Vankomisin ve teikoplanin, bu pentapeptidin D-Ala-
D-Ala terminaline yuksek bir afiniteyle baglanir. Peptidoglikan sentezinin
transglikozilasyon asamasini inhibe eder ve bu prekudrsorler hicre duvari
sentezinde kullanilamaz.

Enterokoklarda glikopeptid direncinin temeli peptidoglikan yan
zincirinde D-Ala-D-Ala yerine D-Ala-D-Laktat veya D-Ala-D-Serin’in ligaz
enzimi ile sentezlenmesidir. Vankomisin ve teikoplanin bu yeni terminale
yuksek afiniteyle baglanamaz ve duvar sentezini inhibe edemez. Hucre
duvari sentezi devam eder ve sonucta glikopeptitlere karsi direng geligir.
Onceleri bu direncin siniflandiriimasi MiK degerleri baz alinarak, fenotipik
olarak yapilmistir. Ginumuzde ise siniflandirma spesifik ligaz genlerinin
varligina gore, genotipik olarak yapilmaktadir. D-Ala-D-Laktat VanA, VanB,
VanD ve VanG tipi direngte sentezlenirken, D-Ala-D-Serin ise VanC ve VanE
tipi direngte sentezlenmektedir (4, 41, 52).

7.2.8.1. Fenotipik direng

Fenotipik vankomisin direnci, 6 farkl tipte (VanA, VanB, Van C, Van
D, Van E ve Van G) olusabilir. VanA ve VanB ilk olarak E. faecium ve E.
faecalis suslarinda tanimlanmistir. Bu diren¢ fenotipleri enterokoklarda
onceden bulunmayan, yeni kazanilmis gen dizilerinden kaynaklanir (4, 41).

Fenotipik VanA tipi direng, glikopeptit ve nonglikopeptit ajanlarla
induklenebilir. Yiiksek diizeyde vankomisin (MiK=64 ug/ml) ve teikoplanin
direnci (MiK= 16 pg/ml) goriilir. VanA direng determinantlari, tim enterokok
suslari arasinda transfer edilebilir (4, 41, 53).

Fenotipik VanB tipi direncte daha ilimli seviyede induklenebilir
vankomisin direnci [MiK=32-64 ug/ml (4-1000 pg/ml)] goriilirken teikoplanine
duyarhdir. VanB sadece E. faecalis ve E. faecium suslarinda tanimlanmistir
(4, 42).

Fenotipik VanC tipi direng ise E. casseliflavus ve E. gallinorum
suslarinda tanimlanmistir. intrensik diisiik seviyede vankomisin direnci
(MiK=4-32 pg/ml) gériiliirken teikoplanine duyarlidir (Tablo-5) (4, 41, 53).

Enterokoklarda fenotipik siniflandirmanin bazi dezavantajlari vardir.
Ornegin VanA fenotipinin genetik gostergeleri E. gallinorum ve diger
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enterokoklarda gorulmektedir (54). Yine VanA tipi diren¢g gosteren bir E.
avium susunda, tipik teikoplanin direnci olmasina ragmen vankomisine daha
disuk diizeyde direng (MiK=16ug/ml) tespit edilmistir. Ayrica mutant VanB
suslarinda teikoplanin direnci goérulebilir. Bu nedenle mutant VanB suslari
fenotipik olarak VanA

suslarindan ayirt edilememektedir. Bu tdr

dezavantajlara ragmen fenotipik siniflandirma, laboratuvarlarda kolay

kullanimi, dustk maliyeti ve genotipik siniflandirma ile uyumlu olmasi

nedeniyle halen kullaniimaktadir (4).

Tablo-5: Enterokoklarda direng fenotiplerinin 6zellikleri

Peptidoglikan Direng Ligaz - . : Transfer o
e - Vankomisin | Teikoplanin P Bulundugu
Prekirsor geninin eni i i edilebilme .
kaynag! g MIK (ug/ml) | MIK (ug/ml) tarler
E. faecium
E. faecalis
D-A| E. casseliflavus
VanA -Ala- E. gallinorum
D-Laktat Kazanimis | vanA | 44 1000 16-512 Evel | E darane
E. mundtii
E. avium
E. faecalis
-Ala- E. casseliflavus
VanB B-ﬁ;?(tat Kazaniimig | vanB 4-1000 0,5-32 Evet E. gallinorum
E. faecium
D-Ala vanCi E. gallinorum
VanC D.Sert Yapisal vanC2 2-32 0,5-1 Hayir E. casseliflavus
-Sern vanC3 E. flavescens
VanD g:ﬁgla(-tat Kazanilmis | vanD 64-256 4-32 Hayir E. faecium
VanE Bg':rm Kazanimis | vanE 16 05 Hayir E. faecalis
VanG Bﬁﬁd at Kazanimis | vanG 16 0,5 Hayir E. faecalis

7.2.8.2. Genotipik direng

7.2.8.2.1. VanA tipi direng: Tum glikopeptid direng tipleri arasinda
en ayrintili olarak incelenen ve en sik karsilagilan direng tartdur. Hem
vankomisine (MiK=64 pg/ml) hem de teikoplanine (MiK=16 ug/ml) yiiksek
dizeyde diren¢ sézkonusudur. VanA gen kimesinin hem transfer edilebilen
hem de transfer edilemeyen plazmidler ve bakteriyel kromozomlar Uzerinde
bulunabildigi bildirilmistir. VanA direncinden sorumlu esas yapi Tnl1546

transpozonu ve bu transpozonla iligkili elemanlar Gzerinde taginan VanA gen
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kimesidir. Tn1546 transpozonu 9 ayri gen igcermektedir (Sekil-2). Bu
genlerden Tnp ve Res, Tnl546’nin transpozisyonundan sorumludur. Diger
genler olan VanR, VanS, VanH, VanA, VanX, VanY ve VanZ ise glikopeptid
direncinden sorumludur. Bu genler E. faecium’da siklikla bir plazmid Gzerinde
bulunan Tnl1546'da yerlesmektedir. Bu genlerin ekspresyonu sonucu,
peptidoglikan prekursorlerin terminalinde D-Ala-D-Ala yerine D-Ala-D-Laktat
sentezlenmekte ve vankomisin bu bilesige daha dusuk affinite ile
baglanmaktadir (4, 52, 53).

VanR ve VanS proteinleri iki komponentli bir regulator sistem
olusturur. Bu sistem VanH, VanA ve VanX gen kimesinin transkripsiyonunu
dizenler. Bu duzenlemede VanS, sensor gendir. Glikopeptitlerin ortamdaki
varligini algilayarak VanS protenini kodlar ve sinyal iletimini saglar. VanR ise
regulatdr gendir ve diger diren¢ genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunda
gbrev alan VanR proteini kodlar. VanS, VanR ye sinyal verir. Buna bagli
olarak VanR hem kendi promoter bdlgesini hem de VanH, VanA, VanX gibi
direncte yer alan genlerin promoter bdlgesini aktive eder. Bu aktivasyon
sonucunda genlerin transkripsiyonu gergeklesir. VanA tipi dirence sahip olan
enterokok suslarinda vankomisin ve teikoplanin transkripsiyonu indtklenebilir
olmakla birlikte kesin sinyaller halen bilinmemektedir.

VanA’'nin kodladidi bir ligaz proteini D-Ala-D-laktat olusumunu saglar.
VanA tek basina vankomisin direncini saglayamaz. Enterokoklar, D-laktat
sentezlemek igin VanA igin substrat uUretiminde gerekli olan vanA operonu
icindeki genleri kazanmalidir. VanH, piruvattan D-Laktat sentezini saglayan
bir dehidrogenaz enzimini kodlayarak D-laktat havuzunun olusumunu saglar.
VanX, bir D,D-dipeptidaz enzimi olan VanX proteinini kodlar. Ortamda
bulunan D-Ala-D-Ala’nin dogal bir ligaz yardimiyla hidrolizinden sorumludur.
D-Ala-D-Laktata kargi aktivite géstermez. VanY, D,D-karboksipeptidaz olan
VanY proteini kodlar. Peptidin sonundaki D-Ala’yi ayirarak pentapeptit
sentezini azaltir ve 1liml seviyede diren¢ saglar. VanZ, teikoplanin MiK
degerini 1mli diizeyde arttirir ama vankomisin MiK degerini arttirmaz. VanY

ve VanZ dirence katkida bulunabilir ama direng igin zorunlu degildir (4, 52).
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( Essential for resistance )
Tnp Res

vanR

vanS

Transposition

Regulation vanX

Manufacture
of depsipeptide

vanY
Cleavage vanZ

of dipeptide
Cleavage

of pentapeptide Teicoplanin

resistance

Sekil-2: VanA operonunun yapisi.

VanA geni ilk olarak E. faecium’da, daha sonra basta E. faecalis
olmak Uzere, E. durans, E. gallinorum, E. avium, E. mundtii, E. casseliflavus
ve E. raffinosus gibi diger enterokok turlerinde belirlenmistir (55, 56).

Avrupa’da en ¢ok VanA tipi direng gorulmektedir. ABD’de de VanB
suslarl yaygin olmasina ragmen halen VanA daha baskin direng tipidir.
VanA ligaz geni enterekok turlerinin buylk kisminda bulunmakla birlikte
Corynebacterium spp, Arcanobacterium haemolyticum ve Lactococcus spp
gibi enterokok disi turlerde de bulunmaktadir (4, 52, 53).

7.2.8.2.2. Van B tipi diren¢: Enterokoklarda VanB tipi glikopeptid
direnci VanA ligaza yapisal olarak benzerlik gésteren VanB ligaz ile olusur.
VanB proteini D-Ala-D-Laktat pentapeptidinin olusumuna yardimci olur.
Kromozomal yerlegimlidir. Ancak Tnl1547 ve Tn5382 trnspozonu veya
plazmid Uzerinde de tasinabilir, transfer edilebilir. VanA operonunda yer alan
VanZ disindaki diger alti gen VanB de bulunmaktadir. Bu genler; vanHg,
vanXg, vanYg, vanRg ve vanSg ile gosterilir. Vankomisin direng duzeyi ise
D,D-dipeptidaz (VanXg) aktivitesinin duzeyi ile iligkilidir (4, 41).

VanB gen kimesinde gorevi tam olarak anlasilamayan VanW geni
mevcuttur. VanRg - VanSg sistemi vankomisin tarafindan indiklenirken
teikoplanin tarafindan indiklenmez. VanB tipi direngte vankomisine degisken
diizeyde direnc (MiK=4-1000 pg/ml) gérilir. Bu suslar teikoplanine
duyarhdir. Ancak vankomisin tarafindan indiklenmis suslarda teikoplanine de
direng gelistigi bildirilmigtir. Bu suslarda glikopeptid tedavisi altinda
teikoplanin direnci gelistigi de gosterilmistir.
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VanB tipi direng esas E. faecalis ve E. faecium suslarinda
tanimlanmis olmakla birlikte nadir olarak E. casseliflavus, E. gallinorum ve
enterokok digi bazi turlerde de bildirilmistir (4, 55, 56).

7.2.8.2.3. VanC tipi direng: E. gallinorum, E. casseliflavus ve E.
flavescens suslarinda gorulen intrensek bir direng turadar. VanC geni bu
suslarda hemen her zaman bulunur. VanC tipi direng yapisaldir,
induklenemez ve transfer edilemez. VanC-1, VanC-2 ve VanC-3 olmak Uzere
U¢ alt tipi bulunmaktadir. VanC-1 E. gallinorum’da, VanC-2 E.
casseliflavus’ta, VanC-3 ise E. flavascens’te daha sik goérulur. E.
casseliflavus/VanC-2 ile E. flavescens/VanC-3’Un %98 oraninda benzer
oldugu gosteriimis ve ylksek olasilikla ayni tara temsil ettigi kabul
edilmektedir. VanC tipi direngte vankomisine dusiik diizeyde direng (MiK=8-
16 pg/ml) varken, teikoplanine duyarlidir.

E. gallinorum’un VanC ligazi, D-Ala-D-Ala yerine, D-Ala-D-serin ile
sonlanan pentapeptid olusumunu saglar. D-Alanin yerine D-serin gegisi,
vankomisine affiniteyi azaltir. Olusan peptidoglikan yapisindaki D-Alanin ile
D-Serin orani, VanC tasiyan VRE suslari arasindaki vankomisin direng
farkliigina yol acar. D-Ala-D-Alanin oraninin yiiksek olmasi diisik MiK
degerlerini, D-Ala-D-Serin oraninin yiiksek olmasi ise yiiksek MIK degerini
aciklayabilir (4, 40, 53-56).

7.2.8.2.4. VanD tipi direng: Cok az sayida E. faecium susunda
tanimlanmis yeni bir direng tipidir. VanD geni kromozomal yerlesimlidir ve
konjugasyonla transfer edilemez. VanA ve VanB ligaz genlerine %67
oraninda benzerlik gbéstermesine ragmen VanD suslarinda D,D-dipeptidaz
aktivitesi belirlenememis, dugsuk duzeyde karboksipeptidaz aktivitesi tespit
edilmistir. D,D-dipeptidaz aktivitesi bulunmamakla birlikte VanXp, VanRp,
VanSp, VanHp genleri, VanD gen kiimesini olusturmaktadir. VanD direncinde
hem vankomisine (MiK=64-256 ug/ml) hem de teikoplanine (MiK=4-32 ug/ml)
direng vardir (4, 40, 57).

7.2.8.2.5. VanE tipi direng: Bu direng tipi ilk olarak E. faecalis
BM4405 izolatinda tanimlanmigtir. Vankomisine duguk duzeyde direngli
(MiK=16 pg/ml) iken teikoplanine duyarlidir (MiK=0,5 pg/ml). VanE geni
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kromozom Uzerine lokalizedir ve transfer edilemedigi bilinmektedir. Bu diren¢
turd, VanC tipi dirence benzerlik gosterir. Ancak VanE tipi direncin genetik
belirleyicisi farkhdir ve intrensek bir direng tipi degildir (57).

7.2.8.2.6. VanG tipi direng: Bu direng tipi ilk olarak E. faecalis
WCH9 susunda tanimlanmistir. Vankomisine dusuk duzeyde direngli
(MIK=16 pg/ml) iken teikoplanine duyarlidir (MiK=0,5 pg/ml). Nadiren gériilen
bir direng tipidir ve transfer edilemez (57).

7.2.8.2.7. Vankomisine bagimh enterokoklar (VBE): Bazi VanA ve
VanB tipi VRE suslarinda olusan vankomisin bagimhligidir. Bu enterokoklar
uremeleri icin vankomisine ihtiya¢ duyarlar. Vankomisin tedavisi altindaki
hastalardan alinan primer kultirlerde daha ¢ok VanB tipi dirence sahip
enterokoklarin Uredigi rapor edilmistir. Bu izolatlarin subkulttrleri yapildiginda
ureyememekte ancak vankomisin diski ¢cevresinde veya vankomisin igeren
besiyerlerinde Ureyebilmektedir. Bu izolatlarda dogal ligaz genlerinde
mutasyon sonucu D-Ala-D-Ala’nin normal uretimi olmaz. Vankomisin, D-Ala-
D-Laktat olusumunda rol alan dehidrogenaz (VanH) ve ligaz (VanA veya
VanB) sentezini indUkler. Olusan D-Ala-D-Laktat hicre duvari sentezinde
kullanihir.  Vankomisin uzaklastirildiginda D-Ala-D-Laktat daha fazla
sentezlenmez. Ortamda D-Ala-D-Ala veya D-Ala-D-Laktat olmadan htcre
duvari sentezi gerceklesmez. Sonugta bakteri cogalmaya devam edemez.

VBE'lerden E. faecalis ile E. faecium kan, idrar ve diskidan izole
edilmistir. Sonralari VBE’ler vicudun cesitli bolgelerinden izole edilmistir.
izole edilen hastalarda vankomisin veya genis spektrumlu bir antibiyotik
tedavisi ve daha Once izole edilmis bir VRE hikayesi mevcuttur. VBE’lerin
pulsed field gel elektroforezi (PFGE) ile VRE’'ye benzer DNA paternine sahip
oldugu gosterilmistir (4, 58).

8. Enterokok Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Enterokoklar, insan ve hayvan gastrointestinal sisteminin dogal
uyesidir. Dogada; toprak, su, bitki, kuglar, bocekler ve memelilerde yaygin
olarak bulunurlar. insanlarda, esas olarak gastrointestinal florada

bulunduklari igin, gerek hastane, gerekse hastane disi ortamda endojen
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kaynakli enfeksiyonlara yol ag¢maktadirlar. E. faecalis diger enterokok
turlerine gore diskida daha yuksek oranda bulunur (15).

Enterokoklar ¢evre kosullarina oldukga dayanikli olmalari nedeniyle
her ¢esit ortamda canliliklarini strdarebilirler. Steteskop, kapi tokmagi, yatak,
komidin gibi birgok cansiz nesne Uzerinde uzun sure canlihidini korurlar. Bu
nedenle enterokoklar gerek cansiz nesneler araciligiyla, gerekse sagdlik
personelinin kontamine olmus elleriyle hastadan hastaya tasinarak hastane
salginlarina yol agabilmektedir (59).

Son yillarda yapilan epidemiyolojik calismalarda, enterokoklarin
hastadan hastaya ve hastaneler arasi yayllmasinda énemli risk faktoru olarak
bu bakterilerin normal barsak florasinda bulunmasi gosterilmistir. Bu
calismalarda nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan enterokok turleri, saglik
personelinin ellerinden, hastane ve bakim evlerindeki ¢evresel kaynaklardan
izole edilmigtir (60, 61)

Avrupa Ulkeleri ve ABD’deki hastanelerde vankomisin’in yaygin
olarak kullanilmaya baslanmasi sonucunda glikopeptidler basta olmak Uzere
B-laktam ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi direngli cok sayida klinik
izolat ve olgu bildirimi yapilmistir. Ozellikle VR E. faecium suslarinin klonal
seleksiyona ugrayarak hastane ortamina hakim oldugu, hastane
enfeksiyonlarindaki insidansinin hizla arttigi tespit edilmistir (4). Avrupa’da
cesitli hayvan kaynaklarindan ve lagimlardan VRE izolasyon sikligi oldukga
yuksektir. Bunun nedeninin bu Ulkelerde kullanilan hayvan yemlerine
avoparsin (glikopeptit tlrevi) konmasi oldugu distnilmektedir (62, 63).
Avrupa Birligi Ulkelerinde toplumdaki VRE rezervuarinin hastaneler igin bir
tehdit olusturabilecegi endisesi ile 1997 yilinda hayvan yemlerine avoparsin
eklenmesi yasaklanmigtir (15).

CDC verilerine goére, 1990 - 1992 vyillari arasinda hastane
enfeksiyonlar icerisinde enterokoklarin yaklasik %10’luk bir insidans ile
Uclnclu sikhkta yer aldigi bildiriimigtir. Bildirimi yapilan bu verilerin farkli
hastanelerde yapilan g¢alismalarin sonuglari oldugu, enterokoklarin hastane
kokenli bakteriyemilerde %9, cerrahi yara enfeksiyonlarinda %13, Uriner
sistem enfeksiyonlarinda %12 - 16 gibi bir orana sahip olduklari belirtilmistir.
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Ayni bildiride bu enfeksiyon etkenlerinden %60’tan fazlasinin ekzojen
kaynakli oldugu ve vyarisindan fazlasinin da yogun bakim Unitelerinde
goraldugu belirtilmistir (4, 7, 64).

NNIS verilerine gore; 1989 -1997 yillari arasinda yogun bakim
unitelerindeki nozokomiyal enfeksiyonlarda VRE izolasyon oranlarinin
%0.4'ten %23.2’ye, diger Unitelerde %0.3’ten %15.4’e yukseldigi bildirilmistir
(65). Yine NNIS verilerine gore 1998 yilinda yogun bakim Unitelerinde
gorulen hastane enfeksiyonlarindaki VRE insidansi %22,6, 1999 yilinda %25
ve 2003 yilinda ise %28,5 olarak bildirilmistir. Bu bildirimler disinda genel
olarak ABD’de 2000’li yillarin baslarinda hastane enfeksiyonlarinda VRE
insidansinin  %25'in Uzerine ¢iktidl, hastanede yatan hastalarda VRE
kolonizasyon oraninin ise %5 - 18 arasinda dedistigi, ancak hastane
digindaki populasyonda intestinal kolonizasyon olmadig: bildirilmistir (66, 67).

European Antimicrobial Surveillance System (EARSS) 1998
verilerine gore bakteriyemiye sebep olan E. faecium izolatlari arasinda en
yiksek vankomisin direng orani Iingiltere’de %24 ve italya’da %10 olarak
bildirilmistir. Ancak ayni sistemin 2007 verilerine gore en dusik VRE
insidansi iskandinav Ulkelerinde %1 olarak verilirken, Yunanistan ve Portekiz
gibi Ulkelerinde VRE oraninin %45’in Gzerine ¢iktidi belirtiimistir. Almanya’da
EARSS verilerine gére 2001 yilinda VR E. faecium’larda %1 olan bu oran
2007 yilinda %15’e ¢cikmistir. VR E. faecalis orani ise %1’in altinda kalmistir.
Fransa’da 2005 yiinda VR E. faecium orani %5 olarak bildirilmistir.
ingiltere’de 2007 yilinda enterokoklarin sebep oldugu bakteriyemilerde VRE
orani %8,5 - 12,5 arasinda bulunmustur. Bu oran E. faecium igin %20 - 25, E.
faecalis igin %1,6 - 2,5 olarak bildirilmistir. irlanda’da 2005 yilinda VR E.
faecium orani %30 - 35, VR E. faecalis orani ise %5’in altinda bildirilmigtir.
italya’da 1995 yilinda VR E. faecium orani %9 iken, 2001 yilinda %15,
2003 yilinda %24’e ¢ikmig, 2007 yilinda ise %11 olarak bildirilmistir. VR E.
faecalis orani ise %5'in altinda kalmistir (9).

Ulkemizde yapilan, yenidoganlarda fekal VRE tasiyicilik orani ve bu
tasiyiciligin hangi faktérle etkilendigini arastiran, 110 rektal strinti érneginin
incelendigi bir calismada %7 oraninda VRE susu izole edilmistir. Bu

27



calismada uzun sureli antibiyotik kullanimi ve dusuk dogum agirligi en 6nemli
risk faktorleri olarak tespit edilmistir (68).

Tarkiye'de vankomisine direngli ilk E. faecium susu 1998 yilinda
Akdeniz Universitesi'nde Vural ve ark.lari tarafindan bildirilmistir. Bu sus,
malign histiyositozis tanisi almis bronkopulmoner enfeksiyonu olan 11 aylik
bir cocuktan, 15 gun arayla alinmis iki ayri plevra sivisindan izole edilmigtir
(69). Bunu 1999 yilinda Istanbul Universitesi ve Ankara Giilhane Askeri Tip
Akademisinden bildirilen suslar izlemistir (70). 2003 yili itibariyle VRE sorunu
ile kargilagsan merkez sayisi on’'u asmis, gunumizde bu konuda problem
yasamayan merkez neredeyse hi¢ kalmamistir (71). Son zamanlardaki
gelismeler ve veriler enterokoklarda glikopeptid direncinin yakin bir gelecekte
Ulkemizde de ciddi bir sorun olarak karsimiza gikabileceginin habercisidir. Bu
nedenle risk faktorlerinin, diren¢g saptama/tarama ydntemlerinin, kontrol
Onlemlerinin iyi bilinmesi ve uygulanmasi gerekmektedir (15).

9. VRE Kolonizasyonu ve Risk Faktorleri

VRE enfeksiyonu ve kolonizasyonu nozokomiyal enfeksiyon
acisindan 6énemli bir sorundur. Higbir semptoma yol agmayan kolonizasyon
uzun sure devam edebilir. Bu da diger hastalara ekzojen kokenli VRE gegisi
icin bir kaynak olusturabilir. VRE kolonizasyonu igin risk faktorlerini
arastirmak amaciyla bir ¢cok calisma yapilmistir. Bu ¢aligmalarda en onemli
risk faktorlerinden biri olarak bazi antibiyotiklerin (6zellikle vankomisin, 3.
kusak sefalosporinler, anti-anaerob antibiyotikler, kinolonlar) kullanimi oldugu
bulunmustur. Hastanede kalig suresinin uzun olmasi ekzojen kokenli
kolonizasyon igin énemli bir risk faktértdur. Kolonize hastalarin gikartilari ile
direkt veya indirekt temas sonucu kolonizasyon riski artar. Yine hastane
personelinin kontamine olmus elleri bir bagka risk faktétudir. Hasta ile direkt
veya indirekt iligkili malzemeler (direkt uygulanan glukometre, termometre,
tansiyon aleti, elektrokardiyografik monitor, steteskop gibi noninvaziv aletlerin
yaninda, telefon, anahtar, kapi, kapi kolu, pencere, yer désemesi, yatak,
carsaf, karyola demiri ve komidin gibi malzemeler, intraven6z kateterler,
fleksible skoplar gibi invaziv arag uygulanan hastalarda) yoluyla temasa bagl

olarak kolonizasyon ve enfeksiyon riski artar. VRE'lerin bu malzemelerin
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tzerinde 3-15 giin enfeksiyon yetenegini stirdiirdiigi gosterilmistir. Ishali olan
VRE kolonize hasta odasindaki kontaminasyonun daha yogun oldugu
bilinmektedir. Hastalardaki ekzojen kokenli VRE kolonizasyonu, hastaneden
ciktiktan sonra da aylarca devam edebilmektedir (4, 72).

Ekzojen temasta VRE ile kolonizasyon sikhg@i, maruziyetin siresi,
konagin duyarlihgi, maruz kalinan VRE miktari, bakteri virilansi ve
kolonizasyon risk faktorlerinin varligina bagl olarak degisir. VRE ile endojen
kokenli enfeksiyon gelisimi ise mikroorganizmanin intestinal sistemden
translokasyonu sonucu olusur. Aktif surveyans kultirleri ile VRE
kolonizasyonunun takibi, 6zellikli birimlerde endojen ve ekzojen kaynakh
enfeksiyonlarin kontrolinde dnemlidir (36, 72).

VRE kolonizasyonunda hastaya ait faktorler de dnemlidir. Altta yatan
ciddi kronik hastaliklarin olmasi, uzun sureli ve genis spektrumlu
antibiyotiklerin kullanilmasi, solid organ transplantasyonu vyapilanlar ve
hematoloji hastalari VRE kolonizasyonu igin ylksek risk olustururlar. Genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi, intestinal florada duyarl bakterilerin yok
olmasina ve VRE gibi direncli bakterilerin segilerek kolonizasyonuna sebep
olur. Yine uzun sireli bakim Unitelerinde kalan kisiler, saglik ¢alisanlari ve
bunlarin ev halki da VRE kolonizasyonu ve enfeksiyonu igin risk gruplardir.
Cerrahi reeksplorasyon yapilan, hastanede servisler arasi transfer edilen,
enteral beslenen, sikralfat kullanan, VRE kolonize hastalarla ayni odada
takip edilen ve VRE vakasina bakim hizmeti veren bir saglik personeli
tarafindan bakim hizmeti alan hastalarda kolonizasyon veya enfeksiyon riski
artmistir. Oral vankomisin kullanimi da VRE kolonizasyonu igin diger bir risk
faktoradar. Bu nedenle antibiyotik iligkili ishal tedavisinde oral vankomisin
tedavisi 6nerilmemektedir (4, 72).

Yapilan calismalarin sonuglarina gére VRE risk faktorleri asadida
Ozetlenmistir.

a. Demografik risk faktorleri

1. Hastanede veya yogun bakim tnitesinde (YBU) yatis

2. VRE ile kolonize ya da enfekte hastanin yakininda bulunma

3. VRE kolonize hastaya bakim veren bir hemsireden bakim alma
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. Hastane icinde bir servisten digerine transfer edilme

. VRE ile kontamine olmus tibbi aletlere maruz kalma

. Altta yatan hastaligin agirligi ile ilgili risk faktorleri
. Yuksek APACHE Il skoru

. Bébrek yetmezligi

. Yakin zamanda ameliyat gegirme

4
5
b
1
2
3
4. Clostridium difficile’ye bagli kolit
5. Hepatobilier hastalik
6. Immlnsiprese veya organ alicisi olmak
7. Enteral beslenme, sukralfat kullanimi
c. Antimikrobiklerle ilgili risk faktorleri
1. Antibiyotik tedavisinin suresi ve miktari
2. Kullanilan antibiyotikler (Vankomisin, 3.kusak sefalosporin,

antianaerob

antibiyotik, kinolon, aztreonam)

3. Operasyon dncesi barsak hazirligi

10. Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar

Son yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar belirgin
sekilde artis gostermis olup, enterokoklar 6zellikle hastane enfeksiyonlari
etkenleri arasinda 6n sirada yer almaya baslamistir. Uriner sistem
enfeksiyonlari  enterokoklarin etken olarak en sk rapor edildigi
enfeksiyonlardir. TUm enterokok enfeksiyonlarinin %80-90’inda etken E.
faecalis, %5-10 kadarinda etken E. faecium‘dur. E. durans, E. casseliflavus,
E. raffinosus, E. gallinorum, E. mundtii, E. flavescens, E. avium ve E. hirae
gibi diger enterokok turleri hastane enfeksiyonlarda etken olarak nadir izole
edilmektedir. Son yillarda hastane enfeksiyonu etkeni olarak c¢oklu ilaca
direngli E. faecium suslarinda artis saptanmistir. E. malodoratus, E.
pseudoavium ve E. sulfureus tirleri ile PYR testi negatif olan ve atipik
enterokoklar olarak adlandirlan E. columbae, E. cecorum ve E.
saccharolyticus turleri hentz insanlardan izole edilmemigtir (73).

1. Uriner sistem enfeksiyonlari: Enterokoklar, insanlarda en sik

uriner sistem enfeksiyonlarina neden olur. Bu enfeksiyonlarin buyuk bir kismi
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da hastane kaynaklidir. Uriner sistemde hastane kokenli VRE'ler, komplike
olmayan sistit, pyelonefrit, prostatit ve renal abselere neden olabilir. Uriner
kateterizasyon en sik gorilen risk faktéridur. Uriner sistem anomalileri,
cerrahi girisim ve antibiyotik kullanimi da diger risk faktorleri arasinda yer
almaktadir. (72, 74).

2. intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlar: Enterokoklar, barsakta
bulunan diger aerob ve anaerob bakterilerle birlikte polimikrobiyal floranin bir
parcasidirlar. Bu nedenle bu enfeksiyonlar da genellikle polimikrobiyaldir.
intraabdominal enfeksiyonlar enterokoklarin ikinci siklikta izole edildikleri
enfeksiyonlardir. Bu enfeksiyonlarda Escherichia coli veya Bacteroides
spp.’'ye gore daha az oranda bakteriyemi yaparlar. Enterokoklarin mikst
intraabdominal ve pelvik enfeksiyonlardaki rolli tam olarak aydinlatilamamis
olmakla birlikte nefrotik sendrom veya sirozlu hastalarda gelisen spontan
bakteriyel peritonit etkeni olarak izole edilebilmektedir. Yine periton dializi
uygulanan hastalarda gelisen intraabdominal enfeksiyon veya abselerde tek
mikroorganizma olarak izole edilebilmektir. Salpenijit, endometrit, sezeryan
sonrasi abse gelisimi gibi pelvik enfeksiyonlara da yol agabilmektedirler (41,
74).

3. Bakteriyemi: Bakteriyemi enterokoklarin tGglncu siklikta neden
oldugu enfeksiyonlardir. %78'i nozokomiyaldir. Hastane enfeksiyonlari
icerisinde giderek artan oneme sahip olan VRE bakteriyemileri, hastene
kokenli tim bakteriyemiler icerisinde Avrupa’da 4. ABD’de ise 3. siklikta
go6rilmektedir. Olgularin %21-45’i polimikrobiyaldir ve blylik ¢odunlugunda
uriner veya intravaskiiler katater bulunur. intraabdominal, biliyer, pelvik veya
yara enfeksiyonlari da kaynak olabilmektedir. Solunum yolu enfeksiyonlari
ise enterokok bakteriyemilerine nadiren sebep olur. Hemodiyaliz, organ
transplantasyonu, kortikosteroid kullanimi, kemoterapi, cerrahi girisimler,
ciddi hastaliklar, uzun sureli antibiyotik kullanimi, notropeni ve mukozit
enterokok bakteriyemilerinin diger risk faktorleridir (74, 75). Enterokok
bakteriyemiye bagh, mortaliteyi degerlendirmek zordur. CUnkl hastalarin
cogunda altta yatan ciddi bir hastalik vardir. Ancak bdyle durumlarda
mortalite %50’nin Gzerine ¢ikmaktadir (76).
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4. Endokardit: Enterokoklar, bakteriyel endokarditlerin % 5-15'in
nedenidir. S. viridans ve S. aureus’dan sonra bakteriyel endokarditlerde
rastlanilan en sik G¢lncu 6nemli etkendir. Endokarditlerde en sik izole edilen
enterokok turi E. faecalis’'tir. Endokardit, altta yatan bir kapak hasari,
prostetik kapak, damar i¢i ila¢ kullanimi gibi predispozan faktorlerin
varliginda gelisebilecegi gibi, hazirlayici bir faktér olmadan da gelisebilir.
Hastallk daha ¢ok cerrahi yolla veya cesitli maniplasyonlarla bakterinin
GiS’ten veya gogunlukla genitolriner sistemden translokasyonu ile endojen
kaynakli olarak gelisir. Siklikla subakut baslangi¢c gostermekle birlikte, akut
olarak da geligebilir. En sik mitral ve aort kapak tutulmaktadir (74-76).

5. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari: Enterokoklar nadiren
selltlit veya derin yumusak doku enfeksiyonlarina neden olurlar. Cerrahi yara
enfeksiyonlari, dekubitis Ulserleri ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda diger
bakteriler ile birlikte polimikrobiyal olarak izole edilebilirler. Cok nadir olarak
bakteriyemi yapabilirler (74, 76).

6. Menenjit: Neonatal donem disinda saglikl erigkinlerde
enterokoklara bagli menenijit nadirdir. Genellikle santral sinir sisteminde
anatomik bir defekt, kafa travmasi, gecirilmis beyin ameliyatlari veya
ventrikllo-peritoneal sant gibi predispozan faktorlerin varliginda ortaya
cikabilir. Ayrica bakteriyemiler, Edinsel immiin Yetmezlik Sendromu (AIDS)
ve akut I6ésemi gibi immlnsidpresyonu olan hastalarda VRE menenijiti
gorilebilir. Etken sikhikla E. faecalis olmakla birlikte seyrek olarak E.
faecium’dur (74, 77).

7. Neonatal enfeksiyonlar: Enterokoklar yenidodan igin de dnemli
bir patojendir. Yenidoganda sepsis ve menenjit en sik goértilen enfeksiyon
tipleridir. Suslarin %82’si E. faecalis, %14’0 E. faecium olarak tespit
edilmistir. Bu enfeksiyonlarin gelisiminde distik dogum agirhgi, erken dogum
ve bu donemde yapilan invaziv girisimler, uzun sureli hastanede yatis,
sefalosporin kullanimi 6nemli risk faktorleridir (75).

8. Diger enfeksiyonlar: Enterokoklar diyabetik hastalarda

endoftalmite neden olabilirler. Kronik hastaligi olan ileri yas kisilerde solunum
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sistemi enfeksiyonlarina sebep olabilirken, nadiren periodontitis gibi oral
kavite enfeksiyonlarina da yol agabilir (15, 41).

11. Enterokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Ik secenek antibiyotiklere kargi degisen dizeyde direng gorilmesi
nedeniyle enterokok enfeksiyonlarinda tedavi olduk¢a zor ve karmasiktir.
Uriner sistem enfeksiyonlari, peritonit ve yara enfeksiyonlarinin gogu
ampisilin, penisilin veya vankomisin gibi bir ilagla tedavi edilebilir. Ancak
endokardit, bakteriyemi ve menenijit gibi ciddi enfeksiyonlar tedavide sorun
yaratmaktadir. Bu tur enfeksiyonlarin tedavisi, enterokoklarin duyarli olduklari
hlcre duvarina etkili bir antibiyotik ile yiksek dizeyde direng gostermedikleri
bir aminoglikozid antibiyotigi iceren bakterisidal kombinasyonlar ile saglanir.
Endokardit tedavisinde gunlik gentamisin dozunun iki veya uge, streptomisin
dozunun ise ikiye bdlinerek verilmesi Onerilmektedir. Penisilin alerjisinde
veya penisilinfampisilin direngli suslarla olan enfeksiyonlarda vankomisin ve
aminoglikozid kombinasyonu da sinejistik etki saglar. Ancak, ylksek dizeyde
aminoglikozit ve ampisilin direncine ek olarak vankomisin direnci de hizla
yayllmaktadir. Bagta E. faecium enfeksiyonlari olmak tzere VRE’ler ile olan
enfeksiyonlarin tedavisi problemli hale gelmistir (4).

E. faecalis izolatlarinin gogu ampisiline orta dizeyde duyarlidir. Bu
nedenle bu izolatlarda vankomisin direnci olsa bile tedavileri daha kolaydir.
Ancak E. faecium izolatlari penisilin ve ampisiline daha direnclidir ve
vankomisin direnci de daha sik gortlmektedir (4, 72).

Kloramfenikol: Coklu ilaca direncli E. faecium suslarinda in vitro
etkili olsa da, VRE enfeksiyonlarinin tedavisinde sinirli basari gosterir. VRE
enfeksiyonlarinin  tedavisinde mortalitede azalmaya yol acmadigi
bilinmektedir (4).

Seftriakson: Normalde enterokoklara etkisizdir. Glikopeptit direncini
indukler.  Seftriakson, vankomisin ve gentamisin kombinasyonunun,
glikopeptit direngli E. faecium’larda etkin oldugu bildirilmistir (4).

Siprofloksasin ve diger kinolonlar: Enterokoklara orta derecede

etkili ajanlardir. Uriner enfeksiyonlarlar disinda kullanimlari sinirlidir. Yeni
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florokinolonlar Gram pozitif bakterilere daha yuksek aktivite gosterirler ancak
enterokoklara karsi etkinlikleri azdir (4).

Tetrasiklin: Bazi VRE turlerine etkilidir. Tetrasiklin direnci oldukga
yuksek oranda gorulmektedir. Kombine tedavide doksisiklin ve minosiklin
kullanilabilir. Tetrasiklin derivelerinden olan bakteriyostatik etkili Glisilsiklin,
coklu ilaca direngli enterokoklara ¢ok iyi etkinlik gostermektedir (78).

Fosfomisin: Enterokoklara karsi etkili olmakla birlikte tek basina
kullanildiginda hizla direng gelisir (4).

Nitrofurantoin: Pek g¢ok VRE tiriine karsi etkilidir. Uriner sistem
enfeksiyonlarinda bir se¢enek olabilir (72).

Rifampisin: Zayif bakterisidal etkilidir. Direng gelisiminden dolayi
kullanimi kisithdir (72).

Teikoplanin: Endokardit tedavisinde aminoglikozitlerle kombine
kullanilmasi etkin olabilir (72).

Dalfopristin-quinopristin: Streptogramin grubunda yer alan bir
antibiyotiktir. VR E. faecium suslarina bakteriyostatik etki gosterirken, E.
faecalis suslarina interensek direng sebebi ile etkin degildir (72). Hayati tehdit
eden VR E. faecium bakteriyemilerinin tedavisinde onay almistir. Protez
kapak endokarditi, ventrikulit, katater iligkili peritonitlerde etkin bulunmustur
(4).

Daptomisin: Enterokoklarin butln turlerinde MIK dederi dusuktar.
Tek basina bakterisidal etkilidir. Glikopeptitler ile ¢gapraz direng gortilmez (79).

LY333328 (Oritavansin). Semisentetik bakterisidal etkili bir
glikopeptittir. VRE tlrlerine karsi en etkin ajanlardan biridir. Etki mekanizmasi
tam bilinmemekle birlikte vankomisine benzer oldugu dusiniimektedir.
insanlarda farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri ile ilgili calismalara
ihtiyag vardir (80).

Oksazolidinonlar: Yeni sentetik antibiyotiklerden olan
Oksazolidinonlar, protein sentezini inhibe ederler. Enterokoklara karsi
etkinlikleri ¢ok iyidir. Oksazolidinon grubunda olan Linezolid’in enterokok
enfeksiyonlarinda kullanimi Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
onaylanmigtir (72, 81)
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12. Epidemiyolojik tiplendirme yontemleri

Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli sebeplerinden
biridir. Coklu ilaca direngli suslar siklikla izole edildiginden epidemiyolojik
calismalara ihtiyag vardir. Enfeksiyon kontrolinde bu suslarn tip ve
subtiplerinin belirlenmesi olduk¢ca onemlidir. Ayrica ekzojen yolla olustugu
dusundlen enterokok enfeksiyonlarinin da tipleme ¢alismalari gerekmektedir.
Coklu ila¢g direnci gosteren enterokoklarin ve VRE’lerin giderek artig
gOstermesi, bu suslarin yayilmasi ile olusan nozokomiyal salginlarin
arastiriimasi, gunumuzde oldukga ilgi cekmis ve konuyla ilgili birgok ¢alisma
yapilmistir. Epidemiyolojik incelemelerde kullanilan metotlar, ¢oklu ilag direnci
gOsteren suglarin izlenmesinde, salgin arastirmalarinda, enterokoklarin ¢evre
ve konaklardaki yayilliminin arastiriimasinda kullaniimaktadir.

Enterokok enfeksiyonlarinda epidemiyolojik incelemeler oOnceleri
fenotipik Ozelliklerine gore yapilmaktaydi. Fenotipik yontemler yararli bilgiler
saglamakla birlikte yorumlanmasi gl¢ ve tekrarlanabilirligi dusutktir. Ayrica
zaman alicl ve suslar arasinda ayrim yapmada yetersiz olmalari nedeniyle
epidemiyolojik calismalarda kullanimlari sinirlidir. Son vyillarda molekuler
tekniklerin gelistirimesi ve kullaniimasiyla birlikte fenotipik ydntemlerin
kullanimi da daha yararli bilgiler saglayabilmektedir (82, 83).

Epidemiyolojik arastirmalarda, plazmid profil analizi ve restriksiyon
enzim analizi ilk kullanilan molekller yontemlerdir (82). PFGE ile DNA
restriksiyon endontkleaz profilinin belirlenmesi, enterokok suslarinin ayirt
edilmesinde c¢ok blylk yarar saglamaktadir. Ayrica Multilokus Enzim
Elektroforezi (MLEE), ribotipleme ve AP-PCR veya REP-PCR gibi PCR’a
dayall tiplendirme metotlari da suslar arasindaki genetik iligkinin
arastirimasinda kullanilmaktadir. PCR  UrUnlerinin  dizilenmesi veya
Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm (RFLP) ile incelenmesi de
enterokoklardaki spesifik diren¢ genleri arasindaki farkliliklari gostermede ve
izlemede kullanilabilen yontemlerdir.

Yapilan pek ¢ok arastirmaya goére, genomik DNA’nin Sma1 enzimi ile
kesildigi PFGE ydntemi suslarin ayriminda belirgin avantajlar saglayan,
oldukga yararli bir yontemdir. Gunimuizde halen PFGE en yararli ve en
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guvenilir tek tiplendirme metodudur. Enterokok enfeksiyonlarin epidemiyolojik
incelenmesinde “altin standart” olarak kabul edilmektedir (10, 11, 12, 82, 83).
Sonu¢ olarak enterokoklar igin bir ¢ok tiplendirme teknigi vardir.
Ozellikle genomik polimorfizme dayali cesitli tiplendirme yéntemleri
kullanilarak suslar arasinda yakin iligskinin gostergesine olanak saglanabilir.
Epidemiyolojik yorumlarin aydinlatimasina yardimci olmak igin, farkh
restriksiyon enzimlerinin kullaniimasi veya ek bir molekuler tiplendirme teknigi
ile beraber PFGE kullanimi 6nerilmektedir. Sonuglarin yorumlanmasinda
genel prensip, PFGE profilindeki bant farkliliklarinin incelenmesi temeline
dayanir (82, 83).
13. Korunma ve kontrol onlemileri
Enterokok enfeksiyonlarinin cogu endojen kdkenlidir ve barsaklardan
translokasyon sonucu sistemik enfeksiyonlara donusur. Ancak, hastanelerde
yatan hastalarda direkt ve indirekt yolla da ekzojen kaynakli bulas
mumkuindur. 1980’li yillardan sonra hastane enfeksiyonlarinda VRE gibi ¢oklu
ilag direnci gosteren suglarla olugan enfeksiyonlar artis trendine girmigtir. Bu
nedenle CDC’ye bagli Hospital Infection Control Practices Advisory Committe
(HICPAC) tarafindan VRE vyayihmini kontrol altina alabilmek amaci ile
hastanelerde alinmasi gereken tedbirleri igceren bir rehber yayinlamistir.
HICPAC onerilerine gore alinmasi gereken izolasyon onlemleri
(84).
1. VRE ile enfekte veya kolonize hastalarin tek kisilik odalara ya da
diger VRE pozitif hastalar ile ayni odaya yerlestiriimesi
2. VRE pozitif hastalarin odalarina girerken steril olmayan temiz
eldiven giyilmesi
3. Hasta ile veya hasta odasindaki ylzeylerle temasin fazla
olmasinin beklendigi durumlarda (hastada idrar veya gaita
inkontinansi olmasi, iloestomi, kolostomi veya acgik yara direnajl
varhginda) odaya girerken steril olmayan temiz bir onlik giyilmesi
Onerilmektedir. Bazi merkezlerde bu 6éneri VRE pozitif her hastanin
odasina girerken Onluk giyilmesi seklinde modifiye edilerek
uygulanmaktadir.
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4.

Eldiven ve oOnlugun hasta odasini terk etmeden hemen Once
cikarilmasi ve ellerin antiseptikli bir sabunla ya da su igcermeyen
antiseptik ajanlarla yikanmasi, eldiven ve onluk cikarilip eller
yikandiktan sonra odadaki yuzeylerin higbiriyle tekrar temas

edilmemesi 6nerilmektedir.

VRE enfeksiyonunu ve kolonizasyonunu tanimlamak, onlemek ve

korunmak igin hastanelerde birgok birimin ortak c¢abasi gerekmektedir.

Enfeksiyon Kontrol Komitesi, Antibiyotik Kullanimi Kontrol Komitesi,

Dezenfeksiyon ve Sterilizasyon Komitesi, hastane eczanesi, mikrobiyoloji

laboratuvari, klinik bolimler, mutfak, camasirhane gibi bir cok noktada bazen

ortak, bazen de 6zel uygulamalari icerecek programlar olusturuimahdir. Bu

programda, VRE saptansin veya saptanmasin kontrolli vankomisin kullanimi

en 6nemli kosul olmalidir (70).

Vankomisin kullaniimasi 6nerilen durumlar (84).

1.
2.
3.

B-laktamlara direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar
Penisilin alerjisi olan Gram pozitif bakteri enfeksiyonlari
Antibiyotik kullanimi sonucu olusan, metronidazol tedavisine

cevap vermeyen ve hayati tehdit eden enterokolitler

4. Endokardit riski yuksek olan hastalarin profilaksisi

5. MRSA veya MRSE orani yiksek olan hastanelerde uygulanan

blaylk cerrahi girisimlerden énce profilakside (maksimum iki doz

uygulanmalidir).

Vankomisin kullaniimasinin énerilmedigi durumlar (84).

1.
2.

Rutin cerrahi profilaksi

MRSA orani yuksek olmayan hastanelerde, febril noétropeni
hastalarinda ampirik tedavi

Ayni anda alinmis ¢ift kan kultirinin birinde koagulaz-negatif
stafilokok dremesi

Ampirik olarak baglanan vankomisin tedavisine, kulturde beta-
laktam direngli mikroorganizma izole edilmemis olmasina ragmen
devam edilmesi

Kateter enfeksiyonlarina kargi profilaksi
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GIS’in selektif dekontaminasyonu
MRSA kolonizasyonunun eradikasyonu

Antibiyotik kullanimina bagli geligen kolitlerin baslangic tedavisi

© ® N o

Dusuk dogum agirlikli yenidoganlarin rutin profilaksisi

10. Surekli ayaktan periton diyalizi kullanan hastalarin rutin
profilaksisi

11. Bobrek yetmezligi olan hastalarda 3-laktam antibiyotiklere duyarli
enfeksiyonlarin tedavisi

12. Vankomisin igeren solusyonlarin irrigasyon amaciyla ya da

topikal olarak uygulanmasi.
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GEREG VE YONTEM

1. Bakteriyel izolatlar

Calisma igin 2001-2009 yillari arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’'nda izole
edilen tum VRE suslar incelendi. 257 farkh hastadan alinan dérneklerden,
toplam 664 VRE susu izole edildigi tespit edildi. Her yil, periyotlar halinde
incelenerek izole edilen tum VRE suslari gbézden gecirildi. En fazla
kiimulasyonun oldugu 5 ayri Gger aylik donemden toplam 83 E. faecium susu
secilerek galismaya dahil edildi. Daha az susun izole edildigi, olasi epidemi
disundirmeyen diger donemlerdeki izolatlar g¢alismaya dahil edilmedi.
Calisma Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu'ndan 11
Ocak 2011 tarihinde 2011-2/35 karar numarasi ile alinan onay dogrultusunda

yapildi.

2. Bakteriyolojik caligma

Tur tayini ve vankomisin direncinin tespiti

Calismaya alinan VRE suslarinin izole edildigi 6rneklerin ekimi, tr
dizeyinde identifikasyonu ve glikopeptit direnci laboratuvarda rutin olarak
asagida tanimlanan islemler uygulanarak degerlendirildi.

Rutin taramalar sonucu alinan perianal surtnti 6rnekleri; 6 pg/ml
vankomisin iceren Enterococcosel broth (BD, BBL, Fransa) besiyerlerine
ekildi. 72 saat, 45°C’de inklbasyon slresince besiyerinde siyah renk
olusumu goézlenen dérneklerden %5 Koyun Kanli Colombia agar (BD, BBL,
Almanya) besiyerine pasaj yapildi. ikinci ekim hattina vankomisin diski
konarak 37°C’de bir gecelik inkibasyon sonucunda olusan koloniler
incelendi. Vankomisin diski etrafinda, diske en yakin bdlgede Ureyen ve
enterokok’a benzeyen tek koloni alinip %5 Koyun Kanli Colombia Agara (BD,
BBL, Almanya) tekrar pasajlandi. Yine ekim hattina vankomisin diski konarak
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37°C’de bir gece daha inkube edildi. Vankomisin diskinde direnci gosteren
zon icinde saf halde ureyen enterokok kolonileri Crystal (BD, BBL
CRYSTAL™, irlanda) sistemi ile tiir diizeyinde identifiye edildi. Vankomisin
ve teikoplanin’in E-test yontemi ile duyarliliklari ¢caligilarak glikopeptitlere olan
direncleri dogrulandi.

Rutin tarama kulturleri disinda laboratuvara goénderilen Kklinik
materyallerin (kan, idrar, yara/pu, santral kateter, periton sivisi ve bogaz)
uygun besiyerinde ekimi sonucu izole edilen ve enterokok olarak dusunulen
kolonilerden pasajlar yapilarak saf kulturleri elde edildi. Saf kudltarlerin
identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testleri icin 2001-2003 yillar1 arasinda
Sceptor (BD, Sparks MD, USA) sistemi, 2003 yilindan itibaren ise Phoenix
(BD, Sparks MD, USA) sistemi kullanildi. Tur dizeyinde tanimlanan ve VRE
olarak sonu¢ veren izolatlara vankomisin ve teikoplanin’in E-test yontemi ile
duyarhliklar galisilarak glikopeptitlere olan direngleri dogrulandi. Calismaya
alinan 83 VR E. faecium susu, toplam 63 farkli hastadan alinan érneklerden
izole edilmisti. Bu suslarin 63’0 (%76) rutin taramalarda perianal surinti
orneklerinden, 20’si (%24) ise nozokomiyal enfeksiyon tanisi almis hastalarin
farkh klinik materyallerinden izole edildi. Klinik materyallerin 8’i kan, 5’i idrar,
3’U yaral/pl, 2’si santral kateter, 1’i periton sivisi ve 1'i de bodaz 6rnegdi olup
aslinda bu 20 klinik materyal de ¢calismamizda yer alan ve perianal strintu
kiltirlerinde VRE izole edilen 63 hastanin 18inden izole edilmisti.
Calismadaki izolatlarin elde edildigi 63 hastanin 45’inde VRE kolonize iken,
18’'inde VRE’ye bagli nozokomiyal enfeksiyon tanisi ve birden fazla
materyalinde (2 hastanin 3 farkli materyalinde, 16 hastanin 2 farkl
materyinde) VRE izole edildigi gézlendi.

Calismaya dahil edilen VRE'ler izolasyon donemlerine gore bes grup
altinda degerlendirildi (Tablo-6).

Grup 1: 2009 yihinin son 3 aylik periyodunda (Ekim, Kasim, Aralik)
izole edilen VRE suslarindan secilen 26 E. faecium susu bu grupta
degerlendirildi. Bu 26 izolat, 20 ayri hastadan izole edilirken, 1 hastanin 3
farkli materyalinde (perianal suruntu-kateter-kan), 4 hastanin 2 farkli

materyinde (2 hastada perianal surunti-kan, 1 hastada perianal suruntu-
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yara/pu, 1 hastada perianal suruntu-idrar) ve geriye kalan 15 hastanin da
perianal suruntu orneklerinde VRE izole edildi. Bu grupta degerlendirilen
izolatlarin farkli klinik ve yogun bakimlarda takip edilen hastalara ait
orneklerden izole edildigi, hastalarin 14’4nun (%70) kadin ve 6’sinin (%30)
erkek oldugu tespit edildi. Grup 1’de degerlendirilen izolatlara 1’den 26’ya
kadar izolat numarasi verildi.

Grup 2: 2007 yihnin Agustos, Eylul, Ekim aylarini kapsayan 3 aylik
periyodunda izole edilen VRE suslarindan segilen 13 E. faecium susu bu
grupta deg@erlendirildi. Bu 13 izolat 12 ayri hastadan izole edilirken, 1
hastanin 2 farkli materyalinde (perianal suruntd, periton sivisi) ve geriye
kalan 11 hastanin da perianal surunti érneklerinde VRE izole edildi. Bu
grupta degerlendirilen izolatlarin elde edildigi hastalarin 8’inin (%66.7) erkek,
4’0nin (%33.3) kadin cinsiyetine sahip, Cocuk Kliniginde takip edilen
hastalar oldugu tespit edildi. Grup 2'de degerlendirilen izolatlara 27'den 39’a
kadar izolat numarasi verildi.

Grup 3: 2003 yilinin ilk 3 aylik periyodunda (Ocak, Subat, Mart) izole
edilen VRE suslarindan secilen 14 E. faecium susu bu grupta degerlendirildi.
Bu 14 izolat 11 ayri hastadan izole edilirken, 3 hastanin 2 farkli materyalinde
(2 hastada perianal surlnti-idrar, 1 hastada perianal surlnti-bogaz) ve
geriye kalan 8 hastanin da perianal surintl érneklerinde VRE izole edildi. Bu
grupta degerlendirilen izolatlarin elde edildigi hastalarin 6’sinin (%54.6)
erkek, 5’inin (%45.4) kadin oldugu, 9 ‘unun Cocuk Klinik ve Yodun Bakim,
2’sinin ise Hematoloji Kliniginde takip edilen hastalardan elde edildigi
goraldu. Grup 3’'te degerlendirilen izolatlara 40’tan 53’e kadar izolat numarasi
verildi.

Grup 4: 2002 yilinin ilk 3 aylik periyodunda (Ocak, Subat, Mart) izole
edilen VRE suslarindan secilen 17 E. faecium susu bu grupta degerlendirildi.
Bu 17 izolat 10 ayri hastadan izole edilirken, 1 hastanin 3 farkli materyalinde
(perianal suruntu-santral kateter-kan), 5 hastanin 2 farkli materyinde (3
hastada perianal suruntu-kan, 2 hastada perianal surunti-idrar) ve geriye
kalan 4 hastanin da perianal suruntlu 6rneginde VRE izole edildi. Bu grupta
degerlendirilen izolatlarin elde edildigi hastalarin 4’Gnin (%40) erkek, 6’sinin
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(%60) kadin oldugu, 1’inin Cocuk Kliniginde, 9'unun ise Hematoloji Kliniginde
takip edilen hastalar oldugu tespit edildi. Grup 4’te degerlendirilen izolatlara
54’ten 70’e kadar izolat numarasi verildi.

Grup 5: 2001 yilinin Mart, Nisan, Mayis aylarini kapsayan 3 aylik
periyodunda izole edilen VRE suslarindan segilen 13 E. faecium susu bu
grupta deg@erlendirildi. Bu 13 izolat 10 ayri hastadan izole edilirken, 3
hastanin 2 farkli materyalinde (1 hastada perianal suruntu-kan, 1 hastada
perianal suruntu-idrar, 1 hastada perianal surintu-yara/pu) ve geriye kalan 7
hastanin da perianal siUruntu orneginde VRE izole edildi. Bu grupta
degerlendirilen izolatlarin farkh klinik ve yogun bakimlarda takip edilen
hastalara ait 6rneklerden izole edildigi, hastalarin 7’sinin (%70) erkek, 3’Gnun
(%30) kadin oldugu tespit edildi. Grup 5’te degerlendirilen izolatlara 71’den

83’e kadar izolat numarasi verildi.
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Tablo-6: 83 VRE susunun izole edildigi klinik ve materyale gore dagilimi.

Sus Sus
Grup Klinik sayisli (%) Materyal sayisli (%)
(n) (n)
Enfeksiyon 8 30 Perianal 20 77
Hematoloji 5 19 Kan 3 11
Go6gus Hast. 4 15 Kateter 1 4
Grup1l  Go6gus Y.B. 3 12 Yara-pu 1 4
Onkoloji 3 12 idrar 1 4
Reanimasyon 3 12 - - -
Toplam 26 100 Toplam 26 100
Cocuk 13 100 Perianal 12 92
Grup2 - - - Periton sivisi 1 8
Toplam 13 100 Toplam 13 100
Cocuk Y.B. 8 57 Perianal 11 79
Hematoloji 4 29 idrar 1 7
Grup 3  Cocuk 2 14 Yara-pl 1 7
- - - Bogaz 1 7
Toplam 14 100 Toplam 14 100
Hematoloji 15 88 Perianal 10 59
Cocuk 2 12 Kan 4 23
Grup4 - - - idrar 2 12
- - - Kateter 1 6
Toplam 17 100 Toplam 17 100
Reanimasyon 5 39 Perianal 10 76
Noéroloji Y.B. 3 23 Kan 1 8
Grup 5  Yanik Unitesi 3 23 idrar 1 8
Cocuk Y.B. 2 15 Yara-pl 1 8
Toplam 13 100 Toplam 13 100
Hematoloji 24 29 Perianal 63 76
Cocuk 17 20 Kan 8 9
Cocuk Y.B. 10 12 idrar 5 6
Enfeksiyon 8 9 Yara-pl 3 4
Tiim Rga}r)_imasyon 9 Katgter 2 3
Gruplar Go6gls Hast. 4 5 Periton sivisi 1 1
Gogus Y.B. 3 4 Bogaz 1 1
Onkolgji 3 4 - - -
Noroloji Y.B. 3 4 - - -
Yanik Unitesi 3 4 - - -
Genel Toplam 83 100 Genel Toplam 83 100

3. Molekiler Calisma

Epidemi donemlerinde izole edilen VRE suglarinin ayni klondan mi
yoksa farkli klonlarin yayilmasi seklinde mi oldugunu anlamak igin yuksek
ayrim gucune sahip genotipik yontemlerle tiplendirilmeleri gerekmektedir. Bu
calismada klonal iliskinin tespitinde altin standart olarak kabul edilen PFGE
yontemi ile PFGE yodnteminin uygulanamadidi laboratuvarlar igin iyi bir
Yontemlerin

alternatif olarak o&nerilen AP-PCR yontemi kullaniimistir.
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tekrarlanabilirligi ve stabilitesini tespit etmek igin her iki ydontemle de yapilan
inceleme iki kez tekrarlanmigtir.

Molekuler ¢alismaya alinacak izolatlarin kanli agarda elde edilen saf
kiultarlerinden steril eklvyonla bol miktarda alinarak mikrobank (Mast
Diagnostics) saklama tupleri igerisindeki koruyucu sivida yogun suspansiyon
haline getirildi. Mikrobank ¢alkalanmak sureti ile bakteri sispansiyonunun tup
icerisinde yer alan adsorban boncuklarla temas etmesi saglandi. Daha sonra
icerisindeki sivi steril pastor pipeti ile aspire edildi. Molekuler ¢alisma yapilana
kadar mikrobanklar -20°C’de saklandi.

3.1. AP-PCR

AP-PCR yo6ntemi; Yanmen Wang ve arkadaslarinin metoduna uygun
sekilde yapildi. Bu yontemde bakteri DNA’sI random segcilmis kisa primer olan
S13 primeri (5-TTCCCCCGCT-3) ile 42°C’lik annealing Isisinda
amplifikasyon iglemi gergeklestirildi. Olusan amplifikasyon Urunleri agaroz jel
elektroforezde yurutuldu. Elde edilen bantlarin polimorfizmine goére klon analizi
yapildi.

1- Kultur Plaklarindan DNA Ekstraksiyonu

1. Saf olarak elde edilen enterokok kolonileri distile su ile Mc Farland
6 bulanikliginda suspanse edildi.

2. Hazirlanan bakteri sispansiyonundan 500 ul ependorf tlipe alinarak
8000xg’ de 3 dakika oda sicakliginda santriftij edildi.

3. Ust sivi atilip pelletin tizerine 500 pl TE buffer (10mM TrisHCI, 0.1
mM EDTA, pH 7.5) eklendi.

4. -80°C'de en az 24 saat bekletildi, bu slire sonunda oda
sicakliginda iyice ¢ozulene kadar tutuldu.

5. Sonra 100°C’de, 10 dakika kuru 1si blogunda (Wealtec Corp. HB- 1)
tutuldu.

6. 12.000xg’de 3 dakika, + 4°C’de santrifj edildi.

7. 200 ul sGpernatant alinarak yeni bir ependorfa aktarildi.
Spektrofotometrede (THERMO NanoDrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer)
DNA kantitasyonu yapilan 6rnekler PCR ile amplifikasyon isleminde kalip
olarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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2- S13 Primeri ile Amplifikasyon

Amplifikasyon iglemi 25 pyl PCR karisiminda gergeklestirildi. Her
reaksiyon karisimi 2.5 pyl 10x PCR buffer, 3.5 mM MgCI2, her bir dNTP’den
200 pM, 0.8 pl primer (100 pmol/ul stok solisyondan), 3 U Taq polymerase, 6
pl Enterokok DNA ekstrakti ve steril distile su ile toplam hacim 25 pl'ye
tamamlandi.

Amplifikasyon asamalari termal dongu cihazinda (ESCO Swift Max
Thermal Cycler/ABD) asagidaki dongu sirasina gore tamamlandi

94°C’de 5 dakika ilk denaturasyon

94°C’de 50 saniye denaturasyon

42°C’de 1 dakika baglanma (annealing) 45 siklus

72°C’de 75 saniye uzama (extension)

72°C’de 10 dakika son uzama

3- PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Tespiti

Amplifikasyon iglemi sonrasinda olugsan farkli  buyudklUkteki
fragmentlerin varligini gosterebilmek amaci ile amplikonlar elektrikli ortamda
agaroz jel igerisinde yurataldd.

1. Elektroforez matriksi olarak kullaniimak UGzere %Z2’lik agaroz jel,
0.5xTris-Borik asit-EDTA (TBE) solusyonu ile hazirlandi.

a. Bir balon icerisine tartilarak konulan 0.8 gr agaroz (Agarose low
EEO, AppliChem, Germany) uzerine 40 ml 0.5xTBE ilave edildi.

b. Karisim homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda
eritildi.

c. 60°C’nin altina dismeyecek sekilde oda sicakliginda sogutuldu.

d. Eriyik haldeki agaroz igerisine 10 mg/ml’lik etidyum bromid stok
solusyonundan 5 pl eklendi.

e. Hazirlanan agaroz jel, onceden hazirlanmis ve taraklari uygun
olarak yerlestiriimis jel kalip tepsisinin Uzerine yavascga dokuldu.

f. Oda sicakhginda 20-30 dakika bekletilerek jel kalibinin katilasmasi
saglandi.

g. Jel kalibi elektroforez tankina (BioRad MINI-SUBR Cell GT, USA)

yerlegtirilerek taraklar yavasca cikarildi.
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2. Orneklerden 10’ar pl alinarak parafilm Gzerinde 2 ul yikleme
tamponuna (BioRad Basic inc. Loading buffer) karigtirildi. Son kuyuya DNA
markeri (BIB Basic inc. DNA 100bp Marker) ve diger kuyulara her birine bir
ornek olacak sekilde bu karisimdan 10 ul yuklendi.

3. Tankin glug¢ kaynagi (BioRad Power PAC 300,USA) calistirilarak
100 V akimda, 50 dakika elektroforez uygulandi.

3- Goruntuleme ve Bant Profillerinin Analizi

1. Elektroforezden sonra DNA bantlari BioDocAnalyse (Biometra,
Transilluminator, Almanya) cihazinda UV 15131 altinda goéruntilenerek, dijital
olarak fotograflandi ve TIFF formatinda kayit edildi.

2. Bant profillerinin analizi Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Baskanligi—Molekuler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’nda,
Bionumerics (Applied Maths, Inc., Belgium) version 6.01 yazilimi ile %1.5 bant
toleransi ve %1 optimizasyon ayari kullanilarak yapildi. Oncelikle her resimde
bulunan 1 adet standart marker (son kuyuda yurutulen) yardimi ile resimler
arasi normalizasyon yapildi ve bant profillerinin dendrogrami olusturuldu. AP-
PCR dendrogramlarinda %85 ve Uzeri benzerlik katsayisina sahip izolatlar
ayni kime igcinde degerlendirildi ve kiguk harfle isimlendirildi. Her bir grup
icindeki farkl kiimeler ise rakamla gosterildi.

3.2. PFGE

PFGE ile yapilan incelemede, L. Garcia - Migura ve ark. (85)
yéntemine uygun olarak hazirlanan kaliplar, Turabelidze ve ark. (86) dnerdigi
elektroforez sartlarinda, CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, USA) cihazinda
yapildi. Calisma 8 adimda tamamlandi.

1- izolatlarin Hazirlanmasi

Ornekler 7 basamakli islem ile PFGE icin hazir hale getirilmistir.

1. Tur duzeyinde tanimlamasi yapilmis ve mikrobanktaki bakterilerden
kanli agar besiyerine tek koloni ekimi yapildi.

2. Bir gecelik 37°C’de inkiibasyondan sonra kultirtin safligi kontrol
edildi.

46



3. Buradaki tek koloniden tekrar kanli agar besiyerine, tek koloni
ekimine uygun olacak sekilde pasaj yapilarak 37°C’de bir gece inklibasyona
birakildi.

4. Saf klltur halinde Ureyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 2 ml
hlcre suspansiyon tamponu (HST) icinde stuspanse edildi.

5. Bakteri yogunlugu McFarland 6 bulanikligi olacak sekilde ayarlandi.

6. Bu suspansiyondan 120 ul 1,5 ml’lik ependorf tlplerine aktarildi ve
uzerine 10 mg/ml lizozom igeren stok solisyondan 30 pl eklendi.

7. Bu tupler 37°C’de benmaride (Siemens- Healthcare BS 402) 10
dakika inkUibe edildi. Bakteri sispansiyonu kisa sure iginde (5 dakika) agaroza
gobmdilecek ise oda sicakhginda, gecikecek ise kirik buz igcinde bekletildi.

2- izolatlarin Agaroza Gémiilmesi

1. HST igerisinde %Z2’'lik dusuk erime sicaklikli agaroz (BIO-RAD,
certified, Low Melt Agarose 161-3111) hazirlandi. Duslk erime sicaklikli
agarozdan 25 ml’lik balonun igerisine 0,2 gram konuldu ve Gzerine 10 ml HST
eklendi. Balonun agzina aluminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 10
saniye tutuldu, cikarilarak hafifgce karistirildi. Agaroz iyice ¢dzllinceye kadar
kisa sureli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz ¢ozuldukten sonra,
balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu. 1.5 ml’lik ependorf tiplere 100 pl
dagitildi ve 45-50°C'deki kuru is1 blogunda kullanilana kadar bekletildi.

2. Her sus igin bir agoroz kalibi igaretlenip buz kabina oturtuldu.

3. inkiibasyondan sonra hemen bakteri siispansiyonundan 100
alinarak, 50°C'de tutulan ve igerisinde 100 ul disuk erime sicaklikli agaroz
bulunan tlipe eklendi. Birka¢ defa pipetaj yapilarak hlcrelerin agaroz icinde
homojen dagilmasi saglandi.

4. Bekletilmeden, hicre-agaroz karigsimindan 100 ul hava kabarcigi
olmayacak sekilde agaroz kalibina (10mm x 5mm x 1,5mm, Bio Rad
Laboratories) konuldu.

5. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 20 dakika bekletildi.
Bu asamada agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA hazirlanmasi igin
onemlidir. Boylece erken hucre pargalanmasi ve endonuUkleaz aktivitesi

azalirken, agarozun homojen katilagsmasi saglanmaktadir.
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3- Agaroz igindeki Hiicrelerin Pargalanmasi

1. 5 ml’lik steril kapakl tiplere, 1 ml Hucre Lizis Solusyonu-1 ( HLS-1)
[ 10 mM Tris-HCI (pH 7.2), 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, %0.2 sodyum
deoksikolat, %0.5 sarkozil] konuldu.

2. Icinde bakteri bulunan agaroz kaliptan cikarilip lizis sollisyonuna
yerlestirildi.

3. Kaliplar 37°C’de 2 saat su banyosunda bekletildi.

4. HLS-1 dokulerek, yerine 1 ml Hucre Lizis SolUsyonu-2 (HLS-2) [
ES: 250 mM EDTA (pH 9.0), %1 sarkozil, 50 mikrogram/ml proteinaz K]
konuldu.

10 mL HLS-2 hazirlamak igin;

Proteinaz K (10 mg/ml)........coooiiiiiiee, 50 mikrolitre

ES ¢ozeltisi: 250 mM EDTA (pH 9.0), %1 sarkozil...... 9950 mikrolitre

50°C’de 1 saat su banyosunda bekletildi.

4- Hucre Lizisinden Sonra Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

1. Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilasmasi igin tlpler
+4°C’de en az 15 dakika bekletildi ve dikkatlice HLS-2 aspire edildi.

2. Daha sonra agaroz kaliplari énce 4 ml ultrapur saf su ile bir defa ve
4 ml TE tamponuyla U¢ defa olmak Uzere, 50°C’de 30’ar dakika ile slre
toplam dort kez yikandi. Boylece iginde saflastirimis DNA bulunan agaroz,
restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir hale getirilmis oldu.

5- Agaroz Kaliplan icindeki DNA’nin RE ile Kesilmesi

1. DNA iceren agaroz kalibi bir lam Uzerine alinarak bir bisturi
yardimiyla %2 oraninda kesildi. Restriksiyon enzimi olarak Smal kullanildi.
Parcalardan biri, 100 pl 1x Smal tamponu igine konularak su banyosunda
30°C’de 10-15 dakika bekletildi.

2. Her agaroz kalibi icin asagidaki karisim hazirlandi. Toplam hacim
100 ul olacak sekilde kalip basina 25 Unite Smal enzimi (Sigma, Lot
012K1216) konuldu. (10 pl 10xSmal tamponu, 2.5 yl Smal enzimi (10 U /
ul), 87.5 pl steril distile su)

48



3. Agaroz kalibinin igerisinde bekletildigi enzim tamponu aspire edildi.
Uzerine hazirlanan enzimli karigimdan eklenerek su banyosunda 30°C’de, 2
saat inkube edildi.

4. inkibasyon sonunda tlpler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.
Kaliplar elektroforez icin hazir hale geldi.

6- Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi ve Kaliplarin Jele Yuklenmesi

1. 100 ml 0.5x TBE iginde %1 agaroz (Pulsed-field certified agarose,
Bio-Rad Laboratories 162-0137) hazirlandi.

a) 1 g pulsed-field certified agarose balona konuldu. Uzerine 100 mi
0.5xTBE tamponu eklendi, yavasca karistirilarak agarin dagiimasi saglandi.

b) Balon mikrodalga firinda 60 saniye tutuldu, g¢ikarilarak hafifge
karistirildi ve tekrar 15 saniye mikrodalga firinda tutularak agarozun iyice
¢c6zunmesi saglandi. Sonra balon 45-50°C’lik su banyosunda bekletildi.

2. Agaroz dokulecek kaset hazirlandi. Su terazisi ile zeminin dizgln
oldugu kontrol edildi.

3. RE ile kesilmis olan DNA igeren agaroz kaliplarinin her biri, 10’lu
digli taragin diglerinin u¢ kismina ve taragin ug gizgisine tam paralel olacak
sekilde yerlestirildi. Her ¢aligsmada taragin kenarindaki diglere kontrol susuna
ait kaliplar (ATCC susu) molekuler standart marker olarak yuklendi.

4. Kurutma kagidi ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi
alindi. Maksimum 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, ornek
konulan kisim DNA’'nin ydriyecedi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz
dokulecek kaset icine yerlegtirildi.

5. Su banyosundan cikarilmis ve sicaklhi§i yaklasik 45-50°C olan
agaroz dikkati bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan kaset igerisine
dokuldu.

6. Oda sicakliginda 20-30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak
dikkatlice ¢ikarnildi.

7. Sonra, agaroz kasetinin cerceveleri ¢ikarildi ve tabla Uzerindeki
agaroz, igerisinde 1900-2000 mililitre 0.5XxTBE tamponu bulunan PFGE

tankina yerlestirildi.

49



7- Elektroforez

Agaroz, CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, USA)
elektroforeze tabii tutuldu. Elektoforez sartlari asagidaki gibi uygulandi.

(Baslangig¢ vurus suresi 5.3 sn, bitis vurus suresi 34.9 sn, vurus agisi
120°, akim 6 V/cm2, sicaklik 14°C, sure 20 saat).

8- Goriintuleme ve Bant Profillerinin Analizi

1. Elektroforezden sonra jel, 5 yg/ml etidyum bromur iceren 400 ml
0.5xTBE tamponu igine alinip 20 dakika boyandi.

2. BioDocAnalyse (Biometra, Transilluminator, Almanya) cihazinda
UV 1s1g1 altinda goruntulenerek, dijital olarak fotograflandi ve TIFF formatinda
kayit edildi.

3. Bant profillerinin analizi Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Baskanligi—Molekuler Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’'nda,
Bionumerics (Applied Maths, Inc., Belgium) version 6.01 yaziimi ile %1.5
bant toleransi ve %1 optimizasyon ayari kullanilarak yapildi. Oncelikle her
resimde bulunan 1 adet standart marker (E. faecium ATCC-19434) yardimi
ile resimler arasi normalizasyon yapildi ve bant profillerinin dendrogrami
olusturuldu. PFGE dendrogramlarinda %85 ve Uzeri benzerlik katsayisina
sahip izolatlar ayni kiime iginde degerlendirildi ve blyuk harfle isimlendirildi.

Her bir grup icindeki farkli kiimeler ise rakamla gosterildi.
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BULGULAR

Rutin VRE taramalari sirasinda perianal surinti orneklerinden ve
klinik materyallerden izole edilen suglarin glikopeptit tlra antibiyotiklere kargi
direnc duzeyleri belirlendi. Ayrica 83 VR E. faecium susunun hastane
enfeksiyonlari epidemiyolojisi agisindan klonal iligkilerinin tespit edildigi bu
calismada PFGE ve AP-PCR yontemleri kullanildi.

Calismada 9 vyillik periyot boyunca 257 farkli hastadan alinan
orneklerden izole edilen toplam 664 VRE susunun turlere goére dagilimina
bakildiginda 651 (%98)’inin VR E. faecium susu oldugu tespit edildi.

Calismadaki tum gruplarda degerlendirilen 83 izolatin vankomisin ve
teikoplanin E-test yéntemi ile saptanan MIK degerlerine gére, fenotipik vanA
tipi direng profiline sahip oldugu tespit edildi. Vankomisin MiK degeri tim
izolatlarda 256 pg/ml’nin Gzerinde iken, teikoplanin MiK degeri 16 pg/ml'nin

uzerindeki degerlerde tespit edildi (Tablo-7).

Tablo-7: E-test yontemi ile 83 VRE susunun vankomisin ve teikoplanin

duyarlilik sonuglari.

Vankomisin MIK (ug/ml) Teikoplanin MIK (pug/ml)

Pl S >16:64 564256 5256 | 216 51604 64256 5256

Sayi Sayi Sayi Sayi Sayi Sayi Sayi Sayi
Grup 1 - - - 26 - 1 - 25
Grup 2 - - - 13 - 1 5 7
Grup 3 - - - 14 5 5 4
Grup 4 - - - 17 - 1 5 11
Grup 5 - - - 13 - 1 2 10
Toplam - - - 83 - 9 17 57

Grup 1 iginde, 2009 yilinin Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda
Enfeksiyon, Onkoloji, Hematoloji, Reanimasyon Unitesi, G6gus Hastaliklar
Klinik ve Yogun bakim Unitesinde izole edilen VRE suslarindan segcilerek
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calismaya dahil edilen 26 E. faecium susunun muhtemel klonal iligkisini
belirlemek amaci ile genomik 6zelliklerinin PFGE yontemi ile degerlendirilmesi
sonucu; molekdl agirliklari yaklasik 50 kb ile 600 kb arasinda degisen
bayuklukte, 14-15 banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-3).

Bionumerics (Applied Maths, Inc., Belgium) version 6.01 yazilim ile
bant profillerinin degerlendiriimesi sonucu 26 susun da tek bir gen kimesinde
(A-1) yer aldiklan tespit edidi. A-1 kimesinde yer alan bu 26 izolatin 13 tanesi
%100 uyumlu iken diger 13 izolatin da kendi icinde %100 uyumlu oldugu, tum

izolatlarin ise en az %92 benzerlik gosterdidi tespit edildi (Sekil-4).
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Klinik

Gogls yb

Gogus yb

Gogls hastaliklar
Enfeksiyon

Gogls hastaliklar
Gogus hastaliklar
Gogus hastaliklari
Gogls hastaliklar
Hematoloji
Hematoloji
Hematoloji
Hematoloji
Hematoloji
Reanimasyon
Reanimasyon
Reanimasyon
Onkoloji

Onkoloji

Onkoloji
Enfeksiyon
Enfeksiyon
Enfeksiyon
Enfeksiyon
Enfeksiyon
Enfeksiyon
Enfeksiyon

Sekil-3: Grup1’deki 26 VRE susunun PFGE ile elde edilen jel gbruntisu.
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2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
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2009
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2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

Materyal
Perianal
Kan
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal
Kan
Perianal
Yara- pl
Perianal
Perianal
idrar
Perianal A-1
Santral kater——
Kan
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal
Perianal

Perianal
rnanal J

Sekil-4: Grup1’deki 26 VRE susunun PFGE ile elde edilen dendrogrami.



Grup 1 igindeki 26 VR E.

orneklerinin klonal iligkisini tespit etmede kullanilan diger bir molekuler

faecium susuna ait genomik DNA

epidemiyolojik ydontem olan AP-PCR ile amplifikasyonu sonucu; molekul
agirliklar yaklasik olarak 100 kb ile 1500 kb arasinda degisen buyuklukte, 6-9
banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-5).

Bionumerics (Applied Maths, Inc., Belgium) version 6.01 yazilimi ile
AP-PCR bant profillerinin degerlendiriimesi sonucu 3 farkli gen kimesi icinde
(a-1, a-2, a-3) yer aldiklar tespit edidi. a-1 gen kimesinde 9, a-2’de 11, a-3’te
3 izolatin yer aldigi bu 3 kiimenin disinda kalan ve kendi aralarinda farkli olan

3 izolat oldugu gorulda (Sekil-6).

—‘——
—E—
M — — --n pr—

- -
- — —

u--————-—---_l —

==—-=—-—-—-——

Sekil-5: Grup1’deki 26 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen jel goruntusu

3 g 8 IZOLAT NO KLINIK TARIH MATERYAL
W1l | 13 onkoloji 2009 Periaia
| IR 14 Onkoloji 2009 Perianal
Hitnn 15 Gogas yb 2009 Perianal
miue 16 Gogus yb 2009 Kan
l ' | " ‘ I 17 G3gus hastaliklar 2009 Perianal
II ” ' L I 18 G3gus hastaliklar 2009 Perianal a-1
|l | I” l 19 G3gus hastaliklar 2009 Perianal
l |l |" ‘ l 20 Gogus hastaliklar 2009 Perianal
“ S 21 Gogiis hastaliklan 2009 Kan
T INm 26 Hematoloji 2009 idrar
\ IR AN 5 Enfeksiyon 2009 Perianal
[ -. n . |. . 11 Reanimasyon 2009 Kan
i R 6 Enfeksiyon 2009 Perianal
‘ l ‘l -l' ] 8 Enfeksiyon 2009 Perianal
l . Il .l” ‘ 9 Reanimasyon 2009 Perianal a-2
[ . il . ll ‘ 10 Reanimasyon 2009 Santral katete|
[ K ‘ [ .| | | 1 Enfeksiyon 2009 Perianal
] l m .|| l 2 Enfeksiyon 2009 Perianal
SN (| 3 Enfeksiyon 2009 perianal
[F ) W 4 Enfeksiyon 2009 Perianal
b 7 Enfeksiyon 2009 Perianal
DR | | 12 Onkoloji 2009 Perianal
10 W 22 Hematoloji 2009 Perianal
—FE BV 24 Hematoloji 2009 PerianiL'S
t ‘ ul l 25 Hematoloji 2009 Perianal
- ' I ! l H 23 Hematoloji 2009 Yara- pl

Sekil-6: Grup1’deki 26 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen dendrogrami.



Grup 2 icinde, 2007 yihnin Agustos, Eylul ve Ekim aylarinda Cocuk
Kliniginde izole edilen VRE suslarindan segilerek ¢alismaya dahil edilen 13 E.
faecium genomunun PFGE yontemi ile degerlendiriimesi sonucu; molekdl
agirliklar yaklasik 50 kb ile 700 kb arasi buyuklikte, 9-16 banttan olusan bir
profil elde edildi (Sekil-7).

PFGE'deki bu bant profillerinin  Bionumerics  yazilimi ile
degerlendiriimesi sonucu; 4 izolatin bulundugu B-1, 3 izolatin bulundugu B-2
klon kiimeleri ile bu kimelerin diginda kalan 6 farkli izolat oldugu tespit edildi.
Bu 6 izolatin da 5'i hem kendi aralarinda hem de B-1 ve B-2 klon kimeleriyle
%70-80 oraninda benzelik gosterdigi, 1 izolatin ise (36 nolu izolat) gruptaki
diger tum izolatlardan oldukga farkli bir bant profili gosterdigi tespit edildi. B-1

kimesinde yer alan 3 izolat (33, 34, 35 nolu izolatlar) %100 uyumlu iken ayni

kime icine giren 32 nolu izolat %92 benzerlik gosterdi. B-2 kimesinde yer
alan 37, 38 ve 39 nolu izolatlar %100 uyumlu bulundu (Sekil-8).

Sekil-7: Grup2’deki 13 VRE susunun PFGE ile elde edilen jel goruntlisu

M izolat no Klinik Tarih Materyal
LR Gocuk 2007 Perianal
DL ]| - Gocuk 2007 perarel | g 4
uu“ ” ' '”” 3% Cocuk 2007 Periton stvisi
LRI 11— ook 2007 periana
FMTHIERNE e Gocuk 207 petarl
' " | “l " i ” | a Gocuk 2007 Perianal
'. ' || | t |” 2 Gocuk 2007 Perianal
— TR Goadk 207 peranl
FET LI A o Gk 2007 per™ o
| HIEFILL I s Goaik 207 Perian}
| IR - ook 207 periana
- FETD L = Gocuk 2007 Perianal
(0 I | Gocuk 2007 Perianal

Sekil-8: Grup2’'deki 13 VRE susunun PFGE ile elde edilen dendrogrami.
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Grup 2 igindeki 13 VR E. faecium susuna ait genomik DNA
orneklerinin klonal iligkisinin tespitinde kullanilan AP-PCR ile amplifikasyonu
sonucu; molekul agirliklari yaklasik olarak 100 kb ile 1500 kb arasinda
degisen buyuklikte, 5-10 banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-9).

Bionumerics yaziim programi ile AP-PCR bant profillerinin
degerlendiriimesi sonucu elde edilen dendrogramlara gore; aralarinda en az
%45-80 arasi benzerlik gosteren 13 farkli izolata ait profil elde edildi. Ayni

grubun PFGE’de elde edilen klon kimelerinin AP-PCR yontemi ile olusmadigi,

bu grupta aralarinda anlamli bir benzerlik olmayan farkli klonlara ait AP-PCR
profili elde edildi (Sekil-10).

Sekil-9: Grup2’deki 13 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen jel goéruntusa.

s g 8 iZOLAT NO KLINIK TARIH MATERYAL
NI I 2 Gocuk 2007 Periancl
|| “ | |n ” | 36 Cocuk 2007 Perianal

|| |l| ” l| | l 33 Cocuk 2007 Perianal
m[ l m u | 35 Cocuk 2007 Periton sivis|
| “n 'n ”” 39 Cocuk 2007 Perianal
|||| ' "l 34 Cocuk 2007 Perianal
‘ u ." | | 38 Cocuk 2007 Perianal
IR R bl 37 Gocuk 2007 Perianal
|| l l | l 21 Cocuk 2007 Perianal
—: | | | | " | 28 Cocuk 2007 Perianal
- | " ' ' 31 Cocuk 2007 Perianal
[ | l |l| 29 Cocuk 2007 Perianal
— | | “ | I 30 Cocuk 2007 Perianal

Sekil-10: Grup2’deki 13 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen dendrogrami.
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Grup 3 icinde, 2003 yilinin Ocak, Subat ve Mart aylarinda Hematoloji,
Cocuk Klinik ve Yogun Bakim Unitesi'nde izole edilen VRE suslarindan
secilerek calismaya dahil edilen 14 E. faecium izolat genomunun PFGE
yontemi ile degerlendiriimesi sonucu; molekul agirliklari yaklasik olarak 50 kb
ile 600 kb arasinda degisen buyuklukte, 11-16 banttan olusan bir profil elde
edildi (Sekil-11).

PFGE’deki bu bant profillerinin  Bionumerics yazilimi ile
degerlendiriimesi sonucu; 2 izolatin bulundugu C-1, 10 izolatin bulundugu C-
2 klon kiimeleri olugurken bu kimelerin diginda kalan 2 farkli izolat (40 ve 41
nolu izolatlar) oldugu tespit edildi. Bu 2 izolatin Hematoloji Klinigi'nde yatan
ayni hastanin sirasiyla perianal struntu ve idrar 6rneklerinden izole edildigi

ve kendi aralarinda %80 benzerlik gosterdigi tespit edildi. Gruptaki tim

izolatlar ise aralarinda en az %70 benzer bulundu (Sekil-12).

Sekil-11: Grup3'teki 14 VRE susunun PFGE ile elde edilen jel goruntlisu

LMM izolat no Klinik Tarih Materyal
_| | ”l H |H || 42 Hematoloji 2003 Perianai#ozL
O O Hematoloji 2003 Bojaz
— I L Hematooj 2008 Periandl
| ||||| H ||| 4 Hematoloji 2003 drar
I HEI Gouuk b 203 Peraral
TN WL =0 Gocuk b 2003 periancl
W0« Gocuk b 2003 Perincl
HEETE N s Gocuk yb 2003 perianal
WO TR e Gocuk b 203 perianl | .0
W s Gocuk b 203 Perianal
WE N Gocuk yb 2003 Perianl
IEIETREDRE ] 2 Goouk 2008 Perianal
*E FEIEHE N 4 Goouk 203 Yara- pi
FEE FITUREL I 58 Gocuk b 2008 pernal |
Sekil-12: Grup3'teki 14 VRE susunun PFGE ile elde edilen dendrogrami.
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Grup 3 igindeki 14 VR E. faecium susuna ait genomik DNA
orneklerinin klonal iligkisinin tespitinde AP-PCR ile amplifikasyonu sonucu;
molekul agirliklar yaklasik olarak 100 kb ile 1500 kb arasinda degisen
blyuklUkte, 7-12 banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-13).

Bionumerics yaziim programi ile AP-PCR bant profillerinin
degerlendiriimesi sonucu elde edilen dendrogramlara gore; %90 uyumlu 2
izolatin bulundugu c-1 klonal kime disinda, aralarinda en az %62-82 arasi
benzerlik gosteren 12 farkl izolata ait profil elde edildi. Ayni grubun PFGE'de
elde edilen klon kiumelerinin AP-PCR yontemi ile olusmadigi, bu grupta

aralarinda anlamli bir benzerlik olmayan farkli klonlara ait AP-PCR profili elde
edildi (Sekil-14).

”” ‘ ‘l | 44 Cocuk 2003 Perianal
M u 45 Gocuk 2003 Yara-i%-l
Hl | ll'l | 46 Cocuk yb 2003 Perianal
l ”l l || | | 47 Cocuk yb 2003 Perianal
”l ll t t 50 Gocuk yb 2003 Perianal
3l 51 Gocuk yb 2003 Perianal
I Il””'“ ' ' 48 Cocuk yb 2003 Perianal
BIRL AR 49 Cocuk yb 2003 Perianal
| |l| [l ':' | | 40 Hematoloji 2003 Perianal
311 'l ] | 42 Hematoloji 2003 Perianal
151 ) 43 Hematoloj 2003 Bogaz
NETTTY B 52 Gocuk yb 2003 Perianal
LI 53 Gocuk yb 2003 Perianal
'n'l | || 41 Hematoloji 2003 idrar

Sekil-14: Grup3’teki 14 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen dendrogrami.
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Grup 4 icinde, 2002 yilinin Ocak, Subat ve Mart aylarinda Cocuk
Klinigi ve Hematoloji'de izole edilen VRE suslarindan segilerek calismaya
dahil edilen 17 E. faecium izolat genomunun PFGE yontemi ile
degerlendiriimesi sonucu; molekul agirliklari yaklasik olarak 50 kb ile 700 kb
arasinda degisen buyuklukte, 11-18 banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-
15).

PFGE'deki bu bant profillerinin  Bionumerics yazihmi ile
degerlendirilmesi sonucu; 4 izolatin bulundugu D-1, 3 izolatin bulundugu D-2
ve 10 izolatin bulundugu D-3 klon kUmelerinin olustugu tespit edildi. D-1
klonal kimedeki 2 izolat (58, 59 nolu izolatlar), D-2 klonal kimedeki 2 izolat
(56, 57 nolu izolatlar) ve D-3 klonal kimedeki 4 izolat (67, 68, 69, 70 nolu
izolatlar) kendi aralarinda %100 uyumlu bulundu. Ayrica D-1 klonal kiime ile

D-2 klonal kiime arasinda %82 benzerlik varken bu iki kimenin D-3 klonal

kimeye benzerligi %68 olarak tespit edildi (Sekil-16).

Sekil-15: Grup4’teki 17 VRE susunun PFGE ile elde edilen jel gorintisu

izolat no Klinik Tarih Materyal

| | || | 58 Hematoloji 2002 Perianal
| | ||| 59 Hematoloji 2002 Perianal D-1
'l | | | | 60 Hematoloji 2002 Perianal
1||| | 55 Hematoloji 2002 idrar
|| | 56 Hematoloji 2002 Perianal
|| | 57 Hematoloji 2002 Kan }D'Z
|| | 54 Hematoloji 2002 Perianal
| | | 64 Gocuk 2002 Idrar
| | | 65 Hematoloji 2002 Perianal
HEH

E
0
0
100

63 Gocuk 2002 Perianal D-3
| | | | | | | 67 Hematoloji 2002 Santral katet
| | | | | | | 68 Hematoloji 2002 Kan
LT T W 69 Hematoloji 2002 Perianal
11511l

61 Hematoloji 2002 Perianal

I

| | 70 Hematoloji 2002 Kan
I
[

| 62 Hematoloji 2002 Kan
l|I| | | | |||| 66 Hematoloji 2002 Perian:

Sekil-16: Grup4’teki 17 VRE susunun PFGE ile elde edilen dendrogrami.
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Grup 4 igindeki 17 VR E. faecium susuna ait genomik DNA
orneklerinin klonal iligkisinin tespitinde kullanilan AP-PCR ile amplifikasyonu
sonucu; molekul agirliklari yaklasik olarak 100 kb ile 1500 kb arasinda
degisen buyuklukte, 7-12 banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-17).

Bionumerics yazihm programi ile AP-PCR bant profillerinin

degerlendiriimesi sonucu elde edilen dendrogramlara gore; 3 izolatin
bulundugu d-1 ile 2’'ser izolatin bulundugu d-2, d-3, d-4, d-5, d-6, d-7 klon
kimeleri ile bu kimelerin diginda kalan 2 farkh izolat oldugu tespit edildi
(Sekil-18).

Sekil-17: Grup4’teki 17 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen jel goéruntusa.

s g 8 iZOLAT NO KLINIK TARIH MATERYAL
69 Hematoloji 2002 Perianal
_‘j 70 Hematoloji 2002 Kan d-1
67 Hematoloji 2002 Santral kateter
_| 65 Hematoloji 2002 Perianﬁr;%_z
66 Hematoloji 2002 Perianal
61 Hematoloji 2002 Perianal | 4_3
_[ 62 Hematoloji 2002 Kan
| 63 Gocuk 2002 Perianal | d-4
_| 64 Cocuk 2002 idrar
_[ 58 Hematoloji 2002 Perianal | 4 g
L 59 Hematoloji 2002 Perianal
L 68 Hematoloji 2002 Kan
| 54 Hematoloji 2002 Perianal | 4.6
|: | 55 Hematoloji 2002 idrar }
. ' 60 Hematoloji 2002 Perianal
| “ | [' | 56 Hematoloji 2002 Periaﬁﬁdq
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Sekil-18: Grup4’teki 17 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen dendrogrami.
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Grup 5 iginde, 2001 yilinin Mart, Nisan ve Mayis aylarinda
Reanimasyon, Cocuk Yogun Bakim, Noroloji Yogun Bakim ve Yanik
Unitesi’nde izole edilen VRE suslarindan segcilerek calismaya dahil edilen 13
E. faecium izolat genomunun PFGE yontemi ile degerlendiriimesi sonucu;
molekul agirliklarn yaklagik olarak 50 kb ile 900 kb arasinda degisen
bayuklukte, 12-14 banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-19).

PFGE’deki bu bant profillerinin  Bionumerics yazilimi ile
degerlendiriimesi sonucu; 3 izolatin bulundugu E-1, 6 izolatin bulundugu E-2,
3 izolatin bulundugu E-3 klon kiimeleri olusurken bu kiimelerin diginda kalan
1 farkli izolat (80 nolu izolat) oldugu tespit edildi. E-2 ve E-3 klonal kimeler

arasinda %82, farkli olan 80 nolu izolat ile E-1 klonal kime arasinda %380

benzerlik oldugu tespit edildi. Gruptaki tim izolatlar ise aralarinda en az %74
benzer bulundu (Sekil-20).

Sekil-19: Grup5'teki 13 VRE susunun PFGE ile elde edilen jel goruntlisu

s 9 8 izolat no Klinik Tarih Materyal
B BT wip oo }
MmN e Néroloj yb 2001 Kan
~{ — I e Yank 2001 Yara pi
[TIME LT e Yank 201 Periana
VPR Gouukyb 201 peraal |
RN IR Goadk b 201 iar
T
HFARFHER] 72 Reanimasyon 2001 periral [
ALY IR Yanik 201 Periana
”. | ” ml || 76 Reanimasyon 2001 Perianal/
|| | || | | ||| | | | m Reanimasyon 2001 Periana
E TULRRAIR Norolj o 201 penana]ﬁ@
|| -l | ||| | | | 8 Reanimasyon 2001 Perianal
Sekil-20: Grup5’'teki 13 VRE susunun PFGE ile elde edilen dendrogrami.
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Grup 5 igindeki 13 VR E. faecium susuna ait genomik DNA
orneklerinin klonal iligkisinin tespitinde kullanilan AP-PCR ile amplifikasyonu
sonucu; molekul agirhiklari yaklagsik olarak 100 kb ile 1500 kb arasinda
degisen buyuklukte, 5-10 banttan olusan bir profil elde edildi (Sekil-21).

Bionumerics yaziim programi ile AP-PCR bant profillerinin
degerlendiriimesi sonucu elde edilen dendrogramlara goére; 2 izolatin
bulundugu e-1 ile 3’er izolatin bulundugu e-2, e-3 klon kimeleri ve bu

kimelerin diginda kalan 5 farkl izolat oldugu tespit edildi (Sekil-22).

Sekil-21: Grup5teki 13 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen jel goruntusu

s g 8 [ZOLAT NO KLINIK TARIH MATERYAL
T F ” [ ' I | 8l Yanik 2001 Yara- p[]g—l
” ” ' l | 8 Noroloji yb 2001 Perianal
§ ”l |l||| 8 Noroloji yb 2001 Kan
n" |||| n Reanimasyon 2001 Perianal
||][ '| || & Gocuk yb 2001 Perianal
- IR 7 Gocuk yb 2001 a5
|“| I | | 80 Yanik 2001 Perianal
| l |' || 76 Reanimasyon 2001 Perianal
| l |' “ 8 Reanimasyon 2001 Perianal &3
|| ' ” m Reanimasyon 2001 Perianal
| l”l ||| & Noroloji yb 2001 Perianal
- | n” '| |!| 3 Yanik 2001 Perianal
|| ] ' “ || n Reanimasyon 2001 Perianal

Sekil-22: Grup5’teki 13 VRE susunun AP-PCR ile elde edilen dendrogrami.
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Tdm gruplarda, 9 yilik zaman diliminde VRE suslarindan secilerek
calismaya dahil edilen 83 E. faecium susunun PFGE yontemi ile bir arada
degerlendiriimesi sonucu; suslarin 11 farkl klonal kime iginde toplandidi,
2’ser izolatin bulundugu F-3 ile F-7, 3’er izolatin bulundugu F-8, F-10 ile F-
11, 4’er izolatin bulundugu F-6 ile F-9, 5 izolatin bulundugu F-4, 9 izolatin
bulundugu F-5, 16 izolatin bulundugu F-1, 26 izolatin oldugu F-2 ve bu klonal
kumelerin diginda kalan 6 izolat oldugu tespit edildi.

Bu kimelerden en blyugu olan F-2 klonal kiimede; tumi grup-1
icinde degerlendirilen 2009 yilina ait 26 izolatin oldugu, diger yillara ait
izolatlarin yer almadigi, F-1 ve F-3 klon kimelerine ise %84 benzerlik
gOsterdigi goruldu.

Diger bir klonal kime olan F-1’in ise; grup-4 iginde degerlendirilen
2002 yilina ait 10 izolat ile grup-5 icinde degerlendirilen 2001 yilina ait 6
izolattan olustugu, bu kiime igindeki suslarin aralarinda en az %86 benzerlik
gOsterdigi goruldu.

Nozokomiyal enfeksiyon tanisi almis ve birden fazla klinik
materyalinde Uremesi olan 18 hastanin farkli érneklerinden izole edilen 38
susun PFGE yodntemiyle karsilastiriimasi sonucu; 15 hastanin farkl klinik
materyallerinden izole edilen 32 susun kendi aralarinda ayni klonal kiimede
toplandigi tespit edildi. Buna gore; 9, 10 ile 11 nolu izolatlarin Reanimasyon
Unitesinde yatan bir hastanin sirasiyla perianal sirintii, kateter ve kan
orneginden izole edildikleri, F-2 klonal kiimede yer aldiklari ve %100 uyumlu
olduklari tespit edildi. Ayni sekilde 15 ile 16, 20 ile 21, 22 ile 23, 25 ile 26 nolu
izolatlarin F-2 klonal kimede toplandidi ve kendi aralarinda %100 uyumlu
olduklari géruldd. Ayrica 34 ile 35 nolu izolatlar F-6 klonal kiimede ve %100
uyumlu, 42 ile 43 nolu izolatlar F-4 klonal kimede ve %100 uyumlu, 44 ile 45
nolu izolatlar F-5 klonal kiimede ve en az %90 uyumlu, 56 ile 57 nolu izolatlar
F-10 klonal kimede ve %100 uyumlu, 61 ile 62 nolu izolatlar F-1 klonal
kiimede ve en az %90 uyumlu, 63 ile 64 nolu izolatlar F-1 klonal kiimede ve
en az %90 uyumlu, 66, 67 ile 68 nolu izolatlar F-1 klonal kimede ve en az

%86 uyumlu, 69 ile 70 nolu izolatlar F-1 klonal kiimede ve %100 uyumlu, 74
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ile 75 nolu izolatlar F-4 klonal kimede ve %100 uyumlu, 82 ile 83 nolu
izolatlar F-8 klonal kimede ve en az %94 uyumlu olarak tespit edildi.

Nozokomiyal enfeksiyon tanisi almis 3 hastanin ise farkli
orneklerinden izole edilen 6 susun kendi aralarinda farkli kimelerde
toplandigi goruldd. Buna gore; 54 ile 55 nolu izolatlar sirasiyla F-10 ve F-9
klonal kumelerde, 80 ile 81 nolu izolatlar sirasiyla F-7 ve F-8 klonal
kimelerde yer alirken 40 ile 41 nolu izolatlarin ise bu 11 kiimenin diginda ve
kendi aralarinda da farkli olduklari tespit edildi (Sekil-23).

Toplam 83 E. faecium susunun AP-PCR yontemi ile bir arada
degerlendiriimesi sonucunda ise; suslarin 15 klonal kime icinde yer aldigi,
2’ser izolatin bulundugu f-1, -4, -5, -6, -9, f-11, f-12, f-13, f-14 ile f-15, 3’er
izolatin bulundugu f-8 ile f-10, 4 izolatin bulundugu f-7, 9 izolatin bulundugu f-
2, 11 izolatin bulundugu f-3 ve bu klonal kimelerin disinda kalan 33 izolat
oldugu tespit edildi.

Bu kimelerin en blyugu olan f-3 klonal kiimede; timu grup-1 iginde
degerlendirilen 2009 yilina ait 11 izolatin oldugu, diger yillara ait izolatlarin
yer almadigi gérildi. ikinci biyik kime olan f-2 klonal kiimede de yine
tamami 2009 yilina ait 9 izolat oldugu tespit edildi. AP-PCR yéntemiyle 2009
yilina ait geriye kalan 6 izolatin 3’0 f-10 klonal kimede toplanirken 3 izolatin
ise bu kumelerin disinda kaldigi tespit edildi (Sekil-24). Oysa PFGE
yonteminde bu 26 izolatin hepsi tek klonal kimede (F-2) toplanmisti (Sekil-
23).

Nozokomiyal enfeksiyon tanisi almis 18 hastanin farkh érneklerinden
izole edilen 38 sus AP-PCR yontemiyle karsilastirildiginda ise; 10 hastanin
farkh klinik materyallerinden izole edilen 21 susun kendi aralarinda ayni
kiimede toplandigi ancak 8 hastadan izole edilen 17 susun kendi aralarinda

farkh kiimelerde toplandigi goruldiu (Sekil-24).
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-23: Toplam 83 VRE susunun PFGE ile elde edilen dendrogrami.
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TARTISMA VE SONUG

Vankomisin direnci 6zellikle hastanede yatan hastalarda énemli bir
problemdir. VRE'ler siklikla GiS’te kolonize olur. Bu kolonizasyon herhangi
bir semptom vermeden ¢ok uzun sure devam edebilir. VRE kolonizasyonu
gerek endojen yolla enfeksiyon gelisiminde, gerekse ekzojen yolla diger
hastalara gegiste rezervuar olarak rol oynar. VRE’ler nozokomiyal
epidemilere yol agarak mortalite ve morbiditeyi artirabilir. Bu nedenle
kolonizasyonunun  yayillmasini  engellemek ve kolonize hastalarda
enfeksiyonu dnlemek oldukga dnemlidir. VRE riski olan birimlerde periyodik
perianal suruntu oOrneklerinin alinmasi VRE kolonizasyonunun tespitinde
onerilmektedir (87).

Avrupa Ulkelerinde 1988 yilinda, ABD’de de 1989 yilindan itibaren
bildiriimeye baslanan VRE suslari daha sonra bir ¢ok Ulkeden bildirilmigtir.
Farkh Ulkelerde VRE suslariyla olusan enfeksiyonlarin epidemiyolojik
Ozellikleri ve o©nlenmesine yonelik ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir. Bu
calismalarda hem hastane hem de toplum kdkenli VRE suslarinda direncin
kaynagi, glikopeptit grubu antibiyotiklere karsi direncin mekanizmasi, transfer
edilebilir genetik elemanlar ve kromozomal mutasyonlar blyudk olgtde
tanimlanmigtir (6).

Enterokok tlrleri arasinda klinik éneme sahip olan VRE’lerin tir
dagihmi birgok faktére bagli olarak degisiklik gostermektedir. Enfeksiyonun
lokalizasyonu, hastanin takip edildigi klinik, hastanede antibiyotik kullanim
politikalari gibi faktorlere bagl olarak, gerek hastanelerde gerekse bdlgeler
arasinda izole edilen VRE turleri degisiklikler gosterebilmektedir. Ancak tim
dinyada hem hastane enfeksiyonlarinda hem de kolonizasyonla iliskili olarak
izole edilen VRE turleri arasinda E. faecium oraninin giderek arttigi ve
yuksek dizey glikopeptit direncinin yayillmasindan sorumlu oldugu tespit
edilmistir.

Kanada’'da hastane efeksiyonlari slirveyans programina gore Uriner

sistem enfeksiyonlari ve bakteriyemilerden izole edilen VRE izolatlarinin
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neredeyse tamaminin (%98,3) E. faecium, geriye kalan %21,7’sinin de E.
faecalis oldugu bildirilmistir (88).

Rudy ve ark. (89) tarafindan yapilan epidemiyolojik bir calismada
1995-2002 yillar arasinda izole edilen VRE izolatlari incelenmistir. Uzun
sureli epidemiyolojik calismada VRE’lerin glikopeptit turevi antibiyotiklere
kargi diren¢ oranlari ve turler arasindaki farkhliklarin tespitinin amacglandigi
bu calismada E. faecium suslarinda, E. faecalis’e gore ¢ok belirgin bir direng
artisi oldugunu tespit edilmigtir.

Ulkemizde ise Aygln ve ark. (90) tarafindan Ankara ve istanbul’da
yapilan ¢alismalarda 467 hasta degerlendiriimis ve VRE kolonizasyon orani
%1,9 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada izole edilen VRE’lerin tamaminin
vankomisin ve teikoplanine direngli E. faecium oldugu tespit edilmistir.

Bizim galismamizda; Ocak 2001 ile Aralik 2009 yillari arasinda 9
yillik periyot icinde hastanede yatan 257 farkli hastadan alinan 6rneklerden
izole edilen toplam 664 VRE susu oldugu belirlendi. Bu suslarin tlrlere gore
dagilimina baktildiginda 651 (%98)’inin VR E. faecium susu oldugu tespit
edildi. Calismamiza dahil ettigimiz muhtemel epidemi donemlerinde izole
edilen 83 adet E. faecium susu incelendiginde ise tum izolatlarin yliksek
dizey glikopeptit direncine sahip oldugu, E-test yontemi ile 83 E. faecium
izolatinin hepsinde vankomisin MIK degerinin 256 ug/mi’nin (izerinde,
teikoplanin MiK degerinin 16 pg/mi’'nin tizerinde oldugu tespit edildi (Tablo-7).
Tim dinyada VRE izolatlari arasinda baskin tir olarak tespit edilen VR E.
faecium’un bizim hastanemizde de benzer sekilde en sik izole edilen tir
oldugu belirlendi.

Hastane kokenli VRE salginlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespiti
icin salginlarda izole edilen suslarin tur ve direng ozellikleri belirlendikten
sonra mutlaka molekiler epidemiyolojik yontemlerle incelenmeleri
gerekmektedir. Genotipik yontemlerle tir ici izolatlar arasindaki klonal iligkinin
goOsteriimesi son derece o6nemlidir. GuUnimlize kadar o6zellikle VRE
salginlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespitinde, fenotipik yontemlerin
disinda, farkh molekiler epidemiyolojik yontemler kullanilmigtir. Bunlardan

PFGE ydnteminin tekrarlanabilirliginin iyi ve ayrim glcunin ylksek olmasi
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nedeniyle “altin standart” olarak kabul edilmistir. Kullanilan diger molekuler
testler PFGE yontemine gore derecelendirilmigtir. PFGE yontemi farkli
bakterilerle olugsan nozokomiyal salginlarda, Ozellikle de kisa sureli
salginlarda, salgin suslari ve kaynak tespitinde son derece vyararli
bulunmustur. Bununla birlikte uzun sureli surveyans ¢aligsmalari igin de PFGE
yonteminin kullanilabilir sonuglar Urettigini ileri siren ¢alismalar mevcuttur.

Cheng ve ark. (91) tarafindan yapilan bir galismada Hong Kong'ta,
uclincu basamak bir hastanenin Beyin Cerrahi Klinik ve Yogun Bakim
Unitesinde, bir aylik periyotta goriilen VR E. faecium salgini arastirilmigtir. ilk
VRE susu izole edildikten sonraki bir ay suresince temas takipleri yapiimis ve
211 hastadan 193 klinik 6rnek toplanmis, ¢evresel kontaminasyonun
derecesini gorebilmek icin de 516 ¢evre kllturd alinmistir. Calismada indeks
olgu ile birlikte 4 hasta 6rneginde ve 2 tane de ¢evre kilturinde olmak Uzere
toplam 6 VR E. faecium susu izole edilmis ve tim suslarin vankomisin MiK
degeri E-test yontemi ile 256 pg/ml’nin Gzerinde bulunmustur. PFGE yontemi
ile bu 6 susun ayni bant profiline sahip oldugu tespit edilmis ve bu suslar
disinda orneklerden VRE izole edilmemistir. Arastirmacilar, bulas oranindaki
disukligl ise bu birimlerde VRE'ye karsi alinan hijyen tedbirlerine
baglamislar ve PFGE ile klonal iliskilendirmenin salgin surveyansi igin
onemini vurgulamislardir.

Alves D’azevedo ve ark. (92) tarafindan Brezilya’da bir egitim
hastanesinde yapilan bir ¢galismada, ilk defa izole edilmesinden itibaren 8 yil
boyunca VRE suslarinin fenotipik ve genotipik 6zellikleri arastiriimis. Subat
2006'da ayni hastanenin farkli Yogun Bakim Unitelerinde takip edilen
hastalardan 81 adet rektal surtnti érnegi alinmis ve 20’sinde E. faecium,
17’sinde de E. faecalis olmak Uzere toplam 37 6rnekte VRE izole edilmistir.
izolatlarin tamaminin glikopeptitlere yiiksek diizeyde direncli oldugu, PFGE
yontemi ile E. faecalis izolatlarinin 2, E. faecium izolatlarinin ise 5 farkh
klonal kiime igerisinde toplandigi tespit edilmistir. Arastirmacilar ayni klonal
kime igerisinde yer alan E. faecium izolatlarinin, 4 farkh Yodun Bakim
Unitesinde takip edilen, 4 farkli hastadan izole edildigini bildirmigler ve bu
klonun sekiz yil 6nce tespit ettikleri ilk VRE klonundan farkli oldugunu
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belirterek, hastaneye yeni bir VR E. faecium klonunun vyerlestigini
ispatlamislardir. Bu calismada sonug¢ olarak PFGE yonteminin kisa sureli
surveyans galismalarinda oldugu kadar, uzun sureli strveyans igin de énemli
oldugu vurgulanmistir.

Corso ve ark. (93) yaptiklari galismada 1997-2000 yillari arasinda
Arjantin’”de 30 farkh hastaneden izole edilen 189 VR E. faecium susunun
glikopeptit direng mekanizmalarini ve PFGE yontemi ile genetik iligkilerini
arastirmiglar. Calismada PFGE yontemi ile tum suslarin 35 farkli klonal
kiimede toplandigi, 106 (%56) susun en buyuk kiime olan Tip1 klonal kimeyi
olusturdugu gosterilmistir. Ayni klonal kimede yer alan bu suslarin, 30
hastanenin 19’'unda bulundugu, 17 hastanede ise baskin sus oldugu
belirlenmis. Ayrica Tip1 klonunun, ayni hastanenin farkli kliniklerinde, ayni
sehrin farkli hastanelerinde ve farkli sehirlerdeki hastanelerde bulunan
yerlesik sus oldugu kabul edilmistir. Ayni kime igerisinde yer alan, ancak
PFGE'de bant profillerindeki klguk degisikliklere bagh olarak farkli alt
kimeler olustugu tespit edilmis. Bant profilindeki bu minér degisikliklerin ise
enterokoklardaki  cesitli  aktarilabilir genetik elementlerin  (plazmid,
transpozon, IS elementleri gibi) kazanimi veya kaybi sonucu veya
mutasyonlara bagli olabilecedini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada sonug¢ olarak
PFGE yonteminin hem kisa hem de uzun sureli stirveyans ¢alismalar igin
kullanilabilir sonuglar Urettigini vurgulamiglar ve muhtemelen bir epidemik
klonun uzun suredir hastanelere hakim olabildigini ileri sirmuslerdir.

Valdezate ve ark. (94) yaptiklari calismada 10’u hastane enfeksiyonu
tanisi almis hasta materyallerinden, 40’1 kolonizasyonla iliskili érneklerden
olmak Uzere toplam 50 VR E. faecium izolatini klonal iliski yéninden PFGE,
Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA) ve
Multilokus Sequence Tipleme (MLST) yontemleri ile dederlendirmisler.
calismalarinda, PFGE ydntemi ile batun izolatlarin 3'G blyidk “ana kime”
olmak Uzere 8 kiime icerisinde toplandidi tespit edilmis, bu 3 major kimeden
TipT’in ilk izole edilen indeks sus ile iligkili suglari igerdigi ve 2 yil boyunca 3
servisten izole edilen 37 izolattan olustugu bildirilmigtir. Tip 6’nin, 101 gun
icerisinde 2 servisteki toplam 5 hastadan izole edildigi ve Tip 7’'nin de 7
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gunluk peryotta ayni servisteki 2 hastadan izole edildigi belirtiimistir. Sonug
olarak PFGE yontemi ile belirlenen gruplarin hem kisa hem de uzun sureli
surveyans igin son derece 6nemli sonuglar drettigini gostermislerdir.

Brilliantova ve ark. (95) yaptiklari galismada hematolojik malignitesi
olan hastalardan izole edilen 129 VR E. faecium susunun klonal iligkisini
degerlendirmis, PFGE yontemi ile tumU vanA pozitif olan 129 VR E. faecium
susunun 23 farkli gen kumesi (A-W) icerisinde yer aldigini gostermiglerdir.
Calismada en genis klonal kimelerin, 30 Gyeli A (A1-A30) ile 8 Gyeli F(F1-F8)
kimeleri oldugu bildiriimis ve PFGE yonteminin VRE surveyansindaki 6nemi
vurgulanmistir.

Perlada ve ark. (96) tarafindan yapilan bir galismada; Subat 1995’ten
Temmuz 1995’e kadar, 6 aylik periyotta, Ohio’da 10 hastanede yatan
hastalarin kan kulturlerinde izole edilen 157 enterokok susu incelenmig, 108
(%69) E. faecalis, 46 (%29) E. faecium ve 1’er tane E. avium, E. durans, ve
E. gallinorum susu izole edilmis. Bunlardan 20 adet E. faecium ve 1 adet E.
gallinorum izolatinin vankomisine direngli oldugu belirlenmis. VanB
fenotipinde olan 19 E. faecium susunun PFGE ydntemi ile dederlendiriimesi
sonucu tamaminin ayni veya ¢ok benzer bant paternlerine sahip oldugu
tespit edilmigtir. Calismada Ohio’daki hastanelerde artan vankomisin
direncinin temelde tek bir E. faecium vanB susunun klonal diseminasyonuna
bagli oldugunu gdsterilmistir.

Bizim calismamizda, 9 yillik zaman diliminde VRE suslarindan
secilerek calismaya dahil edilen 83 E. faecium susunun PFGE yo6ntemi ile bir
arada degerlendiriimesi sonucu; suslarin 11 farkli klonal kime iginde
toplandigi tespit edildi. Bu suslarin kiimelere gére dagilimina bakildiginda;
2’'ser izolatin bulundugu F-3 ile F-7, 3’er izolatin bulundugu F-8, F-10 ile F-
11, 4’er izolatin bulundugu F-6 ile F-9, 5 izolatin bulundugu F-4, 9 izolatin
bulundugu F-5, 16 izolatin bulundugu F-1, 26 izolatin oldugu F-2 ve bu klonal
kimelerin disinda kalan 6 izolat oldugu tespit edildi.

PFGE yontemi ile bu klonal kiimelerden en buyugu olan F-2’de; timu
grup-1 icinde degerlendirilen 2009 yilina ait 26 izolatin oldugu, diger yillara
ait izolatlarin yer almadigi tespit edildi. Ayrica bu 26 izolatin 13'U kendi
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aralarinda %100 uyumlu iken diger 13 izolat da yine kendi aralarida %100
uyumlu bulundu. Bu izolatlarin timu aralarinda en az %92 benzerlik gosteren
tek klonal kimede toplandi (Sekil-23). 2009 yilindaki epidemi doneminde
izole edilen bu F-2 klonunun, hastanemizin farkh Klinik ve Yogun Bakim
Unitelerinde hakim tek klon oldugu belirlendi. Alves D’azevedo ve ark. (95)
yaptiklari galismadakine benzer sekilde, bizdeki F-2 klonunun dnceki yillarda
izole edilen klonal suslardan farkli oldugu, hastanemizin genelinde tek klonun
disseminasyonu sonucu daha onceki suglarin yerini aldigi ve baskin hale
geldigi tespit edildi.

Diger bir klonal kime olan F-1’in ise; grup-4 iginde degerlendirilen
2002 yilina ait 10 izolat ile grup-5 icinde degerlendirilen 2001 yilina ait 6
izolat olmak Uzere toplam 16 izolattan olustugu, bu kiime igindeki suslarin
aralarinda en az %86 benzerlik gosterdigi tespit edildi (Sekil-23). 2001 yilinda
Reanimasyon, Yanik ve Noroloji Yogun Bakim Unitelerinde takip edilen 6
hasta dérneginde izole edilen bu klonun, 2002 yilinda Cocuk ve Hematoloiji
Kliniginde takip edilen 10 hasta 6rneginde izole edilmesi, F-1 klonunun uzun
sure varligini surdtrdgund, bu iki epidemi doneminde baskin klon oldugunu
gOstermektedir.

2002 yilindaki epidemi doneminden galismaya dahil edilen ve genel
degerlendirmede F-1 klonal kiimeden farklilik gosteren diger 7 izolat ise, 4
izolath F-9 ile 3 izolath F-10 klonal kiimelerini olusturdu. F-9 ve F-10 klonlari
da tamami Hematoloji Kliniginde yatan hasta orneklerinden izole edildi. F-9
ve F-10 klonlari arasinda %82 benzerlik varken, bu iki klonun F-1 klonundan
oldukga farkli oldugu tespit edildi (Sekil-23).

2003 yilindaki epidemi doneminden caligmaya dahil edilen 14
izolat'in PFGE ile degerlendiriimesi sonucu; 9 izolatin bu dénemdeki en
buyuk kime olan F-5'te, 2 izolatin F-4’te, 1 izolatin F-7'de toplandigi ve 2
izolatin ise bu kimelerin disinda, tamamen farkh olduklari tespit edildi. Bu
farkh 2 izolat Hematoloji Kliniginde yatan bir hastanin sirasiyla perianal ve
idrar orneklerinden izole edilmigti. Tum izolatlarin Cocuk Klinik ve Yogun
Bakim Unitesinden izole edildigi F-5 klonunun, bu epidemi dénemindeki
baskin klon oldugu belirlendi.
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F-4 klonal kimede; 2001 yilinda Cocuk Yogun Bakim Unitesinde
yatan bir hastanin 2 farkh érneginden, Reanimasyon Unitesinde yatan 1
hasta 6rneginden izole edilen 3 izolat ile 2003 yilinda Hematoloji Kliniginde
yatan bir hastanin 2 farkli érneginden izole edilen 5 izolatin toplandigi, yine
F-7 klonal kimede de 2001 yilinda Yanik Unitesinde yatan 1 hasta
drneginden ve 2003 yilinda Cocuk Yogun Bakim Unitesinde yatan 1 hasta
orneginden izole edilen 2 izolatin toplandigi goruldu (Sekil-23). F-4 ve F-7
klonlarinin 2001 ve 2003 yillarinda farkli kliniklerde yatan, az sayidaki hasta
orneginden izole edilmesi, bu klonlarin uzun sutre varhdini surdirdiguna
dusundurmekle birlikte, ayni tiran i¢indeki sinirli sayidaki mutasyonlara bagl
olarak, farkli klonlarin benzerligi seklinde de yorumlanabilir.

2007 yilindaki epidemi doéneminden c¢alismaya dahil edilen, timu
Cocuk Kliniginde yatan hasta érneklerinden izole edilen 13 izolat'in PFGE ile
degerlendirildigi genel dendrogramda; 4 izolatin F-6, 3 izolatin F-11 klonal
kimede toplandigi, diger epidemi donemlerinde izole edilen suslara
benzemeyen ve kendi iginde de farkli olan izolatlarin oldugu tespit edildi. F-6
klonal kiimede yer alan 2 izolat, ayni hastanin sirasiyla perianal stranta ve
periton sivisindan izole edildi ve %100 uyumlu bulundu. Ayni kiimedeki farkl
bir hastanin perianal suruntu kultirinden izole edilen Uguncu bir izolat da
yine bu 2 izolatla %100 uyumlu bulundu (Sekil-23). Ancak bu epidemi
déneminde baskin bir klondan ziyade farkli bir ¢ok klonal susun hasta
orneklerinden izole edildigi tespit edildi.

Enterokoklarin etken oldugu enfeksiyonlarin genellikle hastanin kendi
florasindan kaynaklanan endojen enfeksiyonlar seklinde olustugu
dusundlmekle birlikte, ekzojen yolla da enfeksiyona neden olabilecegi
gosterilmistir. Ozellikle antibiyotiklere direngli tirler, hastadan hastaya veya
kolonize hastane personeli tarafindan hastalara bulastirilabilmektedir.
Boylece gerek hastane icinde, gerekse hastaneler arasi bu suslarin yayilarak
salginlara sebep olabildigi yapilan calismalarda tespit edilmistir (1, 5).
Perianal suriintii  drneklerinde VRE izole edilmesi hastanin GIS

kolonizasyonunu gosterir.
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Calismamizda perianal suruntu 6rneginde VRE izole edilen, kolonize
oldugunu bildigimiz 18 hastanin takip eden zamanda farkli Klinik
materyallerinde de VRE izole edildigini belirledik. 18 tanesi perianal suruntu
orneklerinden, 20 tanesi diger klinik materyallerden izole edilen (Tablo-6) bu
38 sus kendi aralarinda karsilastirildi. Yani bu hastalarin kolonize olduklari
VRE susglari ile nozokomiyal enfeksiyona sebep olan VRE suslarinin ayni
olup olmadigi degerlendirildi. Buna gore;

PFGE yontemi ile Grup 1 icinde degerlendiriien 2009 yil
izolatlarindan 9, 10 ile 11 nolu izolatlarin Reanimasyon Unitesinde yatan bir
hastanin sirasiyla perianal suruntu, kateter ve kan 6rneginden, 15 ile 16 nolu
izolatlarin Goglis Hastaliklari Yogun Bakim Unitesinde yatan bir hastanin
perianal surlntl ve kan 6rneginden, 20 ile 21 nolu izolatlarin yine Gogus
Hastaliklari Yogun Bakim Unitesinde yatan ayri bir hastanin perianal siriintii
ve kan dérneginden, 22 ile 23 nolu izolatlarin Hematoloji Kliniginde yatan bir
hastanin perianal surtintl ve yara/pu orneginden, 25 ile 26 nolu izolatlarin
yine Hematoloji Kliniginde yatan ayri bir hastanin perianal struntu ve idrar
orneginden izole edildigi, bu suglarin kendi aralarinda %100 benzer oldugu
tespit edildi (Sekil-4). Klinik materyallerden izole edilen VRE suslarinin,
hastalarin kolonize olduklari suslarla ayni olmasi, oncelikle endojen yayilimi
disundurmekle birlikte 2009 yili suslarinin tek kiimede toplanmasi, ekzojen
yolla da bulas olabilecegini gosterdi. Bu nedenle bu grup icin endojen-
ekzojen bulas ayrimi yapilamadi.

Grup 2 icinde deg@erlendirilen 2007 yili izolatlarindan 34 ile 35 nolu
izolatlar Cocuk Kliniginde yatan bir hastanin sirasiyla perianal surunti ve
periton sivisindan izole edildi. Bu iki sus %100 benzer bulundu. Ayrica daha
sonra ayni klinige yatirilarak takip edilen baska bir hastanin da perianal
surdntd 6rnegdinde izole edilen bir sugla (33 nolu izolat) yine bu iki sus %100
benzer iken diger tim suslarla tamamen farkli olduklari tespit edildi (Sekil-8).
ilk hastada izole edilen susun muhtemelen kendi florasindan endojen bulas
yoluyla nozokomiyal enfeksiyona, ekzojen yolla da diger hastaya bulasarak

kolonizasyonuna neden oldugu dusunaldu.
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Grup 3 icinde degerlendirilen 2003 yili izolatlarindan 40 ile 41 nolu
izolatlarin Hematoloji Kliniginde yatan bir hastanin sirasiyla perianal suruntu
ve idrar 6rneginden, 42 ile 43 nolu izolatlarin yine Hematoloji Kliniginde yatan
ayri bir hastanin perianal surintl ve bodaz 6rneginden, 44 ile 45 nolu
izolatlarin Cocuk Kliniginde yatan bir hastanin sirasiyla perianal suruntu ve
idrar orneginden izole edildi (Sekil-12). 42 ile 43 nolu izolatlarin kendi
aralarinda %100 benzer olmasi ve diger izolatlardan tamamen farkli olmasi
muhtemel bir endojen bulasi gostermektedir. 40 ile 41 nolu izolatlarin hem
kendi aralarinda hem de diger izolatlarla farkh olmasi ekzojen bulasi
dusundurdd. 44 ile 45 nolu izolatlarin ise hem kendi aralarinda hem de
Cocuk Kliniginde yatan diger 8 hastayla benzer olmasi nedeniyle endojen-
ekzojen bulas ayrimi yapilamadi.

Grup 4 icinde degerlendirilen 2002 yili izolatlarindan 54 ile 55 nolu
izolatlar (perianal surtunta ve idrar) farkh, 56 ile 57 nolu izolatlar (perianal
surdntt ve kan) %100 benzer, 61 ile 62 nolu izolatlar (perianal sUruntl ve
kan) %90 benzer, 63 ile 64 nolu izolatlar (perianal surinttd ve idrar) %90
benzer, 66, 67 ile 68 nolu izolatlar (perianal surtntd, santral kateter ve kan)
en az %86 benzer, 69 ile 70 nolu izolatlar (perianal surintl ve kan) %100
benzer bulundu ($ekil-16). Bu hasta grubunda 56 ile 57 nolu izolatlar kendi
aralarinda %100 uyumlu iken diger izolatlardan tamamen farkli olmalari
endojen bulasi, 54 ile 55 nolu izolatlarin ise kendi aralarinda farkli olmasi
ekzojen bulasi desteklemektedir. Diger hastalarda, farkli hastalardaki
izolatlarin benzerligi nedeniyle endojen-ekzojen bulas ayrimi yapilamadi.

Grup 5 iginde degerlendirilen 2001 yili izolatlarindan ise 74 ile 75
nolu izolatlar (perianal surtntli ve idrar) %100 benzer iken, 80 ile 81 nolu
izolatlar (perianal surintl ve yara/pu) farkli, 82 ile 83 nolu izolatlar (perianal
suruntld ve kan) en az %94 benzer olarak tespit edildi (Sekil-20). 82 ile 83
nolu izolatlarin ayni olmasi endojen, 80 ile 81 nolu izolatlarin farkli olmasi ise
ekzojen bulasi desteklemektedir. 74 ile 75 nolu izolatlar ayni iken diger bazi
farkli hastalardaki izolatlarla benzerlik gdstermesi nedeniyle endojen-ekzojen

bulag ayrimi bu izolatlar i¢in yapilamadi.
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Sonug olarak endojen veya ekzojen yolla, 18 hastada nozokomiyal
enfeksiyon gelismesi ve bu hasta grubunun gogunda kolonize olduklarn sus
ile ayni susun klinik materyallerden izole edilmesi, VRE ile kolonizasyonunun
onemini gostermektedir. Calismamizda endojen ve ekzojen bulasi
dusunduren hastalar olmakla birlikte bu ayrim tim suslar igin yapilamadi.

Yiksek ayrim gucine sahip olan molekller epidemiyolojik
yontemlerin surveyans calismalarinda kullaniimaya basladigi dénemlerde,
gerek nukleik asit amplifikasyon temeline dayali, gerekse restriksiyon
enzimlerinin kullanildidi ¢ok sayida yontem denenmis ve PFGE yontemi ile
karsilastirnimistir. Bu yontemler arasinda nispeten daha basit, ucuz ve hizli
olan, ancak tekrarlanabilirligi diguk bir yontem olan AP-PCR yontemi birgok
arastirmaci tarafindan farkli bakterilerin incelenmesinde kullaniimigtir. VRE
surveyansinda da yine AP-PCR’in alternatif bir yontem olarak denendigi
calismalar yapilmis ve sonuglari tartisiimistir.

Braak ve ark. (97) tarafindan yapilan bir ¢galismada; 100 VRE izolati
deg@erlendiriimig, bu izolatlarin genotipik iligkilerini belirlemede kullandiklari
PFGE ve AP-PCR yodntemleri karsilastirimistir. E. faecium, E. faecalis, E.
gallinorum, E. avium ve E. casseliflavus turlerinden olusan, Hollanda’dan 50,
ingiltere’den de 50 izolat olmak lizere toplam 100 izolatin PFGE ve AP-PCR
yontemleri ile degerlendirildigi bu calismada, her iki yontemle de elde edilen
sonuglar birbirine benzer bulunmus. Calismada her iki yontemin de birbirleri
icin iyi birer alternatif oldugu vurgulanmistir.

Diger taraftan Barbier ve ark. (98) tarafindan yapilan ¢alismada; 40
aylik bir periyotta, hastanede yatan hastalardan izole edilen 60 VR E.
faecium izolati degerlendiriimis, PFGE ve AP-PCR yontemleri kullanilarak
sonuglari karsilastirilmistir. AP-PCR yonteminin PFGE yontemine goére daha
disuk ayrim gucune sahip oldugu, ancak hastane kokenli VRE
surveyansinda kullanilabilecegi belirtiimistir.

Vancanneyt ve ark. (11) vyaptiklari calismada; farkli Avrupa
ulkelerinde insan, hayvan ve besin gibi c¢esitli kaynaklardan izole edilen
vankomisine duyarli ve direngli 78 E. faecium izolati PFGE, AP-PCR ve
Amplified fragment length  polymorphism (AFLP) yontemleri ile
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degerlendiriimis, AP-PCR yonteminin tekrarlanabilirligi, PFGE yoOntemine
gore oldukga dusuk bulunmustur.

Bizim c¢alismamizda, 9 yillik zaman diliminde VRE suslarindan
secilerek calismaya dahil edilen 83 E. faecium susunun AP-PCR ydntemi ile
bir arada degerlendirildigi genel dendrogramda; suslarin 15 farkl klonal kiime
icinde toplandigi tespit edildi. Bu susglarin kimelere goére dagilimina
bakildiginda; 2’ser izolatin bulundugu f-1, -4, -5, f-6, -9, -11, f-12, f-13, {-14
ile f-15, 3’er izolatin bulundugu f-8 ile f-10, 4 izolatin bulundugu f-7, 9 izolatin
bulundugu -2, 11 izolatin bulundugu f-3 ve bu klonal kimelerin diginda
kalan, kendi aralarinda da tamamen farkli 33 izolat oldugu tespit edildi (Sekil-
24). Oysa PFGE yodntemiyle ayni izolatlar degerlendirildiginde 11 farkli klonal
kime icinde toplanmisti (Sekil-23).

AP-PCR yontemi ile bu klonal kiimelerden en buyugu olan f-3’de;
tumU grup-1 icinde degerlendirilen 2009 yilina ait 11 izolatin oldugu, ikinci
blylk kiime olan f-2'de; yine 2009 yilina ait 9 izolatin oldugu goraldi. 2009
yilina ait diger 6 izolatin ise 3’U f-10 klonal kimede toplanirken, 3 izolat bu
kimelerin diginda ve tamamen farkli olarak tespit edildi. AP-PCR yontemi ile
degerlendirilen 2009 yilina ait bu 26 izolat ile daha 6nceki yillarda izole edilen
izolatlar arasinda bir benzerlik tespit edilmedi. PFGE ydnteminde de ayni
izolatlar ile daha onceki yillarda izole edilen izolatlar arasinda bir benzerlik
bulunmadigi ancak izolatlarin timudndn tek klonal kimede (F-2) yer aldigi
belirlendi.

Benzer sekilde diger 4 epidemi déneminden calismaya dahil edilen
izolatlar AP-PCR yodntemi ile degerlendirildiginde, PFGE ybéntemine gore
izolatlarin daha fazla kimede toplandigi, PFGE yonteminde ayni kiime igine
giren bazi izolatlarin AP-PCR yénteminde farkli kiimelerde yer aldi§i tespit
edildi.

Toplam 5 grupta degerlendirilen 83 VR E. faecim susunun her iki
yontemle degerlendiriimesi sonucunda; AP-PCR ile suslar 15 farkli klonal
kime iginde toplanirken, PFGE ile ayni suslarin 11 farkli klonal kiimede
toplanmasi, AP-PCR ydnteminin daha yuksek ayrim gticline sahip oldugunu
gostermis olmakla birlikte her iki yontemle olusan kiumelerdeki izolatlarin
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klonal iligki ydonunden benzerlik gostermedigi tespit edildi. Yine nozokomiyal
enfeksiyon tanisi almig 18 hastanin farkli 6rneklerinden izole edilen 38 susun
degerlendiriimesi sonucu; kendi aralarinda daha ¢ok ayni klonal kimede
toplanmasini bekledigimiz bu suslardan 32 tanesinin PFGE yontemiyle kendi
aralarinda ayni klonal kimede toplandigi ve codunun da %100 benzer
oldugu, ancak AP-PCR yontemiyle ayni suslardan 21 tanesinin kendi
aralarinda ayni kimede toplandigi tespit edildi (Sekil-23 ve 24).

Ayrica ayni izolatlar, ayni primer ve ayni test kosullarinda AP-PCR
yontemi ile calisma tekrarlandiginda gerek bant sayilarinda, gerekse olusan
dendrogramlarda farkliliklar olustugu tespit edildi. Oysa PFGE yontemi
calisma tekrarlandiginda ilk g¢alismadaki ile %100 uyumlu sonuglar elde
edildi. Bu bulgular AP-PCR yonteminin ayrim gucunudn yuksek oldugunu,
ancak duyarhlik ve 6zgulliginin PFGE ydntemine goére diusuk oldugunu
gOstermigtir. Ayrica AP-PCR yodnteminin tekrarlanabilirliginin distk oldugu,
buna karsilik laboratuvarlar arasi standardize edilebilen, tekrarlanabilirligi gok
iyi, duyarlihk ve 0&zgulligad vyuksek olan PFGE yonteminin salgin
surveyansinda guvenilir bilgiler sunan bir molekuler epidemiyolojik yontem
oldugu kanaatine variimistir.

Sonug olarak; Ocak 2001 ile Aralik 2009 yillari arasinda 9 yillk
periyot boyunca hastanemizde yatan hasta orneklerinde izole edilen tim
VRE'ler iginde E. faecium turinin %98’lik bir oranla baskin tur oldugu,
calismaya alinan tum suslarin yuksek duzey glikopeptit direnci gosterdigi ve
5 ayri donemde epidemiye sebep oldugu belirlendi.

Calismamizda farkli yillarda meydana gelen epidemi dénemlerinde
izole edilen 83 VR E. faecium susunun klonal iligkileri PFGE ve AP-PCR
yontemleri ile tespit edildi. Suslarin genotiplendiriimesinde “altin standart”
yontem olarak bilinen PFGE ile degerlendiriimesi sonucu; sadece 2001 ile
2002 yili epidemilerinde izole edilen birgok sug arasinda anlamli benzerlik
olmasi, bu klonun varligini uzun sure korudugunu ve bu iki epidemi
doneminde hastanede baskin hale geldigini gostermektedir. Diger 3 epidemi
donemlerinde izole edilen suslar arasinda anlamli bir benzerlik tespit

edilmedi. Ancak ayni epidemi donemlerinde izole edilen suslarin kendi
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aralarinda birbirlerine benzedigi ve birka¢ klonal kimede toplandigi belirlendi.
Ozellikle 2009 yilindaki epidemi déneminde tim suslarin tek bir kiimede
toplanmasi, daha 6nceki donemlerde hastanede izole edilmeyen bu klonun,
disseminasyon sonucu tium hastaneye yayildigini ve bu epidemiden sorumlu
tek klon oldugunu gdéstermistir.

Bu bulgular dogrultusunda; nozokomiyal enfeksiyonlar igin gerek
saglhk calisanlarini, gerekse hasta ve hasta yakinlarini kapsayan oOnleyici
rehberler dizenlenmeli ve bu rehperlere uyulmasi konusunda egitim
caligmalar yapilmalidir. Ayrica VRE gibi nozokomiyal enfeksiyon etkenlerine
yonelik aktif surveyans yapiimalidir. Bu slrveyans sirasinda mikrobiyoloji
laboratuvarlari daha etkin bir gekilde kullaniimali ve antibiyotik kullanim

politikalari gbzden gegirilmelidir.
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