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OZET

Hastane Enfeksiyonlarindan izole Edilen Vankomisin Rezistan Enterokoklarin

Pulsed Field Gel Elektroforez Teknigi ile Genotip Tayini

Vankomisin rezistan enterokoklar hastane enfeksiyonuna sebep olan patojenler
arasinda giderek artan siklikta izole edilmektedir. Enfeksiyonlarin yayilimmin 6nlenmesinde
ve kontroliinde, intestinal vankomisin rezistan enterokoklar kolonizasyonu olan hastalarin
erken tespiti ve hastane enfeksiyonu salgmi ile iligkilerinin gosterilmesi 6nemlidir.
Vankomisin rezistan enterokoklar izolatlar1 ile salgin arasindaki iliskinin gdsterilmesinde
genotiplendirme yontemleri ile klonal iliskinin tespit edilmesi gereklidir. Bu amagla ¢ok
sayida molekiiler bazli genotiplendirme yontemi kullanilmistir. Bu yontemlerden PFGE;
hastane kokenli salginlarin siirveyansinda, salgin izolatlarimin iligkilendirilmesi ve salgin
kaynagmin tespit edilmesinde, ayrim giicli en yiiksek olan ve “altin standart” olarak kabul
edilen bir yontemdir.

Bu caligmada hastane kokenli enterokok izolatlarinin glikopeptit tiirevi antibiyotik
direng profilleri ve bu izolatlarin hastane enfeksiyonlari ile iligkilerinin tespitinde Pulsed Field
jel Elektroforez ve Randomly Amplified Polymorphic DNA ydntemlerinin uygulanabilirligini
arastirilmistir.  Bu amagla Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez
Laboratuarma cesitli servislerden gonderilen; 33 (%41,77)’i hastane enfeksiyonu tanisina
uyan hastalara ait klinik 6rneklerden, 30 (%37,98)’u kolonizasyonu gosteren 6rneklerden ve
16 (%20,25)’s1da  hastane enfeksiyonu dis1 enfeksiyon yakinmasi olan hastalara ait klinik
materyalden izole edilen olmak iizere toplam 79 enterokok izolat1 degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak; degerlendirilen hastane enfeksiyonu ve kolonizasyonla iligkili izolatlar
arasinda vankomisin rezistan E.faecium’un hakim oldugunu, bu izolatlarin yiiksek oranda
(%93,5-80) teikoplanin direnci gelistirdikleri, hastane enfeksiyonu izolatlar1 ile kolonizasyon
izolatlar1 arasinda yiiksek oranda yakim klonal iliskinin oldugu goriilmiis, Pulsed Field jel
Elektroforez yOnteminin vankomisin rezistan enterokoklar siirveyansinda Randomly
Amplified Polymorphic DNA’dan daha yiiksek ayirim giiciine sahip ve stabil sonugclar iireten
bir yontem oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciik: Genotipleme, PFGE, RAPD, VRE
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ABSTRACT

The Genotyping of Vancomycine Resistant Enterococci Isolated Nosocomial Infections

with Pulsed Field Gel Electrophoresis

Vancomycine resistant Enterococci are isolated in increasing frequency among the
pathogens that cause nosocomial infections. Early detection of patients with intestinal
Vancomycine resistant Enterococci colonization and the demonstration of their relationship
with the hospital infection outbreaks are important in controlling and preventing the spread
of these infection. The clonal relationship between Vancomycine resistant Enterococci
isolates and the outbreak should be determined with genotyping methods. For this purpose,
a large number of molecular-based genotyping methods has been used. Among these
methods, Pulsed field gel electrophoresis is considered as the ‘gold standard’ with the
highest discriminatory power in the surveillance of nosocomial outbreaks, and the detection
and association of outbreak isolates.

In this study, the glycopeptide resistance profiles of Enterococcus isolates and
the applicability of Pulsed field gel electrophoresis and Randomly Amplified Polymorphic
DNA methods in determining the relationship of these isolates with nosocomial infections
have been investigated.

For this purpose, a total of 79 enterococci isolates were evaluated which were obtained
from various clinical specimens sent to the Balcali Hospital Central Laboratory, The
Faculty of Medicine, Cukurova University. Of these isolates, 33 (41,77%) were isolated
from clinical specimens in patients with nosocomial infection, 30 (37,98%) from rectal
specimens in patients with intestinal colonization and 16 (20,25%) from clinical
specimens in patients with non-nosocomial infections.

As a result, Vancomycine resistant E.faecium was found to be the dominant isolate

among the nosocomial infections and the isolates related to intestinal colonization that
were evaluated. It was also found that these isolates developed a high (93,5% and 80%
respectively) teicoplanin resistance and that there is a close clonal relationship between
nosocomial infection isolates and intestinal colonization isolates. In the Vancomycine
resistant Enterococci surveillance, Pulsed field gel electrophoresis method has been found
to have a higher discriminatory power and to yield stable results when compared to
Randomly Amplified Polymorphic DNA.

Keywords: Molecular typging, PFGE, RAPD, VRE



1.GIRIS

Enfeksiyon hastaliklar1 insanligin varolusundan bu yana biitiin toplumlar:
etkileyen en Onemli problemlerden biri olmustur. Enfeksiyon etkeni olan
mikroorganizmalara kars1 eski caglardan beri cok cesitli organik ve inorganik
kimyasallar, tiitsiiler ve boyalar kullanilmistir. Penisilini kesfinden sonra antibiyotik
cag1 baslamis ve takip eden yillarda ¢ok sayida dogal, semisentetik ve sentetik
antimikrobiyal oOzellige sahip ajan iretilerek enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir. Bu  antimikrobiyallerle enfeksiyon hastaliklarinin  ¢ofu tedavi
edilebilmisken; antibiyotiklerin hatali kullanimi1 sonucu yeni bulunan her antibiyotige
kars1 kisa siirede direng gelismis ve 1900°li yillarmm son ¢eyreginde A.baumanii,
S.maltophila, P.aeruginosa, S.aureus ve Enterokoklar gibi hastane florasina hakim olan
ve hastane enfeksiyonlarindan sik izole edilen bu major patojenlerin klinik izolatlar:
arasinda diisiik oranda ¢oklu ilag direnci (CID) gdsteren suslar ortaya c¢ikmaya
baslamustir' . Baslangicta hastanelerde goriilen CID gosteren suslar daha sonra
topluma da yayilmaya baslamis, sonug¢ olarak; bu yeni suslarin sebep oldugu hastane
ve/veya toplum kokenli, klasik antibiyotik tedavisine cevap vermeyen, yeni
enfeksiyonlar  tiim diinyada yliksek morbidite ve mortalitenin sebebi  haline
gelmistir' >+,

Intestinal ve vaginal floranin iiyesi olan enterokoklar uzun zaman diisiik
virulanslt patojenler olarak degerlendirilmislerdir. Hastanelerde yogun ve hatal
antibiyotik kullanimi sonucu basta beta-laktam ve aminoglikozid grubu olmak iizere
glikopeptit tiirevi antibiyotiklere kars1 direng gelistiren enterokoklar, yatan hastalarda
barsak florasmni ve anatomik yapilarini bozan diger kemoterapatiklerin de yardim ile
barsak liimeninden lamina propria’ya transloke olarak genel dolasima karisip endojen
kokenli bakteriyemi ve endokardite, bu hastalarin kontamine ¢ikartilar1 ile temas sonucu
da diger hastalarda ekzojen kdkenli hastane enfeksiyonlarmma yol acarak morbidite ve
mortalitenin en Gnemli sebebi haline gelmislerdir®’. Giiniimiizde vankomisin ve/veya

teikoplanin direngli enterokoklar (VRE/GRE); genel olarak hastane enfeksiyonlarinin



dordiincii, Uriner sistem ve cerrahi yara enfeksiyonlarinin ikinci, kan dolagimi
enfeksiyonlarinmn ise tigiincii siklikta goriilen patojenleridir®. VR E.faecium suslarmm
insidanst ABD’de %?20-40, baz1 Avrupa lilkelerinde de %10’un iizerindedir. Avrupa’da
en yitksek VRE prevalansi(2007) Yunanistan ve Portekiz’de %45 bulunmustur.”*'*.

Hastane kokenli VRE enfeksiyonlarinin insidansindaki artis trendi, hastanin
endojen florasinda yer alan antibiyotiklere direngli VRE’lerin, hastane sartlarinda
kullanilan dezenfektanlar ile ortamin nem, 1s1 ve kurulugu gibi in-vitro sartlarma karsi
da direng gelistirerek, hastanede dogal veya kazanmilmig immun sistemleri cesitli
sebeplerle baskilanmis hastalar arasinda kolaylikla yayilmasma baglanmaktadi®. Bu
sebeple VRE’lere bagli hastane enfeksiyonlarinin yayiliminin Onlenmesinde ve
kontroliinde, intestinal florasinda VRE kolonizasyonu olan yatan hastalarin erken tespiti
ve hastane enfeksiyonu salgini ile iligkilerinin gosterilmesi 6nemlidir.

VRE’lere bagli hastane enfeksiyonlarinda salgin suslar1 arasindaki iligkinin
tespitinde Onceleri biyokimyasal 0Ozellikler, antibiyotipleme, westernblotting ve
Multilokus enzim elektroforezi(MLEE) gibi fenotipik 6zelliklere dayali epidemiyolojik
izlem yontemleri kullanilmistir. Ancak bu yontemler, diisiik tekrarlanabilirlik ve ayirim
giicleri, pahali ve zaman alic1 yontemler olmalar1 gibi dezavantajlar1 sebebi ile yerlerini
daha yiiksek ayirim giiciine sahip yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelligi gésteren molekiiler
epidemiyolojik  izlem yOntemlerine brrakmislardr. VRE  kokenli  hastane
enfeksiyonlarinda, salgmn suslar1 arasindaki iliskinin tespitinde bu yontemlerden:
Randomly Amplified Polimorfik DNA(RAPD), Multilokus sekans tipleme (MLST) ve
Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) gibi genotipe dayali molekiiler epidemiyolojik
yontemler sik kullanmilmistir. Hastane kokenli salgna yol agan bir ¢ok cins
mikroorganizmada, izolatlar aras1 iliskinin tespiti ve kaynaginin gosterilmesinde, ayrim
giicii en yiiksek olan PFGE yontemi “altin standart® olarak kabul edilmektedir™'®'"'.

Bu ¢alismada PFGE ve RAPD yodntemleri kullanilarak, Cukurova Universitesi
(C.U.) Tip Fakiiltesi Balcal: Hastanesi yogun bakim iiniteleri ile ¢esitli servislerde yatan
hastalardan izole edilen hastane kokenli enfeksiyona ve kolonizasyona sebep olan
VRE’ler ve g¢esitli poliklinik ve kliniklerde hastane enfeksiyonu Oykiisii olmayan
hastalara ait ¢esitli klinik materyallerden izole edilen vankomisin duyarli enterokok
(VSE) izolatlarmin hastane enfeksiyonlar1 epidemiyolojisi agisindan klonal iligkilerinin

tespiti amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tarihce

Enterokok cinsine ait mikroorganizmalar ilk olarak streptokoklar icerisinde
“fekal orijinli streptokoklar” olarak gruplandirilmistir. Enterokok terimi, ilk kez
Thiercelin(1899) tarafindan Fransa’da yayimlanan bir makalede “insan gaitasinda kisa
zincirler veya giftler halinde goriilen bakterileri” tammlamak icin kullanilmustir'®. Ayni
yilda William MacCallum ve Thomas Hastings Akut endokarditli bir hastada
“Micrococcus zymogenes” denilen inat¢t ve direngli bir bakteri tanimlamuslardir'.
Birkag yil sonra Alexander Gordon, muhtemelen hayvan gaitasi ile havadan kontamine
olmus sivi besiyerinde fekal streptokok izole ettigini bildirmis ve S.Houston lagim
suyunda bol miktarda streptokok bulundugunu bildirmis ve sularin insan gaitasi ile
kontaminasyonunu gdstermede yararli olabilecegini ileri siirmiistiir. Streptococcus
faecalis tiir ismide ilk olarak F.W.Andrews ve T.J.Horder (1906) tarafindan, mannitolii
ve laktozu fermente eden ancak raffinozu fermente etmeyen ve siitiin kesilmesine yol
acan gaita kokenli organizmalar1 tanimlamak i¢in kullanilmstir'™>">.

Orla-Jensen (1919) bu grupta fermentasyon Ozellikleri S.faecalis’ten farklilik
gdsteren Streptococcus faecium denilen ikinci bir organizma tammlamislar'®. M.
Sherman ve Helen U. Wing tarafindan (1935 ve 1937) S. faecium’a benzeyen ancak
daha az fermentasyon ozelligi gosteren Tgiincii bir tiir olan Strepfococcus durans
tanimlanmustir. J.M.Sherman, 1937 ve 1938 yillarinda, 9.6 pH’da, 10-45°C arasindaki
sicakliklarda ve %6.5 NaCl igeren sivi besiyerinde iireyebilen ve 60°C’de yarmm saat
canliligin siirdiirebilen streptokoklar i¢in “Enterococcal grup” terimini kullanmistir'”.
S.S.Nowlan ve R.H.Deibel(1967) bu gruba S.avium’u eklemistir. A.P.Kalina (1970)
enterokokal streptokoklar i¢in bir cins olusturulmasini ve hiicresel dizilim ve fenotipik
ozelliklerine gore S.faecalis ve S.faecium’ un Enterococcus olarak isimlendirilmesini

Onermistir. Bu oneri fazla dikkate alinmamis ve uzun bir siire Enterokoklar, Lancefield



siniflamasina gore serolojik olarak Grup D Streptokoklar olarak Streptococcus cinsi
icerisinde kalmugtir'’.

Daha sonra, K.H. Schleifer ve R. Klipper-Baltz (1984) S.faecalis ve S.faecium’
tiirlerinin diger streptokoklardan farkli olduklarini ileri siirerek bunlarin Streptococcus
cinsinden ayrilip Enterococcus adi altinda cinsi olarak tanimlanmasi gerektigini
sOylemislerdir. Daha sonra DNA-DNA reasosiyasyon caligmalari, 16S rRNA dizi
analizi ve total hiicre protein profil analizi ile enterokoklarin yeni bir cins olduklari
gosterilmistir (Tablo 1). Bu yontemler kullanilarak yapilan ¢alismalarda enterokok cinsi

icerisinde en az 34 tiir bulundugu gosterilmistir'® (Tablo 2).

2.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar sicak kanli hayvanlarin ve insanlarm GIS’inde, ayrica bdceklerde,
bitkilerde diski ile kirlenmis toprak, su ve yiyeceklerde de bulunur. Bu sebeple icme ve
kullanma sularindaki fekal kontaminasyonun gosterilmesi i¢in indikatdr mikroorganizma
olarak kullanilirlar. insan diskisinda E.faecalis (10°-10" cfu/gr), E.faecium’dan (10*-10°
cfu/gr) daha yaygm bulunur, fakat Ozellikle hastane ortaminda FE.faecium daha
baskindir'®?°. Enterokoklar vajina, deri, oral kavite ve dental plaklarda daha az siklikta
bulunmaktadir. Bunlarin diginda enterokoklar laktik asit iiretmelerinden dolayr peynir
yapiminda baglaticit olarak da kullanilir ve peynirlerden ve et iirlinleri ve diger

yiyeceklerden izole edilebilirler'*'*2°,

2.2.1 Goriiniim ve boyanma 6zellikleri

Enterokoklar 0,5-1 um capinda, tek tek, diplokoklar veya kisa zincirler seklinde
goriilebilen, yuvarlak, oval veya kokobasil seklindeki bakterilerdir. Kati1 besiyerinde
iretilen bakteriler kok veya kokobasiller seklinde goriiliirken, sivi besiyerlerinde liretilen
enterokoklarin daha uzun zincirler olusturduklar1 goézlenir. Anilin boyalarla kolay
boyanirlar ve Gram pozitiftirler. E.gallinorum ve E.casseliflavus harig, ¢ogu

hareketsizdir'>.
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Sekil 1: Enterokoklarin Gram boyama goriintiileri

2.2.2 Ureme 6zellikleri ve fizyolojik karakterleri

Enterokoklar fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir. Optimal tireme 1silar1 35°C
(10-45°C) optimal iireme pH’larida 7.2 +£0.2 dir. Koyun kanli besiyerinde 24 saatlik
inkiibasyon periyodu sonunda, 1-2 mm capta, streptokoklardan daha biiytik, kabarik, gri-
beyaz renkli S tipi koloniler olustururlar. E.faecalis’lerin 1/3’i tavsan, insan ve at kani
iceren agarda B-hemoliz olusturabilir ancak koyun kanli agarda hemoliz yapmazlar'*='*’,
Ancak bazi E.durans tiirleri biitiin kanli agarlarda B-hemoliz olustururlar. Diger tiirlerin
tamami genellikle a- hemolitik veya nonhemolitiktir. a- hemolitik goriinen suslar gercekte
peroksit iireten nonhemolitik suslardir. Besiyerindeki yesil renk a-toksin tiretimi ile degil,
eritrositlerde peroksitin etkisi ile olusmaktadir. FE.casseliflavus, E.gilvus, E.mundltii,
E.pallens ve E.sulfureus kanli agarda sar1 pigment olusturur. Yiiksek 1smnin yam sira
yiiksek oranda tuz ve safra tuzlarini tolere ederler ve % 6.5 NaCl ile %40 safra tuzu
varliginda iiremeye devam ederler. Eskulini hidrolize eder, Bile-Esculine(BE) agarda
rahatlikla tirerler. E.cecorum, E.columbae, E.pallens ve E. saccharolyticus hari¢ pek ¢ok
enterokok tiirti, pyrolidonyl arylamidase (PYRase) lireterek pyrolidonyl-b-naftilamide
(PYR)’1 hidrolize ederler. Biitiin suslarda leucine aminopeptidase (LAPase) aktivitesi
goriiliir ve leucine B-naphthylamide’i hidrolize ederler. Gram negatif bakterileri de iceren
karisik orneklerden izole edilmeleri i¢in selektif besiyeri olarak azid igeren safra-eskulin-
azid agar veya Enterococosel agar, Columbia-Kolistin-Nalidiksik asit agar(CNA) veya
fenil etil alkol agar(PEA) kullanilabilir'. Selektif besiyerlerinin icerdikleri kimyasal
maddelere bagh olarak koloni rengi degisebilir. Ornegin Safra-Eskulin-Azid agar gibi

eskulin igeren agarda koloniler siyah halo ile cevrelenmis, gri-beyaz koloniler olarak



gortilebilirken; tetrazolium tuzlar1 i¢eren agarda kolonilerin ortasinda tugla kirmizisi renk
olusur'.

Enterokoklarin karbon metabolizmasi, solunum, iyon transportu, pirimidin ve folat
yolaklari, stres cevaplar1 ve reaktif oksijen tiirleri metabolizmalar1 dikkat cekicidir.
Enterokoklarin bazal metabolik faaliyetleri i¢in, B1,B6 ve B12 vitaminlerine, niikleik asit
bazlar1 ve bir karbon kaynagina ihtiyaglar1 vardir. E.faecalis’in ¢ogalmasi i¢in histidin,
1zoldsin, metionin ve triptofan gerekli iken, diger bazi tiirler arginin, glutamat, glisin, 16sin
ve valin’e ihtiya¢ duyarlar'>**. Ancak bazi tiirler de bu aminoasitlere ihtiya¢ duyulmaz.
Vankomisin bagimli suslarda oldugu gibi yogun antimikrobiyal baski, metabolik ihtiyac¢lar1
etkileyebilir. Bu da farkli enterokoklarin tiirlerinin metabolik ihtiyaglarinin sustan susa bile
farklilik gosterdigi anlamma gelmektedir'®.

Enterokoklar hem respiratuvar tip hem de fermentatif tipte metabolizmaya sahiptir.
Enterokoklar porfirin prekiirsorleri sentezleyemez ve bu yiizden sitokrom enzimleri
eksprese olmaz ve katalaz negatiftir’®. Bazi E.faecalis’ler kanl besiyerinde iiretildiginde
sitokrom aktivitesi gosterebilir ve zayif olarak katalaz pozitifligine yol agabilir. Ayrica
E.haemoperoxidus tiirlerinde de katalaz pozitifligi bildirilmistir. Biitiin  suslar

homofermentiftir, gaz olusturmazlar ve glukoz fermentasyonun son iiriinii laktik asittir**.

2.2.3 Hiicre duvan yapisi ve antijenik ozellikleri

Enterokoklarin hiicre duvarmin {i¢ bileseni peptidoglikan, teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Hiicre duvarmin %40°1 peptidoglikandan olusur, geri kalan kisim ise
ramnoz i¢eren polisakkarit ve ribitol i¢eren teikoik asittir. Peptidoglikan polimerleri glikan
zincirler ve bunlara baglanmis kisa peptitler L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala—D-Ala’dan olusur.
Komsu peptitler, pentapeptid yan zincirler ile capraz baglanirlar. Peptidoglikan dis1
yardime1 polimerlerin yapisal bilesimi kesin olarak bilinmemektedir'>.

Lancefield’in serolojik tiplendirmesinde; streptokoklarin ¢ogunun, baskin olan
hiicre duvar1 karbonhidratlarina gére siniflanmasina karsin, enterokoklarin yer aldigi “D”
grubunda serolojik tiplendirme lipoteikoik asitlerin (LTA) antijenik o6zelliklerine gore
yapilir. Gruba 6zelligini veren “D” antijeni, gliserol {initelerine baglanmis yiiksek oranda
glukoz iceren poligliserolfosfatin teikoik asit polimeridir. LTA in lipit kism1 1-kojibiosyl
digliseriddir. Bu glikolipit membranin bir parcasi olarak bulunur. Streptokokal grup-D



antijenleri enterokok tiirleri ile Streptococcus bovis kompleks, Leuconostoc, Pediococcus

ve Vagococcus larda bulunmaktadir®.

Type specific
capsular polysaccharide

E. faecalis species antigen
(Rhamnopolysaccharide)

I'cichoic Acid

Lipotcichoic Acid

(Group D Antigen) - Peptidoglycan
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Sekil 2: E.faecalis hiicre duvarindaki polimerlerin sematik goriintiisii

@ f\ f C_\'lup:’aamic
i . membrane
O

2.2.4. Siiflama ve identifikasyon

Schleifer ve Kilpper-Balz (1984) tarafindan Enterococcus cinsinin kabuliinden
sonra, streptokoklardan ayrilan enterokoklar igerisine E.faecalis ve E.faecium tiirleri dahil
edilmisken, giiniimiizde enterococcus cinsinde en az 34 farkl tiir tanimlanmistir.(Tablo1
ve Tablo 2). Fenotipik farkliliklarin yani sira 16STRNA gen dizi analizi yontemi ile yapilan
katalaz negatif Gram pozitif kok cinslerinin filogenetik analizi sonuglarina gore de,
enterokoklar, streptokoklar ve laktokoklar’dan c¢ok Vagococcus, Tetragenococcus ve
Carnobacterium cinsleri ile daha yakin iliskili bulunmustur. Onceleri, katalaz negatif,
Gram pozitif koklardan; BE besiyerinde lireyebilen, PYR ve LAP testi pozitif olan, % 6.5
NaCl‘i ve 45°C’yi tolere eden suslar enterokok olarak tanimlanmistir. Enterokoklar bu
siniflandirma ile, kendilerine ¢ok benzerlik gosteren Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus ve Vagococcus’dan sadece BE reaksiyonu ve % 6.5 NaCl igeren besiyerinde
ireme yetenekleri ile ayirt edilebilmis, ancak siklikla hatali sonuglar alinarak

smiflandirmada yanhighklar yapilmistir. Diger taraftan enterokoklarin %80’inde tespit



edilebilen Grup-D antijenininde taksonomi ic¢in yetersiz oldugu goriilmiistiir. Ayrica

Pediococcus, Leuconostoc ve bazi Vagococcus’ larda grup-D antijeni tasiyabilir. Yine
GenProbe tarafindan {iretilen AccuProbe Enterococcus genetik prob, enterokokal rRNA

segmentine komplementerdir ve Enterokok tanimlanmasinda kullanilabilir. Ancak

Vagococcus’ larda bu prob ile reaksiyon verebilir

13,25

Tablo 1. Enterokoklarin simiflandirilmasi

Kingdom Bacteria
Division Firmicutes

Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus

Tablo 2. Enterococcus cinsi icerisinde yer alan tiirler

Enterococcus aquimarinus
Enterococcus asini
Enterococcus avium
Enterococcus caccae
Enterococcus canintestini
Enterococcus canis
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus cecorum
Enterococcus columbae
Enterococcus devriesei
Enterococcus dispar

Enterococcus durans

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus gallinorum
Enterococcus gilvus
Enterococcus haemoperoxidus
Enterococcus hermanniensis
Enterococcus hirae
Enterococcus italicus
Enterococcus malodoratus
Enterococcus moraviensis

Enterococcus mundtii

Enterococcus pallens
Enterococcus phoeniculicola
Enterococcus pseudoavium
Enterococcus raffinosus
Enterococcus ratti
Enterococcus saccharolyticus
Enterococcus silesiacus
Enterococcus sulfureus
Enterococcus termitis
Enterococcus thailandicus

Enterococcus villorum



Geleneksel testler ile tanimlama hizli1 degildir. Enterokoklar mannitol, sorbitol ve
sorboz iceren besiyerlerinde asit olusturmalarina ve arginini hidrolize etmelerine gore bes
gruba ayrilirlar'.

Grup 1: E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E.saccharolyticus, E.
pallens, E. gilvus’dan olusur. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve sorboz sivi besiyerinde asit
olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: E.faecalis, E. faecium, E.casseliflavus, E. haemoperoxidus, E.mundtii ve E.
gallinorum’dan olusur. Bu gruptaki tilirler arginini hidrolize ederler, mannitollii sivi
besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii siv1 besiyerinde
degisken reaksiyon verirler.

Grup 3: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E.faecalis ile E. faecium’un
mannitol negatif varyantlar1 bu grubu olusturur. Bu gruptaki tiirler D antijeni icermez,
arginini hidrolize ederler, fakat mannitol, sorboz ve sorbitol igeren sivi besiyerlerinin
hi¢birisinde asit olusturmazlar.

Grup 4: E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum bu grupta bulunmaktadir. Bu
gruptaki tiirler mannitol ve sorboz iceren sivi besiyerlerinde asit olusturmaz ve arginini
hidrolize etmezler. Sorbitol iceren sivi besiyerinde ise E. cecorum asit olustururken, E.
sulfureus asit olusturmaz.

Grup 5: E. columbae, E. canis, E. moraviensis bu grupta bulunur. Bu gruptaki tiirler
arginini hidrolize etmezler, mannitollii s1v1 besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit

olusturmazlar ve sorbitollii s1v1 besiyerinde degisken reaksiyon verirler.



Tablo 3. Enterokok tiirlerinin fenotipik 6zellikleri

Safra Asit Uretimi
eskulin %6,5
GrpD agarda NaCl'de 10°C'de 450000 San

Crup,Tiir  Antijen {ireme {ireme fireme {ireme LAP PYR Hareket pigment ADH HIP CLU MNTL SORB ARB SBTL RAF SUK PRV MPG
Grupl
Eavum + * + + LI . = D+ + &+ ¢+ ¢+ = + D
E plvus + + + + + P + T T Y D D T R S T
Emalodovats + 4 + . + + " . = D+ + 4+ =« & & * & D
Epallems + + + * * + = = + T T T T T I R
Epseudoavim = + . * * + 4 = . LT T I L I T B R
Ewffnoas %+ + + * + ¢ = . = . ¢+ ok ¢ ¥ ¥ 4 4+ D
. saocharolyticns w + 4 = o = IR B R B R B I I
Dntevococossp om0 m + + - = . - = = ¥ + * = 4+ a4 = 4 =
Grup 11
E foecalis + o+ + ok I . Foh b F " " b e 4 g o
E faecum + o+ + L A . t .t ¢ = 4 p p 4 = -*
Eeocsebflows % + + L I + .+ F = & p o+ D ¥
Egallmorem & # * + + + o+ . L R L T T T R
Emndin + o+ + + * + o+ = + t .t " & D+ & " »
Ehaemoperovidise & + + . L + L I L . B R
Enmrococassy + + + [ R B . P e T
Grup I
Edwyar " L L R L e T I T
E durans L ) + + + o+ o= . + D ¥ = 2 & = = = 2 =
E huvae ot + O S | L e e I
Eram P * L T . + D+ = = = = = = . =
Evillowum + + + o P . + " $ = = = = = = = =
Grup IV
Fasni ) . D D + +# = = A L
E ceconm " " " 4 + = = = L D K I I T
Exlfpons = 4 4 S T S S R L R R
E vhoemioulieoia . . . . . . I T T T L A S
Dnterococosp & 4 + ' + + 4 = . . w * = L
Grp ¥
Eeohombae = * + L e T I I
E oanis + + LA ST = = 4+ + . 4 = = pt #
Cmorgmenss 4 1 + ' . t p - - L L T T B B

LAP: Jizin aminopeptidaz; PYR: pirolidonil arilamidaz; ADH: arginin dihidrelar; HIP: hipurat hidrelizi; GLU: glukoz; MNTL: mannitol;
50RB:sothoz; ARB: arahinoz; SBTL:sorbitel; RAF: raffinoz; SUK: sulmoz; PRV: pirwvai; MPG: metil-alfa-D-glukopirazonit; D: dagishen

10



Cmterococcus tarkeri

{zafra eshulin+,226.5 NaCl+ PYR+)

l

Mannitol

I -

'-.fr* Adjinin ginidrolazfionsoz _*.-‘l

S0k roz/raffinoz
Grup | Gp 1l
x - 4 -
Aracincz/raffinocz
+H=E_rafinosus y * L
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-/ T= E. mgicdiomiues
-—=E peeudicovitm - | ~
¥ ¥ z -
¥ ¥
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¥ ¥
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|
v !
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Sekil 3. Enterokok tiirleri identifikasyon semasi

2.2.5. Genom ozellikleri

ABD’de The Institute for Genomic Research (TIGR) ve Joint Genomic Institute of
the Dept of Energy laboratuarlarinda hastane enfeksiyonlarindan en sik izole edilen
E.faecalis, E.faecalis V583, ve E.faecium, E.faecium ATCC BAA-472, suslarinin tam

genom dizi analizi yapilmustir. Enterokoklarm G+C igerigi %37-45 arasindadir®®?’.
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E.faecalis V583 genomu, 3.218.031 bp uzunlugunda olup 3182 open reading
frame(ORF)’e sahiptir. Genlerin ¢ogu, tirler veya Ozellikle Streptococcus ve
Staphylococcus cinsleri arasinda lateral gen transferi ile kazanmilmistir. VanB fenotipi
gosteren ilk VRE susu olan E.faecalis V583 susunun, genomunun yaklasik olarak %25’1
mobil veya eksojen gen olarak kazanilmis DNA dizilerinden olusur. Bu mobil elementler
konjugatif ve kompozit transpozonlar, patojenite adalari, integre plazmid genleri ve faj
bolgeleri ve ¢ok sayida insersiyon dizilerinden olusur. Mobil gen elementlerinin kazanimi
ila¢ direncinin kazanimi ve yayilimma katkida bulunmaktadir. Bu da enterokoklarm ilag
direncinde bir rezervuar oldugunun kanitidir. E.faecalis V583 susunda kromozomal DNA
disinda biiyiikliikleri 66320 bp, 57660 bp ve 17963 bp olan 3 plazmid bulunur. Plazmidler
de swras1 ile 72, 64 ve 19 ORF kodlanir. Plazmidlerin G+C orani %34 civarindadir’®?’.

E.faecium genomu 2.928.706 bp biiyiikliigiinde olup, 3309 ORF igerir. Genomda

toplam G+C orani %37,8’dir’**’.

2.2.6. Genetik bilgi transferi

E.faecalis ve E.faecium suslarinda, virulans genleri veya ila¢ direnci ile ilgili genetik
bilgi transferinde rol oynayan, ¢ok sayida plazmid, transpozon, patojenite adasi, integre
plazmid geni ve faj bolgesi ile oldukca fazla sayida insersiyon dizileri, plazmid ve
transpozon bulunmustur'”.

Enterokoklarda Rolling circle replicating plazmid (RCR), Inc18 plazmid ve feromon-
responsive plazmid olmak tizere {i¢ sinif plazmid tanimlanmistir. RCR ve Inc18 plazmidleri
pek cok cinste replike olabilirken, feromon- responsive plazmid replikasyonu sadece
enterokoklarla ozellikle de E.faecalis ile sinirhidir. Plazmidi bulunmayan alict suslar
ekstraseliiler feromon sentezleyerek, verici hiicre dis ylizeyinde agregasyon faktor (AF)
denilen proteindz maddenin olusumunu saglar. AF alict hiicrenin ylizeyine baglanir ve alic1
ile verici hiicrenin yakmlagsmas1 sonucu plazmid degisimi olusur. Feromon ile indiiklenmis
transfer, plazmid gegisini 10°- 10° kat arttir'*?’,

Enterokoklar ayrica konjugatif transpozonlar ile de genetik bilgi degisimi yapabilir.
Bunun i¢in hiicre-hiicre temas1 gereklidir. Transpozonlar siklikla tetrasiklin, eritromisin,
gentamisin, kanamisin ve diger aminoglikozidler gibi antimikrobiyal ilaglara direng genleri

tasirlar. Konjugatif transpozon Tn916, E.faecalis’lerde tetrasiklin direncini kodlarken;
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Tn1546 vankomisin direncini kodlayan Van A gen kiimesini, Tn1547, Tn1549 ve Tn 5382
VanB operonunu, Tn5281 yiiksek diizey gentamisin direncinden sorumlu aac(6’) Ie-
aph(2>’) la genini taswr. Transpozonlar ¢ok genis bir konak spektrumuna sahip olup
enterokoklarm yani sira streptokoklar, laktokoklar ve diger Gram pozitif bakterilerde de
bulunurlar. Konjugasyon ile iligkili belirli molekiiller, enfeksiyon smrasinda immun

modiilatdr rol oynayabildiginden patojeniteye katkida bulunurlar'>*’,

2.3. Virulans Faktorleri

Enterokoklar gastro-intestinal sistemde kommensal olarak bulunmalarina ragmen,
belirli predispozan durumlarda barsak dis1 bolgelere yayilarak hastaliklara sebep olurlar.
Mikroorganizmanin antibiyotik direnci ve virulansla iliskili yeni genetik materyal
kazanabilme 6zelligi onu daha virulan yapar ve konakta farkli bolgelere kolonizasyonuna
alisilmisin disinda enfeksiyon olusturmasina yardim eder.  Ancak kolay genetik bilgi
transferi, mikroorganizmanm virulansindan sorumlu tek faktér degildir. Yapilan ¢ok
sayidaki galisma ile mikroorganizmaya ait farkl virulans faktorleri bulunmustur®.

Mikroorganizmanin virulans1 genomda bulunan patojenite adalar1 (PI) denilen 6zel
bolgelerde ve plazmidlerde kodlanan virulans genleri ile diizenlenir. Enterokoklarin
patojenite adalar1 ilk kez 1980 yilinda nozokomiyal salgma yol agan CID E.faecalis’te
tanimlanmistir. G+C oram1 % 32,2, biiyiikliigii de 150kb civarinda olan bu PI; enterokokal
surface protein(esp), agregasyon faktor (asa) ve sitolizin(cyl) gibi virulans genlerinin yani
sira transpozazlar, transkripsiyonel regiilatorler ve proteinleri kodlayan genlerin yer aldigi
129 ORF bblgesine sahiptir’®*’******  Bu PI’m bulunmasmdan iki yil sonra E.faecium
suslarinda E.faecalis’dekinden farkli olan bir PI varligi bulunmustur. E.faecium klinik
izolatlarinda “esp” geninin goriilmesi bu tiirdeki patojenite adasi i¢in bir indikator olarak
kabul edilmistir’®. Farklh VRE suslarindaki PI dizilerinin karsilastiriimas: sonucu; yiiksek
derecede dizi benzerlikleri oldugu ve spesifik gen bolgelerin degisen siklikta delesyona
ugradiklar1 goriilerek, bu mikroorganizmalarin virulans diizenleme yetenegi kazandiklari
gosterilmistir. Diger taraftan bu calismalarda PI’larinin en az iigte birinin konjugatif bir
plazmidin kromozoma integrasyonu ile olustugu ispatlanmistir. Ayrica PI larda fonksiyonu

izah edilemeyen 18 ORF bdlgesi kodlanmaktadir. Kommensal enterokoklarin PI’lerinde bu
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ORF bolgeleri gosterilememis, bu sebeple de, bunlarin enterokoklarin hastane ortaminda

yasamasina veya hastalik gecisine veya patogeneze katkida bulunduklar: diistiniilmiistiir®®.
Enterokoklarin en dnemli virulans faktérleri26’32’34;

1. Hemolizin veya sitolizin,

Jelatinaz,

Enterokokal surface protein,

Agregasyon faktort,

A

MSCRAMM Ace (Microbial surface komponent recognizing adhesive matrix

molecule adhesin of kollagen from Enterococci),

6. Kapsiil, hiicre duvar1 polisakkaritleri
7. Lipoteikoik asit

8. Siiperoksitler

9. Seks feromonlari

10. Hyaluronidaz

11. Efa

12. AS-48

13. Antibiyotik direncidir.

2.3.1. Hemolizin/Sitolizin

Onceleri hemolizin olarak tanimlanan sitolizin, cesitli E.faecalis izolatlarmda
bulunabilen, insan, at ve tavsan eritrositlerine karsi litik aktivite gdsteren bir sitotoksik
proteindir. Sitolizin eritrositler digsinda, polimorfoniikleer 16kosit(PMNL)’ler, makrofajlar
ve Gram pozitif organizmalar i¢inde litik aktivite gdsterir. Buna karsilik toksinin koyun
eritrositleri ve gram negatif bakterilere kars1 inaktif oldugu gdsterilmistir. Sitolizin’in ayn1
zamanda bir bakteriosin oldugu ve litik aktiviteye ek olarak biitliin Gram pozitif
organizmalar igin bakterisidal etki gosterdigi tespit edilmistir’®. Sitolizin siklikla bityiik bir
feromon-responsif plazmid de, bazen de kromozoma integre olan bir patojenite adasinda
kodlanabilen bir toksindir’*~°. Sitolizin operonu cylRI, cyIR2, cylLL, cyILS, cylM, cylB,
cylA, ve cyll olarak tanimlanan sekiz gen igerir. Aktif sitolizin subiinitleri olan “CyILL" ve
“CylLS" ribozomda sentezlenip posttranslasyonel modifikasyona ugrar ve sonra

ektraselliiler ortama sekrete edilerek aktive olur. “cylRI1” ve “cylR2” iki ayr1 regiilator
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gendir ve sitolizin yapisal genlerinin transkripsiyonunu baskilarlar’®™. Sitolizin {iretimi
icin bir quorum-sensing mekanizmasi oldugu bildirilmistir. CyILS sekresyonunu saglayan
quorum-sensing mekanizmasi ile sitolizin ekspresyonu indiiklenir’'***°. Ayrica baska bir
calismada sitolizin yapisal subiinitlerini kodlayan cylLL ve c¢ylLS genlerinin
regililasyonunun ortamin oksidasyon rediiksiyon(Eh) potansiyeli ile iliskili oldugu, diisiik
Eh potansiyeline sahip ortamlarda regiilasyonun, yani sitolizin {retiminin arttig1
gosterilmistir. Sitolizin operonu, sitolizin disinda af ve esp gibi diger virulans genleri ile de
iliskilidir***>.

Sitolizin’in enterokoklarm virulansina ve enterokoksik hastaliklarin prognozuna
etkileri kesin olarak belirlenememistir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada enfeksiyon ile
iliskili materyalden izole edilen E.faecalis suslarmin % 60’1nin ve gaita izolatlarinin ise
%17 sinin sitolizin iirettigi bulunmustur. Ancak benzer amagh ¢ok sayidaki ¢aligmada
ise endokardit, bakteriyemi ve gaita izolatlarinda sitolizin iretiminde farklilik
bulunamamistir. Molekiiler diizeyli son ¢alismalara gore; klinik E.faecalis izolatlarinda
sessiz bulunan cy/ geni negatif fenotipik profile yol acarken, enfeksiyon bdlgesinde

bulunan ¢evresel faktérler ile bu genlerin aktive olabildigi gosterilmistir”.

2.3.2. Jelatinaz

Enterokoklar tarafindan {iretilen jelatinaz, jelatin, kollajen, fibrinojen, kasein,
hemoglobin, insiilin ve bazi bioaktif peptitleri hidrolize edebilen, matriks metallo
proteinaz (MMP) ailesinin ekstra seliiler ginko igeren bir iiyesidir>. Jelatinaz iireten
E.faecalis suslarmin akut toksik etkilerinin daha fazla oldugu ve hayvan modellerinde
endokardit olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir. Jelatinaz  iiretiminin
inhibisyonunun doku kiiltiiriinde kemik rezorbsiyonunu azalttigi da gosterilmistir. Ayrica
inflamatuar hiicreler, epitelyal hiicreler, fibroblast ve osteoklast gibi memeli hiicreleri
tarafindan da tiretilen jelatinaz, ekstra seliiler matriksi degrade etmektedir’”.

Enterokoklarda jelatinaz enziminin varligi ilk kez 1964 te E.faecalis suslarinda
gosterilmistir. E.faecalis suslarinda jelatinaz {retimini, Stafilokokal accessory gen
regulator lokusu (AGR) nun bazi boliimlerine benzer dizi igeren “fsr” lokusu regiile eder.
Farkli klinik materyalden izole edilen E faecalis suslarinda jelatinaz iiretim oranlarinin

farkli oldugu gosterilmistir. Genel olarak tiim izolatlarin yaklasik olarak % 45-68 inde
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jelatinaz iiretiminden sorumlu olan ““fsr” gosterilmisken; bir ¢alismada bu gen, endokardit

izolatlarmm %100’iinde, gaita izolatlarinin ise %53 iinde tespit edilmistir*®>*,

2.3.3. Enterokokal Surface Protein ESP

Yiiksek molekiiler agirliga sahip, enterokokal surface proteini —Esp-, 153 kb
biiytikliglindeki bir patojenite adasinda yer alan esp geninde kodlanir ve konjugasyonla
enterokok izolatlar1 arasinda aktarilabilir. Esp, salgma yol acan E.faecalis ve E.faecium
izolatlarmda bulundugundan, epidemik suslar1 gosteren bir marker oldugu
diistiniilmektedir’ " *°.

Esp, bakteriyemi ve endokardit ile iliskili suslarda yiiksek oranda bulunurken,
gaita kokenli izolatlarinda nadiren bulunur. Esp’nin karboksi-terminal ucu ile, iiriner
sistem enfeksiyonlarinda musin veya uroplakin gibi mesane duvart komponentlerine
baglanarak, bir kolonizasyon faktor gibi E.faecalis’in mesane epiteline yapigmasini
sagladigi, persistense katkida bulundugu ve biyofilm olusumuna sebep oldugu
gosterilmistir. Proteinin i¢ kisminda tekrarlayan birimlerden olusan ve molekiile uzayip
kisalma 6zelligi kazandiran bir bolge bulunmaktadir. Bu size varyasyonlariin bakterinin

immiin cevaptan kag¢isini kolaylastirdigi diistiniilmektedir®® '+ 3%38,

2.3.4. Agregasyon faktorii(Af):

Agregasyon faktor(Af), bakteri ylizeyinde yer alan saca benzeyen, protein yapida
bir adhesindir. Hiicre-hiicre temasini1 diizenleme, hiicre dis1 matriks proteinlerine
adhezyonla konak hiicreye yapisma ve hiicre yiizey hidrofobisitesini arttrma gibi
ozellikleri ile virulansa katkida bulunan Af, feromon-responsif plazmidde kodlanir.
Notrofil ve makrofajlarla olusan cevap degiskenlik gdsterir; ancak Af’iin konak defansina
karst koruyucu faktor olarak gorev yaptigi sonucuna varilabilir. A4f’ye sahip olan
enterokoklar, kompleman reseptorii yoluyla notrofillere opsonizasyondan bagimsiz olarak
baglanirlar. Bu tiir baglanma nétrofiller tarafindan bakterinin O6ldiiriilmesini engeller.
Makrofajlar tarafindan fagositozda ise, reaktif oksijen tiirleri iiretimi ile oksidatif patlama
inhibe edilerek, fagositik yikima kars1 direng gosterilir. Diger taraftan Af iceren suslarla

indiiklenmis PMNL’lerde hem ekstraseliiler siiperoksit tiretimi hem de fagozomal oksidan
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iretimi daha fazla olmaktadir. Bu oksidatif patlama enfeksiyonu sinirlandirmanin yani sira
enterokoklarla olusan doku hasarma katkida bulunmaktadir. Ayrica siiper antijen
aktivitesine sahip olan Af’nin T hiicre proliferasyonunu, prolifere T hiicrelerden TNF-f3 ve
IFN-y ve makrofajlardan da TNF-a salinimini indiikledigi gosterilmistir **°'~2,

Alict ve verici bakteriler arasinda temasa aracilik eden Af, plazmid transferini
kolaylastirir. Konjugasyon sirasindaki bakterilerin bdbrek tiibiiler hiicresine ve barsak
epiteline integrinler yoluyla adhezyonuna aracilik eder. Bakterinin kollajen tipl gibi
ekstraseliiler matriks proteinlerine baglanmasini saglar. Ozellikle kateter enfeksiyonlarm
da FE.faecium’a gore daha sik goriilen E.faecalis’lere katetere tutunma yetenegi

saglamaktadir™*.

2.3.5. MSCRAMM Ace (Microbial surface component recognizing adhesive

matrix molecule adhesin of kollagen from Enterococci),

Yapisal ve fonksiyonel olarak S.aureus’un kollajen baglayan proteini Cna’ya
benzer 6zelliklere sahip olan MSCRAMM Ace, hiicre dig1 matriks proteinlerine baglanmay1
saglayan protein yapida bir adhezindir. Enterokoksik enfeksiyonlarda, 6zellikle E.faecalis
endokarditlerinde Ace yaygin olarak eksprese edilir. Klinik izolatlarda fekal izolatlardan
daha yiiksek oranda bulunmaktadir*'. Ayrica bakterinin dentine adhezyonunda da

etkilidir’®*.

2.3.6. Kapsiil, Hiicre Duvan Polisakkaritleri

Klinik E.faecalis izolatlarinda yaygmn olarak {iretilen kapsiil polisakkaritini
kodlayan bir operon bulunmaktadir. Bunun disinda hem E.faecalis hem de E.faecium
izolatlarinda ikinci bir kapsiil polisakkariti daha tanimlanmistir. Her iki polisakkaride karsi
olusan antikorlar koruyucudur. Enterokoklarda hiicre duvari, beta-D glikoz-1-fosfat,
teikoik asit ve tetraheteroglikan komponentlerinden olusur. Opsonik antikorlar i¢in hedef
olan bu yapilarda virulansin yan1 sira karsi koruyucu immiinite i¢in hedef rolii oynarlar. Bu

sebeple as1 olusturmadaki 6nemleri arastirilmaktadir®®.
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2.3.7. Lipoteikoik asit-LTA

LTA, poligliserol fosfat omurgasma kovalent baglarla glikolipit rezidiilerin
baglanmasi ile olusan bir amfipatik molekiildiir. Bu molekiiliin lipit parcasi; trombosit,
eritrosit, lenfosit, PMNL ve epitel hiicresi gibi pek c¢ok Okaryotik hiicreye
baglanabilmektedir. E.faecalis suslarinda adhezif 6zelligi gosterilen LTA nin donor hiicre
tarafindan tiretilen agregasyon faktorii i¢cin alict hiicrede reseptor olarak fonksiyon gordiigi
ve bu ylizden plazmid transferi ve agregat olusumunu kolaylastirarak E. faecalis’in
virulansia katkida bulundugu diisiiniilmektedir ***.

E.faecalis ve diger baz1 gram pozitif bakterilerde LTA’nin immunomodiilator gibi
rol oynayarak PMNL’den, TNF-o, IL1-B, IL6, IL8 ve PGE-2 gibi inflamatuar
mediyatorlerin, siiperoksit radikallerinin ve lizozomal enzimlerin salinimini artirdigi
gosterilmistir. Hiicre ve doku kiiltiiriinde yapilan calismalarda streptokoklarin LTA’inin
apopitotik hiicre hasarina sebep oldugu gosterilmistir. Enterococcus hirae ATCC 9790

susunun LTA inin otolizisi inhibe ettigi tespit edilmistir3 242

2.3.8. Siiperoksitler

E.faecalis’lerin cogu ve bazi E.faecium tiirleri tarafindan ekstraseliiler
siiperoksitlerin sentezlenip mikro-cevreye salindigi, bunun da bakterinin hayat siiresini
uzattig1 gosterilmistir. Enterokoksik bakteriyemi ve endokarditli hastalardan izole edilen
klinik suslarin gaita kokenli izolatlardan daha yiiksek oranda siiperoksid radikali iirettigi

gosterilerek, stiperoksid iiretiminin virulansla iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir®®-~>*.

2.3.9. Seks Feromonlari

Seks feromonlar1 kromozomda kodlanan, 7-8 amino asit uzunlugunda kiiciik,
hidrofobik peptitlerdir. E.faecalis’te sinyal peptitleri olarak fonksiyon goriirler.
E.faecalis’te belirli konjugatif plazmidlerin transferi seks feromon sistemi ile birkac kat
arttirilir.  Alici bir sus besiyerine plazmidle uyumlu ancak onunla tasinmayan seks
feromonlar1 sekrete eder, cevap olarak verici sus Af sekrete eder. Boylece alic1 ve verici

hiicre arasinda siki temas saglanir ve konjugatif plazmidin gegisini kolaylagtir>>***,
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(Sekil-4). Ayrica antibiyotik direnci ve sitolizin gibi virulans faktorleri seks feromon
sistemi ile E.faecalis suslar1 arasinda yayilabilir’”.
Baz1 seks feromonlar1 noétrofiller i¢in kemotaktiktir, siiper oksit iiretimini ve

. . . . 2
lizozomal enzim sekresyonunu indiikler ve doku hasar1 olusturur>.

binding substance (1 ) / :se:x

pheromone

aggregation
substance

transfer of pllasmid

Sekil 4: Seks-feromon sistemi transfer mekanizmasi

2.3.10. Hyaluronidaz

Streptokoklarm diginda stafilokoklar gibi bazi gram pozitif bakterilerde
hyaluronidaz geninde -hyl- kodlanan hyaluronidaz enzimi, dogada siililk ve kancali
kurtlar gibi parazitler, zehirli yilanlar ve spermatozoa gibi memeli hiicreleri tarafindan
da tretilir. Hyaluronidaz, hyaluronik asiti tahrip ederek doku hasarina yol agan bir
enzimdir. Bag dokudaki mukopolisakkaritlerin bir kismini depolimerize ederek
bakterinin yayilmasimni saglar. Ayrica hyaluronik asidin degradasyon {iriinii olan
disakkaritler de bakteriler i¢in besin kaynagi olabilir. Hyaluronidaz kendi zarar verici
etkilerine ek olarak, diger bakteriyel toksinlerin zararl etkilerini kolaylastirabilir ve
doku hasarmin siddetini arttirir. Dig clriiklerindeki doku hasarinda rol oynayan
hyaluronidaz enzimi, enterokoklarm kok kanalindan periapikal lezyonlara gecisini

kolaylastirmaktadir® .
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2.3.11-Enterococcus faecalis antijen A Proteini (EfaA proteini)

Ilk olarak endokarditlerden izole edilen E.faecalis suslarinda tanimlanan EfaA
proteini, efaA geninde kodlanir. EfaA’nin aminoasit dizisi, streptokokal adhesinler olarak
bilinen proteinlerle %55-60 homoloji gostermektedir. Efa4, mangan transport sistemi
icin solut baglayan protein reseptoriidiir. Mikroorganizmanin yasamasi ve ¢ogalmasi i¢in
mangan gerekir ve efa4 mangandan fakir ortamda fazla miktarda eksprese edilir. EfaA,
endokarditler de adhesin olarak fonksiyon gordiigii, ancak biitiin klinik 6rneklerden,
hastane ortamindan, siit, peynir ve et gibi gida izolatlarindan izole edilen E. faecalis

suslarinda da efaA’nin bulundugu gosterilmistir’”.

2.3.12. AS-48

Ik olarak E.faecalis S-48 susundan izole edilmistir. Plazmid de kodlanan peptit
yapilt bir bakteriyosin olup gram pozitif ve gram negatif bir¢ok bakteriye karsi sitolitik
aktivite gosterir. Pozitif sarjli oldugu icin ve iyon geg¢isini indiiklemesinden dolayi, hedef

hiicrede sitoplazmik membran potansiyelinin bozulmasina yol agtig1 diisiiniilmektedir’>.

2.3.13- Antibiyotik Direnci

Nozokomiyal enterokokal enfeksiyonlar, hastanin antibiyotik kullanimi sonucu
intestinal florasinda bulunan duyarli suslarin ortadan kalkmalar1 ile birlikte antibiyotik
direngli, sitolitik toksin olusturma gibi viriilans Ozelliklerine sahip suslarin intestinal
floraya hakim olmasi ile baglar. Bu suslar translokasyonla endojen kokenli ¢evreye
yayilmak sureti ile de duyarl hastalarda ekzojen kdkenli enfeksiyonlara yol agarlar. Bu
suslarda goriilen antibiyotik direnci suslarin intestinal florada secilip cogalmasini
kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz gibi faktorler de doku invazyonunu

kolaylastrmaktadir®-’.
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2.4. Enterokoklarda Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalan

Enterokoklar diger gram pozitif bakterilerin duyarl oldugu bir¢ok antibiyotige
kismen veya tamamen direnglidir. Bu sebeple enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi
klinikte karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisidir.

Enterokoklar da antibiyotiklere direncin mekanizmas1 iki ana grupta
incelenebilir.

1-Interensek (dogal-kromozomal) Direng

2-Eksterensek (kazanilmig) Direng

2.4.1. interensek Direnc

Interensek direng tiire/cinse 6zgiidiir. Enterokok tiirlerinin tamaminda goriilen
kromozomal direnci ifade eder. Mesela enterokok tiirleri penisilinlere, sefalosporinlere,
linkozamidlere, trimetoprim-sulfametaksazol (TMP-SMX)’e, aminoglikozidlere (diisiik
diizeyde), polimiksinlere, monobaktamlara ve kinopristin/dalfopristin’e karsi kalitsal

olarak direnclidir’*.

2.4.1.1. p-Laktam direnci

Enterokoklar p-laktam antibiyotiklere kars1 karakteristik olarak tolerans
gosterirler, yani tedavi dozunda Minimum bakterisidal konsantrasyon/minimum
inhibitdr konsantrasyon (MBK/MIK) oran1 1/32’nin iizerindedir. Bu nedenle B-laktam
antibiyotikler enterokoklara karsi bakterisidal degil, bakteriyostatik etkilidir.
Enterokoklarda interensek penisilin direnci, B-laktam antibiyotiklere diisiik baglanma
afinitesi gosteren penisilin baglayan protein 5 (PBP-5) enziminin varligina baghdir.
E faecalis suslarinda penisilin MiK degeri streptokoklardan 10-100 kat daha yiiksektir.
Diger taraftan da E.faecium suslarinda penisilin direnci E.faecalis’e oranla daha sik
goriilmektedir. Enterokoklarda yar1 sentetik ve penisilinaza direngli p-laktam
antibiyotiklere karsida intrensek direnc oldukga yiiksek oranda bulunmustur. Ampisilin
direnci E. faecium suslarmin %85-90° inda, E.faecalis suslarmm ise %?2-3’linde

goriilmektedir™** *°.
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2.4.1.2-Aminoglikozid direnci

Enterokoklarda goriilen diisiik diizeyde aminoglikozid direnci, bu grup ilaglarin
bakteri icerisine girisinin az olmasmdan kaynaklanir. Aminoglikozidler bakteri hiicre
duvarindan enerji bagimli mekanizma ile gectiklerinden ve enterokoklarda sitokrom
enzimleri olmadigindan gecirgenlik azalmaktadir. Ancak aminoglikozid grubu ilaglar,
hiicre duvar1 sentezini engelleyen B-laktam’lar gibi antibiyotikler ile kombine edilirse
zedelenen hiicre duvarmmdan daha kolay gecgeceklerinden sinerjistik etki olusacak ve

MIK degerleri 6nemli 6lciide diisecektir®***

2.4.1.3 Diger antibiyotikler

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere karsi da diisiik diizeyde direng
gosterirler. Ayrica enterokoklarin eksojen folati kullanma yetenekleri oldugundan TMP-
SMX’e de interensek olarak direnglidirler. In-vitro sartlar da duyarl goriilseler de, in-
vivo sartlarda etkisiz olduklarindan antibiyotik duyarlilik testlerinde TMP-SMX
kullanilmamalidir. E. faecalis intrensek olarak quinupristin/dalfopristine’de direnglidir.
E.gallinorum, E.casseliflavus ve E.flavescens’te interensek olarak Vankomisine diisiik

diizeyde direng gosterirler”*.

2.4.2. Eksterensek Diren¢
Kazanilmis direng genellikle DNA mutasyonlar1 veya transpozon, plazmid veya
patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu geligir. En

sik goriilen mekanizma konjugasyondur.

2.4.2.1 B-laktam Direnci

B-laktam direnci Enterokok cinsi bakterilerin tipik 6zelligidir. Enterokoklar iki
ayr1 diren¢ mekanizmasi ile B-laktam antibiyotiklere diren¢ kazanir. Direncin major
mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBP5 miktarinin artmasi sonucu

penisilinin hiicre i¢ine girisinin azalmasidir. Penisilin direnci, enterokoklarda bulunan
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PBPS miktar1 ile dogru orantilidir ve siklikla E.faecium suslarinda goriliir. PBPS sentez
yeteneginin kaybinin, penisiline oldukga direngli suslarin hiper duyarli olmasma neden
oldugu gosterilmistir’*.

B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direncin diger mekanizmasi ise B-laktamaz
dretimidir. B- laktamaz iireten enterokoklar nadir olarak izole edilmektedir. B-laktamaz
iireten ilk sus 1981 yilinda Murray ve arkadaslar1 tarafindan ABD’de tanimlanmistir. -
laktamazlarin ¢ogu yiliksek diizeyde gentamisin diren¢ genini de tasiyan bir plazmid
iizerinde kodlanmistir. Enterokoklardaki B-laktamazlar penisilin, ampisilin, piperasilin
ve diger {reidopenisilinleri hidrolize eder; penisilinaza direngli penisilinleri,
sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez. Stafilokoklardan farkli olarak, enterokoklarda

B-laktamaz tiretimi konstitiif, diisiik seviyede ve inokiilim bagimlidir™***.

2.4.2.2 Aminoglikozid Direnci

Enterokoklar aminoglikozidlere karsi diren¢ da iki farkli mekanizma ile ortaya
cikar.

a-Ilimli  seviyede direng¢ (MIK= 62-500 pg/ml) : genellikle diisiik
permeabiliteden dolay1 gelisir. Aminoglikozidlerin hiicre duvari sentezini inhibe eden -
laktam grubu antibiyotiklerle kombine edilerek kullanimi ile bu tip direng problemi
asilabilir.

b-Yiiksek seviyede direng (MIK>2000 pg/ml): aminoglikozidlerin ribozomdaki
baglanma bolgelerindeki degisiklik sonucu veya aminoglikozidleri inaktive eden
enzimlerin sentezi sonucu olusur.

Yiiksek diizeyli dirence yol acan bu iki yoldan aminoglikozid modifiye eden
enzim tiretimi en sik goriilen diren¢ mekanizmasidir. Bu enzimler ile iligkili genler
plazmid veya transpozonda yerlesmis olup, asetil transferaz, adeniltransferaz ve
fosfotransferaz olmak iizere ii¢ tip enzim kodlarlar. **

Enterokoklarda gentamisin ve streptomisine karsi direng farkli mekanizmalarla
olustugundan, duyarlilik testlerinde bu ajanlarm ikisinin de kullanilmasi 6nemlidir.
Streptomisin hari¢ diger aminoglikozidlere yiiksek seviyede direngten yaygin olarak
bifonksiyonel enzim olan 6’Asetil transferaz-2’’fosfotransferaz -AAC(6’)-APH(2’’)-

sorumludur. Bu enzim, gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin ve kanamisine

23



diren¢ olusumunu saglar. Bu yiizden gentamisin direnci, streptomisin hari¢ diger
aminoglikozitlere olan direncin 1yi bir gostergesidir. Streptomisin direnci ise ribozomal
mutasyonlar veya Adenil transferaz sentezlenmesi sonucu olusmaktadir ve bu suslar
gentamisine duyarli kalmaktadir*™. Penisilin-aminoglikozid sinerjisi, streptomisin’in
MIK degerinin 2000 pg/ml, gentamisin’in MIK degerinin 500 pg/ml veya daha yiiksek
oldugu yiiksek seviyede aminoglikozid direnci olan enterokoklarda ortaya

¢ikmamaktadir’.

2.4.2.3. Kloramfenikol direnci
Enterokoklarin %20-42’si kloramfenikole direnclidir ve direngten sorumlu esas

3

mekanizma, plazmid iizerinde “caf” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz

iiretimidir. Ayrica efluks mekanizmasi da direngte rol alabilir®.

2.4.2.4. Tetrasiklin direnci

Direncten sorumlu fetM, tetQ ve tetN, tetL gibi ¢cok sayida gen tanimlanmistir.
tetL geni bir plazmid de tasinir. Bu genler efluks sistemini kodlayabildigi gibi ribozomal
kaynakli dirence de sebep olabilir®. Tetrasiklinlerin hiicre disma pompalanmasini
saglayan gen, tetrasiklin ile temas sonucu indiiklenir. Tetrasiklin direnci enterokoklarda

konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en tipik rnegidir**.

2.4.2.5. Kinolon direnci
Direng gyrd (giraz) ve parC(topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara bagli
gelisir. Enterokokal suslarin cogunlugu kinolonlara intermediate duyarlilik veya direng

. .4
gosterir™.

2.4.2.6. MLSg (Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin) direnci
Genellikle 23S rRNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iligkilidir ve

metilasyon sonucu eritromisin ribozomlara baglanamaz. ermB geni Tn917 transpozonu

24



ile ¢esitli plazmidler ilizerinde tagmabilmektedir. Ayrica asetil transferaz veya efluks

. e 4
mekanizmasi sonucu da olusabilir®.

2.4.2.7. Oksazolidinon direnci

Coklu 1ila¢g direnci gosteren enterokoklar ile olusan enfeksiyonlarda
oksazolidinon grubu antibiyotik olan linezolid iyi bir segenektir. Ancak 2002 yilinda
linezolid direng bildirilmistir ve bu direngten 23S rRNA V domainindeki mutasyonlar

(G-2576- T) sorumlu tutulmaktadir®-*-*.

2.4.2.8 Glikopeptit Direnci

Enterokoklarda vankomisin ve teikoplanin en ¢ok kullanilan glikopeptitlerdir.
Enterokoklarda, normal sartlar altinda, peptidoglikan sentezinde, iki molekiil D-Alanin
bir ligaz enzimi ile baglanir ve “D-Ala-D-Ala” y1 olusturur. Daha sonra UDP-N-asetil
muramil tripeptide eklenerek UDP-N-asetil muramil pentapeptit meydana getirir. Bu
peptid olusmaya baslayan peptidoglikana baglanir, kros baglarin olusumunu saglar ve
peptidoglikan tabakanin giiciine katkida bulunur. Vankomisin pentapeptit prekiirsor
initinin D-Ala-D-Ala kismma yiliksek affinite ile baglanir ve peptidoglikan zincire
baglanmasini bloke ederek kros baglarim olusumunu onler. Ancak peptidoglikan yan
zincirine D-Ala-D-Ala yerine ligaz enzimi ile D-Ala-D-Laktat veya D-Ala-D-Serinin
sentezlenerek baglanmasi sonucunda, vankomisinin buraya baglanma yetenegi azalir,
hiicre duvar1 sentezi devam eder ve sonu¢ olarak vankomisine karsi direng gelisir.
Direncin siniflandirilmas: énceleri, fenotipik olarak, MIK degerlerine gore yapilmistir.
Glinlimiizde ise smiflandirma spesifik ligaz genlerinin varligina gore yapilmaktadir.
VanA, VanB, VanD ve VanG tipi direngte D-Ala-D-Laktat, VanC ve VanE tipi direncte

ise, D-Ala-D-Serin sentezlenmektedir®***.

2.4.2.8.1. Fenotipik tanimlama
Fenotipik olarak Vankomisin direnci, VanA, VanB, Van C, Van D, Van E ve
Van G olmak tizere 6 farkli tipte olusabilir. VanA ve VanB direng fenotipi,
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enterokoklarda 6nceden bulunmayan, yeni kazanilmis gen dizilerinden kaynaklanir ve
ilk olarak E.faecium ve E.faecalis suslarinda tanimlanmigtir**,

VanA tipi direngte; indiiklenebilir yiiksek seviyede vankomisin (MIK> 64
pg/ml) ve teikoplanin direnci (MIK> 16 pg/ml) gériiliir. Diren¢ vankomisin,
teikoplanin, avoparsin ve ristosetin gibi glikopeptitler ve basitrasin, polimiksin B ve
robenidin gibi nonglikopeptitler ile indiiklenebilir™***,

VanB tipi direngte ise; vankomisine daha ilimh seviyede indiiklenebilir direng
[Vankomisin MIK> 32-64 ug/ml ( 4-1000 pg/ml)] goriiliirken teikoplanine duyarlilik
devam etmektedir. VanA diren¢ determinantlari, tiim enterokok izolatlar1 arasinda
transfer edilebilen biliyiik mobil bir elementte yerlesmisken, VanB sadece E.faecalis ve
E.faecium suslarmda goriiliir**.

VanC tipi direng ise E casseliflavus ve E.gallinorum’da tanimlanmistir ve
intrinsik diisiik seviyede vankomisin direnci (MIK>4-32 pg/ml) ve teikoplanine

duyarlilik goriliir™**.
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Tablo 4. Enterokoklarda direnc fenotiplerinin o6zellikleri

VanA VanB VanC VanD VanE VanG
Peptidoglikan | D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala-
Prekiirsor D-Laktat D-Laktat D-Serin D-Laktat D-Serin D-Laktat
Ligaz geni vanCl

vanA vanB vanC2 vanD vank vanG

vanC3

Direnc
geninin Kazanilmig Kazanilmig Yapisal Kazanilmis | Kazanilmis | Kazanilmig
kaynag
Vankomisin
MiK pg/ml 64->1000 4->1000 2-32 64-256 16 16
Teikoplanin
MiK pg/ml 16-512 0,5->32 0,5-1 4-32 0,5 0,5
Direng E.faecium
geninin E.faecalis E.faecalis
bulundugu E.casseliflavus | E.casseliflavus | E.gallinorum
tiirler E.gallinorum | E.gallinorum | E.casseliflavus | E.faecium | E.faecalis | E.faecalis

E.durans E.faecium E.flavescens

E.mundltii

E.avium
Transfer Evet Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
edilebilirlik

Bu smiflandirma metotlarmin bazi dezavantajlar1 vardir. Ornegin VanA

fenotipinin genetik gdstergeleri E.gallinorum ve diger enterokoklarda ortaya

¢ikmaktadir. Bir VanA tipi diren¢ gorillen E.avium susunda, teikoplanine tipik

seviyede diren¢ olmasma karsin vankomisine daha diisiik seviyede diren¢ (MIK> 16

pug/ml) tespit edilmistir. Ayrica VanB suslarindan kdken alan mutantlar, teikoplanine

direng gosterebilmekte ve bu yiizden de fenotipik olarak VanA suslarindan ayirt
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edilememektedir. Bu dezavantajlarina ragmen, fenotipik smiflandirma semasi,
laboratuarlarda kolay kullanimi, diisiik maliyeti ve genotipik smiflandirma ile 1yi uyum

gdstermesi sebebi ile hala kullanilmaktadir’.

2.4.2.8.2.Genotipik tammlama

2.4.2.8.2.1. VanA glikopeptit direnci

VanA tipi direng en sik karsilagilan direnctir. Vankomisin tarafindan yiiksek,
teikoplanin tarafindan ise zayif indiiklenebilir 6zellikte, yiiksek diizeyde bir direngtir.
vanA geni ve direng ekspresyonu ile regiilasyondan sorumlu vansS, vanR, vanH, vanX ve
vanZ gibi diger genler, E.faecium’da siklikla bir plazmid iizerinde bulunan 10581bp’lik
bir transpozon (Tn 1546) da yerlesmektedir. Bu genlerin ekspresyonu sonucu,
peptidoglikan prekiirsorlerin  terminalinde D-Ala-D-Ala yerine D-Ala-D-Laktat
sentezlenmekte ve vankomisin bu bilesige daha diisiik affinite ile baglanmaktadr™ ",

VanA operonunda vanR, vanS, vanH, vanA, vanX, vanY ve vanZ genleri yer alir.(Sekil

S)

( Essential for resistance )
Tn, Res

vanR

vanS

Transposition

vanH vanA

Regulation
Manufacture vanY
of depsipeptide

Cleavage

of dipeptide
Py Cleavage

of pentapeptide Teicoplanin

resistance

Sekil 5: VanA operonu

VanR ve VanS proteinleri, VanHAX gen kiimesinin transkripsiyonunu

diizenleyen iki komponentli bir regiilator sistem olusturur. van S, sensor gendir ve
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vankomisin varligini algilamada veya tanimada rol alan VanS proteinini kodlar. vanR,
regulator gendir ve diger diren¢ genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunda gorev alan
VanR proteini kodlar. VanS, VanR ye sinyal verir ve direngte yer alan VanH, VanA ve
VanX gibi diger bazi proteinlerin sentezi veya aktivasyonu ile sonu¢lanan regiilator
cevabt olusturur. VanA tipi suslarda hem vankomisin hem de teikoplanin
transkripsiyonu indiikleyebilir ancak kesin sinyaller hala bilinmemektedir.

VanA, VanH ve VanX proteinleri kor proteinleridir

VanA, D-Ala-D-laktat olusumunu saglayan bir ligaz proteini kodlar. VanA tek
basma vankomisin direncini saglayamaz, c¢linkii D-Laktat gibi D-hidroksi asitler,
enterokoklarda genellikle sentezlenmez ve enterokoklarin cevresinde dogal olarak
bulunmazlar. Bu yiizden D-laktat sentezlemek icin enterokoklar, VanA i¢in substrat
iretiminde gerekli olan vanAd operonu igindeki genleri kazanmalidir. vanH, piruvattan
D-Laktat sentezini saglayan bir dehidrogenaz enzimini kodlar ve D-laktat havuzunun
olusumunu saglar. vanX, bir DD-dipeptidaz enzimi olan VanX proteinini kodlar. D-Ala-
D-Ala havuzunu dogal bir enterokokal ligaz ile azaltarak, yarisma sureti ile normal
pentapentit sentezini azaltir. D-Ala-D-Laktata kars1 aktivitesi yoktur. van¥, DD-
karboksipeptidaz olan VanY proteinin kodlar ve peptidin sonundaki D-Ala y1 ayirir ve
iliml1 seviyede direnci saglar. vanZ, ihiml olarak teikoplanin MIK degerini arttirir ama
vankomisinin MIK degerini arttrmaz. Bunun mekanizmas1 heniiz aydmlatilmamistir.
vanY ve vanZ dirence katkida bulunabilir ama direng i¢in zorunlu degildir.

“vanA” geni ilk olarak E.faecium’da, sonralar1 ise E. faecalis, E. durans, E.
gallinorum, E. avium, E. mundtii, E.casseliflavus, E. raffinosus gibi diger enterokok
tiirlerinde de belirlenmistir.

VanA tipi direng Avrupa’da en ¢ok goriilen direng tipidir. ABD’de VanB suslar1
oldukc¢a yaygin olmasina ragmen VanA hala daha baskin direng tipidir. vanA ligaz geni
enterekokal tiirlerin biiylik kisminda ve Corynebacterium sp, Arcanobacterium
haemolyticum ve Lactococcus spp lerde bulunmaktadir. ABD izolatlarinda vand gen
kiimesinin haritalanmasinda bazi heterojenlikler goriilmiistiir. Tn 1546 baz1 suslarda
intakt olarak bulunur fakat bazilarinda vanS ve vanH arasinda yer alan insersiyon dizisi
de vardir. Bu vankomisin diren¢ genleri, ek olarak insersiyon elementleri iceren daha

biiyiik mobil elementlere inkorpore olabilir’*’**.
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2.4.2.8.2.2. VanB glikopeptit direnci

Enterokoklarda VanB glikopeptit direnci yapisal olarak VanA ligaz ile %76
amino asit benzerligi gosteren anormal bir ligaz olan VanB ile olusturulur. VanA’da
bulunan genlerden VanZ hari¢ alt1 tanesi VanB de bulunmaktadir. vanB, kromozomal
yerlesimlidir. Ancak transpozon,-Tn 1547 ve Tn 5382- veya plazmid iizerinde de
tasmabilir ve transfer edilebilir’**.

VanB proteini, D-Ala-D-Laktat ile sonlanan pentapeptit olusumuna yardimci
olur. VanA direncine benzer genler; vanHp, vanXs, vanYs, vanRp ve vanSp ile gosterilir.
D-D dipeptidaz (VanX3p) aktivitesinin seviyesi vankomisin direng diizeyi ile iligkilidir.
VanHAX ve VanHpBXp arasinda yaklasik %70 dizi benzerligi bulunurken, VanA ve
VanB tipi VRE lerin RS ve Y proteinleri arasinda %25-35 dizi homolojisi varir. Bu
organizmalarda vanZ’ ye benzer gen yoktur. van Y} biitiin suslarda bulunmaz ve gendeki
pozisyonu Tnl1546daki vanY’den farklidir.

Son ¢alismalarda vanB ligaz geninin DNA dizi heterojenitesi gosterdigi ve
vanB-1, vanB-2 ve vanB-3 olmak lizere 3 subtipi oldugu gosterilmistir. VanB smifi
suslardaki regiilator sistem teikoplanin ile indiiklenmeye duyarsizdir. Teikoplanin vanA4-
iligkili protein sentezini indiikler fakat vanB iligkili protein sentezini indiiklemez. Diger
yandan vankomisin her iki sistemde diren¢ proteinleri sentezini indiikler. Sayet vanB
gen kiimesindeki teikoplanine duyarli enterokoklar dnceden vankomisine maruz kalirsa,

teikoplanin direnci gelisebilir’.

2.4.2.8.2.3. VanC glikopeptit direnci

E.gallinorum’un VanC-ligazi, D-Ala-D-serin ile sonlanan pentapeptidin
olusumunu saglar. D-Ala yerine D-serin’in girisi, vankomisine affiniteyi azaltir.
Peptidoglikan yapida D-Ala-D-Serin’in D-Ala-D-Alanin’e oranindaki farklilik, VanC
fenotipi tasiyan VRE izolatlar1 arasindaki vankomisin direnci farkliligina yol acar. D-
Ala-D-Ala’nin yiiksek oranda olmasi, daha diisiik MIK degerlerini, D-Ala-D-Serin
oranmin daha yiiksek olmasi1 da daha yiiksek MIK degerini agiklayabilir. VanC tipi
dirence sahip suslar teikoplanine duyarlidir. VanC tipi direng yapisaldir, indiiklenemez

ve transfer edilemez. E.gallinorum, E.casseliflavus ve E.flavescens’te vankomisine
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diisiik diizeyde direng tipiktir. E.flavescens’in enterokokal tiirler arasinda olup olmadigi
hakkinda bazi1 anlagmazliklar olmasma ragmen; FE.gallinorum’da vanC-1 geni,
E.casseliflavus’ta  vanC-2 ve E.flavescens’te vanC-3 geni niikleotid dizileri

bildirilmistir™ *-*"°,

2.4.2.8.2.4. VanD glikopeptit direnci

Ik kez 1991 yilinda New York hastanesinde bir E. faecium izolatinda vanD
olarak tanimlanan yeni bir vankomisin diren¢ geni tanimlanmistir. Bu suslar 64-256
pug/ml vankomisin ve 4-32 pg/ml teikoplanin ile inhibe edilmistir. Bu genin; vanAd ve
vanB ligaz genlerine % 67 oraninda benzerlik gosterdigi, kromozomda yerlestigi ve
konjugasyonla diger enterokoklara transfer edilemedigi anlasilmistir. Ancak VanD
suslarinda D,D dipeptidaz aktivitesi belirlenmemistir ve karboksipeptidaz aktivitesi ise
diisiik diizeydedir. D,D-dipeptidaz aktivitesi bulunmamasina ragmen vanD gen kiimesi

... .54
vanXp, vanRp, vanSp, vanHp genlerini icermektedir’*.

2.4.2.8.2.5. VanE glikopeptit direnci

VanE vankomisin diren¢ geni, vankomisine diisiik seviyede direncli (MIK 16
mg/ml) ve teikoplanine duyarli (MIK 0.5mg/ml) E.faecalis BM4405 susunda
tanimlanmistir. Bu yeni direng fenotipi intrinsik VanC tipi dirence benzer. Aminoasit
dizisi VanC’ye %55, VanA’ya %45, VanB’ye %43 ve VanD’ye %44 oraninda
benzemektedir. Ancak VanE tipi direncin genetik belirleyicisi farklidir ve interensek bir

bir direng tipi degildir. vanE geni kromozomda yerlesmistir ve transfer edilemez’**’,

2.4.2.8.2.6. VanG glikopeptit direnci

Bu direng tipi E. faecalis WCH9 susunda tanimlanmistir. Bu sus vankomisine
diisiik diizeyde (MIK=16pg/ml) direngli, teikoplanine duyarlidir (MiK=0,5 pg/ml). Bu
direng tipi transfer edilemez. vanG gen kiimesinin iiriinii diger van genlerinin tirlinlerine

%30 den daha az amino asit dizilim benzerligi gostermektedir™**.
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2.4.2.8.2.7 Vankomisin bagimh enterokoklar (VDE)

Sekil 6: Vankomisin bagimh

enterokok

VanA ve VanB tipi VRE lerin bazi suslarinda
olusan ilging bir fenomen vankomisin bagimliligidir.
Bu enterokoklar tiremeleri i¢in vankomisine ihtiyag
duyarlar. VDE’ler, Campylobacter veya gonokoklarn
izolasyonunda kullanilan vankomisin igeren agara
ekilen klinik Orneklerden elde edilmistir. Bu
izolatlarda dogal ligaz (ddl) genlerinde mutasyon
sonucu D-Ala-D-Ala nin normal iiretimini sonlandirir
ve sonra yedek bir dipeptit benzeri yapi varsa
ireyebilir. VanA ve VanB tipi enterokoklarin
cogunda yalnizca vankomisin varliginda ortaya ¢ikar,
vankomisin D-Ala-D-Laktat olusumunda rol alan
dehidrogenaz (VanH) ve ligaz (VanA veya VanB)
sentezini indiikler ve olusan D-Ala-D-Laktat hiicre

duvari sentezinde kullanilir.

Vankomisin uzaklastirildiginda D-Ala-D-Laktat daha fazla sentezlenmez ve D-Ala-D-

5,51

Ala veya D-Ala-D-Laktat olmadan hiicre ¢ogalmaya devam edemez™"".

Vankomisin bagimli enterokoklar ilk kez 1993 te, VRE ile kolonize olan,

vankomisin ile tedavi edilen bir hastanin idrar érneginden izole edilmistir’>. Sonralar
VD E faecalis ve E.faecium cesitli viicut bolgelerinden izole edilmistir. Bu vakalarin
ortak 0zelligi vankomisin veya genis spektrumlu bir antibiyotik kullanma
ykiisiidiir’ 2.

Vankomisin bagimsizligina geri doniis de incelenmis, doniisimiin muhtemelen
ya D-Ala-D-laktat konstititiif liretimine yol agan bir mutasyon veya D-Ala-D-Ala
sentezini eski haline getiren bir mutasyon ile ortaya ¢iktigi kanaatine varilmistir.
VDE’larin VRE’ye benzer pulsed field jel elektroforez kaliplarna sahip oldugu

bulunmusgtur >~".

32



2.5. Kolonizasyon, ve Risk Faktorler

Vankomisin direngli enterokok kolonizasyonu, herhangi bir enfeksiyon semptomu
veya klinik bulgusu olmaksizin VRE kiiltiir pozitifligi olarak tanimlanabilir. Kolonizasyon
bolgesi siklikla intestinal ve alt iiriner sistemdir. Higcbir semptoma yol agmayan
kolonizasyon uzun siire devam edebilir ve diger hastalara ekzojen kdkenli VRE gecisi i¢in
bir kaynak olusturabilir. Ekzojen kdkenli kolonizasyon i¢in hastanede kalis siiresi 6nemli
bir risk faktoriidiir. Bu siirede kolonize hastalarin ¢ikartilar1 ile direkt veya hastane
personelinin kontamine elleri ile indirekt olarak kontamine olmus; hastaya direkt
uygulanan elektrokardiyografik monitor, ventilator tiipli, pompalar, glukozmetre,
termometre, tansiyon aleti, steteskop gibi non-invazif, intravendz kateterler, fleksible
skoplar gibi invazif enstrumanlarla, telefon, anahtar, kapi, kap1 kolu, pencere, yer
dosemesi, yatak basliklari, hasta yatagi, carsaf, karyola demiri ve komidin gibi hasta ile
indirekt iligkili olan malzemeler ile temasa bagli olarak kolonizasyon riski artar. Nitekim
bu malzemelerin {izerinde VRE’nin 3-15 giin enfeksiyon yetenegini siirdiirdigi
gosterilmistir. Ishalli kolonize hastalarin bulundugunda hasta odasindaki kontaminasyonun
daha yogun oldugu belirtilmektedir’®. Hastalardaki ekzojen kokenli VRE kolonizasyonu,
hastaneden ¢ikistan sonraki aylar icinde de devam edebilir.>>.

Ekzojen temasin prognozu ve kolonizasyon risk orani, VRE ile maruziyete,
maruziyetin siiresine, konagin duyarliligina ve maruz kalinan VRE miktari ile virulans ve
kolonizasyon faktorlerinin mevcudiyetine bagh olarak degisir. VRE ile endojen kdkenli
enfeksiyonlar karakteristik olarak mikroorganizmanin intestinal sistemden translokasyonu
sonucu olusur. Bu sebeple yiiksek riskli birimlerde aktif siirveyans kiiltiirleri ile VRE
kolonizasyonunun takibi endojen ve eksojen kaynakli enfeksiyonlarin kontroli igin
onemlidir. Bir serviste yatan hastalar arasinda VRE ile kolonizasyon orani %50 den
yiiksekse, kolonizasyon ve enfeksiyon i¢in diger risk faktorleri daha az Onemli
olmaktadir™’.

Vankomisin direngli enterokok kolonizasyonunda hastaya ait faktorler de 6nemlidir.
Altta yatan ciddi kronik hastalig1 olan ve uzun siireli ve genis spektrumlu antimikrobiyal
ila¢ kullananlar, solid organ transplantasyonu yapilanlar veya hematoloji hastalari, VRE
kolonizasyonu i¢in yiiksek risk olusturur.

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, intestinal florada duyarli bakterilerin

eliminasyonuna yol agarak VRE gibi direngli bakterilerin kolonizasyonuna ve asir1
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cogalmasina yol acar. Flora bakterilerinin bakteriosinlerin yani sira, yabanci bakterilerin
yasamin1 kisitlayan buna karslik sIgA gibi savunma faktorlerinin omriinii uzatan
polyaminler gibi proteinlerin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir. Bakteriyel
flajellinler, barsak epitel hiicreleri ve Paneth hiicrelerince salgilanan ve Gram pozitif
bakterilere bakterisid etki gosteren bir lektin olan Regllly ekspresyonunu stimiile ederler.
Regllly ekspresyonu, intestinal epitelde Toll like reseptor-Myeloid diferansiyasyon faktor
88 (TLR-MyD88) yolagnin flora bakterilerince direkt veya indirekt olarak uyarilmasi ile
gerceklesir. Regllly indiiksiyonu hemopoetik hiicrelerde TLR-5 ekspresyonunu gerektirir

ve bu da IL-22 ekspresyonuna baglhidir®>**

. Metronidazol, neomisin ve vankomisin (MNV)
kombinasyonu ile tedavi edilmis farelerin barsaklarinda Regllly seviyesinin azaldigi ve
bunun da VRE kolonizasyonunu arttirdigi gosterilmistir. MNV alan fareler oral olarak
VRE ile infekte edildiginde, 24 saat sonrasinda kan dolagimina gegtigi de bildirilmistir. Bu
farelerde sistemik flajellin uygulanimi sonrast VRE kolonizasyonu dramatik olarak
azalmustir®™®*,

Genellikle uzun siireli bakim {initelerinde kalan hastalar, saglik ¢alisanlar1 ve bunlarin
ev halki da VRE enfeksiyonlar1 i¢in riskli gruplardir. Cerrahi reeksplorasyon ihtiyaci,
servisler arasi nakil, enteral beslenme, siikralfat kullanimi, VRE ile kontamine tibbi
aletlerle maruziyet, VRE vakasmin yakininda izleniyor olmak ve VRE vakasina bakim
hizmeti veren ayni1 saglik personeli tarafindan bakim hizmeti almak VRE ile kolonizasyon
veya enfeksiyon i¢in tanimlanmig risk faktorlerdir. Oral vankomisin kullanimi da VRE
kolonizasyonu i¢in risk faktorii oldugundan antibiyotik iligkili ishal tedavisinde oral
vankomisinden kaginilmasi dnerilmektedir™>”.

Enterokokal enfeksiyonlar her iki cinste esit olarak goriilmektedir. Uriner enfeksiyonlar
kadinlarda daha sik olmasma ragmen, enterokoklar komplike olmayan sistitlerin nadir
nedenidir. Enterokokal endokarditler ise erkeklerde daha fazla goriiliir'®. Yash hastalarda
enterokokal enfeksiyonlar ve kolonizasyon, bu grupta diabet, romatizmal hastaliklar,
barsak florasinda bozukluklar gibi kronik hastaliklarin yani sira, iiriner kateterizasyon,
divertikiilit veya safra yollar1 hastaliklar1 nedeniyle batin cerrahisi gibi hastaliklar daha sik
goriildigi i¢in, daha yiiksek siklikta goriiliir.

Yenidoganda ise enterokoklar, bakteriyemi ve menenjite sebep olurlar. Enterokok

salgilar1 daha c¢ok, yenidogan, yogun bakim, cocuk yogun bakim ve hematoloji-onkoloji
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iinitelerinde ortaya c¢ikmaktadir. Ancak her seye ragmen VRE enfeksiyonlar1 pediatrik
hastalarda daha az gériilmektedir®.
Ozetle VRE ile olusan hastane kaynakli enfeksiyonlari i¢in risk faktorleri:
1.Demografik risk faktorleri:
- Hastanede veya Yogun bakim iinitesinde (YBU) yatis siiresi,
- VRE ile kolonize ya da infekte hastanin yakininda bulunulmasi ve VRE ile kolonize
hastaya bakim veren bir hemsireden bakim alinmas,
- Hastane i¢inde bir servisten digerine transfer edilmesi,
- VRE ile kontamine olmus tibbi aletlere maruz kalinmasi,
2.Altta yatan hastah@in agirhg ile ilgili risk faktorleri:
- Yiikksek APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation scoring system)

skoru,

. Bobrek yetmezligi,

- Yakin zamanda ameliyat gecirme,

- C.difficile’e bagl kolit,

- Hepatobiliyer hastalik,

- Immunsupresyon veya organ alicist olmak,

- Enteral beslenme,

3.Antimikrobiklerle ilgili risk faktorleri:

- Antibiyotik tedavisinin siiresi ve miktari

- Vankomisin, 3.kusak sefalosporin, anti-anaerob antibiyotik, kinolon, aztreonam gibi
genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi

- Operasyon oncesi barsak bosaltilmasi hazirligi

seklinde smiflandirilabilir.
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2.6. Enterokok enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi

Enterokoklar son yillarda tiim diinyada giderek artan siklikta yol agtiklari hastane
enfeksiyonu salgmnlari ile dikkatleri iizerilerine ¢ekmislerdir. Ilk yapilan epidemiyolojik
izlem c¢aligmalari, enterokoklarmm hastadan hastaya ve hatta hastaneler arasi
yayilabilmesinde bu bakterilerin normal barsak florasinda bulunmasinin temel risk faktori
oldugunu, bu sebeple de insan diskisindan en ¢ok izole edilen tip olan E.faecalis’in hastane
enfeksiyonlarinda % 85-95’lik oran ile en yiiksek insidansa sahip olan tiir oldugunu, bunu
barsak florasinda ikinci siklikda goriilen E.faecium’un % 5-10 oranmi ile izledigini

gdstermistir’™>.

Ancak Ingiltere’den Uttley ve arkadaslar1 ile Fransa’dan Leclercq R
arkadaslar1 tarafindan 1986 yilinda es zamanli olarak vankomisin direngli enterokoklarn
sebep olduklar1 enfeksiyonlarin klinigine ait ilk bilgiler aciklanmasi ve direng 6zellikleri
tespit edildikten sonra 1988 yilinda yayinlamalarindan sonra enterokoklara bagli hastane
enfeksiyonlar1 epidemiyolojisinde 2 énemli degisiklik yasanmustir”>>°. Bunlar insidans da
ki hizl1 artis ve tiir dagilimindaki degisimdir. Ozellikle Vankomisin’in hastanelerde yaygin
olarak kullanilmaya baslandig1 1989 yilindan itibaren, Avrupa iilkeleri ve ABD’den basta
glikopeptid grubu antibiyotikler olmak {izere beta-laktam ve aminoglikozid grubu
antibiyotiklere kars1 direncli ¢ok sayida klinik izolat ve vaka bildirimi yapilmig, VRE’lerin
ozellikle E.faecium’un klonal seleksiyona ugrayarak hastane ortamina hakim oldugu, ya
tek baslarina veya stafilokoklarla birlikte hastane enfeksiyonlarindaki insidanslarmi hizla
artirdiklar1 tespit edilmistir. >
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1990 -1992 yillar1 arasinda,

hastane enfeksiyonlari igerisinde enterokoklarin, E.coli ve Stafilokoklardan sonra yaklasik
olarak % 10’luk bir insidans ile tgiincii siklik da yer aldigmi bildirilmistir®. Farkl
hastanelerde yapilan ¢alismalarin sonuglarinin agiklandigi bildiride, enterokoklarin hastane
kokenli bakteriyemilerin %9’u, cerrahi yara enfeksiyonlarnin % 13’1, iiriner sistem
enfeksiyonlarinmn %12 -16 sindan sorumlu olduklarmi, enfeksiyonlarm % 60’dan
fazlasmin da eksojen kaynakli oldugunu ve yarisindan fazlasinin da yogun bakim
{initelerinde goriildiigiini belirtilmistir>°.

Diger taraftan ABD’den Ulusal Hastane enfeksiyonlar1 Siirveyans Birimi-NNIS-
nin verilerinde; hastanelerde 1989 -1997 yillar1 arasindaki peryotta VRE izolasyon
oranlarinin; yogun bakim {initelerinde goriilen hastane enfeksiyonlarinda %0.4 ten

0

%23.2’ye, diger iinitelerde ise %0.3’ten %15.4’¢ yiikseldigi bildirilmistir'*. Aym
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birimin 1998 yili raporunda ise, yogun bakim servislerinde goriilen hastane
enfeksiyonlarinda % 22,6 olan VRE insidansmin, 1999 yilinda %25’e ve 2003 yilinda
da 9%?28,5’e yiikseldigi gosterilmistir. Bu bildirimler disinda genel olarak ABD’de
2000’11 yillarin baglarinda hastane enfeksiyonlarinda VRE insidansmnin %25’in lizerine
ciktig1, hastanede yatan hastalarda VRE kolonizasyon oranmin da % 5-18 arasinda
degistigi, ancak hastane digindaki popiilasyonda intestinal kolonizasyon olmadigi
bildirilmistir'*'*. Benzer sekilde Kanada’dan bildirilen 7 yilllk VRE siirveyans
raporuna gore; 2001-2003 yillarinda 90,5 olan enterokok izolatlar1 arasinda VRE
sikl1ig1, 2006 yilinda %3,3’e ¢ikmustir'*°.

Avrupa’da da hastane enfeksiyonlarinda, VRE epidemiyolojisinde, ABD’den kiigiik
niians farklar1 olmakla beraber benzer artis trendi yasanmistir. European Antimicrobial
Surveillance System(EARSS)’inin 1998 verilerine gore bakteriyemiye sebep olan
E faecium izolatlar1 arasinda en yiiksek vankomisin diren¢ orani Ingiltere’de %24 ve
Italya’da ise %10 olarak belirlenmistir. Ancak ayn1 sistemin 2007 verilerine gdre en diisiik
VRE insidans1 Iskandinav iilkelerinde %1 olarak verilirken, Yunanistan ve Portekiz gibi
Gliney Avrupa iilkelerinde VRE oranmnin %45’1n lizerine ¢iktig1 belirtilmistir. Almanya’da
EARSS verilerine gore 2001°de VR E.faecium oranm1 %1 iken, 2007 yilinda bu oran
%15’e ¢ikmis ancak VR E.faecalis’lerde bu oran %1’in altinda kalmistir. Fransa’da 2005
yilinda GR E. faecium orani %35 olarak bildirilmistir. Ingiltere’de ise 2007 yilinda
enterokoklarin  sebep oldugu bakteriyemilerde VRE oram %8,5-12,5 arasinda
bulunmustur. Bu oran E.faecium i¢in %20-25, E faecalis i¢in %]1,6-2,5’tir. Irlanda’da VR
E.faecium oran1 2005 yilinda %30-35 olarak bildirilmekteyken, VR E.faecalis’lerde ise bu
oran %5’in altinda bulunmustur. Italya’da ise 1995 yilinda VR E.faecium oram %9 iken,

2001°de 9%15°e, 2003°’de %24’e ¢ikmis, 2007 yilinda ise %11 olarak bildirilmistir.
E faecalis ‘lerde ise %5’in altindadir'® (Sekil 7).
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N 20- 30 %
B - 50 %

Sekil 7. Avrupa’da VR E.faecium prevalansi (2007)

Tiirkiye’ de ilk vankomisin direncli E. faecium susu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi'nden Vural ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir. Bu sus malign
histiyositozis tanis1 almig, bronkopulmoner enfeksiyonu olan bir bebekte plevra sivisindan
izole edilmistir. Bunu ayni yil icerisinde diger merkezlerden yapilan bildirimler takip
etmistir®’.

CDC’nin alt komitesi olan “Hospital Infection Control Practices Advisory
Committee (HICPAC)” 1995 yili ortalarinda VRE’larin hizli yiikselisini 6nlemek ve
kontrol altina almak iizere bir ek rehber yayinlamak zorunda kalmistir (Appendix G). Buna
ragmen VRE’lerde artis trendi siirmiis, insidans oranindaki artis mortalite oranlarma da
yansimig ve VRE’ye bagli enfeksiyonlarin mortalitesi VSE’lara bagl enfeksiyonlara gore
2 kat artarak %36 lara kadar yiikselmistir™®.

Enterokok kokenli hastane enfeksiyonlarmin insidansinda goriilen dramatik
artiglarda, hastanelerde tretilen hizmetin kalitesi ve bagl olarak yatis endikasyonu alan
hastalarin 6zelliklerinin de etkili oldugu gosterilmistir. Altta yatan ciddi bir hastaligi olan
veya immunsuprese hastalar, kanser kemoterapisi alanlar veya transplantasyon hastalari,
intra abdominal veya kardiotorasik cerrahi uygulanan hastalar veya vankomisin, III. kusak
sefalosporinler, karbepenemler ve 5-nitroimidazol tiirevleri gibi genis spektrumlu

antimikrobiyal kullanim zorunlulugu olan hastalarin kabul edildigi, komplike tan1 ve tedavi
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girisimlerinin uygulandig1 hastanelerde enterokok enfeksiyonlarinin insidansi kiigiik ve
orta Olcekli sehir hastanelerine oranla olduk¢a yliksektir. Mesela transplantasyon i¢in
bekleyen hastalarda endojen florada VRE tasiyicilik oran1 % 3.4 iken; transplantasyon
sonrasi hastalardaki VRE oranmin % 44’e ¢iktig1 bildirilmistir>’.

Hastanelerde el yikama aligkanligmm ve diger enfeksiyon kontrol onlemlerinin
istenen seviyeye ¢ikarilamamasi, kolonizasyon ve irrasyonel antibiyotik kullaniminin
kontrol altina alinamamasi glikopeptid direngli enterokoklarin hastane enfeksiyonlarindaki
artigini siirdiirmesine yol agacaktir. Ancak VRE veya GRE (glikopeptid resistan enterokok)
insidansidaki artigin bir diger onemli sebebi, Avrupa’da kiimes hayvanlarinin rasyonlarma
gelisim faktorii olarak eklenen avoparcin gibi glikopeptit tiirii antibiyotiklerdir. Avrupa
iilkelerinin ¢ogunda ¢iftlik hayvanlari, tavuk cesetleri, diger et iriinleri ve atik su
orneklerinde VanA tipi VRE ciddi problem haline gelmistir. Bu zengin rezervuar gesitliligi
gida zinciri ile insanlara da yansimis ve toplumda VRE kolonizasyon oran1 %2-12 olarak
bulunmustur. Ancak 1994 yilindan itibaren bir ¢ok iilkede avoparcin kullaniminin
yasaklanmas1 ve hastalarda glikopeptit grubu antibiyotiklerin kisitl kullanimi sonucu bu
iilkelerden bildirilen VRE oranlarinda azalma tespit edildigi bildirilmistir.°*'**.

Diger taraftan VanA tipi transposon 7n-1546 ile kodlanan diren¢ hayvanlar arasinda
VRE’nin klonal gelisimini hizlandirmis ve sonucgta VRE’ler gida zinciri ile insana
bulasarak gastrointestinal kolonizasyonu artirmiglardir.

ABD’de 1997 yilina kadar kiimes hayvanlar1 ve herhangi bir hastane yatis oykiisii
olmayan kisilerde yiiksek diizey direngli (MIK>32 mg/L) VRE tespit edilmemistir. Oysa
Almanya’da, 1994 yilinda, saglikli insanlarin % 12 sinde VRE tastyicihgi bulunmustur®’.
Bu farkin ABD’de hayvan yemlerinde glikopeptit grubu antibiyotik kullanilmamasindan
kaynaklandig1 belirtilmistir. Bu sebeplere dayanarak ABD’de VRE kokenli hastane
enfeksiyonlarinda en 6nemli rezervuarin endojen florasinda kolonizasyonu olan hastalar
oldugu tespit edilmis ve VRE ile kolonize hastalarin takip amaglh kiiltiirlerle izlemleri
onerilmistir' ®. Ancak ABD’de  hastanelerde glikopeptid tiirevi antibiyotiklerin
kullaniminin  daha fazla olmasi sebebi ile, VRE’lerin hastane enfeksiyonlarindaki

insidanslar1 Avrupa iilkelerine gore oldukga yiliksek bulunmustur.

39



2.7. Enterokokal Enfeksiyonlar

Vankomisin direngli enterokok enfeksiyonu, lokalizasyon ile iligkili semptom veya
klinik bulgularin eslik ettigi pozitif VRE kiiltliriiniin varlig1 olarak tanimlanabilir. Klinik
orneklerden izole edilen suslarin %80-90 1 E.faecalis,. %5-10 kadarmni ise E.faecium
olusturur. Son yillarda c¢oklu ilag direnci gosteren E.faecium suslarmin hastane
enfeksiyonlarinda artis gosterdigi belirlenmistir. Ayrica nadir olarak E.durans,
E.casseliflavus, E. raffinosus, E.gallinorum, E.mundtii, E.flavescens, E.avium ve E.hirae
gibi diger enterokok tiirleri hastane enfeksiyonlarda klinik materyalden izole edilirken
E.malodoratus, E.pseudoavium ve E.sulfureus tiirleri ile PYR testi negatif olan ve atipik
enterokoklar olarak adlandirilan E.columbae, E.cecorum ve E.saccharolyticus tiirleri heniiz
insanlardan izole edilmemistir“.

Enterokoklar ile Gelisen Hastane Infeksiyonlari: Hastanede yatan hastalarda, endojen
kokenli veya ekzojen kokenli hastane enfeksiyonlari ortaya cikar. Infekte hastalarin
cikartilartyla genis bir alan1 enfekte eden enterokoklar, duyarl hastalarda idrar yollari, kan,
BOS gibi steril viicut bolgelerine yerleserek, iliriner sistem enfeksiyonlari, endokardit,
sepsis veya bakteriyemi, intra-abdominal enfeksiyonlar, pelvik enfeksiyonlar, menenjit ve
cerrahi yara enfeksiyonlarina yol agabildikleri gosterilmistir.

1- Uriner sistem enfeksiyonlari

Enterokoklarm sebep oldugu enfeksiyonlarm en sik goriilen tipidir ve ¢ogu
nozokomiyal kaynaklhidir. Uriner sistemde hastane kokenli VRE enfeksiyonlar; sistit,
piyelonefrit, prostatit ve perinefritik apse gibi klinik tablolarla seyredebilir. Uriner
kateterizasyon en sik goriilen risk faktorii olmakla beraber, liriner sistem anomalileri,
cerrahi girisim ve antibiyotik kullanimida enterokokal risk faktorleri arasinda yer alir.
Toplum kaynakli {riner sistem enfeksiyonlarinda, saglikli kadmlarda % 5’inden azinda

enterokok izole edilmektedir®>>%®%,

2- Endokardit
Enterokoklar infektif endokarditlerin S.viridans ve S.aureus’dan sonra en sik
rastlanilan ti¢lincii 6nemli etkenidir. Bakteriyel endokarditlerin % 5-15’inde enterokoklar
etkendir ve en sik E.faecalis goriiliir. Hastalik cerrahi yolla veya cesitli maniplasyonlarla
bakterinin  gastro-intestinal sistemden veya c¢ogunlukla genitoliriner sistemden
translokasyonu ile endojen kaynakli subakut endokardit seklinde baslar. Ayrica intravendz

ilag bagimlilarinda da %35-53 oraninda enterokokal endokardit goriilebilir. Vakalarm
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cogunda altta yatan bir kapak hastaligi veya prostetik kapak bulunmakla beraber,
enterokoklar normal kapaklarda da enfeksiyon olusturabilir®.

3- Bakteriyemi

Enterokokal bakteriyemi, endokarditlerden daha sik goriilen bir klinik formdur.
Hastene enfeksiyonlar1 igerisinde giderek artan oneme sahip olan VRE bakteriyemileri,
hastene kokenli tiim bakteriyemiler igerisinde Avrupa’da 4. ABD’de ise 3. siklikta
goriilmektedir. VRE bakteriyemisi i¢in risk faktorler, hemodiyaliz, organ transplantasyonu,
kortikosteroid kullanimi, kemoterapi veya parenteral beslenme, cerrahi girisimler, ciddi
hastaliklar, uzun siireli antibiyotik kullanimi, {iriner kateterler, nétropeni ve mukozittir.
Infeksiyonlar siklikla nozokomiyal kaynaklidir. Olgularm %21-45’i polimikrobiyal olan
bakteriyemiler de primer lokalizasyon siklikla {iriner sistem veya karin i¢i enfeksiyonlardir.
Ancak, pelvik enfeksiyonlar, termal yanik, dekiibitis iilserleri ve diabetik ayak gibi yaralar,
arteryel veya venoz kateterler ve kolanjit VRE’nin dolasima katilimini saglayan diger giris
yollarmni olustururlar®® .

Vankomisin direngli enterokok bakteriyemisi olan hastalardaki mortalite orani,
popiilasyona bagli olarak degisir. Otolog stem cell transplantasyonu yapilanlarda mortalite
orani %10 kadar diisiik olmasina karsin, endokarditli hastalarda mortalite oran1 % 30 dan,
solid organ tiimdrii olanlarda %50°den, ciddi hastaligi olanlar ve karaciger transplant
hastalarinda %70 den fazladir®.

4- Karn igi ve pelvik enfeksiyonlar

Enterokoklar karin 1i¢i ve pelvik enfeksiyonlarda siklikla aerop ve anaerop
mikroorganizmalarla beraber bulunur. Ancak bu enfeksiyonlarda enterokoklar siklikla g6z
ard1 edilmekte ve hastalara enterokoklara etkisi olmayan antimikrobiyal tedavi protokolleri
uygulanmaktadir. Enterokoklar, nefrotik sendrom veya sirozlu hastalarda gelisen spontan
peritonit ve periton dializi uygulanan vakalarda gelisen abdominal enfeksiyon veya intra-
abdominal abselerde tek mikroorganizma olarak izole edilebilmektir. Ayrica salpenjit,
endometrit gibi peripartum maternal enfeksiyonlar ve sezeryan sonrasi apselerde de etken
olabildikleri gosterilmistir®®.

5- Yara ve yumusak doku enfeksiyonlar

Enterokoklar nadiren seliilit veya derin doku enfeksiyonlarina yol agarlar. Cerrahi yara
enfeksiyonlari, dekiibitis iilserleri ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda diger bakteriler ile

birlikte izole edilebilirler®’.
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6- Menenjit

Enterokokal menenjit nadiren goriiliir ve genellikle santral sinir sisteminde anatomik
bir defekt, gecirilmis beyin ameliyatlar1 veya kafa travmasi veya ventrikiilo-peritoneal sant
gibi predispozan faktdrlerin varhginda ortaya ¢ikabilir. Ayrica bakteriyemiler, AIDS ve
akut l6semi gibi immiinsiiprese hastalarda da VRE menenjiti goriilebilir. Etken diger
enterokok enfeksiyonlarinda oldugu gibi siklikla E. faecalis olup daha seyrek olmak iizere
E. faecium’dur®>®’.

7- Neonatal enfeksiyonlar

Enterokoklar yenidogan i¢cin de onemli bir patojendir. Yenidoganlarda erken ve geg
sepsise neden olur. Enfeksiyonlarmm %77°den fazlas1 kateteri olan yenidogan bebeklerde
goriiliir. Yenidogan yogun bakim tinitesinde VRE’ nin neden oldugu enfeksiyonlara bagl
nozokomiyal salginlar bildirilmektedir. Enterokokkal suslarin %82’si E. faecalis, %14’u E.

faecium olarak tespit edilmistir. Enterokoklara bagli iriner sistem enfeksiyonlarma

yenidoganlarda nadiren rastlanir®.

2.8. Epidemiyolojik Tiplendirme Yontemleri

Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin onemli sebeplerinden olmalar1 ve
siklikla ¢oklu ilag direnci gostermelerinden dolayi; epidemiyolojik ¢alismalar ve
enfeksiyon kontroliinde bunlarin tip ve subtiplerinin belirlenmesine giderek artan
oranda ihtiya¢ duyulmaktadwr. Bundan baska enterokokal enfeksiyonlarin eksojen
kazanmm fikrinin desteklenmesi i¢in de tipleme calismalar1 gerekmektedir. Ozellikle
VRE lerin artan siklikta goriilmesinden dolayi, ilag direnci gosteren enterokok
suslarmin yayilmasi ile olusan nozokomiyal salginlarin aragtirilmasi major ilgi alanmi
olusturmaktadir. Salgin arastrmalarinin  yaninda; epidemiyolojik incelemelerde
kullanilan metotlar, enterokoklarin farkli ¢cevre ve konaklardaki yayilimi ve c¢oklu ilag
direnci gdsteren suslarin izlenmesinde de kullanilmaktadir. Onceleri enterokokal
enfeksiyonlarin epidemiyolojik incelemeleri fenotipik 6zelliklerine gore yapilmistir.
Ancak bu yaklasimlar bazen yararl bilgiler saglamasina ragmen, zaman alict olmalari,

tekrarlanabilirligi ve yorumlanmasi gii¢ ve suslar arasinda ayrim yapmada yetersiz
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olmalar1 nedeniyle epidemiyolojik calismalarda kullanimlari sinirhdir. Son yillarda
gelistirilen molekiiler tekniklerle beraber fenotipik yontemlerin kullanimi yararh bilgiler
saglayabilmektedir’®"".

Enterokoklarin ayriminda oldukc¢a basarili olan ¢esitli molekiiler tekniklerin
gelisimi, epidemiyolojik yonden 6nemli bir anlayis getirmistir. Ayrim giicii daha yiiksek
tipleme tekniklerinin kullanimi sonucu, hastalar arasinda direkt ve indirekt temas ile
eksojen olarak kazanilabilen suslarin ayrimi mimkiin olmaktadir. Direngli
enterokoklarm hastane icinde ve hastaneler arasi yayilim gosterdigi de bildirilmektedir.
Kullanilan ilk molekiiler teknikler, plazmid profil analizi ve restriksiyon enzim analizi
(REA)dir’®. Bu teknikler bazi durumlarda faydali olabilmektedir, fakat kullanimlarinda
bazi problemler vardir. PFGE ile DNA restriksiyon endontiikleaz profilinin belirlenmesi,
enterokokal suslarin ayirt edilmesinde olaganiistii yararlar saglamaktadir. Multilokus
Enzim Elektroforezi(MLEE), ribotipleme ve RAPD-PCR veya REP- PCR gibi PCR’a
dayal1 tipleme metotlar1 da enterokok suslar1 arasindaki genetik iliskinin
arastirilmasinda kullanilmaktadir. PCR iiriinlerinin dizilenmesi veya Restriksiyon
Fragment Length Polimorfizm(RFLP) ile incelenmesi de enterokoklardaki spesifik
diren¢ genleri arasmndaki farkliliklar1 gOstermede ve izlemede kullanilabilen
yontemlerdir. Pek ¢ok arastrmanin sonuglarina gore; genomik DNA’nin Smal enzimi
ile kesildigi PFGE, suslarin ayriminda belirgin avantajlar saglayan oldukga yararli bir
yontemdir. Halen PFGE en yararli ve en giivenilir tek tipleme metodudur ve
enterokokal enfeksiyonlarin epidemiyolojik incelenmesinde “altin standart” olarak
kabul edilmektedir’'®!'"'*7*"! " Enterokoklarm PFGE ile incelenmesinde gesitli
protokoller yaymlanmis olmasina ragmen, laboratuvarlar arasi karsilastirma yapabilmek
icin standardize protokol gelisimine ihtiya¢ vardwr. PFGE diger metotlardan daha
diskriminatif olmasina ragmen, PFGE profillerinin epidemiyolojik olarak yorumlanmasi
her zaman kesin degildir. Genetik degisikliklerin ortaya cikisi ile iliskili olarak PFGE
profilinde farkliliklar elde edilir ve bu da klonalite degerlendirilmesinde problemlere
yol acar. Bazi vakalarda polimorfizm seviyesini tanimlamak gii¢ oldugundan, daha
uygun yorumlama tartigmali bir konu olarak kalmaktadir.

Sonug olarak enterokoklar i¢in eksiksiz, tek bir tipleme teknigi yoktur; 6zellikle
genomik polimorfizme dayali ¢esitli tipleme tekniklerinin sonuglarinin birlestirilmesi

yakin iligkinin  gostergesi olarak  kullanilabilir. Epidemiyolojik  yorumlarin
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aydmlatilmasina yardimci olmak icin, farkli restriksiyon enzimleri kullanilarak veya ek
bir tipleme teknigi ile beraber yapilan PFGE kullanimi 6nerilmektedir. Molekiiler
tipleme bilgilerinin yorumlanmasindaki genel prensip, PFGE profilindeki bant

farkliliklarmm incelenmesidir’®’.

2.8.1-Fenotipik tipleme metotlar:

2.8.1.1-Biyotipleme

Biyotipleme mikroorganizmanin metabolik ve fizyolojik karakterlerini baz alir.
Bu baglamda enerji metabolizmasi, karbonhidrat kullanimi ve farkli enzimatik
aktiviteleri Olcen test yontemleri kullanilir. Elde edilen bulgular mikroorganizmanin
genel morfolojik Ozellikleri ile birlikte siklikla otomatize edilmis bir niimerik
degerlendirme sistemi icerisinde sorgulanir. En ¢ok kullanilan test sistemleri API 20
Strep, Api 50 CH ve Rapid ID 32 Strep’dir. Ayrica eskulinaz ve piraz aktivitesi Apizym
testi ile degerlendirilebilir. PhenePlatek PhP plate (PhPlate Microplate Techniques,
Stockholm, Sweden) enterokoklarin epidemiyolojik o6zelliklerinin arastirmasinda
6nemlidir ve PFGE ile elde edilen epidemiyolojik gruplar ile benzer gruplar verir’’,

Bu test sistemlerinin tamami, smirl sayida enterokok tiiriinii gosterir ve daha
iler1 seviyede identifikasyon gerektirir. Biyotiplemede yaklasik olarak bakteriye ait
1600 den fazla ozellik test sistemlerinde kullanilabilirse de aslinda ¢ogu enzimatik
ozelligi tespite yonelik 6 test ile suslarm biiylik birgogunun tanimlanabilecegi
bildirilmistir. Facklam and Collins, 1989°da enterokoklarin 20 temel fenotipik 6zelligini
baz alan bir identifikasyon sistemi tanimlamislardir. Manero ve Blanch ise 1999 yilinda,
19 enterokok tiirliniin tanimlanmas: i¢in 12 temel fizyolojik ve biyokimyasal 6zelligi
dikkate alan bir biyokimyasal sistem gelistirmislerdir. Reed ve arkadaslar1 da
enterokoklarm hizli tiir identifikasyonu ve vankomisin direncinin gosterilmesinde
fenotipleme sistemine dayali bir algoritma kullanmistir. Bunun Api20 Strep sisteminden
daha giivenilir oldugu sonucuna varmiglardir. Bejuk ve ark. tarafindan 2000 yilinda
bilgisayara dayali inductive learning by logic minimisation (ILLM) sistemi gelistirilmis
ve bu yontemle, klinik acidan oOnemli oldugu bilinen 12 enterokok tiiriiniin

tanimlanmas1 miimkiin olmustur’>. Day ve arkadaslar1 (2001) sadece dokuz &zelligi

44



sorgulayan test sistemi ile FE.faecalis ve FE.faecium’u diger enterokoklardan

ayirilabilecegini gostermislerdir’®””.

2.8.1.2. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

ile Protein fingerprinting

Fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri baz alan niimerik biyotiplemenin zaman
alict ve diisiik ayirim giiciine sahip olmasi sebebi ile daha hizli, giivenilir ve yiiksek
ayirim giiciine sahip tiplendirme yapabilen fenotipik 0Ozelliklere dayali alternatif
tiplendirme metodlar1 icerisinde, hiicre duvar:1 veya tiim hiicre proteinlerinin mobil bir
matriksde elektrik akimi altinda molekiiler agirliklarina gore goc ettirilerek
ayristirilmalarmi esas alan SDS-PAGE yontemi, sik olarak kullanilmis, bu yontemle
cok sayida susun hizli sekilde taranmasmi saglamis ve tiir ve/veya alttiir seviyesinde
giivenilir sonuglar elde edilebilmistir.

Poliakrilamid gelde elde edilen protein profillerinin bakterinin eksprese ettigi
proteinler i¢in parmak izi olarak dikkate alindig1 bu yontem diger smiflandirma semalar1
ile kombine edilerek, bilinmeyen izolatlarin tanimlanmas1 amaci ile kullanilabilir. Son
calismalarda elde edilen sonuglar, mikroorganizmalarin protein parmak izi ile DNA-
DNA homoloji degerleri arasinda yliksek oranda korelasyon oldugunu goéstermistir.
Andrighetto ve arkadaslar1 (2001), Italyan peynirlerinde enterokok tiirlerinin
identifikasyonunda SDS-PAGE’i referans metod olarak kullanmis ve RAPD-PCR ile
uyumlu sonuglar elde etmislerdir’®. Devriese ve arkadaslarida (2002) filogenetik olarak
yakin iligkili E.durans, E.hirae ve E.villorum tiirlerinin ayrimminin genomik metotlarin
yani sira SDS-PAGE ile de yapilabilecegini gostermislerdir””. Klare ve arkadaslari ise,
1993-1995 yillar1 arasinda izole ettikleri glikopeptit direngli E.faecium suslarinda 39
kDa luk bir sitoplazmik proteinin direngle iliskili oldugunu ileri siirmiislerdir’®. Ayrica
enterokoklarda penisilin baglayan protein (PBP)’lerin SDS-PAGE kaliplarmimn DNA-
DNA hibridizasyon sonuglar1 ile korele oldugunu gdstermislerdir. Bu kaliplarmn, yeni
tiirlerin taninmast ve tiir aywrmminda kesin bir metot olarak dikkate alinabilecegini

vurgulamuglardir’.
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2.8.1.3. Multi-Lokus Enzim Elektroforezi (MLEE)

Multilokus enzim elektroforezis yontemi, okaryotik canlilarin populasyon
genetigi ve smiflandirilmasinda uzun bir siireden beri kullanilmakta olan standardize
edilmis bir metoddur. Son 20 yildir da giderek artan yogunlukda bakteriyel evrim ve
siniflandirmanin anlasilabilmesi i¢in kullanilmaya baslamigtir. MLEE nin simiflandirma
ve epidemiyolojik iliskiyi tespite yonelik diger fenotipik yontemlerden farki, allel
profillerinin tamamimi elektroforetik tip olarak verebilmesidir. Bu yontem hiicre igi
enzimlerin elektroforetik hareket yetenegine gore karakterize edilmesini esas alir ve
organizmalar1 olusturduklar1 elektromorfo tiplerine gore digerlerinden aymrir. Bu
elektroforetik tiplerden popiilasyon karakterizasyonu i¢in objektif bir databaz
olusturulabilir. Genellikle, MLEE ile 20 kadar housekeeping enzimde dogal olarak
yiiksek degiskenlik gosteren lokuslar hedef alinir, bu sebeple teknik monolokus enzim
elektroforezinden ¢ok daha yiiksek ayrim giiciine sahiptir’® "’

Enterokoklar boliinme, ¢ogalma, enerji transferi gibi hayati fonksiyonlar:
diizenleyen c¢ogu yapisal isleve sahip 1600’den fazla enzim iiretmektedir. Bu
izoenzimler farkli katalitik 6zellik ve bu sebeple farkli elektroforetik hareket yetenegi
gosterirler. Enzim ¢esitliligi, primer izoenzim ve alloenzimler gibi direkt veya post-
translasyonel modifikasyonla olusan sekonder izoenzimler gibi indirekt genetik
faktorlere baghdir. Izoenzimler farkli hiicre komponentlerinde dagilabilir ve en azindan
iki farkli gen ile kodlanirlar. Benzer substrat spesifitesi olan enzimleri kodlayan multipl
lokuslar gen duplikasyonlar1 olusumunu saglar. Nokta mutasyonlarmin sonucu olarak,
duplike genlerin kodladig1 aminoasitlerin kompozisyonu degisir ve elektroforezde farkl
hareket yetenegine sahip enzimler tespit edilir. Elektroforetik hareketteki farkliliklar
sarj ve/veya blytiklik farkliligi ile olusur. Bu enzimler iki yonlii izoelektrofokusin

yontemi ile enterokoklara ait farazi enzimlerin en az %50 si arastirilmistir’.

2.8.1.4. Antimikrobiyal duyarhlk testleri

Bu tiplendirme standart bir dizi antibiyotige karsi farkl izolatlarin duyarlilik
kaliplarmin karsilastirilmasi esasina dayanir. Farkli duyarlilik kalibi veren izolatlar
epidemiyolojik koken olarak farkli suslar olarak kabul edilirler. Farkli hastalarin klinik

orneklerinden izole edilen suglar arasinda yeni veya alisilmisin disinda bir antibiyotik
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duyarhlik kalib1 ile karsilasilmasi halinde o sus yeni bir salginin habercisi olarak
degerlendirilir. Bu yontemle diisiik sensitivitede de olsa biitiin izolatlar tiplendirilebilir.
Yontem rutin uygulanan bir isleme dayandigi icin fazla tecriibeyi gerektirmeyen kolay
bir tekniktir. Bu sebeple enterokoklarin  sebep oldugu enfeksiyonlarin
epidemiyolojisinde basarili bir ayirt edici test sistemi olarak kullanilmustir.
Enterokoklarda, bazi antibiyotiklere kars1 goriilen intrinsik direncin yani sira, konjugatif
plazmidlerde veya transpozonlarda kodlanan ¢ok sayidaki mekanizma ile ¢ok sayidaki
antibiyotige kars1 direng goriiliir. Benzer direng genlerine sahip enterokok tiirleri hayvan
atiklari, gida ornekleri ve c¢evresel orneklerde de goriilebildigi i¢cin antibiyotik direng
kaliplari, enterokok izolatlarmin kaynak tespitinde yani epidemiyolojik izlemde smirli
oneme sahiptir. Hastane kokenli enterokoklarda, 1980’11 yillarin sonlarina kadar yiiksek
diizeyli gentamisin direncinin yani sira ampisilin direnci goriiliirken, son 20 yilda bu
gruba % 30’lara ulasan vankomisin veya glikopeptid direncide eklenmistir. Enterokok
suslarinin antibiyotik kaliplarmin ¢ikartilmasi bir taraftan diisiik ayirim giiciine sahip
epidemiyolojik sonuglar yaratirken, direncin engellenmesi, yeni antibiyotiklere karsi
diren¢ trendinin takibi ve Ozellikle tedavileri problemli olan VanC’ye sahip
enterokoklarm izlenmesi ag¢isindan 6nemlidir. Bu teknigin en belirgin dezavantaji; ayni
antibiyotige farkli genetik mekanizmalarla direng gelistiren izolatlar1 birbirinden ayirt
edememesidir. Bu epidemiyolojik izlemde ayirim giiciinii distirtir. Belirli bir zaman
dilimi icerisinde ayn1 susun farkli izolatlar:1 bir veya birden fazla farkli antibiyotige kars1

farkli direng kalib1 verebilirler’” "’

2.8.1.5. Serotipleme

Enterokoklar opsonizan antikorlarin hedefi olan kapsiiler polisakkarid antijenlere
sahiptir. Lancefield R.(1933) streptokoklar1 C polisakkarit antijenlerine gore yaptigi
siniflandirmada, enterokoklarda ortak kapsiiler polisakkaridi tanimlayarak, bu grup
antijenini D grubu olarak tanimlamistir. Enterokoklarda kapsiiler polisakkarid antijen,
6-alfa-D-glucose-1-2-glycerol-3-PO,’in  tekrarlayan iinitelerinden olusan, glycerol-
teichoic asit benzeri bir yap1 gosterir. Bu yapida glikoz molekiiliine bagh alfal,2 ile
karbon 2 atomlar1 yer degistirmistir. HCI veya formalin ile elde edilmis kapsiil

polisakkaritlerine karsi tavsanlardan elde edilen opsonizan antiserumlar kullanilarak
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yapilan subtip calismalarinda iki farkli semada 24 ve 21 serotip tespit edilmistir®"**,

Ancak Sharpe tarafindan yapilan antijenik smiflandirmada bildirilen serotiplerden
sadece 9’unun ger¢ek enterokok oldugu belirlenmis ve 21 serotipli semanin daha
gercekei oldugu, bu sema ile izolatlari %76’ nin {izerinde bir oranda tiplendirilebildigi
vurgulanmugtir®**#2,

Enterokoklarm fenotipik identifikasyonu ve tiplendirilmesinde bu ydntemlerin
disinda bir ¢ok arastirict tarafindan bakterinin, uzun zincirli yag asitleri, hiicre
membrani yag asitlerinin metil ester analizi, enterosin analizi, hiicre membraninin
pyrolizin ekstraksiyonunun mass spektro ile analizi, Fourier transform infrared
spektroskopi (FTIR) ve Proton manyetik rezonans spektroskopisi (1x MRS) gibi ¢esitli

yontemler denenmis, siirli kullanim alani bulan bu yontemlerden bazilarinin PFGE’ine

yakin ayirim giicii gosterdigi bildirilmistir’.

2.8.2. Genotipik Tipleme Metotlar

Enterokok izolatlarnin hizli identifikasyonu ve tiplendirilmesinde, son
arastirmalar molekiiler biyoloji tekniklere odaklanmistir. Enterokoklara bagli salgin
epidemiyolojisinde kullanilan molekiiler tipleme metotlar1 Willey ve ark tarafindan
1994 yilinda toparlanmistir. Kromozomal DNA’nin G+C igerigi ve DNA-DNA
hibridizasyon deneyleri gibi bakteri siniflamasindaki ana teknikler siklikla yeni izole
edilerek tanimlanan suglarin karakterizasyonunda kullanilmaktadir. Genomda spesifik
bolgelerin  in-vitro sartlarda amplifikasyonu, amplifiye iriinlerdeki spesifik
mutasyonlarin restriksiyon enzimleri ile kesilerek olusturduklar1 bantlarin polimorfizmi
ve nihayet toplam genomun spesifik sartlarda bir restriksiyon enzimi ile hazmi sonunda
olusan bant kaliplarinin polimorfizminin analizi enterokoklarin sebep olduklari

salgmlarin analizinde salgm suslarinin klonal diizeyde tanimlanmasi i¢in kullanilmugtir.

2.8.2.1. Restriksiyon Enzim Analizi (REA) Bazh Yontemler
Enterokoklarm kromozomal restriksiyon analizinde, mikroorganizmalardan izole
edilen DNA uygun restriksiyon enzimlerinden bir veya bir kagi ile kesilmesi sonucu

elde edilen DNA fragmanlar1 agaroz jel elektroforezi ile bant biiyiikliiklerine gore
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ayristirilir. Elde edilen bant paternlerinin polimorfizmine gore tiplendirme yapilir. Savor
ve ark. 1998 yilinda klinik orneklerden izole edilen E.faecium’lar1t REA ve PFGE

yontemleri ile incelemis ancak her iki yonteminde ideal olmadigini bildirmislerdir™.

2.8.2.1.1. Plazmid DNA profil analizi

Plazmid DNA’s1 ektrakte edildikten sonra ya REA veya PFGE gibi spesifik bir
enzimle hidrolize edildikten sonra agaroz gelde molekiiler agirliklarina gore ayristirilir.
Bant polimorfizmi tiplendirme amaci1 ile kullanilir. Ancak yOntemin Onemli
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Mesela plazmidler fermentasyon ve diger teknolojik
islemler sirasinda kaybolabilir veya konjugatif transfer ile rearrangementa ugrayabilir.

Donabedian ve arkadaslar1 (1992) E.faecium suslarinin tiplendirilmesinde
plazmid analizini plazmid restriksiyon analizi ve PFGE ile beraber kullanmistir.
Plazmid profil analizi ve PFGE kombinasyonu ile, ev yapimi Pecorino Sardo
peynirlerinden izole edilen yakin iliskili suglarin tanimlanmasi miimkiin olmustur®.

Son ve arkadaslarida (1999) E.faecium suslarinin tiplendirmesinde direng
paternleri ve plazmid profil analizinin RAPD-PCR’a komplementer teknik olarak

kullanilabilecegini bildirmistir™.

2.8.2.1.2. Pulsed Field Gel elektroforezi (PFGE)

Pulsed field jel elektroforez yontemi ile REA’de oldugu gibi genomdaki bilinen
spesifik bir bolgenin amplifikasyonu sonucu elde edilen nispeten kisa amplikonlarin
degil, total genomun bir restriksiyon enzimi ile hazmi sonucu ortaya c¢ikan bant
polimorfizmi degerlendirilir. Biiylik genomdan elde edilecek bantlarinda bir kisminin
oldukca biiyiik olacagi varsayimindan hareketle bu yontemde PCR-RFLP’den farkli
elektroforez sartlar1 kullamilir. Tek yonlii diizenli elektrik akimi altinda DNA
fragmentlerinin molekiiler biiytikliikklerine gore ytiriitiilerek ayristirildigi geleneksel jel
elektroforezinde 50 kb’dan biiyilk DNA molekiilleri ayn1 mobiliteyi gosterirler. Bu
sebeple 50 Kb’dan biiyiik DNA fragmentleri jel i¢inde genis, ayrismamis bantlar olarak

goriiliirler ve standart jel elektroforezi ile aywt edilmeleri imkansizdir. PFGE
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yonteminde, elektrik akim yOniiniin peryodik olarak degistirilmesi ve geldeki DNA
fragmentleri tizerine belirlenen araliklarla diiz akim gonderilebilmesi sonucu, 50kb’dan
daha biiyilk DNA molekiilleri bile kolaylikla ayristirilabilmekte ve genomun tamamini
degerlendirmek miimkiin olmaktadir. PFGE yonteminde bakteriyel enzimlerin spontan
degradasyonundan korumak amaci ile agaroz jel i¢ine gomiilii haldeki bakteriden,
biitiinliigi bozulmadan izole edilen DNA, yine jel igerisinde iken bilinen 5-6 baz
uzunlugunda tanima bolgesine sahip bir restriksiyon enzimi hidrolize ugratilarak kesilir.
Agaroz jel icerisinde elde edilen DNA fragmentleri akim yonii ve siddeti belirli
araliklarla degistirilerek elektroforeze tabii tutulur. Elektroforez sonrasi jelin Ethidium
bromid ile boyamas1 sonras1 jeldeki DNA fragmentleri UV 1sikta goriintiilenmekte ve
elde edilen bant polimorfizmi goézle veya bilgisayar programlar1 kullanilarak
degerlendirilmektedir. PFGE ile elde edilen bant paternlerine gére hem kromozomal
DNA’nin  biiylikliigii tahmin edilebilmekte, hem de suslarm klonal olarak
iligkilendirilmeleri miimkiin olmaktadir. PFGE olduk¢a yiiksek ayrim giicii olan,
sonuclar1 tekrarlanabilir ve kolay yorumlanabilir bir yontem oldugu igin genotipik
identifikasyonda, Ozellikle hastane enfeksiyonlarinin siirveyansinda referans yontem
olarak kabul edilmektedir. Yontemin en 6nemli dezavantajlar1 pahali ekipmanlara ihtiyag
duymasi, zaman alict olusu ve hala pek ¢ok tiir i¢in standart protokollerin
olusturulamamis olmasidir * ' 7%71,

Pulsed field jel elektroforez yontemi hastane kokenli enfeksiyonlardan ve
cevresel orneklerden izole edilen VRE / GRE’lerin klonal iligkilerinin tespitinde de

basar1 ile kullanilmistir.

2.8.2.1.3. Ribotipleme

Son yillarda epidemiyolojik siirveyans amaci ile mikroorganizmalarda 16S, 23S
ve 5S rRNA genleri arasinda bulunan spacer bolgelerdeki heterojeniteyi hedef alan
niikleik asit amplifikasyonuna dayali teknikler denenmistir. PCR-Ribotipleme yontemi
ile rRNA operonunda cins ve tiir diizeyinde farkli biiyiikliige sahip ¢ok sayidaki spacer
bolgeleri hedef alinir. Bu ylizden belirli bir susta farkli biiyiikliikte spacer bolgeleri
bulundugundan ¢ok sayida bant elde edilir. Bu teknik E. faecium, Enterobakterler ve

Listeria monocytogenes izolatlarmm tiplemesinde kullanilmaktadu™®. E. faecium
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suslariin PCR-ribotipleme ile analizinin, bu bakteri tiirlinde en az dort simif intergenik
spacer bulundugu i¢in, yararli olmadigi sonucuna varilmistir **,

Ayrica restriksiyon enzimleri kullanilarak da ribotipleme yapilabilmektedir. Bu
yontemde bakteri kromozomu ekstrakte edilir ve restriksiyon enzimleri ile kesildikten
sonra agaroz jel elektroforezi ile ayrilir. Naylon veya nitroseliiloz membrana blotlanan
DNA fragmentleri 23S, 16S ve 5S rRNA dizisinin hedef dizilerini taniyan problarla
hibridize edilir. Brisse ve arkadaslari(2002), ribotipleme yontemini hastane kokenli
VRE’lerin klonal iliskilerini gostermek amaci ile kullanilmig, yontemin duyarliliginin
PFGE ile kiyaslandiginda yeterli oldugu, yiiksek performans laboratuvarlarinda degerli
bir primer tipleme teknigi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu teknigin
laboratuarlar arasi tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu ve epidemiyolojik olarak

6nemli genotipleri identifiye edebildigi de gosterilmistir®®®’,

Buna karsin Price ve
arkadaslar1 (2002) bu yontemin VRE c¢aligmalart i¢cin giivenilir olmadigmi ileri

sﬁrmﬁstﬁrgg.

2.8.2.2. Niikleik Asit Amplifikasyonu Bazh (NAAB) Teknikler

Mutasyonlarin belirlenmesi i¢in, mikrorganizmalarin spesifik gen bolgeleri ile

diren¢ genleri gibi bilinen gen bolgelerinin amplifikasyonuna dayali tekniklerdir.

2.8.2.2.1 PCR Bazh teknikler

Biitiin mikroorganizmalarda oldugu gibi enterokoklarin tiir, sus ve genotip
tayininde basar1 ile kullanim alan1 bulmustur. Bu amagla enterokoklardaki “elongasyon
faktor fuf geni (EF-Tu) ni hedef alan primerler, cins (Ke et al) (1999) diizeyinde, D-
alanin/D-ligaz geni (ddl) (Dutka —Malen ve ark) ve groESL genini (Teng et al.) hedef
alan primerler de tiir diizeyinde tan1 amaci ile kullanilmisti’®. Kniff ve arkadaslari
tarafindan (2001) ddl genini hedef alan tiir spesifik primerler E.durans ve E.hirae igin
onaylanmustir™. PCR bazli metodlar antibiyotik direncinin tespiti igin de uygulanmus,
boylece bir taraftan hizli duyarlilik testi yapilirken diger taraftan izole edilen suslar
arasinda vertikal yayilan diren¢ genleri veya gen mutasyonlar1 sebebi ile klonal iliskide

gosterilebilmistir. Dutka-Malen ve arkadaslar1 (1995) ddl genini hedef alan primerler ile
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hem tiir diizeyinde tan1 hem de glikopeptid direncinin tespitini yapabildiklerini
bildirmislerdir®. Miele ve arkadaslar1(1995)’da van genleri i¢in bir primer seti
gelistirmis, aynt yil Klare ve ark. (1995) vanA genine yonelik PCR yontemini
kullanmistir. vand ve vanB genini hedef alan yeni primerler de gelistirilmis ve ayni
primerler, Del Vecchio ve ark. (1998) tarafindan floresana dayali PCR sistemi
LightCycler’da kullanilmistir’’. Daha sonra enterokoklarin tanisinda ve epidemiyolojik
siirveyansinda kullanilmak {izere, ¢ok sayidaki arastirmaci tarafindan, enterokoklarin
16S rRNA’sm1 hedef alan primerlerle tiir tayini ile es zamanh olarak vand, vanB,
vanCl, C2 ve C3 genlerini alan primerlerin kullanildigi, glikopeptid direncinin tespitine

90,91

yonelik multipleks PCR protokolleri gelistirilmistir™"". Ayrica enterokoklarin virulans

genlerini hedef alan PCR teknikleri gelistirilmistir92.

2.8.2.2.2-Random Amplified Polimorphic DNA-PCR(RAPD-PCR)/
Arbitrarily primed-PCR (AP-PCR)

Random primerler kullanilarak DNA polimorfizminin gosterilmesine dayali
metottur. Diisiik annealing 1sisinda, yiiksek Mg konsantrasyonunda random
diizenlenmis kisa primerlerin bakteri DNA’sina rastgele baglanmasi ile olusan primer-
DNA hibridlerinin amplifikasyonu sonucu olusan DNA fragmentlerinin polimorfizmini
hedef alan PCR bazli bir yontemdir. RAPD metodu, iki yerine tek primer kullanimi ve
baglanma 1sisinin diisiik olmasi agisindan klasik PCRdan farklhidir. RAPD-PCR’in
klinik Ornekler ve gida Orneklerinden izole edilen enterokoklarn tanimlanmasi ve
ayrilmasinda giivenilir bir teknik oldugu ileri siiriilmiistiir’’. Hastane kokenli VRE larin
epidemiyolojik siirveyansinda hizli ve giivenilir bir teknik oldugu ancak yiiksek
diizeyde aminoglikozid direnci (HLAR) gosteren enterokoklarin tiplemesinde
tekrarlanabilirliginin diisiik oldugu bildirilmistir”. Bazi ¢alismalarda RAPD ve PFGE
yontemlerinin sonuglarmm olduk¢a uyumlu oldugu gosterilmistir’®. Devriese ve ark.
AP-PCR kullanarak E.durans, E.hirae ve E.villorum’un biitiin suslarii bant

paternlerindeki farkliliklara gore gruplamistir *°.
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2.8.2.2.3- Spesifik ve Random Amplifikasyon-PCR: SARA-PCR

Tek bir reaksiyonda Enterokok tiirlerinin tanimlanmasi ve vand geninin
gosterilmesini saglayan bir yontemdir. Teknik vanA primer seti kullanimma dayalidir.
vanA geni bulunan suslarda yaklagik 700bp lik bant ile birlikte kompleks paternler

olusur’.

2.8.2.2.4. Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

Bu yontem total genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile agik uglu olarak
kesilmesi sonrasinda ag¢iga ¢ikan DNA fragmentlerinin, ligaz enzimleri yardimi ile agik
ucla uyumlu oligoniikleotit adaptorleri ile ligasyonunu ve ligasyonla yerlestirilen
oligolar1 hedef alan primerler kullanilarak amplifikasyonlarin1 hedef alan bir yontemdir.
Klasik PCR yontemlerinde oldugu gibi amplikonlarin polimorfizmi, agaroz jelde veya
kapiller elektroforezle tanimlanir. Roland Jureen ve arkadaslarinin(2003) ¢alismasinda
enterokoklart AFLP ve PFGE ile incelemis ve bu iki teknigin 1yi bir uyum gosterdigini
bildirmislerdir.”®. Ancak bazi ¢alismalarda VRE ler i¢in AFLP yontemi PFGE ye

kiyasla uyumsuz sonuglar vermistir’’.

2.8.2.2.5. Repetitive Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Rep-PCR)

Repetitive-PCR metodu bakteriyel genomda dagilmis olarak bulunan tekrarlayan
DNA dizilerinin kopyalarmm PCR ile gosterimine dayalidir. Bu tekrarlayan DNA
elementleri cins ve tiirlere gore degismek iizere genomda farkli uzakliklar da
yerlesmistir. Bu tekrarlayan elementleri hedef alan primerlerin kullanildig:
amplifikasyon sonucunda degisik uzunluklarda DNA fragmentleri olusur. Bu
fragmentlerin polimorfizmi spesifik DNA fingerprinting —parmak izi- olarak
degerlendirilir. Yapilan kiyaslamali ¢aligmalarda Rep-PCR ile olusan polimorfik DNA
kaliplarmin yorumunun PFGE’1 ile elde edilen kaliplara gore daha zor oldugu ve

aralarinda uyusmazlik oldugu ileri siiriilmiistiir.”**.
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2.8.2.2.6. intergenik rRNA spacer bolgeleri-PCR (ITS-PCR)

Enterokok tiirleri icin spesifik olan, 16S ve 23S rRNA arasinda yer alan
intergenik spacer bdlgesini hedef alan primerlerin kullanildigi bir amplifikasyon
yontemidir®.  Amplikonlar yiiksek rezoliisyonlu %6 non-denatiire akrilamid-
bisakrilamid jel elektroforezi ile incelenmistir. Bu metotla incelenen E.avium, E
raffinosus, E.malodoratus, E.pseudoavium, E.faecalis ve E. hirae benzer profil
gostermistir. Daha ayirt edici sonuglar elde edebilmek i¢cin amplikon Sau3Al
restriksiyon enzimi ile kesilmis ve ortaya ¢ikan fragment polimorfizmi ile E. faecium, E.
casseliflavus, E. mundtii, E. durans ve E. hirae birbirinden ayirt edilebilirken FE.

gallinarum igin spesifik polimorfizm tespit edilememistir' .

2.8.2.2.7. Diger Amplifikasyon Bazh yontemler

Cesitli klinik ve ¢evresel orneklerden izole edilen enterokoklarin cins, tiir ve sus
diizeyinde tanimlanmasi amaci ile bakteri genomundaki spesifik bolgeleri hedef alan
cesitli amplifikasyon bazli modifikasyonlar kullanilmistir. Bunlar arasinda; 16S rDNA
genini c¢evreleyen fragmanlar1 hedef alan, “Amplified rDNA Restriction Analysis —
ARDRA” yontemi, PCR-Ribotipleme, SDS-PAGE ve 16S rDNA dizi analizinin
kombinasyonu olan “PCR-amplified 16S rDNA- RFLP” ydntemi, groESL geninin
spesifik primerlerle amplifikasyonu sonucu olusan amplikonun Haelll ve Rsal ile hazmi
sonucu olusan band polimorfizmini hedef alan “Broad range PCR-RFLP” ydntemi,
ozellikle klinik olarak 6dnemli enterokok tiirlerinin tanimlanmasinda yararl oldugu ileri
siriilen, DNA dizisinde tek niikleotit farkliligmmi Tm 1s1 farklilig1 ile ortaya koyan
“Temporal temperature gradient gel elektroforezi -TGGE” yontemi, E.casseliflavus,
E.durans, E.faecalis ve E.faecium suslarinin ayriminda basar1 ile uygulanan
“Denaturating Gradient jel elektroforezi -DGGE” yOntemi, insan ve hayvan orijinli
enterokokal tiirlerin ayriminda denenmis olan “tRNA-intergenik length polimorfizm
analizi -tDNA-PCR” yontemi, 6zellikle 16S rRNA ve 23S rRNA genleri olmak iizere
ITS bolgeleri, Chaperonin 60 (Cpn60) geni, groES ve groEL genlerini, vanA, vanB,
vanC ve vanD genini ve nihayet HLGR genlerini hedef alan problarin kullanildig:

“Niikleik asit Hibridizasyon” yontemi, vanA ve vanB genlerini hedefleyen primerlerin
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kullanildigy, spesifik mRNA y1 gosteren Reverse Transkriptaz- PCR (RT-PCR) yontemi

kullanim alani bulan énemli yontemlerdir’.

2.8.2.3. Dizi Analizi Yontemleri

Diger bircok mikroorganizmada 6zellikle tek nokta mutasyonlarina dayali
bilinen veya bilinmeyen farkliliklar1 tespite yonelik olarak kullanilan ve epidemiyolojik
metodlar icerisinde en yiiksek ayirim giiciine sahip olan dizi analizi yontemi enterokok
izolatlarinin cins ve tiir ayiriminin yani sira izolatlarin klonal iliskilerinin tespitinde de

kullanilmastir.

2.8.2.3.1. Parsiyel Dizi Analizi

16S rDNA V4 ve V9 bolgelerine yonelik PCR analizini takiben yapilan parsiyel
dizi analizi, enterokoklarin identifikasyonu ve siniflamasinda giivenilir bir tekniktir.
VRE’lerin identifikasyonunda da multipleks PCR ile kombine olarak bu yontem
kullanilmistir. Bu gen bolgesi disinda izolatlarin identifikasyonu i¢in; ddl geni, cpn60
geni, groES geni, sodA genlerininde dizi analizi yapilmasi Onerilmis, Poyart ve
arkadaslar1 (2000) tarafindan 6zellikle sod4 geninin dizi analizinin 16SrRNA geni dizi

analizine gore daha diskriminatif oldugu ileri stiriilmiistiir '*'.

2.8.2.3.2. Multilokus Sequence Tipleme (MLST)

Pekcok bakteriyel tiirlin virulans faktorlerinin ve molekiiler epidemiyolojik
ozelliklerin degerlendirilmesinde kullanilmistir. Housekeeping genlerin internal
parcalarmin DNA dizisindeki allelleri identifiye etmeye dayali bir yOntemdir.
Enterokoklarda MLST nin, 6zellikle E.faecium suslarmin, uluslararasi veri bankasini
olusturmada uygun bir teknik oldugu sonucuna varilmistir'*%.

Sonug olarak, enterokoklar1 tanimlama, karakterize etmede ve tiplendirmede
taksonomik ayirim yetenekleri degisen cok sayida teknik kullanilmaktadir. Son 15 yilda
metodolojik gelismelerden dolay1 bakteriyel taksonomi yeniden gézden gecirilmektedir.

Ozellikle enterokoklarda modern bakteriyel taksonomi gesitli ¢alismalarla elde edilen
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genis caplt bilgilerle tamamlanmaktadir. Rutin incelemelerde klasik fenotipik
yontemlerin Onemini hala koruyor olmasina ragmen, genotipik yOntemler
mikroorganizmalarin tam olarak karakterizasyonu ve klonal diizeyde ayirt edilmesine
katkida bulunmaktadir. Ayrica bu teknikler yalnizca gida mikrobiyolojisi alaninda degil,
bunun yaninda epidemiyolojik arastirmalarda da giiclii bir ara¢ olmaktadir. Polifazik bir
yaklagimla, feno ve genotipik modern yontemlerin kombinasyonu gilivenli

identifikasyon i¢in uygun bir ¢oziimdiir.

2.9.Enterokok Infeksiyonlarinin Tedavisi

Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi, ilk secenek antibiyotiklere karsi degisen
diizeyde direng gostermeleri sebebi ile olduk¢a zor ve karmagiktir. Enterokoklarin
neden oldugu iiriner enfeksiyonlar, peritonit ve yara enfeksiyonlarmin ¢ogu ampisilin,
penisilin veya vankomisin gibi tek ilacla tedavi edilebilirken; endokardit, bakteriyemi
ve menenjit gibi ciddi enfeksiyonlar da hiicre duvarmna etkili bir ajanla bir
aminoglikozitin birlikte uygulanmasi sinerjistik etki gosterir. Penisilin alerjisi olan
hastalarda veya penisilin/ampisilin direngli suslarla olan enfeksiyonlarda vankomisin ve
aminoglikozid kombinasyonu da sinejistik etkilidir. Ancak, yiiksek diizeyde
aminoglikozit ve ampisilin direncine ek olarak vankomisin direncinin de hizla
yayilmasi, basta E.faecium enfeksiyonlar1 olmak iizere VRE ile olan enfeksiyonlarin
tedavisini, son derece problemli hale getirmistir’.

E faecalis izolatlarmm hemen tamami ampisiline orta diizeyde duyarhidir. Bu
yiizden bu izolatlarda vankomisin direnci olsa dahi, tedavileri nispeten kolaydir. Ancak
penisilin ve ampisiline dogal olarak daha direngli olan E.faecium’lar da da vankomisin
direnci gériilmektedir™>.

Eger VRE ampisiline yiiksek diizeyde direngli ise, tetrasiklin, eritromisin,
kloramfenikol, yiiksek diizey aminoglikozit, rifampin, florokinolon, novobiosin ve
iriner  enfeksiyonlar  i¢in  nitrofurantoin  gibi  antibiyotiklere = duyarlilik
arastirilmalidir™'®.

Farkli mekanizmalar ile diren¢ gelistiginden, yiiksek diizeyde gentamisin

direngli enterokoklarda streptomisin direnci arastirilmalidir. Her iki aminoglikozide de

diren¢ varsa, hi¢bir tedavi rejiminin giivenilir bir bakterisidal etki olusturmasi
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beklenmemelidir. Coklu ilag direnci gosteren enterokoklarda tedavi segenekleri oldukga
kisithidir ve optimal tedavi bilinmemektedir™'®*.

Kloramfenikol: ¢oklu ila¢ direnci gosteren E.faecium’lara in vitro etkili olabilir
ancak VRE enfeksiyonlar1 tedavisinde simirli basar1 gosterir, mortalitede azalmaya yol
agmaz’

Seftriakson: glikopeptit direncini indiiklediginden normalde enterokoklara
etkisizdir. Seftriakson, vankomisin ve gentamisin kombinasyonu, glikopeptit direngli
E.faecium’larda etkin olarak bildirilmistir’.

Rifampin: Enterokokal enfeksiyon tedavisinde, zayif bakterisidal etkisi ve
direng gelisiminden dolay1 kullanimi kisitlidir'®.

Fosfomisin: Enterokoklara kars1 etkinlik gosterir. Fakat tek basma
kullanildiginda hizla direng gelisirs.

Tetrasiklin: VRE’lerin bazilarma etkilidir. Doksisiklin ve minosiklin diger
ajanlar ile beraber kullanilabilir. Ancak tetrasiklin direnci oldukg¢a yiliksek oranda
goriilmektedir. Glisilsiklin olarak bilinen tetrasiklin deriveleri coklu ilag direnci
gdsteren enterokoklara mitkkemmel etkinlik gostermektedir. Bakteriyostatik etkilidir'*®.

Siprofloksasin ve diger kinolonlar: Enterokoklara orta derecede -etkin
ajanlardir ve kullanimlar1 iiriner enfeksiyonlar ile sinirlidir. Gentamisin, ampisilin veya
rifampin ile kombine kullanilirsa VR E.faecium’lara etkilidir. Yeni florokinolonlar ise
Gram pozitiflere daha yliksek aktivite gosterirken enterokoklara karsi daha az etkindir.
Klinafloksazin enterokoklara en etkin ajandir. Ampisilin ile kombine kullanilirsa
bakterisidal etki gosterir™'*"'%.

Nitrofurantoin: Pek cok VRE ye kars1 etkilidir ve iiriner enfeksiyonlarda bir
secenek olabilir. Coklu ilag direnci gosteren enterokok tedavisinde etkin bir
antimikrobiyal tedavi belirlenmemistir>>.

Teikoplanin: VanB tipi enterokoklara etkin diger bir glikopeptittir.
Aminoglikozitlerle kombine edildiginde endokarditlerde etkin olabilir. Ancak VanB
tipt E.faecium’larda in vivo teikoplanin direnci gelistigi de bildirilmistir. VRE
enfeksiyonlarinda yeni yaklasimlar olarak beta laktam- beta laktam, beta laktam-

glikopeptit, beta laktam- florokinolon kombinasyonlar1 hayvanlarda incelenmistir.

Ampisilin ve vankomisine direncli olmasina ragmen Beta laktam-glikopeptit
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kombinasyonunun kullanimi ile E.faecium inhibe olabilir. Bazi1 suslarda vankomisin
varliginda ampisilin MiK degeri azalmaktadir'®.

Son yillarda VRE/GRE enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni secenek antibiyotikler
denenmeye baslanmis olup bunlardan bir kismu eski iirlin olup yeni endikasyon alani
bulmusken bazilar1 hala Faz III diizeyinde, bazilar1 da FazIV ‘de klinik deneme
asamasindadir. Bunlardan en 6nemlileri ;

Dalfopristin-quinopristin: Streptogramin grubu antibiyotiktir ve VR E.faecium
suslarina kars1 bakteriyostatik aktivite gosterir. Ancak E.faecalis suslarina interensek
direng sebebi ile etkin degildir”. Hayat1 tehdit eden VR E.faecium bakteriyemilerinin
tedavisinde onaylanmistir.  Protez kapak endokarditi, ventrikiilit, katater iliskili
peritonitlerde etkin bulunmustur”.

Daptomisin: Asidik bir lipopeptittir ve timit verici klinik sonuclar alinmaktadir.
Enterokoklarm biitiin tiirlerinde MIK degeri diisiiktiir, inokiiliim etkisi zayiftir ve tek
basina bakterisidal etkilidir. Glikopeptitler ile ¢apraz direng goriilmez''’.

LY333328(oritavansin): Semisentetik bir glikopeptittir, VRE ye karsi en etkin
ajanlardan birisidir ve bakterisidal etkinlik gosterir. Etki mekanizmas: tam
bilinmemektedir. Ancak vankomisine benzer oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri ile ilgili caligmalara ihtiyag vardir'".

Oksazolidinonlar: Yeni sentetik antibiyotiklerdir. Protein sentezini inhibe
ederler. Enterokoklara kars: etkinlikleri iyidir. Bu gruptan Linezolid FDA tarafindan

onaylanmustir™>' 2,

2.10. Enterokok Enfeksiyonlarinda Korunma ve Kontrol Onlemleri

Enterokok enfeksiyonlarinin ¢ogu endojen kokenli olup, barsaklardan
translokasyonla endojen kokenli sistemik enfeksiyona doniisiir. Ancak, hastanelerde
yatan hastalarda, kolonize hasta ve kontamine ¢ikartilar1 ile direkt temasla, personelin
kontamine elleriyle kontamine ylizeylerle temasla veya kontamine tibbi aletler yoluyla
indirekt olarak hastane enfeksiyonu seklinde bulasin da miimkiin oldugu gosterilmistir.
Hastane enfeksiyonlarinda enterokok enfeksiyonlarinin, 6zellikle de tedaviye cevap
vermeyen VRE/GRE gibi c¢oklu ilag direnci gdsteren suslarla olusan enfeksiyonlarin,

1980’1 yillardan sonra artis trendine girmesi ile Center for Disease Control and
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Prevention (CDC) ye bagh “Hospital Infection Control Practices Advisory Committe”
(HICPAC) hastanelerde VRE yayilimimi kontrol altina alabilmek amac1 ile alinmasi

58114 "By rehberde nerilen tedbirler;

gereken tedbirleri igeren bir rehber yayinlamistir

1-Hastane personelinin egitimi

Doktor, hemsire, hasta bakimindan sorumlu personel, laboratuar calisanlari,
eczacilar ve dgrenciler gibi biitiin hastane ¢alisanlarina VRE’ nin 6nemi, epidemiyolojisi
ve kontroliiniin dair egitim verilmelidir. VRE kontrol yontemleri ve VRE yayilimini
onleyici ilkeler konusunda diizenli olarak yilda en az bir kez egitim yapilmali ve VRE
sikhiginda artis oldugunda bilgi yenileme egitimi seklinde tekrarlanmalidir®®'"?.

2-Kisith vankomisin kullanimi

Direngli mikroorganizmalarin kontroliinde antibiyotik kullaniminin kisitlanmasi
son derece Onemlidir. Hastanelerde uygun olmayan endikasyonlarda vankomisin
kullanim1 VRE kolonizasyonu ve enfeksiyonu i¢in dnemli bir risk faktoriidiir. Ayrica
iclincii kusak sefalosporinler ve anti-anaerobik etkinligi olan antibiyotiklerin kullanimi
da riski artirmaktadir. Bu sebeple 6zellikle VRE kontroliinde antibiyotik kullanimi
konusunda egitim c¢alismalarma Onem verilmeli, HICPAC o6nerileri dikkate
almmalidir®®' >4,

3-Mikrobiyoloji laboratuarinin etkin kullanimi

Mikrobiyoloji laboratuari1 tiim hastane enfeksiyonlarinda oldugu gibi VRE
siirveyansinda ve yayiliminin 6nlenmesinde olduk¢a onemli bir basamaktir. VRE ile
kolonize veya infekte hastalarin en kisa siirede ve dogru olarak tespit edilmesi,
duyarhilik  sonuglarinin  belirlenmesi, kontrol Onlemlerinin erken ddnemde
uygulanabilmesini ve yayilimin smirlandirilmasi saglar. Bir hastanede VRE bir kez
izole edildiginde mutlaka vankomisin duyarlili§i yoniinden tekrar test edilmesi ve
enfeksiyon kontrol komitesine ve hastanin izlendigi servise bildirilmesi gerekir.
Boylece sonug belli olana kadar hastanin izole edilmesi saglanmalidir. Rutin tarama
kiiltiirleri ile kolonizasyonun tespiti ve izole edilen VRE suslar1 arasindaki klonal
iligkinin molekiiler tipleme yotemleri ile ortaya konulmasi da enfeksiyon kontrol
6nlemleri agisindan 6nem tasimaktadr™ ™' 114,
4-Siirveyans kiiltiirleri

Intestinal kolonizasyonunun belirlenmesi amaciyla siirveyans kiiltiirlerinin

alimmas1 VRE kontrol programmin en onemli basamaklarindan birisidir. Prevalans
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taramalar1 yeni bir VRE pozitif hasta tespit edildiginde sadece ayn1 odada izlenmekte
olan hastalarm taramasi ile smirh olabilecegi gibi, ayn1 servisteki biitiin hastalarin veya
yogun bakim, transplantasyon, hematoloji onkoloji iinitesi gibi birimlerde izlenen
yiiksek risk grubundaki hastalarin taranmasi seklinde daha genis kapsamli olabilir.
Kolonizasyon tespitinde diger bir yaklasim ise C. difficile toksini arastirilmak iizere
gonderilen gaitalarn VRE yoOniinden taranmasidir. Ayrica VRE’nin yaygm oldugu
hastanelerden veya bakimevlerinden transfer edilen hastalardan perirektal kiiltiir
alinmasi da diger bir uygulamadir™®!''*!1°,

5- Gastrointestinal kolonizasyonun eradikasyonu

Vankomisin direngli enterokok eradikasyonunda amag, kolonizasyonu olanlarda
enfeksiyon gelisme riskini azaltmak, hastanedeki VRE rezervuarini smirlamak ve
enfeksiyon kontroliine yonelik harcamalar1 azaltmaktir. Ancak kalict eradikasyon
saglayacak antimikrobiyal tedavi heniiz bilinmemektedir’®. VRE kolonizasyonunun
eradikasyonunda, Lactobacillus rhamnosus igeren yogurt kullanilmis ve basarili
bulunmugtur®.

Vankomisin direncgli enterokoklar ile kolonize hastalarda spontan dekolonizasyon
nadir olarak olusmaktadir. Mayo Klinikte yapilan bir ¢alismada; karaciger ve bobrek
transplantasyonu yapilmis hastalarda spontan dekolonizasyon orant %34 bulunmustur.
Oral basitrasin, ramoplanin ve novobiyosin gibi antimikrobiyallerin kullanimi VRE

eradikasyonunda kisitl basar1 géstermistir.s’ 3,

6-Korunma ve Kontrol

Hastane igerisinde hastalar arasinda enterokok yayiliminda, temasin engellenmesi
yani izolasyon en 6nemli korunma yontemidir. Temas: ortadan kaldirmak veya en aza
indirmek i¢in; saglik personeli arasinda el antisepsisi, eldiven ve koruyucu 6nliik kullanimi
gibi uygulamalar yaygmlastirilmali ve Ozendirici tedbirler alinmalidir. Yapilan
calismalarda hastane personelinin ellerinin hastalar arasi bulasta 6nemli bir vektor oldugu
gosterilmistir. Maryland Universitesi’nde yogun bakim {initelerinde aktif siirveyans
uygulanmasmin VRE gecisini %39 oraninda azalttig1 gosterilmistir. Bir bagska ¢alismada
6nlitk kullaniminin 400.000 dolardan fazla yillik tasarruf sagladigi bildirilmistir’>.

Bir VRE salgininda salginin 6nlenmesi amaci ile;
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a-VRE ile infekte veya kolonize hastalar tek kisilik odalara veya VRE pozitif diger
hastalarla ayn1 odaya yerlestirilmeli,

b- VRE pozitif hasta odasmna girerken eldiven ve Onliikk giyilmeli; hasta odasindan
ayrilmadan 6nce eldiven ve onliik ¢ikarilip eller antiseptik ajanlarla yikanmali ve eller
yikandiktan sonra hasta odasindaki yiizeylerle temas edilmemeli,

c- VRE pozitif hastalarda kullanilan tibbi aletler diger hastalar i¢in kullanilmamali,
ortak kullanilacaksa dezenfekte edilmeli ve odalar arasi esya transferinden kaginilmali,
d- VRE pozitif hasta ile ayn1 odada izlenen hastalardan gaita veya rektal siirlintii
kiiltiirleri alinarak kolonizasyon yoniinden arastirilmali ve VRE kolonizasyonu uzun
siire devam edebildigi i¢in, en az bir hafta arayla alinmis li¢ veya daha fazla negatif
kiiltiir sonucu elde edilene kadar arastirmaya devam edilmelidir.

e- VRE yayilim sekillerini ve rezervuari belirlemek amaciyla uygun molekiiler
yontemler kullanilarak klonal iliski yoniinden degerlendirilmelidir.

f- Saglik personelinde VRE tasiyicilig1 ve buna bagli VRE yayilimi bildirilmis olmakla
beraber saglik personelindeki tasiyicilik VRE i¢in tanimlanmis 6nemli bulas yollarindan
biri degildir. Ancak VRE yayilimi kontrol altina almamiyorsa, saglik personeli kronik
cilt ve tirnak problemleri yoniinden incelenmeli, epidemiyolojik olarak VRE yayilimi
ile iliskili oldugu belirlenen VRE tasiyicisi personelin VRE negatif hastalara bakim

. . . 113,114
hizmeti vermesinden kaginilmalidir®™ '3 114 13- 16,
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3-GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez
laboratuarma 10.09.2009 ile 30.04.2010 tarihleri arasinda farkli kliniklerden gonderilen
klinik materyallerden izole edilen 79 enterokok izolati, muhtemel bir hastane
enfeksiyonu salginina delil teskil etmek tlizere klonal iliskilerinin tespiti amaci ile
degerlendirilmistir. Enterokoklarin identifikasyonu ve antibiyotik duyarliliklarinin
tespitinde Vitek-2 otomatize sistemi (BioMerieux, Durham, NorthCarolina, USA)

kullanilmis, klonal iligskinin tespitinde ise RAPD ve PFGE yontemleri kullanilmistir.

3.1. Tiir tayini ve Vankomisin duyarhhklarinin tespiti

Hasta oOrneklerinden kanli besiyerine yapilan ekimler 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmis, siire sonunda besiyerinde iireyen, kiiciik non hemolitik veya
alfa hemolizli, katalaz negatif bakteri kolonilerinden, yayma preparatlar hazirlanmastir.
Bu yaymalarda Gram pozitif koklar seklinde goriinen bakteri kolonileri enterokok
siipheli olarak kabul edilmis ve pasajlar yapilarak saf kiiltiirleri elde edilmistir. Elde
edilen saf kiiltiirler, Vitek-2 otomatize sistemi (BioMerieux, Durham, NorthCarolina,
USA) yardim ile cins ve tiir diizeyinde tanimlanarak antibiyotik duyarliliklari tespit
edilmistir. Sistem ic¢in 6zel kullanilan seffaf plastik deney tiiptine (12x75 mm) 3 ml
steril tamponlanmis tuzlu su (%0,45-0,50 NaCl, pH 4.5-7.0) konulmus, saf koloniler
oze ile tipe aktarilmis ve McFarland 0.5 bulanikligmna esdeger homojen bakteri
siispansiyonlar1 hazirlanmstir. Incelenen her sus icin iki tiip kullanilmustir. Birinci tiipe
kolonilerden hazirlanan bakteri slispansiyonu konulmus ve ikinci tiip ise bos olarak
kasete yerlestirilmistir. Kasetin icerisinde bulunan, tiiplerin arka kismindaki boliime,
birinci tiipiin arkasina Gram pozitif identifikasyon kart1 (Vitek-2 GP, BioMerieux-SA-
France) ve bos tiiplin arkasina ise Gram pozitif antibiyotik duyarlilik karti(Vitek-2-
AST-P534 BioMerieux-SA-France) takilmis ve kullanim talimatina uygun olarak kaset
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Vitek-2 sisteminin igine yerlestirilmis ve veri girisi yapilmustir. 18-24 saat, 37°Cde
inkiibasyon sonrasi, hem cins diizeyinde, hem tiir diizeyinde tanimlanmalar1
gerceklestirilmis, hem de enterokok olarak tanimlanan izolatlar antibiyotik duyarliliklar
yoniinden sistemde degerlendirilmistir.

Saf kiiltiir halinde izole edilen enterokoklar, suslar arasindaki klonal iliskinin
belirlenmesi amaciyla yapilan genotipleme c¢alismalarnda daha sonra kullanilmak tizere,
%10 gliserol ve %10 kan igceren Beyin-kalp infiizyon sivi (BHIB) besiyerinde (BBL,
Brain-Heart infusion broth), -20°C’de, saklanmistir.

Suslarm 49’u (9%62,02) hastalara ait klinik materyalden ve 30’u (%37,98) yatan
hastalara ait gaita veya rektal siiriintii 6rneklerinden elde edildi. Klinik materyalden
izole edilen suslarm 33’{iniin (%67,34) hastane enfeksiyonu kriterlerine uyan hastalara,
16 (%32,66)’smin da hastane enfeksiyonu ile uyumlu olmayan, yeni yatis alan hastalara
ait oldugu tespit edildi.

Calismada test edilen enterokoklar ii¢ grup altinda degerlendirildi:

I.Grup: Hastane enfeksiyonu ile iliskili 10.09.2009 ile 30.04.2010 tarihleri
arasinda c¢esitli klinik orneklerden izole edilen 33 VRE izolatindan olusmustur. Bu
izolatlar hastanede yatan hastalarda, yatis1 izleyen ii¢lincii giinden sonra ortaya ¢ikan
enfeksiyonlardan izole edilmistir.

Bu grupta degerlendirilen izolatlarin elde edildigi hastalarm, 15’inin (%45.,45)
kadin ve 18’inin (%54,54) erkek oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin farkli kliniklerde
takip edilen hastalara ait olduklar1 goriilmiistiir (Tablo 5).
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Tablo 5. Grup I’de degerlendirilen VRE lerin kliniklere gore dagilim

Klinik Susg sayisi
Dahiliye Yogun Bakim 8

Cocuk Yogun Bakim 5

Beyin Cerrahi Yogun Bakim 1

Cocuk Hematoloji 2
Hematoloji 2

Diger Klinikler 15
Toplam 33

Bu grup da degerlendirilen VRE’lerin ¢ogu idrar orneklerinden izole edilmistir

(Tablo 6).

Tablo 6. Grup I’de degerlendirilen VRE lerin izole edildikleri klinik materyale dagilhmlari

Izole edilen VRE sus VRE sus
klinik materyal Sayist %
Idrar 13 39,39
Kan 7 21,21
Karn i¢1 aspirasyon mayii | 3 9,09
Apse 2 6,06
BOS 2 6,06
Trakeal aspirat 1 3,03
Balgam 1 3,03
Kateter ucu 1 3,03
Peritoneal mayii 1 3,03
Yara 1 3,03
Konjonktival stiriintii 1 3,03
Toplam 33 100
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2. Grup: Bu grupta 15.09.2009 ile 04.01.2010 tarihleri arasinda, hastanede
yatarak tedavi edilen hastalarm, gaita ve perirektal siiriintii 6rneklerinden izole edilen
ve intestinal kolonizasyon olarak degerlendirilen 30 VRE izolat1 yer almistir. Suslarin
biiyiik bir kisminin ¢ocuk hematoloji servisinde takip edilen hastalara ait 6rneklerden

izole edildigi gorilmiistiir (Tablo 7).

Tablo 7. Grup II de degerlendirilen VRE izolatlarimin kliniklere gore dagilim

Izole edilen VRE sus VRE sus
klinik materyal sayisi %
Cocuk hematoloji 13 43,33
Cocuk yogun bakim 7 23,33
Cocuk onkoloji 4 13,33
Yanik 2 6,66
Dahiliye yogun bakim 1 3,33
Beyin cerrahi yogun bakim | 1 3,33
Genel ¢ocuk klinigi 1 3,33
Hematoloji 1 3,33
Toplam 30 100

3.Grup: Bu grupta 02.03.2010 ile 30.03.2010 tarihleri arasinda polikliniklerden
takip edilen veya hastanede yatan ancak hastane enfeksiyonu tanimina uymayan
enfeksiyonu olan hastalardan alinan klinik materyalden izole edilen 16 Vankomisin
duyarli enterokok (VSE) izolat1 yer almistir. Kontrol olarak degerlendirilen bu
izolatlarm 9 (%56,25)u kadin, 7 (%43,75)’s1 erkek hastalardan izole edilmistir.
Suslarin izole edildigi kliniklere gore dagilimlarinda bir 6zellik tespit edilememis

(Tablo 8), ancak en fazla izolatin idrar 6rneklerinden izole edildigi goriilmiistiir(Tablo

9).
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Tablo 8. Grup III de degerlendirilen VSE’larin izole edildikleri
kliniklere gore dagilim

Klinik Sus sayist  Sus %
Yanik 2 12,5
Cocuk klinigi 2 12,5
Uroloji 2 12,5
Hematoloji 1 6,25
Nefroloji 1 6,25
Dahiliye yogun bakim 1 6,25
Cerrahi yogun bakim 1 6,25
Beyin cerrahi yogun bakim 1 6,25
Onkoloji 1 6,25
Cerrahi transplantasyon 1 6,25
Infeksiyon hastaliklar 1 6,25
Fizik tedavi rehabilitasyon 1 6,25
Kadin hastaliklari-Dogum 1 6,25
Toplam 16 100

Tablo 9. Grup III de degerlendirilen VSE’larin izole edildikleri
klinik materyale gore dagilim

Klinik materyal Susg sayisi Sus %
Idrar 7 43,75
Yara 5 31,25
Kateter kani 1 6,25
Balgam 1 6,25
Sonda ucu 1 6,25
Vajinal siirlintii 1 6,25
Toplam 16 100
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3.2 Klonal iliskinin tespiti

Klinik materyalden izole edilen VRE ve VSE suslarinin hastane kdkenli salgin
suslar1 m1 yoksa salgin dis1 endojen kaynakli miinferit suslar m1 olduklar1 anlamak i¢in
yiiksek ayirim giicline sahip genotipik yontemlerle tiplendirilmelidir. Bu ¢alismada
klonal iligkinin tespitinde altin standart olarak kabul edilen PFGE yontemi ile PFGE
yonteminin uygulanamadigi laboratuarlar i¢in i1yi bir alternatif olarak 6nerilen RAPD
yontemleri kullanilmig ve ayirim giigleri irdelenmistir. Yontemlerin tekrarlanabilirligi
ve stabilitesini tespit etmek amaciyla PFGE ve RAPD ydntemi ile yapilan inceleme iki

kez tekrarlanmustir.

3.2.1-PFGE

PFGE ile yapilan incelemede, L.Garcia-Migura ve arkadaglarinin (2005)
yontemine uygun olarak hazirlanan kaliplar, Turabelidze ve arkadaslarinin(2000)
onerdigi elektroforez sartlarmda, CHEF-DR II (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,

17,118

Belgium)cihazinda yapildi . Calisma 8 adimda tamamlanda.

3.2.1.1-izolatlarin hazirlanmasi

Ornekler 7 basamakl islem ile PFGE i¢in hazir hale getirilmistir. Bunlar;

1. Tir diizeyinde tanimlamas1 yapilmis bakterilerden kanli agar besiyerine tek
koloni ekimi yapild.

2. Bir gecelik 37°C de inkiibasyondan sonra kiiltiiriin saflig1 kontrol edildi.

3. Buradaki tek koloniden tekrar kanli agar besiyerine, tek koloni ekimine uygun
olacak sekilde, pasaj yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakild1.

4. Saf kiiltiir halinde tireyen koloniler plastik 6ze ile toplanarak, 1 ml hiicre
stispansiyon tamponu (HST) i¢inde siispanse edildi.

5. Bakteri yogunlugu, yaklasik McFarland 4 bulaniklig1 olacak sekilde ayarlandi.
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6. Bu stispansiyondan 240 ul 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi ve {izerine
10mg/ml lizozom igeren stok soliisyondan 60 pl eklendi.

7. Bu tiipler 37°C de benmaride (Memmert Wne-14 Waterbath) 10 dakika inkiibe
edildi.

3.2.1.2 -izolatlarin agaroza gomiilmesi

1. HST igerisinde %?2’lik diisiik erime 1s1l1 agaroz (BIO-RAD Low melting Agar
161-3113EDU) hazirlandi. Diistik erime 1s1l1 agarozdan 25 ml lik balonun igerisine 0,2
g konuldu ve iizerine 9 ml HST eklendi. Balonun agzina aliiminyum folyo kapatilarak
mikrodalga firinda 10 saniye tutuldu, c¢ikarilarak hafifce karistirildi. Agaroz iyice
coziiliinceye kadar kisa siireli mikrodalgada tutma islemi tekrarlandi. Agaroz
¢Oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konuldu. Daha sonra igerisine %1
sodyum dodesil siilfat ve 0,2 mg/ml proteinaz K olacak sekilde stok soliisyonlardan
eklendi. 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 200 ul dagitildi ve 45-50°C'deki kuru 1s1 blogunda
kullanilana kadar bekletildi.

2. Her sus i¢in bir agoroz kalib1 isaretlenip buz kabina oturtuldu.

3. Inkiibasyondan sonra hemen bakteri siispansiyonundan 200 pl alinarak,
50°C'de tutulan ve igerisinde 200 pl disiik erime 1sili agaroz bulunan tiipe eklendi.
Birkag defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz icinde homojen dagilmasi saglandu.

4. Bekletilmeden, hiicre-agaroz karisimindan 100 pl hava kabarcigi olmayacak
sekilde agaroz kalibma (10mm x Smm x 1,5mm, Bio Rad Laboratories) konuldu.

5. Kaliplar, agaroz katilasincaya kadar +4°C’de, 20 dakika bekletildi. Bu
asamada agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA hazirlanmasi i¢in 6nemlidir.
Boylece erken hiicre parcalanmasi ve endoniikleaz aktivitesi azalirken, agarozun

homojen katilagsmasi saglanmaktadir.

3.2.1.3 - Agaroz icindeki hiicrelerin parcalanmasi
1- 5 ml’lik steril kapakl tiiplere, 1 ml hiicre lizis solusyonu konuldu ve 150 pg

/ml proteinaz K eklendi.
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2- Igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan c¢ikarilarak lizis soliisyonuna
yerlestirildi.
3- Kaliplar 54°C’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi.

3.2.1.4 -Hiicre lizisinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

1- Lizis asamasmdan sonra agaroz kalibmm katilasmasi i¢in tiipler +4°C’de en
az 15 dakika bekletildi ve dikkatlice lizis solusyonu aspire edildi.

3- Daha sonra agaroz kaliplar1 6nce 15 ml ultrapiir saf su ile iki defa ve 15 ml
TE tamponuyla dort defa olmak iizere 50°C’de 15 dakika siire ile yikandi. Boylece
icinde saflastirilmig DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir

hale getirilmis oldu.

3.2.1.5. Agaroz kaliplarn icindeki DNA’nin RE ile kesilmesi
I- DNA iceren agaroz kalib1 bir lam iizerine alinarak bir bistiiri yardimiyla 1/3
oraninda kesildi. Restriksiyon enzimi olarak Smal (Sekil8) kullanildi. Parcalardan biri,
100 pl 1x Smal tamponu i¢ine konularak calkalamali su banyosunda 30°C’de 10-15
dakika bekletildi. (Diger parcalar sonraki ¢aligsmalarda kullanilmak iizere TE tamponu
icinde +4°C’de saklandu).
2- Her agaroz kalib1 i¢in asagidaki karisim hazirlandi. Toplam hacim 100 pl
olacak sekilde kalip bagina 25 iinite Smal enzimi (Fermentas, Lot: 00015137) konuldu.
10 pl 10x Smal tamponu,
2.5 ul Smal enzimi (10 U / pl) (Fermentase)
87.5 ul steril distile su (Reagent Grade Type 1)

5-CCC|GGG-¥
3’-GGGTCCC-5°

Sekil 8. Smal restriksiyon enziminin hedef aldig

baz dizisi ve kesim bolgesi.
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3- Agaroz kalibinin icerisinde bekletildigi enzim tamponu aspire edildi. Uzerine
hazirlanan enzimli karigimdan eklenerek, ¢alkalamali su banyosunda 30°C’de, 2 saat
inkiibe edildi.

4- Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi. Kaliplar

elektroforez i¢in hazir hale geldi.

3.2.1.6 - Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yiiklenmesi

1- 100 ml 0.5x TBE ig¢inde %1.2’lik agaroz (Pulsed-field certified agarose, Bio-
Rad Laboratories) hazirlandi.

a- 1g “pulsed-field certified agarose” balona konuldu.

b- Uzerine 100 ml 0.5x TBE tamponu eklendi, yavasca karistirilarak
agarin dagilmas1 saglandi.

c- Balonun agz1 aliminyum folyo ile kapatilarak mikrodalga firmda 60
saniye tutuldu, c¢ikarilarak hafifce karistirildi ve tekrar 15 saniye mikrodalga
firinda tutuldu.

d- Agaroz iyice ¢oziildiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna
konuldu.

2- Agaroz dokiilecek kaset hazirlandi. Su terazisi ile diizgiin oldugu kontrol
edilmis bir zemine konuldu.

3- RE ile kesilmis olan agaroz kaliplariin her biri, 15 disli taragmn dislerinin ug
kisma taragin ug¢ ¢izgisine tam paralel olacak sekilde yerlestirildi. Taragin iki kenar ve
ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar veya molekiiler standart marker
yiiklendi.

4- Kurutma kagidi veya kagit havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin
fazlas1 alindi. Maksimum 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan
kistm DNA’nm yiiriiyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokiilecek kaset igine
yerlestirildi.

5- Su banyosundan ¢ikarilmis ve sicakligi yaklasik 45-50°C olan agaroz dikkati

bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan kaset igerisine dokiildii.
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6- Oda 1sisinda 20-30 dakika katilagsmaya birakildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildi.
7- Sonra, agaroz kasetinin c¢erceveleri cikarildi ve tabla {izerindeki agaroz

icerisinde 1900-2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

3.2.1.7-Elektroforez
CHEF-DR 1II sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium)
elektroforeze tabii tutuldu. Elektoforez sartlar1 asagidaki gibi uygulanda.

BLOK-1 BLOK-2
Baslangi¢ vurus stiresi 3,5sn 1 sn
Bitis vurus siiresi 20 sn 5sn
Akim 6 V/em2 6 V/em2
Sicaklik 12°C 12°C
Stire 12 saat 8 saat

3.2.1.8 - Sonucun gozlenmesi ve analizi

1- Elektroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromiir iceren 400 ml ultra saf su
icine almip 20 dakika boyandi.

2- Sonra UV 15181 altinda goriintiilendi.

3- Gel logic 1500 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanilarak
DNA bant goriintiilerinin fotografi ¢ekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.

4- GelCompar II yazilim sistemi (version 5.0; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde
bulunan {i¢ adet standart (1, 7, 15. kuyucuklarda yiiriitiilen) yardimi ile resimler arasi
normalizasyon yapildi. “Unweighted pair group method with mathematical averaging
(UPGMA)” kullanilarak PFGE profillerinin dendrogrami olusturuldu ve kiimelesme
analizi yapildi. Bantlara bagli “Dice” benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iliski
belirlendi. Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, % 1,5 olarak

alindi. Bant profilleri %80 benzerlik gdsteren izolatlar ayni kiime i¢inde degerlendirildi
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ve biiylik harfle isimlendirildi. Ayni kiime icerisindeki subtipler ise rakamlar ile

gosterildi.

3.2.1.9. PFGE Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar
Pulsed field jel elektroforez  yonteminde kullanilan  soliisyonlar

laboratuvarimizda asagida tarif edildigi gibi hazirlandu.

3.2.1.9.1- Hiicre siispansiyon tamponu (TE buffer)

Tris HCI(SIGMA T-3253).......ccccuven.... 1.576 gr
EDTA(AMRESCO 0105-500)............. 0.3722 gr
Ultrapure Su.......ovvvvviiiiiiiiiiiiineanes 1 It ye tamamlandi.

Tris ve EDTA eritilip, NaOH ile pH’s1 8.0’a ayarlandi.

3.2.1.9.2- Lizis Soliisyonu

Tris-HCI (SIGMA T-3253)...ciiiiiiiien, 7:88gr
EDTA(AMRESCO 0105-500).........c.cn..... 18.61gr

N-lauryl Sarcosine(AMRESCO 0719-500)...... 10gr

Ultrapure saf su........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiens 1 litreye tamamlandi.

Tris ve EDTA eritilip, pH 8.0’a ayarlandiktan sonra N-lauryl Sarcosine eklendi.

3.2.1.9.3- TBE 0.5x

Tris base (SIGMA T-1503)......cccevcveeen e 5.3845 gr
Borik asit (MERCK 1.00165.0500)......... 275 gr
EDTA (AMRESCO 0105-500)................. 0.3722 gr
Ultrapure saf su.........ccooevviiiiiiiiiiiinn. 1 litreye tamamlanda.

Maddeler eritildikten sonra pH 8.0’a ayarlandi.
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3.2.1.9.4- Lizozim soliisyonu
Lizozim (Amresco,Ohio, Lot 2266B016) ..... 0.1gr
Distile su ....oviiii 10 ml

3.2.1.9.5- %10 sodium dodecyl sulfate soliisyonu
Sodium dodecyl sulfate (SIGMA L-5750)........ 10gr
Ultrapure saf su .......coovviiiiiiiiiiiiin 100ml

3.2.1.9.6- 20mg/ml proteinase K soliisyonu
Proteinaz K (Roche,Lot 11207200) .... 100 mg

DiStile SU wovneeeee S ml

3.2.2- Randomly Amplified Polimorfik DNA

Yanmen Wang ve arkadaslarinin metoduna uygun olarak yapilan RAPD yontemi
ile bakteri DNA’s1 random se¢ilmis kisa primer (S13-5’-TTCCCCCGCT-3) ile diisiik
annealing 1s1sinda amplifikasyona tabii tutulmustur. Non-spesifik olarak DNA {izerinde
random baglanan oligolarla elde edilen amplikonlar agaroz jelde elektroforeze tabii

tutularak elde edilen amplikonlarmn polimorfizmine gore klonalite tayini yapilmistir'".

3.2.2.1- Kiiltiir plaklarindan DNA ekstraksiyonu
1. Saf olarak elde edilen enterokok kolonileri distile su ile Mc Farland 5 bulanikliginda
siispanse edildi.
2. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan 500ul ependorf tiipe alinarak, 8000 xg de 3
dakika oda 1s1sinda santrifiij (HERAEUS Biofuge Primo R) edildi.
3. Ust siv1 atilip ve pelletin iizerine 500 ul TE buffer (10mM TrisHCI, 0.1 mM EDTA,
pH7.5) eklendi.
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4. Daha sonra 100°C’de, 10 dakika kuru 1s1 blogunda (BIOSAN Termoblock TDB-120)
tutuldu.

5. 500 pl bakteri slispansiyonuna 150 pl boncuk( SIGMA) konuldu ve Mickle
cthazinda (Mickle Tissue Disintegrator, Mickle Labratory Engineering Co. Ltd.)
maksimum hizda (10), 7 dakika mekanik lizise ugratildi.

6. 12.000 xg de 10 dakika santrifiij edildi.

7. 200 pl siipernatant alinip ve yeni bir ependorfa aktarildi. Spektrofotometrede
(CHEBIOS s.r.l. Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer) DNA kantitasyonu
yapilan 6rnekler PCR ile amplifikasyon isleminde kalip olarak kullanilincaya kadar —

20°C de sakland.

3.2.2.2- S13 primeri ile amplifikasyon
Enterokok izolatlarindan elde edilen DNA ekstraktlari, random amplifikasyon
icin kisa oligolardan hazirlanan S13 (5°-TTC CCC CGCT-3’) primeri kullanildi.
Amplifikasyon; 2.5 ul 10x PCR buffer, 3.5 mM MgClz, herbir ANTP’den 200 uM, 0.8
ul primer (100pmol/ ul stok soliisyondan), 3 U Taq polymerase ve 3 ul kalip DNA
(100ng/ul) ve steril distile su ile toplam 25 pl’ye tamamlanan PCR karisiminda
gerceklestirildi. Amplifikasyon asamalar1 termal dongli cihazinda (APPLIED
BIOSYSTEMS 2720 Termal Cycler) asagidaki dongii sirasina gore tamamlandi:
94:C’de 5 dak. ilk denaturasyon
94°C’de 50 sn. denaturasyon
37°C’de 1 dak. baglanma (annealing) 45 siklus
72 °C’de 75sn uzama (extension)

72°C’de 10 dak. son uzama

3.2.2.3- Fragmentlerin agaroz gel elektroforezi ile tespiti

Amplifikasyon islemi sonrasinda olusan farkli biiyiikliikteki fragmentlerin
varligim1 gosterebilmek amaci ile amplikonlar elektrikli ortamda agaroz jel igerisinde
migrasyonel seperasyona tabii tutuldu. Bu islem asagidaki sekilde yapildi;
1. Elektroforez matriksi olarak kullanilmak tizere % 2’lik agaroz jel 1xTBE soliisyonu

ile hazirlandi.
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a. Bir balon igerisine tartilarak konulan 2 gr agaroz (Sigma Agarose A5093-
500G) iizerine 100 ml 1xTBE ilave edildi.

b. Karisim homojenizasyon saglanana kadar mikrodalga firinda eritildi.

c. Oda 1s1isinda 60 °C’nin altina diismeyecek sekilde bekletilerek sogutuldu.

d. Eriyik haldeki agaroz igerisine 10 mg/ml’lik etidyum bromid stok
soliisyonundan 5 pl eklenerek, % 0,5 mg/ml son konsantrasyon elde edildi.

e. Hazrrlanan % 0,5 ethidium bromid igceren % 2’lik agaroz jel, Onceden
hazirlanmig ve taraklar1 uygun olarak yerlestirilmis jel kalip tepsisinin iizerine yavasca
dokiildii.

f. Oda sicakliginda 20-30 dakika bekletilerek jel kalibinin katilagsmas1 saglandi.

g. Jel kalib1 elektroforez tankina (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel
Electrophoresis System) yerlestirilerek taraklar yavasca ¢ikarildi.

2. Orneklerden 15’er pl almarak parafilm iizerinde % 20 siikroz, % 0,25 brom fenol
mavisi ile hazirlanmis 6x konsantrasyondaki 3 ul yiikleme tamponuna karistirildi. I1k ve
7. kuyuya DNA markeri (Fermentas O’Range Ruler,100bp Ladder, Lot: 0302) ve diger
kuyulara her birine bir 6rnek olacak sekilde bu karisimdan 18 pl yiiklendi.

3. Tankin gii¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300) c¢alistirilarak 120 V
akim verildi. Brom fenol mavisinin jeldeki migrasyonu takip edilerek, boya jelin 2/3’lik

kismina ulastiginda elektroforez durduruldu.

3.2.2.4- Goriintiileme ve Bant Profillerinin Analizi

1- Elektroforezden sonra jel UV 1s1ga altinda goriintiilendi. Gel logic 1500 imaging
system ( Kodak Company, NY, USA) kullanilarak DNA bant goriintiilerinin fotografi
cekildi. Resimler TIFF formatinda kayit edildi.

2- GelCompar II yazilim sistemi (version 5.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium) kullanilarak bant profilleri analiz edildi. Oncelikle her resimde bulunan 2 adet
standart (1.ve 7. kuyucuklarda yiiriitiilen) yardimi ile resimler arasi normalizasyon
yapildi. “Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA)”
kullanilarak bant profillerinin, dendrogrami olusturuldu ve kiimelesme analizi yapild1.
Bantlara bagli “Dice” benzerlik katsayisina gore suslar arasindaki iliski belirlendi.

Benzerlik katsayisinin hesaplanmasinda bant ve profil toleransi, %1.5 olarak alind1.
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4.BULGULAR

Cukurova  Universitesi Tip  Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez
Laboratuarlarinda ¢esitli klinik materyallerden izole edilen 79 enterokok izolatmin
enterokok kokenli hastane enfeksiyonlarinda; tiir dagilimi ve epidemiyolojik 6zellikleri
belirlemek amaci ile; glikopeptit tiirii antibiyotiklere kars1 direng diizeyleri ile PFGE ve
RAPD yontemleri kullanilarak klonal iliskilerinin degerlendirildigi bu calismada;

a-Fenotipik kriterlere gore yapilan tiir tanimlamasinda izolatlardan 69

(%87,34) unun E.faecium, 7(%8,9)’sinin de E feacalis oldugu goriilmiistiir (Tablo10).

Tablo 10. Cahismaya dabhil edilen enterokok izolatlarinin tiirlere dagilim

Tiir Sayt %
E faecium 69 87,34
E feacalis 7 8,86
E gallinorum 1 1,26
E.avium 1 1,26
E.hirae 1 1,26
Toplam 79 100

b-Ornek protokol numaralar1 sorgulandiginda, E faecium olarak tanimlanan 69
izolatin 31 (%44,92)‘inin hastane enfeksiyonu tanisi alan hastalara ait 6rneklerden,
8(%11,59)’inin hastane enfeksiyonu olmayan ancak klinik yakinmalar1 olup klinik ve

polikliniklerde takip edilen hastalara ait 6rneklerden ve 30 ( % 43,47)’ununda yatan
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hastalarin perirektal bolgelerinden alinan siirtintii 6rneklerinden izole edilen ve endojen
kolonizasyonla iligkili izolatlar olduklar1 tespit edilmistir. £ feacalis olarak tanimlanan
izolatlarin tamaminin ise hastane enfeksiyonu olmayan klinik ve polikliniklerde takip

edilen hastalara ait 6rneklerden izole edildigi goriilmiistiir (Tablo 11).

Tablo 11. Enterokok izolatlarimin izole edildigi 6rnek gruplarina dagilimi.

izolat Say1 | Hastane enfeksiyonu Diger Kolonizasyon
Say1 % Say1 % Say1 %
E feacalis 7 - - 7 100 - -
E faecium 69 31 44,92 8 11,59 30 43,47
E. gallinorum 1 1 100 - - - -
E.avium 1 1 100 - - - -
E.hirae 1 - - 1 100 - -
Toplam 79 33 41,72 16 20,25 30 37,97

c- Hastane enfeksiyonu tanisi alan hastalara ait 6rneklerden izole edilen ve
E.faecium olarak tanimlanan 31 izolatin tamaminin Vankomisine direngli (>128 pg/ml)
oldugu, bu suslar arasinda Teikoplanin direncinin ise %93,5 (29/31) oldugu tespit
edilmistir. Kolonizasyonla iliskili olan E.faecium suslarmin tamaminin vankomisine
direnc¢li oldugu, hastane enfeksiyonu olmayan ancak klinik yakinmalar1 olup klinik ve
polikliniklerde takip edilen hastalara ait 6rneklerden izole edilen E.faecium izolatlarmin

ise tamaminin vankomisin ve teikoplanine duyarli olduklari tespit edilmistir (Tablo12).
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Tablo 12. Enterokok izolatlarimin glikopeptit tiirii antibiyotiklere duyarhhklari.

Vapkomisin Tejkoplanin
. MIK pg/ml MIK pg/ml
Izolat Tiir Say1
>128 64-16 <16 >16 <16
S(w) [S(w) |S () S(w) S (%)
Klinik E.faecium 31 31(100) | - - - - 29(93,5) | 2(6,5)
materyal E.gallinorum | 1 - - Jraooy |- - - - 11@00)
E.avium 1 1 (100) - - - - 1(100) | - -
Diger E.faecium 8 - - - - 8 (100) - - 18(100)
E.faecalis 7 - - - - 7 (100) - - | 7(100)
E.hirae 1 - - - - 1 (100) - - |1 (100)
Kolonizasyon | E.faecium 30 30(100) | - - - - 24 (80) | 6(20)
Toplam 79 62(78,4) | 1(1,2) 16(20,2) | 54(68,3) | 25(31,6)

d- Hastane enfeksiyonu tanili hastalara ait klinik materyallerden izole edilen 31
E.faecium ile E.gallinorum ve E.avium izolatlarmin muhtemel klonal iligskiyi belirlemek
amact ile genomik oOzelliklerinin PFGE yontemi ile degerlendirilmesi sonucu;
biiytiklikleri 10 kb ile 300 kb arasinda degisen 10-20 banttan olusan bir profil
olusturduklar1 (Sekil 9) ve GelComparll programi ile degerlendirilen bant profillerine
gore izolatlarin 6 farkli gen klonuna dagildiklar1 goriildii. E.faecium olarak tanimlanan
izolatlarm, en biiyligli en az % 80 benzerlik gosteren 27 iiyeli ve 23 subtip igeren “C”
kiimesi olmak iizere, “A-D” olarak tanimlanan 4 kiime igerisinde yer aldiklari, farkl
tiirler olarak tamimlanan E.avium ve E.gallinorum izolatlarinin da beklendigi gibi
birbirleri ve E.faecium izolatlar1 ile klonal olarak iligkisiz olan ve “E- F” olarak
tanimlanan iki farkli 6zel kiimeyi olusturduklar1 goriildi (Sekil 10). “C” kiimesi
icerisinde %100 uyumlu 4 izolatin yer aldigi C15 alt kiimesinin tamamimnin 3 aylk
periyotta dahiliye yogun bakim {initesinde takip edilen hastalardan izole edilmis olmasi,
bu susun salgin susu oldugunu diisiindiirdii. Nitekim Dahiliye Yogun bakim servisinden
gonderilen Orneklerden firetilen 9 enterokok izolatinin tamammin da C kiimesi

icerisinde yer aldig1 gorildii.
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Sekil 9. Hastane infeksiyonuna yol acan VRE izolatlarinin
PFGE ile elde edilen jel goriintiisii

4] mm]
b e
Suy No PFGE Klinik Tiir
: fpi
.E Iﬂ =] ] F n 8
Ty IEEEIE N vREdne & Kalp-damar Cerrahi E fuecium
MMITITT] VEEEISS B CocubYogunhakam Eieecium
847 I THTN] [VREE152 €1 Dahiliye Yogun bakam E fasciurm
£|_E TN eERse €2 Ach Cozlem E fuechm
8.9 | | || |” ‘ || || |||||| VREI-68 C3  Beyin Cerrahi Yogun halom E.faec.ium
812 i: IIII |||‘ ||||||| ||||||||| VREL22 ‘é‘; ‘;r““'“l:“hji i{’”
IVRE-1.65 iroloji . frecium
S (IFTTENNNTNN [veEds1 €6 Hematoloji E faccium
100 [TWLI ] pRER7s €7 CoculHematloji E fuectuom
s (Tl Weeiss €7 Dehiliye Yogunhalum Ejnecium
72 2 W] fReiss €3 Grologs Efuscion
I || ‘ ||| ” | H| WREL127 o ﬁmloji E faecium
841 TN [FREE18 €10 Eadin Dogum Efuecium
ICTATITI| [vBEE9e €11 Beyim Cerrahi Efaecium
81 IHIITHNN [veEE203 €12 Dahilive Yogun halam Efuecinm
[ 9.8 T (WREE148 €13 Cenel Corrahi E frecium
ITUTHIN |veER2s €14 Fefolosi Ejaecium
034 [ILNTHIL] |¥BE£198 €15 Dahiliye Yogunbalam  Egaecium
[N [vREE199 €15 Dabilive Yogunbalam — pgin
_, I vREE214 €15 Dailiye Yogunbalam — pg.gin
| w WUMTTITIN pREE256 €15 Dahilive Yogunbalam  zgedium
ILHETUITETN vREdes €16 Nefrologi Efuccinm
(ATIIN] pREf1s €17 Goculk Yogunbalum Efuecium
919 IEWITINNN FREEM4® €18 Dahilive Yogunbadum —  Efuecium
sl"—"'lE AT [vREE6T €19 Cocuk Hematolajs Efuvcium
§9.8 I [VREEI46 €20 Dahiliye yogunbalom — Efasciom
%0 M T FREE1S0 €21 Bagin Cerrahs Efuecium
i M TN [veEi2ss €22 Coeuk Cerrahi Efaecium
WL TN [veEd1se €23 Cenel Cerrahi E fuecinm
§Tl —89?: U T VREEIT b1 Cocuk Yogun bakam T foeom
| | ||| ” |H | | VREL12 D2 Hematoloji E freium
H | | |||| ‘ ”l” VREL31 E Cocuk Yogun halam E.avium
|I ||| ‘ I |||| VREi63 F Gz E gallinorum

Sekil 10. Hastane infeksiyonuna yol acan VRE izolatlarinin PFGE ile elde edilen dendrogram
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Hastane enfeksiyonu tanili hastalara ait klinik materyallerden izole edilen bu 33
susa ait genomik DNA 6rneklerinin klonal iliskiyi tespitte kullanilan bir diger molekiiler
epidemiyolojik yontem olan RAPD yontemi ile amplifikasyonu sonucu; molekiil
agirliklar1 yaklasik olarak 50-1000 bp arasinda degisen 4-8 polimorfik DNA bandi elde
edildi(Sekil 11). “a-I” olarak adlandirilan12 farkli gen kiimesi icerisinde, en fazla liyeye

sahip olan “a” kiimesi icerisinde 8 izolatin yer aldigi, bunu 6 izolattan olusan “e”

kiimesinin izledigi gorildi(Sekil 12).

Sekil 11. Hastane infeksiyonuna yol acan VRE izolatlarimin RAPD ile elde edilen jel goriintiisii

Randomly Amplified Polimorfik DNA yontemi ile elde edilen gen kiimelerinin
PFGE ile elde edilen gen kiimeleri ile karsilastirilmasi sonucu gen kiimeleri arasinda
anlamli bir benzerlik olmadig1 tespit edildi. Diger taraftan fenotipik yOntemlerle
E.avium olarak tanimlanan ve PFGE tiplendirmesinde tek iiyeli 6zel “E” kiimesini
olusturan izolatin (VRE-i-31) RAPD y&ntemi ile yapilan gen kiimelendirmesinde PFGE
ile “C5” olarak tanimlanan E.faecium izolati(VRE-1-65) ile de % 100 benzer bulundugu

goriildil.
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Sekil 12. Hastane infeksiyonuna yol acan VRE izolatlarinin RAPD ile
elde edilen dendrogrami

e- Endojen kolonizasyona yol acan ve perirektal siirtintii 6rneklerinden izole edilen 30
izolat genomunun PFGE ile incelenmesi sonucu, biiyiikliikler1 10-500 kb arasinda
degisen en az 15 band verdikleri (Sekil 13), bu band 6zelliklerine gore de izolatlarin
“A-N” olarak adlandirilan 14 farkl klonal kiime igerisinde toplandiklar1 goriildi(Sekil
14). En biyiik kiimeyi dokuz subtip ve 12 izolata sahip olan “I” kiimesi olusturdu.
Bunu, ii¢ iiyeli “F”, iki tiyeli “A”, “C” ve “L” kiimeleri izledi. Major kiimeyi olusturan
I kiimesinde yakm iliskili 12 izolatin, 4’iiniin Cocuk Yogun bakim, 4’iinlinde ¢ocuk
hematoloji kliniklerinde yatan hastalarin 6rneklerinden izole edildigi belirlendi. Ayrica
F kiimesinde yer alan, Cocuk onkoloji ve Cocuk Hematoloji kliniginden iki izolatin
(VRE-K-17 ve VRE-K-36); Cocuk Yogun bakim kliniginden izole edilen ii¢ izolatin
(VRE-K-114, VRE-K-116, VRE-K-120) ve Yanik ve Cocuk hematoloji kliniginden
izole edilen iki susun (VRE-K-26, VRE-K-34) bant profillerinin %100 benzerlik
gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 13. Kolonizasyona yol acan izolatlarin PFGE ile elde edilen jel goriintiisii

B (L (AN LA (et B ) e i
m

]
811 10
789
69| 48
733
66
89.7
615 —
741
60
100
§%.6 |

VREK-200 Al  Cocuk Hematoloji
VREKE3 A2 Cocuk onkoloji
VEEK-111 B  Cocuk Hematoloji
VREK-115 C1 Beyin Cerrahi Togun halam
VREE11T €2 Cocuk Hematoloji
VREEKSE D Cocuk Hematoloji
VREK9% E  Cocuk Yogunhalam
YREK-1T Fl  Cocuk Onkoloji
VREK-36 Fl  Cocuk Hematoloji
VREK-33 F2  Cocuk Hematoloji
VREE-3® € Cocuk Hematoloji
VREEE®3 H  Cocuk Yogunhalam
YREE-62 11  Hematoloji
VREK78 1!  Dahiliye Yogunbalam
VREK11Z B  Cocuk Hematoloji
VEEE-114 4  Cocuk Yogunhalam
VREE-116 14  Cocuk Yogunbalam
YREE-120 4  Cocuk YoFunhalam
VEEE-24 I Cocuk Yogunhalam
VREE-101 I6  Cocuk Onkoloji
VREK-1W03 I7  Cocuk Onkoloji
VREKS6 18  Cocuk Hematoloji
VREK-ST 10 Cocuk Hematoloji
VEEE-51 II0  Cocuk Hematoloji
YEEK1? T  Cocuk

VREK-48 K  Cocuk Hematoloji
VREK-26 Ll Yamk

VREK-34 L1  Cocuk Hematoloji
VREK-113 M Cocuk Yogunhalam
VREK2?! N  Yamuk

Sekil 14. Kolonizasyona yol a¢an izolatlarin PFGE ile elde edilen dendrogramm
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Kolonizasyona yol acan 30 izolatm RAPD ile genotiplendirilmesi sonucu da
molekiil agirliklar1 yaklasik olarak 50-1000 bp arasinda degisen en az 4-10 polimorfik
DNA band: elde edildigi (Sekil 15), band polimorfizmine gore de izolatlarmn “a-n”
olarak isimlendirilen 14 farkli gen kiimesi igerisinde yer aldiklari goriildii. En biiytik
kiimenin 4 tiyeli olan ve “a” kiimesi olarak adlandirilan kiime oldugu, bunu 3 iiyeli “b,
h, 1 ve j” kiimelerinin izledigi tespit edildi(Sekil 16).

“a” kiimesi igerisindeki 4 izolatin, PFGE kaliplarina gore farkli kiimeler
icerisinde yer aldiklari, buna karsilik PFGE ile %100 bant profil benzerligi gosteren ve
ayni kiime icerisinde yer alan VRE-K-17 ve VRE-K- 36 ile VRE-K-114, VRE-K-116
ve VRE-K-120 izolatlarmin da RAPD ile farkli kiimeler icerisinde bulunduklar
goriildii. Ancak PFGE ile ayurt edilemez bulunan ve % 100 band benzerligi gdsteren

VRE-K-26 ve VRE-K-34 suglarinin RAPD ile de ayni1 kiime igerisinde yer aldigi tespit
edildi(Sekil 16).

Sekil 15. Kolonizasyona yol acan izolatlarin RAPD ile elde edilen jel goriintiisii
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Sekil 16. Kolonizasyona yol acan izolatlarin RAPD ile elde edilen dendrogram

f- Hastane enfeksiyonu olmayan ancak klinik yakinmalari olup klinik ve
polikliniklerde takip edilen hastalara ait 6rneklerden izole edilen 16 VSE susunun
PFGE ile tiplendirilmesinde yine biiyiikliikleri 10-500 kb arasinda degisen yaklasik
olarak 16 bant elde edildi(Sekil 17) ve bant paternlerinin dendrograminin yapilmasi
sonucu on degisik PFGE tipi olusturduklar1 gbzlendi(A-J). Major kiimenin bes tiyeli
“A” kiimesi olarak tanimlanan gen kiimesi oldugu, bunu ii¢ iiyeli “C”kiimesinin

izledigi belirlendi. Kalan sekiz izolatim ise iligkisiz izolatlar oldugu goriildii (Sekil 18).
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Sekil 17. VSE izolatlarinin PFGE ile elde edilen jel goriintiisii

vre

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.9%) (H=0.0% S=0.0%) [0.0%-100.0%)]
vre

Sug No PFCE Klinik Tiir
Tipi

VSE-225 Al FIE E frecalis
V5E-245 A2 Nefroloji E frecium
VSE-231 A3 Genel Cocuk E faecium
VSE-246 Ad Infal Klinigi E freciur
VSE-147 AS Genel Coruk E faecium
VSE-236 B Beyin Cerrahi YB E faeciun
VSE-243 Cl Dahiliye YB E frecium
VSE-244 c2 Hemaitol E freciun
VSE-218 3 T lantasy E faecal
VSE-I17 D T.jmloji E fzecalis
V5E-138 E Yamk E faeciun
VSE-153 F Yamk E hirae
VSE-239 G Cerrahi YB E fzecalis
VSE240 H Onkoloji E fuaecalis
VSE-241 1 Uroloji Efaecalis
VSE242 J Kadin Dogum E faecalis

Sekil 18. VSE izolatlarimin PFGE ile elde edilen dendrogram
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Randomly Amplified Polimorfik DNA ydntemi ile incelenen 16 VSE susunun
molekiil agirliklar1 yaklasik olarak 50-1000 bp arasinda degisen en az 5-10 polimorfik
DNA bandi elde edildigi(Sekil 19), GelComparll programi ile elde edilen
dendrogramina gore “a-k” olarak adlandirilan 11 RAPD kiimesi olusturduklar1 gézlendi
(Sekil 20). “a* ve “h” kiimelerinde 3 er izolatin yer aldig1 bunu 2 {iyeli “e” kiimesinin
izledigi, diger 8 kiimede ise birer iiyenin yer aldig1 goriilmiistiir. “a” kiimesinde yer alan
3 izolatin PFGE ile de tek kiime igerisinde yer aldig1 ancak “h” kiimesi icerisinde yer
alan 3 izolatin PFGE ile yapilan tiplendirilmesinde 3 farkli gen kiimesi icerisinde yer

aldiklar1 goriilmiistiir (Sekil 20).

Sekil 19. VSE izolatlarinin RAPD ile elde edilen jel goriintiisii
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Sekil 20. VSE izolatlarimin RAPD ile elde edilen dendrogram
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g-Calismaya dahil edilen 79 enterokok susunun PFGE sonuglarinin bir arada
degerlendirilmesi sonucunda; suslarin 28 kiime i¢erisine dagildiklari, en biiyiik kiimenin
35 (%44,3) izolattan olugsan “D” kiimesi oldugu, bu izolatlarin da 20 (%57,14)’sinin
hastane enfeksiyonuna, 12 (%?34,28)’sinin kolonizasyona yol agan VRE ve 3
(%8,57)’tiiniin VSE oldugu gozlendi. Hastane enfeksiyonu kokenli izolatlar ile
kolonizasyon suglarmnin bu kiime igerisindeki iligkisi %60 (12/20) olarak tespit
edilirken, hastane kokenli olmayan suslar ile hastane enfeksiyonuna yol agan suslar

arasindaki iliski %15 (3/20) oldugu gorildi(Sekil 21-21’in devamu).
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Sekil 21. Enterokok izolatlarinin PFGE ile elde edilen dendrogram
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5-TARTISMA

Bircok antibiyotige karsi gerek intrinsik gerekse kazamilmis direng gostererek
simirl tedavi secenegine sahip olan, ozellikle glikopeptid grubu antibiyotiklere direnci
mobil genetik elementlerle diger bakterilere kolaylikla transfer edebilen ve intestinal
florada asemptomatik persistent kolonizasyon gostererek endojen  kdkenli
enfeksiyonlara da yol agabilen enterokoklarm, hastane enfeksiyonlarmmda ki 6nemi
giderek artmaktadir. Avrupa iilkelerinde 1988 yilinda, ABD’de de 1989 yilindan
itibaren bildirilmeye baslanan, daha sonra bir ¢ok iilkeden bildirilen, gerek hastane
gerekse toplum kokenli VRE/GRE suslarinda direncin kaynagi ve mekanizmas: ile bu
suslarla olusan enfeksiyonlarin epidemiyolojik 6zellikleri ve dnlenmesine yonelik farkli
iilkelerde ¢ok sayida calisma yapilmistir” % Bu calismalarda enterokoklarda goriilen
glikopeptid grubu antibiyotiklere karsi direncin mekanizmasi ve sorumlusu transfer
edilebilir genetik elemanlar ve kromozomal mutasyonlar biiylik 6l¢iide tanimlanmas,
toplum ve hastane kokenli VRE’lerde direncin kaynagi belirlenmistir. Hastanelerde
bulasin ve diren¢ yayilimimnin engellenmesine yonelik diizenlenen rehberlere ragmen,
ozellikle yogun bakim iinitelerinde takip edilen hastalar arasinda VRE’lerin sebep
oldugu hastane enfeksiyonlarinin insidansindaki artis engellenememistir.

Bizim Eyliil 2009-Nisan 2010 tarihleri arasinda kalan 8 aylik periyod igerisinde
hastane enfeksiyonu tanisi almis 33 yatan hasta ile kolonizasyonu kontrol amaci ile
perirektal stiriintii 6rneklerinden izole edilen 30 VRE izolatimiz, hastanemizde VRE nin
mevcudiyetini gosterirken, hastane enfeksiyonu tanimma uymayan, ¢ogu poliklinikten
takip edilen 16 hastaya ait klinik orneklerden izole edilen suslarin tamammin VSE
olmast da, VRE’nin toplumda ya bulunmadigi veya c¢ok diisik oranlarda
goriilebilecegini gostermektedir.

Enterokok tiirleri arasinda klinik 6neme sahip olan VRE’larin tiir dagilimi da,
enfeksiyonun lokalizasyonu, hastanin takip edildigi servis, hastanede antibiyotik

kullanim politikalarina bagli olmak {izere hastaneler ve bolgeler arasinda degisiklikler
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gostermektedir. Ancak tiim diinyada gerek hastane enfeksiyonlar1 gerekse
kolonizasyonla ile iliskili olarak izole edilen VRE tiirleri arasinda E.faecium oraninin
giderek arttig1 dikkat ¢ekmektedir. Nitekim bizim gerek hastane enfeksiyonu gerekse
kolonizasyon ile iliskili izolatlar arasindaki tiir dagilimimna ait bulgularimizda bu
beklenti ile paralellik gostermektedir. Ancak gerek antibiyotik duyarlilik kaliplar:
gerekse direncin bir tiir igerisinde hizli yayilimi epidemiyolojik siirveyansda salgin ve
kontrol i¢cin istenen ayirim giicline sahip sonuglar veremez. Bununla birlikte VRE
izolatlar1 arasinda teikoplanin ve diger glikopeptit tiirevi yeni antibiyotiklere karsi
degisen oranlarda diren¢ gelisiminin goriilmesi epidemiyolojik yonden tartigmaya deger
bulunmustur. Son yillarda yapilan g¢alismalarda, 6zellikle bakteriyemiye yol acan
E.faecium izolatlar1 arasmda VRE oraninin (%19), E.faecalis izolatlar1 arasindaki VRE
oranma (%4) gore daha yiiksek oldugu gdosterilmistir. ABD’de yapilan bir long-term
epidemiyolojik ¢alismada; 1995-2002 yillar1 arasinda izole edilen VRE izolatlar1 diger
glikopeptid tlirevi antibiyotiklere direng oranlar1 ve tiirler arasindaki farkliliklarin tespiti
amaci ile degerlendirilmis ve E. faecium suslarinda, tiim glikopeptit tiirevlerine kars1 E.
faecalis’e oranla ¢ok belirgin bir direng artis1 tespit edilmistir'>>. Kanada’da iiriner
sistem enfeksiyonlar1 ve bakteriyemilerden izole edilen VRE lerin %98,3 {iniin
E faecium, % 1,7 sininde E.faecalis oldugu bildirilmistir'*°.

Brezilya’da Pedro Alves D’azevedo ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada 81 hastanin fekal siirveyans kiiltlirlerinde, tamami vankomisin ve
teikoplanine direngli, 37 VRE susu izole edilmis ve bunlarin 20 (%54,05)si E.faecium

127 (Ulkemizde Ankara ve istanbul’da

ve 17(%45,94)s1 E.faecalis olarak tanimlanmistir
yapilan c¢aligmalarda 467 hastanin %1,9’unda VRE kolonizasyonu belirlenmis ve
bunlarin tamammnin vankomisin ve teikoplanine direngli E.faecium oldugu
bildirilmistir'*®. Biz ¢alismamizda degerlendirdigimiz 79 izolatm 69 (%87,34)’unun
E faecium, 7 (% 8,86)’sinin de E.faecalis oldugunu tespit ettik (Tablo.10). izolatlarimiz
arasinda yer alan 33 hastane kokenli enfeksiyon susunun 31 (%93,4)’1 ile perirektal
bolgeden izole edilen 30 enterokok susumuzun tamami VRE ve E.faecium ’'du (Tablo
11). Genel olarak tiim diinyada VRE izolatlar1 arasinda goriilen VR. E.faecium
suslarindaki artig trendi bolgemiz i¢inde benzer bulunmustur. Ayrica hastane kdkenli

enfeksiyonlardan izole ettigimiz 31 VR. E.faecium susunun 29(%93,5)’u ile
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kolonizasyonla iligkili 30 izolatin 24(%80)’iiniin teikoplanin’e diren¢li oldugunu
gordiik (Tablo 12).

Vankomisin direngli enterokok epidemiyolojisi ac¢isindan, Ozellikle direncin
kaynag1 yoniinden Avrupa’dan farklilik gosteren ABD’de, VRE/GRE kaynagi
hastanelerdir. ABD ve Kanada’da 28 hastaneden hastane kokenli iriner sistem
enfeksiyonu ile iliskili olarak toplanan 283 VRE izolatinin teikoplanin direnci yoniinden
degerlendirildigi bir calismada, izolatlar arasinda Teikoplanin direncinin % 78,7
oraninda goriildiigii tespit edilmistir' .

Bizim hastane enfeksiyonu ile iliskili olan 33 izolatimizdan ikisi E.faecium dis
izolatlar olup, fenotipik karakterlere gore yapilan bunlardan birisi £.gallinorum biriside
E.avium olarak tanimlanmistir ve bunlardan E.gallinorum susunun da teikoplanin’e
duyarl oldugu goriilmiistiir. Bu acidan degerlendirildiginde hastane enfeksiyonu ile
iligkilendirilen VRE izolatlarimiz arasinda teikoplanin diren¢ orani1 %91 (30/33) dir.
Bizim, VRE’lerin her ii¢ gruba ait tiir dagilimma iliskin bulgularimiz, benzer ¢alismay1
yapan Pedro Alves D’azevedo’nin sonuglarima kismen uymamakla birlikte; hem
vankomisin direnci hemde tir dagilimi yoniinden, VRE izolatlarinin tamamini
E.faecium olarak bildiren, kolonizasyonla iliskili suslarla c¢alisan, Aygiin H. ve
arkadaslarmm bulgulari ile tamamen uyumludur'?"'?%,

Diger taraftan hastane enfeksiyonu dis1 klinik 6rneklerden izole ettigimiz 16
enterokok izolat1 arasinda 8 (%50) sus E.faecium, 7(%43,75) sus ise E faecalis’di ve
suslarin tamami vankomisin’e duyarli (VSE) bulundu.

Bu bulgularimiz, toplumda E.faecium’un, E.faecalis kadar sik gorildiigiin,
toplum kokenli enterokok enfeksiyonlarindan izole edilen suslarimiz arasimda VRE
olmamasinin (Tablo 12), toplumun epidemiyolojik 6zellikler agisindan, intestinal VRE
tastyicilik orant %2-12 olarak bildirilen Avrupa lilkelerinden ziyade, toplumda VRE
tastyiciligi bildirilmeyen ABD ile ortiistiigiinii gostermektedir. Yine, VRE izolatlarimiz
arasinda teikoplanine diren¢ oranlarimizin ABD ve Kanada’nin sonuglarina gore biraz
daha yiiksek olmasma ragmen, ABD’de oldugu gibi bizde de korunma ve kontrol
programlarinin yetersizligi sebebi ile hastanelerdeki VR E.faecium’un hakimiyetinin
arttigin1 ortaya koymaktadir. Ancak hastane kokenli VR. E.faecium ve diger VRE
salgmlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespiti i¢in salginlarda izole edilen izolatlarin

tiir ve direng tayinlerinden sonra, mutlaka molekiiler epidemiyolojik yontemlerle tiir ici
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izolatlar arasindaki klonal iligkinin gosterilmesi, varsa atasal ve iligkili suslarin
genotipik yontemlerle belirlenmesi gereklidir.

Glinlimiize kadar oOzellikle VRE salgmmlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin
tespitinde, fenotipik yontemlerin disinda, farkli molekiiler epidemiyolojik yontemler
denenmis, tekrarlanabilirlik, yiiksek ayirim giicli ve kantite edilebilir sonuglar liretmesi
sebebi ile diger bir¢ok Onemli bakteriyel ajanda oldugu gibi PFGE yontemi “altin
standart” olarak kabul edilmis, diger testler PFGE yOntemine gore derecelendirilmistir.
Bu yontem farkli bakterilerle olusan hastane enfeksiyonlar1 salginlarinda, 6zellikle kisa
siireli salginlarda, salgin suslar1 ve kaynak tespitinde son derece yararli bulunmustur.
Ancak VRE salgmlarinda, PFGE ile yapilan ¢alismalarin salginlarin onlenmesinde
yararli olabilecegini ileri sliren yaymlarin yani sira, mutasyonlara son derece agik olup,
toplumda genis bir kolonizasyon oranina sahip olan enterokoklarin klonalitesini tespitte,
ozellikle salginlar ve klonlar arasindaki iligkinin tespitinde PFGE yOnteminin istenen
duyarlilikta, kullanilabilir sonuglar tiretemedigini sdyleyen yaymlarda yapilmistir.

Mesela, Alejandra C. Corso ve arkadaglarinin(2007), Arjantin’de 1997-2000
yillar1 arasinda 30 hastaneden elde edilen 189 VR. E.faecium izolatinin glikopeptit
diren¢ mekanizmalarmi karakterize etmek ve genetik iligskilerini PFGE yontemi ile
gostermek amaciyla yaptiklar1 calismada; izolatlarin PFGE ile 35 klonal gen kiimesi
icerisine dagildiklari, bunlarin 106 (%56)’smin Tipl olarak tanimlanan klonal kiimede
yer aldiklar1 g6sterilmistir. Bu kiime icerisinde 24 alt kiimenin oldugu tespit edilmistir.
Tipl grubunda yer alan izolatlar, 6rnek toplanan 30 hastanenin 19’unda bulunmus ve
17 hastane de baskin sus oldugu belirlenmistir. Farkli sehirlerde, farkli hastanelerde ve
ayni hastanenin farkl servislerinde bulunan Tipl klonu hastanelere yerlesik sus olarak
kabul edilmistir. Bu grup 6zel bir klondaki subtiplerin sayisinin bir bolgedeki klonun
evrimini ve muhtemel yasmi gosterebilecegini ileri siirerek yontemin hem kisa (short
term) hemde uzun soluklu (long term) siirveyans ¢alismalar1 i¢in kullanilabilir sonuglar
drettigini ileri stirmiislerdir. Bu grup band sayilarindaki minor degisiklikleri plazmid,
transpozon ve IS elementleri gibi cesitli mobil genetik elementlerin kazanimi veya
kayb1 kadar mutasyonlar ve rearrangement gibi olaylara baglamislar ve muhtemelen bir
epidemik bir klonun uzun siiredir hastanelere hakim olabildigini ileri stirmiislerdir'*’.

Yine Pedro Alves D’azevedo ve arkadaslar1 tarafindan, Brezilya’da bir egitim

hastanesinin yogun bakim {initelerinde tedavi edilen hastalarin siirveyans kiiltiirlerinde
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izole edilen 38 VRE’nin incelendigi bir ¢alismada suslarin ampisilin, vankomisin,
teikoplanin, gentamisin ve streptomisin’e duyarliliklar1 ile PFGE profilleri
arastirilmistir. Bu calismada, 81 digkit 6rneginin 20’sinde E.faecium ve 17’sinde de
E.faecalis olmak tlizere 37 sinde VRE izole edildigi, izolatlarm tamammin Vankomisin
ve teikoplanine yiiksek diizeyde direngli bulundugu bildirilmistir. PEGE ile genotipleme
icin her yogun bakim servisinden 2 izolatin tesadiifi olarak secildigi ¢alismada; E.
faecalis izolatlarmin 2, E.faecium izolatlarmm da 5 farkli klonal kiime igerisinde
toplandig1 belirtilmistir. Arastirmacilar ayni klonal kiime icerisinde yer alan E.faecium
izolatlarinmn, 4 farkli yogun bakim kliniginde takip edilen 4 farkli hastadan izole
edildigini bildirmisler ve bu klonun sekiz yil 6nce tespit ettikleri ilk VRE klonundan
farkli oldugunu belirterek, hastaneye yeni bir VR. E.faecium klonunun yerlestigini
ispatlamiglardir. Bu sonucun, PFGE yonteminin short-term kadar long-term siirveyans
icin de 6nemini gosterdigini vurgulamuslardir'®’.

Vincent CC Cheng ve arkadaglarinin (2009), Hong kong’ta bir hastanenin beyin
cerrahi kliniginde bir aylik periyotta goriilen VR. E.faecium salgmmi arastirdiklari
calismada; 211 hastadan alinan193 klinik 6rnek ile 516 c¢evresel 6rnegi taranmislardir.
Calismada indeks vaka izolat1 ile iligskili PFGE kalib1 veren, 3’ klinik, 2’si de ¢evresel
orneklerden olmak iizere 5 sus izole edilmistir. Bu suslar disinda da 6rneklerden baska
VR. E.faecium izole edilememistir. Bulas oranindaki diisiikliik bu servis de VRE’ye
kars1 alinan hijyen tedbirlerine baglanmis ve PFGE ile klonal iligskilendirmenin salgin
siirveyansi i¢in 6nemini vurgulamislardir™',

Rusya’da (2010) Anna N. Brilliantova ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ve
hematolojik malignitesi olan hastalardan izole edilen VR E.faecium izolatlarmin klonal
cesitliliginin PFGE yontemi ile degerlendirildigi bir ¢alismada ise; 129 VanA pozitif
E.faecium susunun PFGE yontemi ile 23 farkli gen kiimesi (A-W) igerisine dagildigi
gosterilmistir. Bu arastirmacilar en genis gen kiimelerinin, 30 iiyeli A (A1-A30) ile 8
iyeli F(F1-F8) kiimeleri oldugunu bildirmisler ve PFGE yonteminin VRE
siirveyansindaki 6nemni vurgulamislardir'>.

Ispanya’da S. Valdezate ve arkadaslarinm (2009), PFGE, MLVA ve MLST
yontemleri kullanilarak, 10’u hastane enfeksiyonlu, 40’1 da kolonizasyonla iliskili

orneklerden olmak tiizere toplam 50 VR. E.faecium izolatin1 klonal iligki yoniinden

degerlendirdikleri ¢alismalarinda; biitlin izolatlarm 3’ biiyiik “ana kiime” olmak iizere
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8 PFGE kiimesi igerisinde toplandigi belirtilmistir. Bu 3 major kiimeden Tipl’in ilk
izole edilen indeks sus ile iliskili suslar1 icerdigi ve 2 yil boyunca 3 servisten izole
edilen 37 (%74) izolattan olustugu bildirilmistir. Tip 6’nin, 101 giin icerisinde 2
servisteki toplam 5 hastadan izole edildigi ve Tip 7’nin de 7 giinliik peryotta ayni
servisteki 2 hastadan izole edildigi belirtilmistir. Bu grup PFGE yOntemi ile belirlenen
gruplarmm hem short term hemde long term i¢in son derece 6nemli sonuglar iirettigini
gostermislerdir'>.

M. Abelehorn ve arkadaslari ise (2006) Almanya’da, 2000 ve 2004 yillar1
arasindaki 4 yillik bir peryotta izole edilmis, kolonizasyon veya enfeksiyonla iliskili 24
VR. E.faecium izolatim MLST, MLVA ve PFGE ile klonal iliski yoniinden
degerlendirdikleri ¢caligmalarinin sonucunda: MLST ile 7 ST tipi, MLVA ile 6 MT tipi,
MLST ve MLVA kombinasyonu ile 9 farkli ST/MT tipi elde etmislerdir. PFGE ile
yaptiklar1 kiimelendirmede ise ii¢li birden ¢ok iiyeli olmak {izere 13 gen kiimesi elde
etmigler ve sonug olarak hastane enfeksiyonlarindan sorumlu VRE siirveyansinda ancak
MLST ve MLVA kombinasyonunun PFGE’e alternatif olabilecegini ileri
siirmiislerdir'**.

PFGE ve MLST yontemlerinin stirveyansdaki onemlerini karsilastirmak amaci
ile X. Zhu ve arkadaslar1 (2009) tarafindan Pekin’de yapilan bir ¢alismada ise; yaklasik
olarak 8 aylik periyotta YBU de takip edilen 14 hastadan izole edilen 18 VR. E.faecium
izolat1 degerlendirilmistir. Izolatlarin PFGE ile incelenmesi sonucunda 14 farkli gen
kiimesi elde edilmis, bir kiimedeki 4 sus ve bir baska kiimedeki 2 sus klonal yonden
kendi iclerinde % 100 uyumlu bulunurken, kalan 12 susun tamamen farkli ve 6zel
kiimeler olusturduklar1 yani birbirleri ile iliskisiz olduklar1 belirlenmistir. Buna karsilik
MLST ile sekiz sekans tipi elde edildigi bildirilmistir. Yani MLST nin ayirim giicii
PFGE’in ayrim giiciine gore daha gore diisiik bulunmustur'*.

Stampone L ve arkadaslarinm, 2001-2003 yillar1 arasinda Italya’da farkli
bolgelerdeki 19 hastanede yatarak tedavi goren hastalardan alman kan kiiltiirlerinden
izole ettikleri 31’1 E.faecium, 8’1 de E.faecalis olmak lizere 39 VRE izolatin1 klonal
iliski1 yoniinden PFGE ve MLST yontemleri ile degerlendirdikleri ¢caliymalarin da; 31
E.faecium izolatimin 28’inin PFGE ile benzer bant profili verdiklerini tespit etmisler ve
bu kiimeyi Tip1 olarak isimlendirmislerdir. Bu grup, Italya’daki bakteriyemilerden izole

edilen VRE’lerin, uluslararasi yayilimi olan, hastane ortamima adapte olmus ¢oklu ilag
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direnci gosteren bir VR E.faecium klonu oldugunu bildirilmislerdir. E.faecium
izolatlarmin MLST analizi sonucu ise baskin genotipin CC17 (ST17) oldugunu, bu
genotipin Hollanda, italya, ABD, Brezilya ve birgok iilkedeki hastane kdkenli
enfeksiyonlardan sorumlu olan ve genellikle kinolon ve ampisilin direnci gdsteren
koken oldugunu wvurgulamislardir. Bu grup PFGE yonteminin epidemiyolojik
siirveyansda tiim diinyadaki yaygin suslarin tespitinde bile anlamli sonugclar {irettigini,
ancak hastanelerde persiste eden ve salgin yapan suslarda esp gibi diger virulans
faktorleri ile MLST yontemi kullanilarak yapilacak analizlerin 6zellikle de CC17 gen
kompleksinin gosterilmesinin 6nemini vurgulamislardir'*®.

Benzer bir oneride, Anita Hallgren ve arkadaslarinm Isve¢’deki 8 hastanede
yaptiklar1 VRE silirveyans calismasindan sonra ileri siiriilmiistiir. Bu grup 21’1
E.faecium ve 941 E.faecalis olmak iizere toplam 115 enterokok izolatim PFGE ile
degerlendirdikleri ¢alismalarinda; YBU de yatan hastalardan alinan klinik drneklerden
izole edilen 70 VR. E.faecalis izolatindan 47’sinin {i¢ farkli PFGE kiimesi igerisinde yer
aldigmi, kalan 23 izolatin da farkli, tek iiyeli 6zel, PFGE paternlerini gosterdiklerini,
bakteriyemili hastalardan toplanan izolatlardan 4 VR. E.faecium susunun da yine tek
iiyeli 4 farkli PFGE kiimesi olusturdugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar YBU deki
hastalarin rektal siiriintiilerinden izole edilen 17 VR. E.faecium izolatindan ise 12’sinin
genetik iliskili 3 farkli kiimede toplandigini, en biiyiik kiimenin 8 tiyeli, diger 2 kiimenin
de 2’ser iiyeli olduklarmi, kalan 5 izolatin ise birbirleri ile iliskisiz tek iiyeli 5 kiime
olusturdugunu bildirmislerdir. Bu grup hastane enfeksiyonlarindan izole edilen
VRE’lerin hastanede yatan hastalarda kolonizasyon yetenegini arttiran, agregasyon
faktor-asal, enterokokal yiizey proteini-esp ve sitolizin operonundaki 5 genden olusan
sitolizin -cy/- gibi dnemli 3 virulans faktoriine sahip olduklarini, PFGE kaliplarinin bu
virulans  faktorlerinin ~ varligi ile birlikte degerlendirilmesinin  gerektigini
belirtmislerdir™’.

Buna karsilik Kimberly A.Nichol ve arkadaslarinin, ABD ve Kanada’daki 38
hastaneden toplanan 283 iiriner VRE izolatmin, vankomisin, teikoplanin direncinin yani
sira, klonaliteye dayali epidemiyolojik Ozelliklerinin PFGE ile arastirildigi
calismasinda, izolatlar arasinda genetik heterojenite oldugu, hastane ici ve hastaneler
aras1 VRE yayilimindaki artisa ragmen baskin bir klonal susun tespit edilemedigi

bildirilmistir. Bu heterojenlik, Kuzey Amerika’da VRE dagilimmin, hem glikopeptit
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direncinden sorumlu genetik elemanlarin horizontal transferi hem de poliklonal
yayilimini iceren karmasik bir slire¢ olmasina baglanmlstlrlzg.

Yine Raffaele Zarrilli ve arkadaslar1 (2005) Italya’da yaptiklari ve 68’i
E.faecalis ve 23’1 de E.faecium olmak iizere 91 enterokok izolatim1 degerlendirdikleri
bir calisma da PFGE yontemi ile ¢ok sayida gen kiimesi elde ettiklerini bildirerek,
izolatlar arasindaki heterojeniteyi endojen barsak mikroflorasindan sporadik suslara
baglamiglardir.

Lester ve arkadaslar1 da Danimarka’da VRE epidemiyolojisi ile ilgili yaptiklar:
long-term c¢aligmada 2002-2006 yillar1 arasindaki periyotta izole ettikler1 84 VR.
E.faecium izolatim1 MLST ve PFGE yontemleri ile degerlendirdikleri ¢aligmalarinda;
genel olarak Danimarka’da enterokok infeksiyonlarinda %68 oraninda bir artig
goriildiiglinii, bu artisin 6zellikle E.faecium tiiriinde oldugunu belirtmisler ve klonal
iligki yoniinden degerlendirdikleri 84 VR. E.faecium susunun MLST yontemi ile 10
farkli genotip icerisine dagildigini, ancak izolatlarm 82 (%97,6)’sinin CC17 dizisine
sahip olduklarini belirtmislerdir. Béylece CC17 dizisine sahip genotipin Danimarka’da
klinik E.faecium izolatlar1 arasinda baskin genotip oldugunu ve bu sonucun diger
Avrupa tllkeleri ile de uyumlu oldugunu vurgulamislardir. Ayni izolatlar1 PFGE ile
degerlendiren grup, suslarin sekiz major kiime icerisine dagildigmi belirlemislerdir. Bu
kiimelerden yedisinin spesifik bir ST 6zelligi gosterdikleri, ancak ayn1 PFGE kiimesi
icerisinde tek lokus veya iki lokus varyantlarin yer alabildigini tespit edilmislerdir.
Sonug¢ olarak MLST yonteminin PFGE yontemine gdre daha yiliksek ayirim giicline
sahip oldugunu ileri siirmiislerdir'*®.

Biz, PFGE yoOntemi ile hastane enfeksiyonu ile iligkili 33 VRE izolatimizin, en
biliytigii 27 tyeli olmak iizere, “A-F” olarak isimlendirdigimiz 6 kiime igerisinde
toplandiklarmi gordiik. (Sekil 9-10). Bizim %100-80 benzerlik orani ile en c¢ok liyeye
sahip olan “C” klonal kiimemiz icerisinde yer alan 27 susun tamami E.faecium 'du. Bu
kiimeyi yine tamami E.faecium izolatlarindan olusan 2 tiyeli D kiimesi izledi. Tek iiyeli
A ve B kiimelerinde de E.faecium izolatlar1 yer alirken, E ve F kiimelerinde diger
izolatlarla ve kendi aralarinda genetik yakmlik olmayan E.gallinorum ve E.avium
tiirlerine ait suslar yer aldi. Farkli tiirler olan E.gallinorum ve E. avium’un kendi
aralarinda ve diger E faecium 1izolatlarindan tamamen farkli PFGE profili

sergilemelerine karsilik, kalan 31 VR. E faeciium izolatindan 27’sinin 23 subtip(C;-C;3)
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ile bir tek kiime (C) icerisinde yer almasi, kalan 4 E.faeciium izolatindan 2 sinin tek
digerlerininde ayr1 ayr1 olmak iizere 3 farkli klonal kiime icerisinde yer almalari, PFGE
yonteminin, klonal farkliligin yani swa, tiir farkliligmni bile gosterebilen hastane
enfeksiyonlarinda VRE siirveyanst i¢in kullanilabilir epidemiyolojik sonuglar
yaratabilen, duyarli ve yiiksek aymrim giiciine sahip bir yontem oldugunu, hastanemizde
hastane ortamima egemen olan bir genotipin (C genotipi) varligmi, bu genotipin uzun
siiredir persiste ettigini (C;-C,3), ancak zaman zaman kii¢iik capl salginlara sebep
olabilen yeni genotiplerin (A, B ve D) hastaneye girdigini ortaya koymustur. Bu
bulgularimiz Pedro Alves D’azevedo ve arkadaslar1 ile S. Valdezate ve arkadaslarmin
calismalarinda belirttikleri gibi, PFGE yonteminin, hem kisa hemde uzun siireli VRE
siirveyansinda epidemiyolojik sonuglar ¢ikartabilecek yiiksek ayirim giicline sahip bir
metod oldugu seklindeki kanaatleri ile paralellik gostermektedir'”'*>.

Diger taraftan, endojen kolonizasyonu tanimlayan perirektal siirlintii 6rneklerinden
izole edilen 30 E.faecium izolatinin PFGE yontemi degerlendirilmesi sonucuda “A-N”
olarak tanimladigimiz 14 kiime tespit ettik (Sekil 13-14). Bu kiimelerden en ¢ok iiyeye
sahip olan1 12 tiyeli “I” kiimesi oldu. Kalan 18 izolatimiz biri 3 (F;,3), ticlide 2’ser
iyeli (A1, Ci2 ve L), diger 9 izolatta tek tiyeli 9 kiimeye dagildigini gordiik. Hastane
enfeksiyonu ile iliskili izolatlarimizin sayisinin daha c¢ok olmasina karsilik
kolonizasyonla iliskili izolatlarimiza oranla daha az sayida fakat anlaml derecede c¢ok
iyeli kiimeler icerisinde toplanmalari, yOntemin hastane enfeksiyonlarmnin
siirveyansindaki basarisini gostermektedir. Ancak kolonizasyonla iligkili izolatlarimiz
arasinda 12 iiyeli bir kiimenin bulunmasi ve suslarin tamamimin VR. E.faecium olarak
tanimlanmasi, bu izolatlarmda hastane kokenli olabilecekleri ihtimalini akla
getirmektedir.

Nitekim hastane enfeksiyonu 6zelligi tasimayan ancak klinik yakinmalar1 olup
klinik ve polikliniklerde takip edilen hastalara ait klinik 6rneklerden izole edilen 16
VSE susunun PFGE ile tiplendirilmesinde kiime sayisinin 10 (A-J) ve en biiyiik
kiimelerin de 5 iyeli “A” ile 3 iiyeli “C” kiimesi oldugunu tespit ettik (Sekil 17-18).
Kalan 8 izolat ise tek iiyeli 6zel kiimeler olusturdu. Bu grupta incelenen ve toplum
kokenli enfeksiyonlara yol agan izolatlarin sayilarinin az olmasma karsilik, c¢ok sayida
farkli genetik profil sergilemeleri, toplumda VRE kolonizasyonunun goriilmedigi veya

cok diisiik oranlarda oldugu sonucunun yani sira, kisinin barsak florasinda kolonizasyon
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gosteren enterokoklarin, barsagin mikrogevresinde bilinmeyen ¢ok sayidaki degiskenin
etkisi ile genetik modifikasyona ugrayarak, genotipik ¢esitliligi yarattigini diisiindiirdii.
Bu bulgumuz daha 6nceden bildirilen Raffaele Zarrilli ve arkadaslarmnin hipotezi ile de
uyumludur'*®.

Calismamizin en 6nemli amaci; elde edilen PFGE bulgularma dayanarak bir VRE
salgmin varhigini, salgm suslar1 arasindaki klonal iligkiyi gdstererek ortaya koymakti.
Bu sebeple hastanm klinik oykiisii ve orneklerin toplanma bdolgeleri dikkate alinarak
tanimlanan 3 grup igerisinde yer alan klinik materyalden izole edilen VRE izolatlarinin
grup icerisindeki klonal iligkileri kadar, gruplar arasi klonal iligkinin veya iliskisizligin
gosterilmesi de, PFGE yOnteminin, salgin tanimlamasindaki duyarhilik ve aymrim
giiciinii tespitte anlamli olacakti. Biz bu sebeple 3 grupta yer alan toplam 79 VRE/VSE
izolatmm PFGE kaliplarmi genel bir dendrogram {izerinde karsilastirdik. Bu
kiyaslamada degerlendirdigimiz 79 enterokok izolatinin en az %80 benzerlik gdsteren
28 klonal kiime icerisinde yer aldigmi gordiik. En biiylik kiime suglarin 35 (%44,3)’ini
icine alan “D” kiimesi idi (D;.30). Bu “D” kiimesinin icerisinde yer alan izolatlarm 20
(%57,1)’si hastane enfeksiyonu ve 12 (%34,3)’si kolonizasyona yol acan VRE izolat1
iken 3 (%8,6)’1 toplum kokenli VSE izolat1 idi (Sekil 21, Sekil 21-devami). Bu klonal
dagilim grup i¢i dagilim sonuglari ile kiyaslandiginda ¢ok daha ilging sonuclara ulasildi.
Geneldeki klonal kiime dagiliminda “D” kiimesi igerisinde yer alan hastane enfeksiyonu
ile iliskili 20 izolatin tamammin, hastane enfeksiyonu izolatlarnin degerlendirildigi
klonal kiimelenmede ayn1 “C” kiime igerisinde (Sekil 9-10) yer aldiklar1 gorildi. Yine
“D” genel kiime yapilanmas: igerisinde yer alan kolonizasyonla iliskili 12 izolatin da,
kolonizasyon kiimelenmesi igerisinde ayni “I” kiimesi (Sekil 13-14) igerisinde yer
aldiklarmi gordiik. Hastane enfeksiyonu ile iligkili “C” kiimesi icerisinde yer alan ve
genel kiimelenmede benzerlik oranlar1 %76,6 oldugu i¢cin “D” kiimesi disinda kalan 7
izolattan 4’iinlin genel kiimelenmede “F” kiimesini, 2’sinin “G” kiimesini ve birisinin
de bir kolonizasyon izolat1 “VRE-K95” ile birlikte iki iiyesi olan “H” kiimesini
olusturduklarint gordiik. Bu 7 susun genel dendogramda farkli kiimeler olusturmalari,
dendogramin degerlendirilen 6rnek sayisindaki artiga paralel olarak duyarliliginin yani
ayirmm giicliniin arttigint ortaya koymustur. Bu bulguda “farki farklilikda” arayan

genotipleme yonteminin duyarliligini tespit i¢in son derece olumlu bir sonugtur.
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Yiiksek ayirim giicline sahip epidemiyolojik siirveyans yOntemlerin yaratilmasi
arayislarmin basladig1 donemde restriksiyon enzimlerinin kullanildigi ve/veya niikleik
asit amplifikasyonunu baz alan ¢ok sayida yontem denenmistir. Bunlar arasinda
nispeten daha basit, ucuz ve hizli, ancak tekrarlanabilirligi diisiik bir yontem olan
RAPD farkli bakterilerde bircok arastirmact tarafindan kullanilmistir. VRE
siirveyansinda da bu yontem alternatif bir yontem olarak denenmis ve sonuglari
tartistlmistir. Mesela Noe“lle Barbier ve arkadaslari, (1996) Fransa da bir kanser
hastanesinde 40 aylik peryotta izole ettikleri 60 VR. E.faecium izolatim1 PFGE ve RAPD
yontemleri ile degerlendirmislerdir. Arastirmacilar RAPD’m, daha diisiik ayirim giicline
sahip olmakla beraber PFGE gibi hastane kokenli VRE siirveyansinda
kullanilabilecegini bildirmislerdir'*”.

Diger taraftan N.van den Braak ve arkadaslarinin (2000) VRE klinik
izolatlarinin genotiplendirilmesinde RAPD ve PFGE yontemlerini karsilastirdiklar: ve
50’si Hollanda ve 50’si Ingiltere’de izole edilmis E.faecium, E.faecalis, E.gallinorum,
E.avium ve E.casseliflavus tirlerinden olusan 100 VRE izolatim1 degerlendirdikleri
calismalarinda; RAPD ve PFGE sonuglarinin birbirine benzer oldugunu belirterek, her
iki yonteminde birbirleri i¢in iyi bir alternatif oldugunu Vurgulamlslardlrmo.

Ancak Vancanneyt ve arkadaslarmin (2002), Belgika, Almanya, Yunanistan,
Irlanda ve Hollanda gibi farkli Avrupa iilkeleri ile birkag Avrupa dis1 iilkede, insan,
hayvan ve besin gibi ¢esitli kaynaklardan izole edilen vankomisin duyarl ve direngli 78
E.faecium izolatint RAPD, AFLP ve PFGE teknigi ile inceledikleri ¢aligmalarinda;
RAPD-PCR tekniginin tekrarlanabilirliginin 0,91, PFGE tekniginin
tekrarlanabilirliginin de 0,93 oldugunu bildirmislerdir'*'.

Ayrica Werner ve arkadaslar1 da (2003), 24 enterokok izolatinin genetik
iligkilerini tespit amaci ile RAPD, AFLP ve PFGE yontemlerini karsilastirdiklari
calismalarinda; PFGE ile 24 transkonjugatin 22 sini klonal olarak iligkili, 2’sini de 3
banttan fazla farklilik gosteren muhtemel iligkili suslar olarak tanimlamiglardir. RAPD
yontemi ile yaptiklar1 degerlendirme de 3 farkli primer ile calismiglar ve 2. ve 3.
primerlerle transkonjugatlarin tamaminin benzer oldugunu, RAPD 1 primeri ile 2 farkl
tip elde ettiklerini bildirmislerdir. AFLP ile biitiin transkonjugatlar1 major iligkili bulan
grup, RAPD yonteminin genomdaki mindr degisiklikleri gosteremedigi, diisiik

tekrarlanabilirlik ve diisiik ayrim giicii olmasi sebebi ile bu yonteminin PFGE veya
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AFLP yonteminin yerini alabilecek bir alternatif yontem olmadigini bildirmis ve
PFGE’nin genotiplemede halen 6nerilen metot oldugunu vurgulamuslardir'**.

Biz her ii¢ grupta yer alan ve PFGE yOntemi ile degerlendirdigimiz 79
izolatimizi RAPD ile de degerlendirdik. Hastane enfeksiyonu ile iligskili 33 VRE

(13

izolatimizin, RAPD yontemi ile inceledigimizde, “a-1” olarak adlandirilan 12 farkli gen
kiimesi elde ettik (Sekil 11-12). Bu kiimeler icerisinde en fazla iiyeye sahip olan “a”
kiimesi i¢erisinde 8 izolatin yer aldigi, bunu 6 izolattan olusan “e” kiimesinin izledigini
gordiik. RAPD ile elde ettigimiz 12 gen kiimesi bu yontemin, sadece 6 gen kiimesi
veren PFGE’den daha yliksek ayirim giiciine sahip oldugunu géstermistir. Ancak her iki
yontemle olusan kiimelerdeki tiyelerin klonal iliski yoniinden dagilimlarinin benzerlik
gostermedigini ayrica fenotipik yontemlerle E.avium olarak tanimlanan ve PFGE
tiplendirmesinde tek iiyeli 6zel “E” kiimesini olusturan VRE-I-31 izolatmin RAPD
yontemi ile yapilan gen kiimelendirmesinde PFGE ile “C5” olarak tanimlanan VRE-I-
65 E.faecium izolat1 ile % 100 benzer bulundugu goriilmiistiir. Diger taraftan aymi
primerler ve test sartlarini1 uygulayarak RAPD’1 tekrarladigimizda farkli band sayist ve
dendrogram elde ettik. Bu sonu¢ RAPD’in ayirim giiciiniin yiiksekligine karsilik
spesifitesinin ve duyarliligmin diisiik oldugunu gdéstermistir.

Kolonizasyona sebep olan 30 VRE izolatinin RAPD ile tiplendirilmesi sonucu
14 farkli kiimede (a-n) yer aldig1 ve en biiylik kiimenin 4 {iyeli “a” kiimesi oldugu ve
ardindan 3’er iiyeli b, h, 1, j ve 2’ser iiyeli d, e, f, g, 1 kiimelerinin geldigi ve 1 tlyeli 4
kiimenin yer aldigini tespit ettik.(Sekil 15-16). RAPD ile elde edilen profillerin PFGE
ile karsilastirilmasi: sonucu; RAPD ile %100 benzerlik gosteren izolatlarm PFGE ile
farkli kiimelerde yer aldigi ve aynmi sekilde PFGE ile %100 band benzerligi olan
izolatlarin RAPD yontemi ile degisik kiimelerde bulundugu ve bu grupta da iki
yontemin birbiri ile uyum gdstermedigi tespit edilmistir.

Diger taraftan RAPD ile incelenen 16 VSE susunun “a-k” olarak adlandirilan 11
RAPD kiimesi olusturduklar1 gdzlenmistir. 3’er iiyeli “a ““ ve “h” kiimeleri ve 2 iiyeli
“e” kiimesi ve 1’er liyeli 8 kiime elde edildi (Sekil 19-20) “a” kiimesinde yer alan 3
izolatin PFGE’ile de tek kiime igerisinde yer aldig1 ancak “h” kiimesi icerisinde yer alan
3 izolatin PFGE ile yapilan tiplendirmede 3 farkli gen kiimesi igerisinde yer aldiklar1
goriilmiistiir. Sonug¢ olarak her {i¢ grupta da PFGE ve RAPD sonuglarina dayali

olusturulan kiimelerin say1 ve iiye dagilimlarinin benzer olmadiklary, ayni 6rneklerin
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tekrarlanan RAPD sonuglarmm birbiri ile uyumsuz oldugu, yani RAPD’m
tekrarlanabilirlik degerinin diisiik oldugu, ancak PFGE yonteminin long-term ve short-
term salgin siirveyansinda giivenilir, yliksek ayirim giicline sahip, standardize edilebilir

bir molekiiler epidemiyolojik yontem oldugu kanaatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hastane enfeksiyonlarina yol acan VRE suslarinin epidemiyolojik siirveyansinda
kullanilan PFGE ve RAPD testlerinin uygulanabilirliklerinin, 33°{i hastane enfeksiyonu
ile uyumlu hastalara ait klinik materyallerden, 30’u hastanede yogun bakim
servislerinde takip edilen ancak enfeksiyon bulgu ve yakinmasi olmayan hastalarin
perirektal siiriintii 6rneklerinden, kolonizasyona isaret olmak {izere izole edilen ve 16’s1
da ¢esitli poliklinik ve kliniklerde takip edilen ancak hastane enfeksiyonuna uymayan
Oykiiye sahip olan hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilmis olan 79 enterokok izolati
kullanilarak, test edildigi bu ¢alisma sonunda;

I- Toplumda VSE yaygm iken, hastanemizde VRE hakimiyetinin oldugu,

2- Ogzellikle glikopeptit grubu antibiyotikler basta olmak iizere beta-laktam ve
aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi kolay direng gelistiren ve direng ile ilgili
mobil elementleri paylasabilen FE.faecium suslarinin gerek hastane kokenli
enfeksiyonlardan sorumlu izolatlar (%93,4), gerekse hastanedeki kolonizasyonu yaratan
enterokok izolatlar1 arasinda (%100) baskin tiir oldugu, ancak bu tiiriin toplumda da
%350 gibi yiiksek oranlara ulastig1 icin izlenmesi gerektigi,

3- Hastane enfeksiyonu ile iligkili izolatlar ile hastanede kolonizasyon yaratan
izolatlardan, E.faecium olarak tanimlanan izolatlarm tamami ile E.gallinorum ve
E.avium izolatlarimizin vankomisine kars1 direngli olup bu suslar arasinda teikoplanin
direncinin (%93,5-%80) gibi yliksek oranlara ulasarak diinya ortalamalarini yakaladigi
ve ABD verilerini gectigi, ancak toplum kokenli izolatlarimizda glikopeptit grubu
antibiyotiklerin hi¢ birisine heniiz diren¢ gelismemis oldugu,

4- Zaman zaman yatan hastanin endojen florasindan kaynaklanan enfeksiyonlar
ve kiiclik salgmlar ile kolonizasyonlar goriilmesine ragmen, hastane kokenli VRE
enfeksiyonlarinin, hastaneye egemen bir salgin susundan kaynaklandigi, ancak bu susun

uzun siireden beri hastanede persiste etmesi sebebi ile genomunda bazi mutasyonlarin
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meydana geldigi, kolonizasyonla iligkili suslarin da PFGE yontemi ile, genel olarak
hem kendi i¢lerinde biiylik klonal kiimeler olusturduklar1 hemde enfeksiyon suslari ile
iligkili bir biiylik klonal kiime olusturduklari, bu sebeplede PFGE ydnteminin yiiksek
ayirim giiciine sahip bir yontem olarak salgin slirveyansinda kullanilabilecegi,

5- RAPD yoOnteminin diisiik tekrarlanabilirlik ve duyarlilifa sahip sonuglar
irettigi icin PFGE yOnteminin bir alternatifi olamayacagi kanaatine varilmistir. Bu
sonuglara dayanarak asagidaki oneriler ¢ikarimistir.

a-Hastane kokenli VRE enfeksiyonlar1 i¢in, saglik ¢alisanlari, hasta ve hasta
yakinlarin1 hedef alan hastane sartlarina gore diizenlenmis yeni Onleyici rehberler
olusturulmali ve egitim ¢alismalarma hiz verilmelidir.

b-Basta VRE olmak iizere tiim hastane enfeksiyonu etkenlerine yonelik olarak
aktif siirveyans yapilmali ve bu siirveyans da mikrobiyoloji laboratuarlar1 daha etkin
kullanilmalidir.

c-VRE izolatlarinda glikopeptit grubu antibiyotik tiirevlerinin tiimiine karsi

direng sorgulanmali ve antibiyotik kullanimi kontrol edilmelidir.
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