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OZET

Eyiip, BS. (2023) Linezolidin Vankomisine Diren¢li Enterokok Suslarina Etkisinin
Cesitli Yontemlerle Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1bbi
Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Antibiyotikler, tedavide kullanilmaya baglanmasindan itibaren, hastaliklarin
Onlenmesinde ve tedavisinde, onemli rol oynamislardir. Bununla birlikte, bakterilerde
diren¢ sorununun ortaya ¢ikmasi ve giderek artmasi tedaviyi zorlagtirmistir.
Enterokoklar, ozellikle saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlar olmak iizere, ¢esitli
enfeksiyonlarin etkenidirler. Enfeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilan bir¢ok
antibiyotige dogal olarak direngli olan enterokoklarda, son yillarda artan glikopeptit
direncinden dolayi, tedavi segenekleri kisitlanmaktadir. Oksazolidinon grubu
antibiyotiklerin ilk iiyesi olan linezolid, 6zellikle vankomisine direngli enterokoklarin
sebep oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde dnemli bir antibiyotiktir. Fakat son yillarda
klinik enterokok suslarinda giderek artan oranlarda linezolid direnci rapor edilmektedir.

Bu calismada, 2022-2023 yillar1 arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin gesitli
kliniklerinde yatan hastalarin rektal siiriintii 6rneklerinden izole edilen 50 VRE susunda
linezolidin etkinligi disk difiizyon, E-test ve mikrodiliisyon metodlar ile aragtirilmastir.
Enterokok suslarinin tiir tanimlamasi GP24 Diagnostics kiti ile yapilmustir.

Calismamizda, suslarin 48’1 (%96) Enterococcus casseliflavus ve 2 (%4) sus
Enterococcus faecium olarak tanimlanmistir. Linezolid MIKsogo degerleri sirasiyla
mikrodiliisyon metodu 2, 2 ug/ml ve E-test metodu ile 2, 3 pg/ml olarak saptanmuistir.
Disk diflizyon, E-test ve mikrodiliisyon metodlart ile tiim suslar (%100) linezolide duyarlt
olarak tespit edilmistir. Linezolid VRE enfeksiyonlari tedavisinde Onemli bir
antimikrobiyal ajandir. Direng gelismemesi igin gereksiz kullanimin 6nlenmesi ve yeterli
tedavi siirelerinde kullanilmasi 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Vankomisine direngli enterokoklar, Linezolid, Disk diflizyon,
Mikrodiliisyon, E-test

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 39355
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ABSTRACT

Eyilip, BS. (2023). Investigation of The Effect of Linezolid Against Vancomycin-
Resistant Enterococci by Various Methods. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Medical Microbiology. Master Thesis. Istanbul.

Antibiotics have played an important role in the prevention and treatment of diseases
since they began to be used in treatment. However, the emergence and gradual increase
of resistance in bacteria have made treatment difficult. Enterococci are the causative
agents of various infections, primarily healthcare-associated infections. In enterococci,
which are naturally resistant to many antibiotics commonly used in the treatment of
infections, treatment options are limited due to the increasing glycopeptide resistance in
recent years.

Linezolid, the first member of the oxazolidinone group of antibiotics, is an important
antibiotic, especially in the treatment of infections caused by vancomycin-resistant
enterococci. However, in recent years, increasing rates of linezolid resistance have been
reported in clinical enterococci strains.

In this study, the efficacy of linezolid in 50 VRE strains isolated from rectal swab samples
of patients hospitalized in various clinics of Istanbul Medical Faculty Hospital’s between
2022 and 2023 was investigated by disc diffusion, E-test, microdilution methods. Species
identification of Enterococcus was made with the GP24 Diagnostics kit.

In our study, 48 (96%) strains were identified as Enterococcus casseliflavus and 2 (4%)
as Enterococcus faecium. The MICsp g0 Of linezolid were determined as 2, 2 pg/ml by
microdilution and 2, 3 pg/ml by E-test method, respectively. All strains (100%) were
determined to be susceptible to linezolid by disc diffusion, E-test, microdilution method.
Linezolid is an important antimicrobial agent in the treatment of VRE infections. It is
important to prevent unnecessary use and to use it for adequate treatment periods so that
resistance does not develop.

Key Words: Vancomycin-resistant enterococci, Linezolid, Disc diffusion,
Microdilution, E-test

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
39355



1. GIRIS VE AMAC

Saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlar (Healthcare-associated infections, HCAIS)
olarak bilinen nozokomiyal enfeksiyonlar, ilk kez hastaneye yatistan 48 saat veya daha
uzun siire sonra ve saglik hizmeti aldiktan sonraki 30 giin i¢inde ortaya c¢ikan, hastane

veya saglik hizmeti biriminde edinilmis enfeksiyonlardir (1).

Enterokoklar, insanlarin ve diger birgok hayvanin bagirsaklarinda yasayan 6nemli
komensal bakterilerdir (2). Enterokoklar, saglik hizmeti ortamlarinda hastalarda kan
dolasimi, cerrahi bolge ve idrar yolu enfeksiyonlart dahil olmak iizere ciddi
enfeksiyonlara neden olabilir (3). Enterokoklar, ¢esitli antimikrobiyallere (6rn., penisilin,
ampisilin ve ¢ogu sefalosporinler) karst dogal-i¢sel direngleri ve hizla viriilans ve ¢oklu
ilag direnci belirleyicileri kazanma kapasiteleri nedeniyle 6nemli nozokomiyal patojenler

olarak kabul edilirler (4).

Coklu ilaca direngli enterokoklar, 6zellikle ciddi hasta ve bagisiklig1 baskilanmis
hastalar arasinda, saglik hizmetiyle iliskili enfeksiyonlarin nedensel bir ajani olarak artan
bir prevalansta ortaya ¢ikmaktadir (5). Birgok antibiyotige karsi i¢sel direngleri ve
vankomisine diren¢ kazanmalari, bu organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in

mevcut terapotik seceneklerin hizla azalmasinda 6nemli bir rol oynar (6).

Standart antibiyotiklere direncin giderek yayginlastigi mevcut ortamda, linezolid,
¢oklu ilaca direncli stafilokoklar ve enterokoklar da dahil olmak iizere, klinik olarak

onemli bir dizi gram-pozitif koka kars1 etkinligi nedeniyle 6nemli bir ilagtir (7).

Sentetik bir oksazolidinon antibiyotik olan linezolid, gram pozitif koklara kars1
yeni bir tedavi secenegi olarak ilk kez 2000 yili baslarinda piyasaya siiriilmiistiir (6).
Linezolid, oksazolidinonlarmn klinik kullanim i¢in mevcut olan tek iiyesidir. Organizma
ve linezolid konsantrasyonuna bagli olarak protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik
veya bakterisidal etki gosteren sentetik bir antibiyotiktir. Linezolid, stafilokoklar,
streptokoklar (Streptococcus pneumoniae dahil) ve enterokoklarin neden oldugu
nozokomiyal pndmoni, toplum kokenli pndmoni ve komplike deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in uygundur, ozellikle bu organizmalar diger uygun

antimikrobiyal ajanlara direngliyse (8).



Linezolidin klinik kullanimimin baslamasindan sonra enterokoklarin klinik
izolatlarinda diisiik oranda da olsa diren¢ olusmaya baslamis ve bu direncin daha 6nceki

linezolid kullanimina ve tedavi siiresine bagli oldugu bulunmustur (6).

Linezolide kars1 klinik izolatlarda direng gelisimi, bu ajan i¢in duyarlilik testlerine
daha fazla dikkat gosterilmesini saglamali ve bu ilacin terapdtik kullanimi gz oniinde

bulundurularak dikkate alinmalidir (7).

Bu c¢alismada, 2022-2023 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi Hastanesinde hastalarin rektal siiriintii Orneklerinden izole edilen VRE
suslarinda linezolidin in vitro etkinliginin disk difiizyon, E-test ve mikrodiliisyon
yontemleri ile arastirilmasi ve boylece linezolidin VRE suslarina etkinliginin kalitatif ve

kantitatif yontemler ile degerlendirilmesi amac¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Enterokoklar
2.1.1. Tarihge

Enterokoklar ¢ok oncelerden var olan eski bir cinstir. Enterococcus cinsi, onceleri
Streptococcus cinsi i¢inde gruplandirilmistir. 1984 yilinda 16S rRNA'nin dizi
farkliligindan dolay1 Enterococcus cinsi olarak adlandirilmistir. Enterokoklar, insanlarin,
hayvanlarin ve boceklerin bagirsaginda ve bu organizmalarin yasadig bitkide, toprak ve
suda yasarlar (9). Streptococcus feacalis ismi ilk olarak Andrewes ve Horder tarafindan,
endokarditli bir hastadan izole edilmis organizma i¢in kullanilmigtir (10). Birinci Diinya
Savasi'nda, bu organizmanin kolonize olup olmadig1 veya gergekten enfeksiyona neden
olup olmadigi1 tam olarak belirlenmemis olsada, bazi yazarlar enterokoklar tarafindan
meydana gelen yara enfeksiyonlari bildirmistir. Bu yillarda bildirilen diger enterokok

enfeksiyonlart osteomiyelit, kolesistit ve dis enfeksiyonunu igerir (10).

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesi, muhtemelen 20. yiizyilin en biiyiik
tibbi gelismesi olmustur. Bununla birlikte, bu degerli bilesiklerin yanlis kullanimi,
antimikrobiyal direncin (AMR) hizl1 bir sekilde artmasina ve bazi enfeksiyonlarin tedavi

edilememesine neden olmustur (11).

2.1.2. Genel Ozellikleri

Enterokoklar, insanlarin ve omurgasizlar dahil diger bircok hayvanin
bagirsaginda kommensal olarak yasayan Onemli bakterilerdir. Yenidoganlarda ilk
kolonize olan bakterilerdir ve erigkin saglikli bagirsak mikrobiyotasinin dnemli bir

bolimiinii olustururlar (2).

Streptococcus ve Enterococcus cinsi, tipik olarak giftler veya zincirler halinde
diizenlenmis ¢esitli gram pozitif koklardir. Cogu fakiiltatif anaerobtur, bazilar1 yalnizca
karbondioksitle zenginlestirilmis bir atmosferde ftrer (kapnofilik iireme). Besin
gereksinimleri karmasiktir ve izolasyon i¢in kan veya serumla zenginlestirilmis
ortamlarin kullanilmasini gerektirir. Karbonhidratlar fermente edilir, laktik asit tiretimi
ile sonuglanir ve Staphylococcus tiirlerinden farkli olarak streptokoklar ve enterokoklar
katalaz negatiftir. Streptococcus ve Enterococcus cinsi en sik izole edilen ve insan

hastaligindan en yaygin olarak sorumlu olan bakterilerdir (12).



En sik izole edilen ve klinik olarak onemli tiirler Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium'dur. Enterococcus gallinarum ve Enterococcus casseliflavus
ayrica insan bagirsak florasinda yaygin olarak bulunur ve bu tiirler intrinsik olarak
vankomisine direngli olduklar1 i¢in Onemlidir (12). Enterococcus gallinarum ve
Enterococcus casseliflavus/flavescens, E. gallinarum grubuna ait, vankomisine intrinsik
olarak direngli enterokoklardir. Esas olarak saglik hizmetiyle iligkili enfeksiyonlardan,
Ozellikle kan, idrar yolu ve cerrahi yara enfeksiyonlarindan sorumludurlar. Plazmidlerin
neden oldugu Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium'un vankomisin direncinden
farkli olarak, intrinsik vankomisin direnci vardir ve farkli enfeksiyon kontrol sorunlar
ortaya ¢ikarir. E. gallinarum ve E. casseliflavus/flavescens enfeksiyonu veya
kolonizasyonu vakalarinda enfeksiyon kontrol Onlemlerinin uygulanmasi, ozellikle
salginlar veya potansiyel bir bulasic1 vankomisine direng fenotipi barindirdig: varsayilan
izolatlar igin vaka bazinda degerlendirilmelidir (13). Enterococcus cinsinin iiyeleri, zorlu
kosullar altinda hayatta kalabilen ve degisen her ortama hizla uyum saglayabilen ¢ok
yonlii mikroorganizmalar olarak bilinir. Biyolojik yapilari, mutasyonlara ve yliksek
oranda DNA rekombinasyonuna izin verir. Bu da degisen sartlarda hayatta kalmay1
kolaylastirir. 1980’lerin ortalarindan, yani vankomisin direnci ilk kez klinik E. faecium
ve E.faecalis suslarinda ortaya c¢iktigindan bu yana, enterokoklarin onemi giderek
artirmigtir. Hastane ortamindan izole edilen vankomisine direngli enterokok (VRE)
suslarinin ¢ogu, yiiksek MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) degerlerine sahiptir.
E. faecium ve E. feacalis genellikle aminoglikozitlere kars1 yiiksek diizeyde direnglidir
(HLAR). Bu nedenle, oksazolidinonlar (Linezolid, tedizolid), yeni tetrasiklinler
(tigesiklin) ve lipopeptidler (daptomisin) dahil olmak iizere sadece birkac terapotik
secenek, ¢oklu ilaca direngli VRE enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilmektedir.
Bircok tilkede ve saglik bakimi ortamlarinda VRE'nin artan prevalansi, bu tiir son care
antibiyotiklerin yogun kullanimi ve enterokoklarin diren¢ kodlayan yeni DNA
fragmanlarin1 kolayca elde etme yetenegi, bu bilesiklere direng gelistirmek i¢in segici
baskiy1 arttirmaktadir. Enterokoklarin yiiksek rekombinasyon hizina sahip genetik yapisi
ve genom i¢inde mobil genetik elementlerin siklikla ortaya ¢ikmasi, yeni direng
fenotiplerinin olugsmasma sebep olur ve dogal yasam alanlarina kolay uyum

gostermelerini saglar (2).



2.1.3. Smiflandirma

1937'de Sherman, streptokoklar1 dort kategoriye ayirmistir. Sherman'in dort
kategorisi sunlardi; piyojenik streptokoklar, viridans streptokoklar, laktik streptokoklar
ve enterokoklar. Piyojenik streptokoklar, tanimlanmis grup antijenleri (A, B, C, E, F ve
G) ile beta-hemolitik suslar1 igermektedir. Streptokoklarin bu bolimii, gliniimiiziin
serogruplamaya dayali tanimlama sistemleri ile tanimlanabilmektedir. Sherman'in
viridans boliimii, beta-hemolitik olmayan, yiiksek pH biiyiime kosullarina, tuza toleransi
olmayan ve 10°C'de iiremeyen streptokok tiirlerini igerir. Laktik streptokoklar, 6ncelikle
siit ve siit {iriinleri iiretimi ile iliskili suslar igeriyordu. insan enfeksiyonlari ile iliskili
degildiler. Laktik streptokoklar, 1980'lerin ortalarinda Lactococcus cinsi olarak yeniden
siniflandirildi.  Sherman'in  dordiinci  boliimii  enterokok olarak adlandirilmistir.
Enterokoklarin bazilar1 beta-hemolitik olmasina ragmen, yiiksek pH, yiiksek tuz
konsantrasyonlart ve genis bir sicaklik araliginda (10 ila 45 °C) iireme kapasitesi gibi
ozellikleri ile diger ti¢ boliimden ayirmistir (14). Enterococcus cinsi, kimyasal ve fiziksel
ajanlara kars1 daha yiiksek direncleri ile ayirt edilen ve serolojik grup D streptokoklarin
cogunu barindiran Streptococcus cinsi i¢inde ayr1 bir kategori olarak kabul edildiler (15).
Enterococcus tiirlerinin taksonomisi, 1980'lerin ortalarindan bu yana 6nemli bir degisime
ugramistir. Taksonomik analizler i¢in genetik tekniklerin yaygin olarak kullanilmasindan
once enterokoklar, 10°C ve 45°C’de ireme, %6.5 sodyum kloriir (NaCl) varliginda
tireme, pH 9.6’da iireme, %40 safra varliginda eskulini hidroliz etme yetenegi ve
pyrolidinil arilamidaz iiretmesi ile streptokoklardan ve ilgili taxonlardan ayirt edilmistir
(16). Molekiiler yontemlerin tanitilmasindan sonra, enterokoklar, 1984 yilinda
Streptococcus cinsinin bdliinmesi ve Enterococcus'un ayri bir cins olarak taninmasiyla
baglayan Onemli taksonomik degisikliklere ugramistir. Streptococcus faecalis ve
Streptococcus faecium, sirastyla Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium olarak
yeni cinse aktarilan ilk tiirler olmustur. Daha sonra, daha onceki diger streptokok tiirleri
ve alt tiirleri transfer edilmis ve Enterococcus cinsinin lyeleri olarak yeni isimler
almislardir. Molekiiler tekniklerin kullanimi, enterokoklarin siniflandirilmasinda 6nemli
gelismelere yol agmustir. 16S rRNA geninin kismen veya neredeyse tamaminin

dizilenmesi, enterokok tiirlerinin tanimlanmasini gergeklestirmistir (15).



2.1.4. Fizyoloji Ve Yap1

Enterokoklar, tipik olarak ciftler ve kisa zincirler halinde diizenlenmis gram
pozitif koklardir. Koklar hem aerobik hem de anaerobik olarak genis bir sicaklik
araliginda (10°C ila 45°), genis bir pH araliginda ve yliksek konsantrasyonlarda NaCl ve
safra tuzlarimin varliginda tirer. Glikoz fermentasyonu sonunda laktik asit olusur. Bundan
dolayi, enterokoklara laktik asit bakterileri denir. Zenginlestirilmis koyun kanli agarda,
24 saatlik inkiibasyondan sonra, hemolitik olmayan, a-hemolitik veya nadiren [-

hemolitik goériinen biiyiik koloniler seklinde iirerler (12).

2.1.5. Patogenez

Enterokoklar, stafilokoklar veya streptokoklar gibi genis virlilans faktorleri
yelpazesine sahip olmamasina ragmen, antibiyotiklere direngli suslarla hayati tehdit eden
hastaliklara sebep olmasi nedeniyle 6nemli bakterilerdir. Hastanede yatan hastalarda
ciddi enfeksiyonlara sebep olabilirler. Viriilansa iki genel 6zellik aracilik eder; bunlar
dokulara tutunma ve biyofilm olusturma yetenegi ile antibiyotik direncidir. Yiizey
proteinleri, membran glikolipidleri, jelatinaz ve pili dahil olmak iizere yapisma ve
biyofilm olusumuna aracilik eden bir dizi faktor tanimlanmistir. Ek olarak, enterokoklar
ya yaygin olarak kullanilan bir¢ok antibiyotige (6rn., oksasilin, sefalosporinler) dogal
olarak direnglidir ya da edinilmis direng genlerine (6rn., aminoglikozitlere, vankomisin)
sahiptir (12). Coklu ilaca direngli enterokok enfeksiyonu sorununun biiyiik bir kismina
Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium’un farkli suslar1 neden olur. Hastaneye
adapte olmus, ¢ogul ilag direncine sahip E. faecalis suslar1 (kokenleri) CC2, CC9, CC28
ve CC40 multilokus klonal kiimelerini kapsar/igerir. Bu durumda, bu koékenleri (suslari)
kommensal E.feacalis ve E. faecium suslarindan ayiran 6zellik nedir? Her iki tiirde de
cesitli/farkli 6zellikler hareketli elementler iizerinde kodlanmistir ve bundan dolayida
genomlar kommensal suslarin genomlarindan 6nemli 6l¢lide uzundur. Hastane sartlarina
uyum saglamis klonal kokenlerin (suslarin) ayni zamanda hastadan hastaya istiin
bulasma yetenekleri vardir ve digerlerinden daha kolay bulasirlar. E. faecalis susunda
agregasyon maddesi (AS) olarak adlandirilan bir protein, antibiyotik direngli plazmitler
tarafindan kodlanir. AS, ¢esitli enfeksiyonlar1 siddetlendirmesi bakimindan énemli bir
enterokokal viriilans faktoriidiir. AS, E. faecalis'in yilizey proteinidir. Dokularda ve tibbi
cihazlarda bakteriyel tutunma ve kalicilik ile sonuglanan biyofilm olusumuna katkida

bulunur (9). E. faecalis suslarmin %30’u insana ve tavsana etki eden hiicre dis1 bir



sitolizin/hemolizin iretir. Bu sitolizin/hemolizin, makrofajlar ve polimorfoniikleer
notrofiller dahil olmak {izere bir dizi 6karyotik hiicre tipi i¢in dldiiriictidiir (16). Sitolizin,
hemen hemen tiim Gram pozitif bakteri tiirlerine kars1 etkili olan genis 6l¢iide aktif bir
bakteriyosindir. AS gibi sitolizin de hem Kklinik hem de diger E. faecalis suslarinda
bulunur. Enterokoklarda diger bir viriilans faktorii ¢oklu ilaca direngli, hastaneye uyum
saglamis enterokok suslarinda muhtemelen diger secici baskilara yanit olarak gelisen bir
faktor, yiizey proteini Esp (Ekstraseliiler yiizey proteini)'dir. Esp, hem E. faecalis hem de
E. faecium'un 6nde gelen hastane suslarinda yer alir. S. aureus ve enterokoklarda Esp,
dokularda tutunmasmi ve biyofilm olusumunu destekler. Bu baglanma bakterinin
enfeksiyon bolgelerinde kaliciligina ve hayatta kalmasina katkida bulunur (9). E. faecalis
ve E. faecium, Espfs ve Espfm olarak adlandirilan ve organizmalarin hiicre yiizeyinden
geri cekilebilme yetenekleriyle antikorlardan kagmalarini saglayan benzersiz bir yiizey
proteini retir. Bu molekiiller, biyofilm olusumunda yer alir ve hayvan modellerinde
endokardit ve idrar yolu enfeksiyonlarinin patogenezinde rol oynar. Salgilanan diger
enterokokal viriilans faktorleri arasinda iki proteaz bulunur: gelatinase (GelE) ve hiicre
dist serin proteaz (SprE). GelE proteaz, konak doku proteinlerini bozar ve ayrica
enterokokal otolizin aktivasyonunda ve biyofilmin olusmasinda katki saglar. Enterokok
hiicre yiizeyinde ayrica pili bulunur, baglanma ve biyofilm olusumunda rol oynar. E.
faecalis’te, cps (kapsiiler polisakkarit) lotus, Lipoteikoik asitler (LTA) ve Epa
(enterokokal polisakkarit antijeni) tarafindan kodlanan hiicre yiizeyi ile iligkili
polisakkaritler, bu organizmalarin kompleman aracili opsonizasyona ve fagositoza
direnci saglar, organizmanin konakta yayilmasini kolaylastirir, hiicre zarlar1 boyunca yer
degistirmesini kolaylastirir, enterokokal iriner sistem ve peritoneal enfeksiyonlarin

patogenezinde rol oynar (16).

2.1.6. Klinik Tablo

Enterokoklar, 0Ozellikle hastanede yatan hastalarda 6nemli patojenlerdir ve
nozokomiyal enfeksiyonlarin en yaygin nedenlerinden biridirler. Siklikla iiriner sistem
enfeksiyonlarma yol acarlar ve enfeksiyonlar siklikla {iriner kateterizasyon veya
enstriimantasyon ile iligkilidir. Bu enfeksiyonlar asemptomatik, karmasik olmayan sistit
veya piyelonefritle iliskili sistit seklinde goriiliirler. Enterokoklar, idrar yolundan,
peritondan veya lokalize bir yara enfeksiyonundan kana gegebilirler. Ayrica, enterokokal

bakteriyemi, enterokokal endokarditten ¢ok daha yaygindir. Endokardit olmaksizin



enterokokal bakteriyemi nedeni genellikle tiriner sistemdir. Karin igi, safra, pelvik ve
yaradan kaynaklanan enfeksiyonlarda yaygindir (10). Enterokok tiirleri komplike idrar
yolu enfeksiyonuna, bakteriyemiye, endokardite, karin i¢i ve pelvik enfeksiyonlara, yara
ve yumusak doku enfeksiyonlarina, yenidogan sepsisine ve nadiren meningite neden olur
(16). Endokardit ozellikle ciddi bir enfeksiyondur ¢iinkii bir¢ok enterokok en sik
kullanilan antibiyotiklere direnglidir (12). Enterokoklar ayrica tiim endokardit vakalarinin
%5 ila %20'sine neden olur ve incelenen hasta popiilasyonuna bagli olarak bu
enfeksiyonun ikinci veya tg¢iincii en yaygin nedenidir (16). Nozokomiyal enterokok
enfeksiyonlarinin ¢ogunda, organizmanin hastanin florasindan m1 kaynaklandig1 yoksa
hastaneye yatistan sonra mi1 edinildigi bilinmemektedir. Enterokoklar, hastane kaynakli

enfeksiyonlarin 6nemli nedenlerinden biridir (10).

2.1.7. Laboratuvar Tamsy/identifikasyon

Enterokoklar, kanli agar ve ¢ikolata agar gibi secici olmayan besiyerlerinde
kolaylikla tirerler. Gram boyali 6rneklerde S. pneumoniae'ye benzesede, organizmalar
basit biyokimyasal reaksiyonlar temelinde kolayca ayrt edilebilir. Ornegin enterokoklar
optokine direnglidir (S. pneumoniae duyarlidir), safraya maruz kaldiklarinda erimezler
(S. pneumoniae erir) ve L-pyrolidonil arilamidaz (PYR) enzimi iiretirler. PYR testi,
yaygin olarak gerceklestirilen bir “5 dakikalik nokta” testidir. Ciftler ve kisa zincirler
halinde diizenlenmis katalaz negatif, PYR pozitif koklar enterokok olarak tahmin
edilebilir. E. faecalis, E. faecium ve diger Enterococcus tiirleri arasinda ayrim yapmak
icin fenotipik Ozellikler (6rn. pigment lretimi, hareketlilik), biyokimyasal testler ve

niikleik asit diziliminin belirlenmesi gereklidir (12).

Enterococcus cinsinin {iiyeleri, tek tek veya ciftler halinde veya kisa zincirler
halinde diizenlenen Gram pozitif, katalaz negatif koklardir. Gram boyalar kat1 ortamdaki
biliylimeden hazirlandiginda hiicreler bazen kokobasildir. 24 saat boyunca kanli agar
besiyerinde iiremeden sonra, bazi varyantlar daha kiigiik goriinebilse de kolonilerin ¢ap1
genellikle 1 ila 2 mm arasindadir. E. faecalis izolatlarinin bazilari (yaklasik tigte biri)
tavsan, at veya insan kani igceren agarda beta-hemolitik olabilirken koyun kani iceren
agarda hemolitik olmayabilir. Diger tiim tiirler genellikle alfa hemolitiktir veya hemolitik
degildir. Enterokoklar, glukoz fermantasyonunun son {iriinii olarak laktik asit {iretimi ile
sonuclanan fermentatif metabolizmaya sahip fakiiltatif anaeroblardir. Cok c¢esitli

karbonhidratlar1 laktik aside fermente etme yetenekleri nedeniyle enterokoklar tipik



laktik asit bakterileri (LAB) olarak adlandirilir. Bu mikroorganizmalar genellikle 10 ila
45°C arasinda degisen sicakliklarda ve 35 ila 37°C'de optimum biiyilime gosterirler.
Tiirlerin ¢ogu %6.5 NaCl igeren et suyunda iirer ve safra tuzlarinin varliginda eskiilini
hidrolize eder. Cogu enterokok, pyrolidonil arilamidaz enzimi (PYRase) tireterek L-
pirolidonil-b-naftilamidi hidrolize eder. Cogu enterokokal sus, Lancefield'in serolojik
grup D antijeni olarak tanimlanan hiicre duvart ile iliskili bir gliserol teikoik asit iiretir
(15). PYRase aktivitesi, Grup A streptokoklar1 ve enterokoklari, Grup D streptokoklar
dahil olmak tizere diger streptokok gruplarindan ayirir (17,18).

2.1.8. Tedavi

Enterokok enfeksiyonlarini 6nlemek ve kontrol etmek zordur. Antibiyotik
kullaniminin  dikkatli bir sekilde kisitlanmasi ve wuygun enfeksiyon kontrol
uygulamalarinin uygulanmasi bu bakterilerle kolonizasyon riskini azaltabilir, ancak
enfeksiyonlarin tamamen ortadan kaldirilmasi olast degildir. Ancak, bir hasta kolonize
olduktan sonra vankomisine direngli E. faecium veya E. faecalis susunu yok etmek son
derece zordur. Ampisilin, vankomisin veya aminoglikozitlere direngli enterokoklari
tedavi edebilen daha yeni antibiyotikler gelistirilmistir. Bunlar Linezolid, daptomisin,
tigesiklin ve kinopristin/dalfopristindir (12). Son zamanlarda, ampisiline direngli
enterokok suslar1 icin en c¢ok kullanilan antibiyotik olan vankomisine direng ortaya
cikmistir. Hastaneler farklilik gosterse de yogun bakim {initelerinden izole edilen
enterokoklarda ortalama vankomisin direng orami %20 civarindadir. Enterokoklar
intrensek olarak siilfonamidlere direnclidir ve siklikla tetrasiklinlere ve eritromisinede

direnglidir. Sus vankomisine direngli ise linezolid tedavide 6nemli bir alternatiftir (19).
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2.2. Vankomisin Direncli Enterokoklar

2.2.1. Vankomisin

OH

MH2

Sekil 2-1: Vankomisin kimyasal formiilii

Klinik kullanim i¢in gelistirilen ilk glikopeptid antibiyotik olan vankomisin,
1950"erin ortalarinda Borneo'dan bir toprak oOrneginde bulunan Amycolatopsis
orientalis'ten (6nceden Streptomyces orientalis olarak biliniyordu) izole edilmistir.
Vankomisin, trisiklik yapiyr olusturan yedi iiyeli bir peptit zincirinden, amino seker
vankozamin ve glukozdan olusan bagli bir disakkarit igeren kompleks bir trisiklik
glikopeptiddir. Molekiil agirhigi 1485.73 Da'dir (20). Vankomisin, bakteri hiicre
duvarindaki peptidoglikanlarin polimerizasyonunu inhibe ederek bakterisidal etkisini
gosteren bir glikopeptid antibiyotiktir. Bakteriyel hiicre duvari, uzun N-asetilmuramik
asit (NAM) ve N-asetilglukosamin (NAG) polimerlerinden olusan oldukca ¢apraz bagl
bir yapiya sahip sert bir peptidoglikan tabakasi igerir. Vankomisin, D-alanil D-alanin‘e
baglanir, bdylece peptidoglikan tabakasi iginde NAM ve NAG'In sentezini ve
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polimerizasyonunu 6nler. Bu inhibisyon bakteri hiicre duvarlarin1 zayiflatir ve sonugta
hiicre i¢i bilesenlerin sizmasina neden olarak bakteriyel hiicre Oliimiiyle sonuglanir.
Vankomisin sadece gram-pozitif bakterilere karsi etkilidir (21). Vankomisin, hiicre
duvari 6nctilerinin D-alanil-D-alanin terminaline baglanarak enterokaklari inhibe eder ve
bakteri hiicre duvari sentezini engeller. Bu terminalin amino asit bilesimi degisirse,

vankomisin ¢ok daha diisiik afinite ile baglanir ve direng gelisir (22).

2.2.2. Vankomisin Direnci

Enterokoklarda yiiksek ve diisiikk diizeyde vankomisin direnci olusabilir (22).
Yiiksek diizeyde vankomisin direnci (MIC 64 ila 1.000 mg/L) ilk olarak 1988'de,
vankomisinin ilk klinik kullanimindan 30 yi1l sonra, vankomisine diren¢li enterokoklar
(VRE) izole edildiginde kesfedildi (23). Diisiik seviyeli vankomisin direnci (VanC),
nispeten viriilan olmayan 2 tiirle sinirhdir: E. gallinarum ve E. casseliflavus. Yiiksek
seviyeli direng (VanA ve vanB genleri tarafindan kodlanan) daha problemlidir, siklikla
birden fazla antibiyotik sinifina direngle iliskilendirilir. Vankomisine direncli gen
kiimelerinin plazmidler veya transpozonlar bi¢iminde transferi, farkli enterokok suslari

arasinda hatta enterokoklar ve diger bakteri tiirleri arasinda gergeklesebilir (22).

Enterokoklar arasinda, dokuz tip glikopeptid direnci tanimlanmistir (VanA, VanB,
VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM ve VanN) (20).

VanA ve VanB direng genotipleri, diinya ¢apinda klinik E. faecium ve E. faecalis
izolatlarinda agik ara en sik bulunan varyantlardir. VanA gen kiimesi (Tn1546 transpozon
tarafindan tasinir) esas olarak plazmit yerlesimlidir, oysa vanB gen kiimesi (biitiinlestirici
konjugatif elementler Tn1549-Tn5382'nin iiyeleri tarafindan taginir) genellikle bakteri

kromozomunda bulunur (2).

2.2.3. VRE Enfeksiyonlarindan Tedavi

Idrar kiiltiirlerinde VRE iiremesi genellikle kolonizasyondur veya asemptomatik
bakteriliriyi temsil eder. Bu gibi durumlarda antibiyotik tedavisi gerekli degildir.
Antimikrobiyal tedavi, VRE'nin neden oldugu endokardit, menenjit ve bakteriyemi igin
gereklidir. VRE'nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in birka¢ antibiyotik
mevcuttur. VRE enfeksiyonlarinin tedavisi, vankomisine duyarli enterokoklarin (VSE)

neden oldugu enfeksiyonlardan daha zordur. VRE'ye kars1 aktif olan antibiyotikler daha
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pahalidir ve linezolid disinda sadece intravendz olarak uygulanabilirler. VRE
enfeksiyonu i¢in onaylanan ilk antibiyotik kinapristin/dalfopristin (Synercid) olmustur.
Dar spektrum (yalnizca E. faecium'a kars: etkili, E. faecalis'e kars: etkili degil) ve sik
goriilen yan etkileri, 6zellikle miyalji, artralji ve infiizyon yerinde enflamasyon nedeniyle
kullanimi biiytik 6l¢iide birakilmistir. Linezolid, ¢esitli dokulara (BOS dahil) iyi niifuz
eder ve oral formda bulunur. Ote yandan, linezolid pahalidir ve uzun siireli kullanimdan
sonra kemik iligi baskilanmasina neden olabilir. Anti-VRE aktivitesine sahip diger

antibiyotikler arasinda daptomisin ve tigesiklin bulunur (22).

2.3. Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direnci

Enterokoklarin ¢esitli antimikrobiyal ajanlara direnci, patojenitelerine 6nemli
Olciide katkida bulunur. Diren¢ genleri, c¢oklu antibiyotik direng genleri tasiyan
plazmitleri ve transpozonlar1 iceren konjugatif transfer mekanizmalariyla kazanilir.
Enterokoklar, aminoglikozidlere kars1 intrinsik, diisiik seviyeli direng gosterirler. Yiiksek
seviyeli aminoglikozit modifiye edici enzimi kodlayan bir transpozondan kaynaklanir. Bu
enzimler, aminoglikozid molekiiliinlin yapisin1 degistirerek ilacin ribozomal hedefine
baglanmasinin azalmasina neden olur. Aminoglikozidlere kars1 yiiksek diizeyde direngli
enterokok suslar1 bakteriyemi, endokardit ve diger ciddi enfeksiyonlara sahip hastalarin

terapotik yaklagimini ve klinik yanitin1 6nemli 6lglide degistirir (16).

< 0
5
F

Sekil 2-2: Linezolid kimyasal formiilii

2.4. Linezolid

CHs

Oksazolidinonlar, siilfanamid ve florokinolonlarin ardindan yeni bir sentetik
antimikrobiyal ilag smifim1 igerir. Linezolid gelistirilen ilk farmakolojik olarak aktif
bilesik ve klinik kullanim i¢in onaylanan ilk sentetik oksazolidinondur. 2007 yilinda
klinik uygulamada kullanilmaya baslanmistir. Linezolid esas olarak metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), VRE ve Streptococcus pneumoniae’ye bagl ciddi

enfeksiyonlar i¢in kullanilmistir (24).
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2.4.1. Linezolid Etki Mekanizmasi

Linezolid esas olarak bakteride protein sentezinin baslangi¢ fazini hedefler, ancak
protein sentezi sirasinda peptit zincirinin uzamasini veya sonlandirilmasini etkilemez.
Linezolid, Staphylococcus ve Streptococcus tiirlerinde bakterisidal etki gosterir, ancak
Enterococcus tiirlerine bakteriyostatik etkilidir. Ek olarak, zaman-sterilizasyon egrisinin
sonuglarma gore linezolidin etkinliginin zamanla iligkili oldugu bildirilmistir; yani, ilacin
siirekli kullanim1 etkinligin iyilestirilmesine yardimci olabilir. Linezolidin bazi

stafilokoklar1 ve enterokoklart %100 inhibe ettigi bildirilmistir (24).

Oksazolidinonlar, prokaryotik ribozomun 50S alt iinitesinde peptidiltransferaz
enzimine baglanarak, ribozomun 30S alt birimi, mRNA, baslatma faktorleri ve
formilmetionil-tRNA (tRNAfmet) ile kompleks olusturmasini engeller. Bdylece, protein

sentezi i¢in fonksiyonel bir baslatma kompleksi olusamaz ve protein sentezi inhibe olur
(25).

Linezolidin In vitro Aktivitesi

Baslatma Faktorleri fMET-
' tRNA

Linezolid baslatma
kompleksinin
olusumunu
engeller

308 mRNA
Ribozom 50S Ribozom

708
baslatma
kompleksi

Elongasyon

e faktorii
Peptit iiriinii

Tetracyclines
macrolides, streptogramins

Sekil 2-3: Linezolidin 1n vitro aktivitesi
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2.4.2. Linezolid Direnci

Enterokoklarda linezolid direncinin en yaygin mekanizmasi 23S rRNA’da G’nin
(Guanin) 2576 pozisyonunda T’ye (timin) doniistimidir. L3, L4 ve L22 ribozomal
proteinlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, amino asit degisikliklerine ve ardindan
translasyonun bozulmasina yol agar. Cfr geni, 23S rRNA’daki A2503 niikleotidinin
transkripsiyon sonrasi metilasyonunu katalize eden bir metiltransferazi kodlar. optrA ve
pOXtA yakin zamanda ortaya ¢ikmis efluks pompasi genlerine ait yeni mekanizmalardir

(26).

Antibiyotikler, klinikte uygulanmaya baslanmasindan itibaren hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde Onemli rol oynamislardir. Bununla birlikte, bakteriyel
diren¢ sorunu yavas yavas ortaya cikmis ve giderek artarak klinik tedaviyi
zorlastirmaktadir. Uzun siire ve kotiiye kullanim gibi uygunsuz antibiyotik kullanimi
nedeniyle, bakteriyel direncin gelisimi hizlanmis ve ¢oklu ilaca direngli (MDR) suslarin
hizla yayilmasina neden olarak, hastalik tedavisinin zorlugunu daha da arttirmis ve halk
saglig1 i¢in potansiyel bir tehdit olugturmustur. Oksazolidinonlar, esas olarak bakteriyel
proteinlerin sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki saglar. Oksazolidinon genellikle
Gram pozitif bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlar i¢in, 6zellikle MRSA, VRE
ve Streptococcus pneumoniae gibi MDR bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavilerinde kullanilir. Ilag direncinin temel nedeninin ilacin asir1 kullanimi oldugu 6ne
sirilmustir (24). 2015 yilinda Cinli arastirmacilar ilaca direng geni OptrA'y1
kesfetmislerdir (27). 2000 yilinda, ilacin piyasaya girmesinden sadece bir yil sonra,
linezolide direncli suslar ortaya c¢ikmistir. Boylece, linezolide direngli MRSA'nin ilk
klinik susu 2001 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde rapor edilmistir. Bu sug 23S
rRNA alan V bolgesinde bir G2576T nokta mutasyonuna sahipti. Giiniimiizde linezolid
direncinin nedeninin ilacin klinik olarak asir1 kullanimi ile iligkili olduguna
inanilmaktadir. 23S ribozomal RNA genindeki mutasyonlar 23S rRNA geninin V bolgesi,
linezolidin etki bolgesinin bulundugu yer oldugundan, bolgedeki nokta mutasyonlari esas
olarak bakteriyel direngle sonuglanir. Bunlar arasinda, 23S rRNA genindeki 2576
pozisyonu, bulunan ilk mutasyondur. Ayrica 23S rRNA genlerinde T2500A, G2603T,
G2215A gibi bazi nokta mutasyonlari, C2534T, G2766T, T2504C ve G2247T
mutasyonlari klinik suslarda direncle iligkili oldugu bildirilmistir (24).
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Linezolide karsi tanimlanmis ilk aktarilabilir direng geni cfr’dir. Cfr genini
tagiyan ilk linezolide direngli klinik izolat 2005°te rapor edilmistir. Linezolide direng,
transfer edilebilir optrA ve poxtA genlerinin kazanilmasi yoluyla da ortaya c¢ikar.
OptrA'nin varlig1 daha sonra kiiresel olarak hayvan izolatlarindan hem vankomisine
direngli hem de vankomisine duyarli E. faecium ve E. faecalis suslarinda
gozlemlenmistir. POxtA linezolid direng geni ilk olarak 2016 yilinda bir MRSA klinik
susunda tespit edilmistir. ilk kesiflerinden bu yana klinik cogul antibiyotiklere direngli
enterokok ve stafilokok izolatlarinda cfr, optrA ve poxtA genlerinin prevalansi artmistir
(28).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Bu tez ¢alismasinda, 2022-2023 yillar arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nin c¢esitli servislerinde yatan hastalardan alinan rektal siirlintii

orneklerinden izole edilmis 50 farkli VRE susu kullanilmistir.

Suslar ¢aligma zamanina kadar %20 gliserollii buyyonda -20°C de muhafaza

edilmislerdir.

Tablo 3-1: Suslarin kliniklere gore dagilim

ic Hastaliklari* 20 9 11
Cocuk Hastaliklari* 22 12 10
Anestezi Reanimasyon 4 2

Genel Cerrahi
Noroloji Yogun Bakim 1 0 1

*Tim birimleri dahil

3.2. Kullamlan Antibiyotikler Ve Standart Suslar
3.2.1. Antibiyotik Diskleri

. Linezolid 30 pg (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye)

. Vankomisin 30 ug (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye)
. Teikoplanin 30 pg (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye)
. Gentamisin 120 pg (BD, BBLTM, USA)

. Streptomisin 300 pg (BD, BBLTM, USA)

3.2.2. Antibiyotik Tozu

Buyyon mikrodiliisyon deneylerinde linezolid antibiyotik toz maddesi (Biosynth
Carbosynth, Birlesik Krallik) kullanilmistir (Potens: %99).



3.2.3. E-test
. Linezolid E-test (Bioanalyse, Tiirkiye)
. Vankomisin E-test (Liofilchem, Italy)

3.2.4. Standart Suslar
. Staphylococcus aureus ATCC 29213

. Staphylococcus aureus ATCC 25923

. Enterococcus faecalis ATCC 29212

3.3. Suslarin izolasyonu Ve Tanimlanmasi

Periyodik olarak yatan hastalardan alinan rektal siiriintii 6rnekleri transport
besiyeri (Stuart Tasima Ortami, LETSSWAB, Toprak Saglik Uriinleri, Tiirkiye) ile Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Hastane Enfeksiyonlar1 Arastirma Laboratuvari’na

gonderilmis ve vankomisin direngli enterokok yoniinden arastirilmistir.

VRE suslarinin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilan tiim besiyerleri toz

madde halinde ticari olarak saglanmistir.

Tablo 3-2: Kullamlan besiyerleri

17

Tryptone Soy Agar (TSA) Oxoid, United 40 Distille su
Kingdom

Mueller-Hinton 1l Broth Biolab, 21 Distille su
Hungary

Mueller-Hinton Il Agar Biolab, 38 Distille su
Hungary

Bile Esculin Agar (BEA)  Becton 43.5 Distille su
Dickonson,
USA

Brain Heart Infusion Broth Becton 37 Distille su
Dickonson,
USA

Stuart Tasima Ortami LETSSWAB, Ticari olarak saglanmistir.

Tiirkiye

7.3+0.2

7.4

7.3

6.8+0.2

7.4
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Kullanilan tiim besiyerlerinin, iiretici firmanin Onerilerine uyularak tartimlari
yapilmistir. Besiyerinin distile su i¢inde manyetik karistirici ile erimesi saglanmig, pH
kontrolii yapilmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Bile-Esculin agar
(BD, BBLTM Bile Esculin Agar, USA) (BEA) besiyerine 50-55 °C de vankomisin toz

maddesi 6 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde ilave edilmistir.

Rektal stiriintii 6rnekleri rutin olarak vankomisin ilaveli BEA besiyerine ekilmis
ve 35°C’deki etiivde 24-48 saat inkiibe edilmistir. Eskiilini hidrolize etmis iiremenin
goriildigi kiiltiirler konvensiyonel yontemlerle enterokok cins diizeyinde tanimlanmis ve
%20 gliserollii brain-hearth infusion broth saklama besiyerine alinarak ¢alisma zamanina

kadar -20 °C de muhafaza edilmislerdir.

Tez ¢aligmasina baglanmasi ile saklanmis her sus, TSA besiyerine azaltma yontemi ile
ekilmis, elde edilen saf kiiltiirler konvensiyonel yontemlerle enterokok cinsi olarak
tanimlanmiglardir. Bunun i¢in suslarda, safrada iireme-eskiilini hidrolize etme, Gram
boyama, katalaz testi, tuz tolerans testi ve enterokok dogrulamasi i¢in de PYR testi
aragtirmalar1 yapilmistir. Bile-eskiilin agar besiyerinde iiremenin ve kararmanin varligi,
mikroskop incelemesinde Gram pozitif kok morfolojisinin goriilmesi, katalaz testi
negatif, tuz tolerans testinde lireme saptanmis ve besiyeri rengini mor-mavi den sariya
cevirmis, PYR testi pozitif olan suslar, enterokok cinsi olarak tanimlanmislardir. Tim

calismalarda suslarin 24 saatlik saf kiiltiirleri kullanilmastir.

Sekil 3-1: Azaltma yontemi ile ekilen bir sus
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3.3.1. Safra-Eskiilin Besiyerinde Ureme/Hidroliz Testi
Enterokoklar, %40 safra varliginda iireyebilir ve eskiilini hidrolize ederler ve
besiyerini kahverengine doniistiirtirler (24). Safra-Eskiilin besiyeri (BD, BBLTM Bile

Esculin Agar, USA) iiretici firma 6nerileri dogrultusunda hazirlanmistir.

Calismada VRE taramasi i¢in kullanilan BEA besiyeri i¢ine ilave edilen
vankomisin tozu, 6 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde hesaplanip tartilmistir. Tartilan
toz vankomisin 3-5 ml steril distile su igeren tiip i¢inde ¢6ziindiiriildiikten sonra, 50-
55°C’ye sogutulmus, BEA besiyerine ilave edilmis, karigtirllmis ve petrilere

dokiilmiistiir. Kurutulmus besiyerleri 4°C’de saklanmugtir (29).

37°C de 24 saat inkiibasyondan sonra iireyen ve besiyeri rengini karartan suslar

calismaya dahil edilmistir.

Kalite kontrol igin Enterococcus faecalis ATCC 29212 standart susu
kullanilmustir (30).

Sekil 3-2: Vankomisinli BEA besiyerinde iiremis enterokok

3.3.2. Gram Boyama

Caligmaya dahil edilen tiim enterokok suslart Gram yontemi ile boyanarak

mikroskop morfolojileri incelenmistir.
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Sekil 3-3: Gram boyama mikroskop goriintiisii (100x biiyiitme)

3.3.3. Katalaz Testi (Hidrojen Peroksit Rediiksiyonu)

20

Katalaz testi, bakterilerde katalaz enziminin varligin1 gosterir. Katalaz enzimi

hidrojen peroksitin su ve oksijene par¢alanmasini saglar (2H2>0> + Katalaz — 2H>0+05).

Bunun igin %3 liik hidrojen peroksit kullanilir (31).

Lam iizerine bir damla hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilmis ve tek kullanimlik

steril 6ze ile alinan 3-5 koloni, ¢ozelti i¢erisinde siispanse edilmistir. Katalaz negatif test

sonucunda kabarcik olusumu gézlenmezken, pozitif test sonucunda gaz kabarcik olusumu

gozlemlenir (31).

Kalite kontrol i¢in Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart susu

kullanilmigtir (30).

Sekil 3-4: Pozitif kontrol (sol) ve enterokokta katalaz negatif test sonucu (sag)
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3.3.4. Tuz Tolerans Testi (%6,5 NaCl)

Tuz tolerans testi, enterokok cinsi bakteriler %6,5 tuz iceren ortamlarda

ireyebilirler (16).
Modifiye %6,5 NaCl’lii Buyyon (100 cc):
e Brain Heart Infusion Broth (3.7 gr)
e 6grNaCl
e Glukoz 0,1 gr
e Bromkrozel moru 0,1 cc (100 cc etenol i¢inde 1,6 gr bromkrezol
eritilmistir)
Hazirlanan ¢ozelti pH 7,27-7,3 olarak ayarlanmis, otoklavda 121°C’de steril
edilmis, steril kosullarda otomatik pipet ile tiiplere dagitilmigtir.

Susglarin 24 saatlik kiiltiirleri hazirlanmis tiiplere inokiile edilerek, 37°C’de bir
gece inkiibe edilmistir. Bulaniklik ve rengin mordan sariya doniismesi pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Kalite kontrol susu olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 standart susu
kullanilmistir (30).
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Sekil 3-5: Pozitif tiip (Sag) ve negatif tiip (Sol)

3.3.5. L-pyrolidonyl-g-naphthylamide (PYR) Testi

Enterokoklar, L-pyrolidonil arilamidaz enzimini fretirler. Bu enzim, L-
pyrrolidonil-B-naftilamidi (PYR) enzimatik olarak hidrolize eder. Boylece enterokoklar

hizla tanimlanabilirler (12).

PYR testi (Oxoid Biochemical Identification System — PYR), iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda uygulanmistir. Tek kullanimlik steril 6ze ile birkag koloni alinmig
ve test alanina siiriilmiistiir. Alan iizerine bir damla buffer eklenerek oda sicakliginda 5

dakika beklenmistir.

Test alanina reaktif soliisyondan 1 damla ilave edilmistir. Birkag saniye igerisinde

mor rengin olugmasi pozitif olarak degerlendirilmistir.
Boylece, suslarin enterokok cinsi diizeyinde tanimlanmalar1 dogrulanmustir.

Kalite kontrol ig¢in Enterococcus faecalis ATCC 29212 standart susu
kullanilmustir (30).
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Sekil 3-6: PYR pozitif test sonucu

3.3.6. Disk Difiizyon Testi

Vankomisin (30 pg) (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye) ve Teikoplanin (30 pg)
(Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye) antibiyotik diskleri kullanilmistir. Besiyeri olarak Mueller
— Hinton II Agar (Biolab, Hungary) kullanilmistir. Suslarin 24 saatlik kiiltiirlerinden steril
ekiivyon ile alinip, buyyon (Mueller — Hinton II Broth, Biolab, Hungary) i¢inde slispanse
edilmis, vortekslenmis ve densitometre (Biosan, Latvia) ile 0.5 McFarland bulaniklik
ayarlamasi yapilmistir. Hazirlanan bu siispansiyondan steril ekiivyon ile homojen bir
sekilde tiim besiyeri ylizeyine yayilmustir. Alev kenarinda petrilerin 3 ila 5 dakika
kurumasi beklenmistir. Daha sonra antibiyotik diskleri standartlara uygun araliklarla
plaga yerlestirilmistir. Petriler etiivde 37°C de 24 saat inkiibe edildikten sonra, inhibisyon
zonlarmin ¢aplart cetvel ile dl¢lilmiis ve CLSI onerileri dogrultusunda sonuglar duyarl

ve direngli olarak degerlendirilmistir (30,32).

Kalite kontrol susu olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart susu
kullanilmigtir (30).

Sekil 3-7: Vankomisin ve teikoplanin disk difiizyon testi
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3.4. Enterokok Suslarmin Diger Ozelliklerinin Arastirilmasi
3.4.1. Hemoliz Ozelligi

Koyun Kanli Columbia Agar (KKCA) (Becton Dickinson, ABD) besiyerinde
suslarin hemoliz 6zelligi incelenmistir. Suslarin saf kiiltiirlerinden KKCA besiyerine
ekim yapilarak 37°C de 1 gece inkiibe edilmis ve tiim suslarin alfa hemoliz olusturduklar

belirlenmistir.

Sekil 3-8: Suslarin hemoliz 6zelliginin KKCA besiyerinde incelenmesi

3.4.2. p-Laktamaz Enzim Varh@inin Arastirilmasi

Suslarin B-laktamaz {iretiminin hizli tespiti i¢in Nitrocefin diski (Bioanalyse,
Ankara, Tirkiye) tiretici firmanin onerileri dogrultusunda kullanilmigtir. Nitrocefin diski
bos bir petriye konulmus, bir damla distille su ile islatilmistir. Steril bir 6ze ile saf
kiiltiirden birkag¢ koloni alinarak ve disk yiizeyine siiriilmiistiir. Bes dakika beklenmis ve
renk degisimi olup olmadigi gozlenmistir. Renk degisimi olmayan tiim suslar negatif

olarak degerlendirilmistir.

Kalite kontrolii Staphylococcus aureus ATCC 29213 ile yapilarak pembe-kirmizi

rengin olugmasi ile pozitif sonu¢ gézlenmistir (30).
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3.4.3. Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direnci (HLAR) Arastirilmasi

Suslarda ytiksek diizey aminoglikozid direncinin (HLAR) belirlenmesi CLSI’1n
onerileri dogrultusunda yapilmistir. Islemde, gentamisin (120 ug) (BD, BBLTM, USA)
ve streptomisin (300 pg) (BD, BBLTM, USA) diskleri kullanilmistir (30).

Deneyde kalite kontrol susu olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 standart

susu kullanilmistir (30).

Sekil 3-9: Solda HLAR pozitif, sagda HLGR pozitif bir VRE susu

3.5. Linezolid Disk Difiizyon Testi

Linezolid (30 ng) (Bioanalyse, Ankara, Tiirkiye) disk difiizyon testi daha once
aciklandigr  sekilde  yapilmistir.  Sonuglart  CLSI  oOnerileri  dogrultusunda
degerlendirilmistir (30).

Kalite kontrol susu olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 standart susu
kullanilmustir (30).

3.6. Mikrodiliisyon

Calismada, linezolid, katyon ayarli Mueller-Hinton buyyon (CAMHB) besiyeri
iceren mikroplak ¢ukurlarinda bir seri halinde sulandirilmis ve daha sonra sulandirim
kuyucuklarina duyarlilig1 arastirilan her enterokok susu icin belirli sayida hiicresini i¢eren

siispansiyonundan ilave edilmistir.
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3.6.1. Linezolid i¢in Stok Cézeltinin Hazirlanmasi

Kullanilacak toz Linezolid antibiyotik miktar1 asagidaki formiil ile hesaplanmistir

(Denklem 3-1) (29).

Denklem 3-1

Antibiyotik miktari (mg) = Coziictiniin hacmi (ml) X Antibiyotik konsantrasyonu (ug/mi)

Antibiyotik aktivitesi (ug/mg)

Linezolid antibiyotigi stok c¢ozeltisi hazirlanirken; linezolid toz maddesi
(Biosynth Carbosynth, Birlesik Krallik) miktar1 hesaplanmis ve hassas terazi
(SHIMADZU, Japan) ile tartilmistir. Linezolid toz maddesi falkon tiipii igerisine konmus
ve ¢Oziicli olarak 250 pl Acetonitril su (%75) kullanilmistir. Kalan hacim steril distille su
eklenerek 10 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan stok antibiyotik ¢ozeltisi bir hafta i¢inde

kullanilmistir. Bu siire zarfinda buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.6.2. Deneyin Yapihsi

Deneylerde U tabanli, 96 kuyucuklu steril kapakli mikroplaklar kullanilmistir.

Caligilacak linezolid konsantrasyon araligi 32 — 0.06 pg/ml olarak belirlenmistir.

Mikroplaklarin her bir kuyucuguna 100 pl steril pipet ucu ile katyon ayarli
Mueller-Hinton buyyon (CAMHB) konmustur. Negatif ve pozitif kontrol olarak
belirlenen 11. Ve 12. Kuyucuklar hari¢ diger kuyucuklara hazirlanan antibiyotik
soliisyonunun seri diliisyonu yapilmistir. Bunun i¢in, konsantrasyonu 64 pg/ml olan
linezolid antibiyotik soliisyonundan 100 pl birinci kuyucuga konmustur. Bdylece
kuyucuktaki antibiyotik konsantrasyonu 32 pg/ml, toplam hacim de 200 pl olmustur.
Yaklagik {ig-dort defa pipetaj/pipetleme islemi yapilarak homojen olarak karismasi
saglanmistir. Pipete tekrar ¢ekilen 100 pl ikinci kuyucuga aktarilmis, ayni islem ilk 10
kuyucukta da tekrarlanmis ve 10. Kuyucuktan sonra pipette kalan 100 pl disar1 atilmistir.

Suslar her biri, 24 saatlik kiiltiirlerden steril 6ze ile alinarak, Muller-Hinton 11

Broth (Biolab, Hungary) igerisinde siispanse edilmis, densitometre (Biosan, Latvia) ile
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0.5 McFarland bulaniklik ayarlamasi yapilmis ve vortekslenerek 1:10 oraninda bakteri
siispansiyonunun sulandirilmasi saglanmistir. Negatif kontrol ¢ukuru (sterilite kontrol
kuyucugu) harig, pozitif kontrol ¢ukuru (lireme kontrol kuyucugu) da dahil, her kuyucuga
hazirlanan bakteri slispansiyonundan 5 pl ilave edilmistir. Mikroplaklar, kapaklar

kapatilarak, 37°C de 18-24 saat inkiibe edilmislerdir.

Sekil 3-10: Sivi mikrodiliisyon deneyi i¢cin 6rnek mikroplak goriintiisii (MiK degerleri
kirmzi ile isaretlenmistir)

Her sus icin iiremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu, o sus

i¢in MIK degeri olarak belirlenmistir.

Kalite kontrol suslar1 olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve

Staphylococcus aureus ATCC 29213 standart suslar1 kullanilmistir (30).
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3.7. E-Test

Linezolid ve vankomisin antibiyotikleri arastirmasi i¢in ayrica E-test
(Epsilometer) ile ¢alisiimistir. Bunun i¢in suslarin 24 saatlik kiiltiirleri kullanilmistir. Her
sus i¢in MHB buyyonunda 0.5 McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlanmigtir.
Daha sonra katyon ayarlit MHA besiyerine homojen sekilde yayilmis ve antibiyotik test
seridi petriye dikkatli sekilde yerlestirilmistir. Penset yardimai ile antibiyotik seridinin tiim
ylizeyinin besiyerinin yilizeyine yerlesmesi saglanmistir. Petriler 37°C de inkiibe
edilmiglerdir. Linezolid E-test igin, 16-20 saat ve vankomisin E-test i¢in 24 saat
inkiibasyondan sonra inhibisyon zonunun test seridini kestigi noktadaki antibiyotik
konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmistir (33). Sonuglar CLSI’1n belirledigi sinir
degerlerine gore degerlendirilmistir. Kalite kontrol suslar1 olarak Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 standart suslar1 kullanilmistir (30).

Sekil 3-11: Linezolide duyarh bir susun E-test goriiniimii
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Sekil 3-12: Vankomisine direncli bir susun E-test goriiniimii

3.8. Enterokok Tir Tanimlamasi

VRE suslarmin tiir tanimlamas ticari olarak temin edilen GP24 kiti (Diagnostics,
Slovak Republic) ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapilmistir. GP24 kitinde
her bir sus icin 24 kuyucukta 26 biyokimyasal 6zellik incelenmistir. Calisilacak her sus
i¢in steril cam tiiplere 3-3,5 ml serum fizyolojik dagitilmistir. Her susun McFarland 3
yogunlugunda siispansiyonu hazirlanmigtir. Hazirlanan siispansiyondan 100 pl 24
kuyucugun her birine inokiile edilmistir. URE ve ARG test kuyucuklarina bakteri
stispansiyonu eklendikten sonra 3 damla parafin yagi damlatilarak kapatilmistir. Daha
sonra plak kilitli poset igerisine konularak 36°C de, igerisinde bir kap su bulunan etiivde,
24 saat inkiibe edilmistir. Renk degerlendirme semasi ile degerlendirilen sonuglar, sonug
formuna +/- olarak kaydedilmistir. Ik sonuglar kaydedildikten sonra bifonksiyonel testler
yapilmistir. GLR (A2 kuyucugu) test kuyucuguna 2 damla PHS reaktifi eklenerek, renk
degisimine gore degerlendirme yapilmis ve sonu¢ forma kaydedilmistir. bGL (A3
kuyucugu) test kuyucuguna 3 damla HIP reaktifi damlatilmis ve sonug 10 dk iginde
degerlendirilerek kaydedilmistir. NIT (H3 kuyucuguna) test kuyucuguna 2 damla NIT
reaktifi eklenmis ve reaksiyonun negatif sonuglanmasi durumunda kuyucuga 6zenin ucu
ile az miktarda ¢inko tozu eklenerek 10 dk iginde kirmizi rengin olugsmasi durumunda
negatif sonu¢ dogrulanmistir. IDmicro yazilim programi ile sonuglar sisteme girilerek
ylizde dogrulukta tiir tanimlamas1 yapilmistir. Diagnostics kitlerin kalite kontrolil
Enterococcus faecalis ATCC 29212 kontrol susu ile yapilarak, IDmicro yazilim programi

ile degerlendirilmis ve %100 Enterococcus faecalis sonucu elde edilmistir.
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4. BULGULAR

Hastalarin  klinik birimlere ve cinsiyete gore dagilimlant sekil 4-1°de
gosterilmistir. Buna gore hastalarin bulundugu klinikler en yliksek orandan baslayarak
sirastyla; ¢ocuk hastaliklarinda 22 (%44), i¢c hastaliklarinda 20 (%40), anestezi
reanimasyonda 4 (%S8), genel cerrahide 3 (%6) ve ndroloji yogun bakimdan 1 (%2) hasta
olarak saptanmistir. Hastalarin 27’si (%54) erkek ve 23’0 (%46) kadin olarak
belirlenmistir. Yaglara gore hasta sayisi; 0-10 yas aras1 22 (%44), 11-30 yas aras1 1 (%2),
31-50 yas aras1 6 (%12), 51-70 yas arasi 15 (%30) ve 71-90 yas arast 6 (%12) hasta
saptanmustir (Sekil 4-2).

Kadin Erkek
Noroloji Yogun Bakim 01

Genel Cerrahi 0 3
=
X Anestezi Reanimasyon 2 2
=
=
"

Cocuk Hastaliklar 12 10
ic Hastaliklar 9 11
0 5 10 15 20 25
KIST SAYIS

Sekil 4-1: 50 VRE susunun izole edildigi klinik birimlere ve cinsiyete gore dagilimi
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0-10 yas
11-30 yas
W 31-50 yas
m51-70 yas
M 71-90 yas

Sekil 4-2: 50 VRE susunun izole edildigi hastalarin yasa gore dagilim

4.1. Konvensiyonel Yontemlerin Sonuglari

50 enterokok susunun konvansiyonel yontemlerle tanimlanmasinda: Gram
boyama, katalaz, eskiilin hidrolizi, safrada iireme, %6,5 NaCl’de lireme ve PYR testi
uygulanmustir. Buna gore suslarin tiimiinde katalaz negatif, Gram pozitif kok mikroskop
goriintiisiinde, eskiilin hizdrolizi pozitif, safrada iireme pozitif ve PYR testi pozitif olarak
saptanmistir. Tim susglar enterokok cinsi olarak tanimlanmistir. Tim suglarda ayrica beta-

laktamaz enzim varlhigi arastirilmistir ve higbir susta saptanmamustir (Tablo 4-1).
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Tablo 4-1: 50 VRE susunun tammlanmasinda gerceklestirilen testlerin sonugclari

Test

906,5 | PYR | Nitrocefin

NacCl

Safrada

Ureme

Eskiilin

Hidrolizi

Katalaz

Gram

Boyama

Ornek

No

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
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42
43
44
45
46
47
48
49
50

ATCC
25923
S.
aureus
ATCC + - + + + +
29212
E.
faecalis
ATCC +
29213
S.
aureus

1
|+ |||+
|+ ]|+ ]+
||+ ||+ |+

|+ ]|+ ]+
1

||+ |||+ +

4.2. Disk Difiizyon Testi Sonuclar:

Tiim deneylerde kullanilan kalite kontrol suslarinin sonuglart CLSI’1n 6nerdigi

degerler arasinda saptanmustir.

Tiim degerlendirmeler CLSI verilerine gore yapilmistir (30) (Tablo 4-2).



Tablo 4-2: CLSTI’a gore Enterokok cinsi icin linezolid, vankomisin, teikoplanin,
streptomisin ve gentamisin zon capi yorumlama degerleri

Antimikrobiyal _Disk
Ajan Igerigi
Vankomisin 30 ug
Teikoplanin 30 ug
Linezolid 30 png
Streptomisin 300 ug
Gentamisin 120 ug

Duyarh

>17

>14

>23

=10

=10

Zon Caplar: (mm)

Orta Direngli
Duyarh
15-16 <14
11-13 <10
21-22 <20
7-9 6
7-9 6
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Tablo 4-3‘de vankomisin, teikoplanin ve linezolid disk difiizyon sonuglari

aciklanmistir. Buna gore, vankomisin ve teikoplanin antibiyotiklerinin disk difiizyon

testinde tiim suslarin (%100) direngli oldugu saptanmistir. Linezolid disk difiizyon

testinde disk etrafinda olusan zon ¢aplar1 6l¢iilmiis ve CLSI’1n belirledigi verilere gore

degerlendirilmistir (30). Suslarin tiimii (%100), linezolide duyarli olarak saptanmustir.

Ilave olarak 119 VRE susunda (2023 Nisan-Mayis) disk difiizyon testi ile linezolid

etkinligi aragtirilmis ve tiim suslar duyarl bulunmustur.

Tablo 4-3: 50 VRE susunun Vankomisin, Teikoplanin ve Linezolid antibiyotik diskleri ile
elde edilen disk difiizyon test sonuclari

Antimikrobiyal Ajan

Duyarli n (%)

Direngli n (%)

Vankomisin 0 50 (100)
Teikoplanin 0 50 (100)
Linezolid 50 (100) 0

n: Sug sayist
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4.3. Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direnci Tarama Deneyi Sonuclar:

Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direnci (HLAR) taramas1 yapilan 50 VRE susunun
33’{inde (%66) HLAR, 16 (%32) susta yiiksek diizey gentamisin direnci (HLGR) ve 1
(%2) susta ise yiiksek diizey streptomisin direnci (HLSR) saptanmustir (Sekil 4-3). HLAR
suglarinin  ikisi Enterococcus faecium olarak tespit edilmistir. Diger tiim suslar

Enterococcus casseliflavus olarak tanimlanmistir.

HLAR Tarama Sonuglari

Sekil 4-3: 50 VRE susunun Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direnci tarama sonuclari

4.4. Mikrodiliisyon Test Sonuclar:

Mikrodiliisyon testinde linezolid MiK degerleri CLSI MIK sinir degerlerine gore
degerlendirilmistir (30) (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: CLSI’a gore enterokok suslari icin linezolid MiK simir degerleri

Antimikrobiyal MIK Degerleri (ng/ml)
Ajan Duyarli Doza Bagimh Orta Duyarl Direngli
Duyarli

Linezolid <2 - 4 >8
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Mikrodiliisyon test ¢alismasinda linezolid igin duyarlilik, MiKso ve MiKeo degerleri
Tablo 4-5te bildirilmistir. Buna gore, tim suslar linezolide duyarli (%100) bulunmustur.

Linezolid MiKso o0 degerleri sirasiyla 2, 2 pg/ml olarak saptanmistir.

Tablo 4-5: Mikrodiliisyon testi sonucunda linezolidin 50 VRE susuna kars1 MIKso, M1Kg
ve duyarhlik sonug¢lari

Antimikrobiyal MK (ng/ml)
Ajan Duyarh Direncli
MIiKs, MiKg (%) (%)
Linezolid 2 2 100 0

Calistlan 50 VRE susunun MIK konsantrasyonu degerleri sekil 4-4’te
gdsterilmistir. Buna gore suslarin 13’{inde MiK: 1 pg/ml, 37’sinde MiK: 2 pg/ml olarak

saptanmistir.

40

37
35
30

25

20

Sus Sayisi

15 13

10

0,25 0,5 1 2 4 8

MiK degerleri (ug/ml)

Sekil 4-4: Mikrodiliisyon testi sonucunda elde edilen linezolid MiK degerlerinin dagilim
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4.5. E-test Sonuclari

45.1. Linezolid

Linezolidin etkinliginin E-test yontemiyle yapilan MIK arastirmasi sonucunda
MIK dagilimi, MiKso ve MiKgo degerleri sirastyla 1-4 pg/ml, 2 pg/ml ve 3 ug/ml olarak

saptanmigtir. Bu sonuglara gore tiim suslar duyarli bulunmustur (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: E-test sonucunda 50 VRE susuna kars1t MIKso, MIKg ve duyarhlik sonuglari

Antimikrobiyal MIK (ug/ml) Duyarh Direncli
Ajan (%) (%)
MiKso MiKgo
Linezolid 2 3 100 0

50 VRE susuna kars1 saptanmis olan linezolid MIK degerleri sekil 4-5’de

gosterilmistir.
18
16 16
16
14
12
]
%
& 10
ur
a
8 7 - -

2
0,5 0,75 1 1,5 2 2,5 3 4 6

Linezolid E-test MiK Degerleri (ug/ml)
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Sekil 4-5: 50 VRE susunun linezolid E-test sonucunda elde edilen MiK degerlerinin dagihm

4.5.2. Vankomisin

Suslarin vankomisin duyarliliklar1 E-test yontemi ile ¢alisilmis ve MIK degerleri
belirlenmistir. Suslarda vankomisin MiK dagilimi, MiKso ve MiKgo degerleri sirasiyla
128 pg/ml - >256 pg/ml, >256 pg/ml olarak bulunmustur (Tablo 4-7). Bu sonuclara gore

tiim suglar direngli olarak saptanmistir.

Tablo 4-7: Her bir VRE susunun mikrodiliisyon ile linezolid, E-test ile linezolid ve
vankomisin MiK degerleri

MIiK degerleri (ng/ml)

) Mikrodiliisyon E-Test
Ornek
No Linezolid Linezolid | Vankomisin
1 1 15 > 256
2 1 15 > 256
3 2 15 > 256
4 2 15 > 256
5 2 2 > 256
6 1 15 > 256
7 2 2 > 256




1 > 256

2 > 256
10 2 > 256
11 2 15 > 256
12 2 2 > 256
13 2 2.5 > 256
14 2 3 > 256
15 2 2 > 256
16 2 15 > 256
17 2 15 > 256
18 2 3 > 256
19 1 1 > 256
20 1 1 > 256
21 1 2 > 256
22 2 2 > 256
23 2 15 > 256
24 2 2 > 256
25 2 3 > 256
26 2 15 > 256
27 2 1 > 256
28 2 2.5 > 256
29 2 > 256
30 2 > 256
31 1 > 256
32 1 15 > 256
33 2 15 > 256
34 2 15 128
35 2 15 > 256
36 2 4 > 256
37 2 15 > 256
38 2 3 > 256
39 1 2 > 256
40 1 4 > 256
41 2 2 > 256
42 2 1 > 256
43 2 2 > 256
44 2 1 > 256
45 1 2 > 256
46 1 2 > 256

39
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47 2 > 256
48 2 > 256
49 2 15 > 256
50 2 1 > 256
ATCC
29212 1 1 2
E. faecalis
ATCC
29213 1 0.5
S. aureus

4.6. Enterokoklarin Tiir Tanimlamasi Sonuclari

GP24 Diagnostics kiti ile 50 Enterokok susunun tanimlamasi yapilmistir. Caligma
sonucunda 50 sustan 48’1 (%96) Enterococcus casseliflavus ve 2 sus (%4) Enterococcus
faecium olarak tanmimlanmistir. Calismada Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu
kullanilmis ve %100 dogruluk orani ile tanimlanmistir. Sekil 4-6’da Enterococcus
faecium, Enterococcus casseliflavus ve Enterococcus faecalis tiirlerinin kit ile

tanimlamasi yapilmis goriintiileri verilmistir.
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| Enterococcus faecium ||  E. casseliflavus

Sekil 4-6: GP24 Diagnostics kiti kullanilarak tiir tanimlamasi yapilmis suslar

Tiim Enterococcus tiir tanimlamasi sonuglarinin dogruluk oranlar1 Tablo 4-8’de

gosterilmistir.

Tablo 4-8: GP24 diagnostics enterokok tanimlama Kitinin 50 enterokok susu i¢in dogruluk

oranlari
Enterococcus casseliflavus Enterococcus faecium
Dogruluk n (%) Dogruluk n (%)
Oran1 % Oran1 %
92,36 — 94,99 39 (78) 91.29 1(2)
86,77 — 88,59 2 (%) 81.63 1(2)
67,47 — 69,30 7 (14)

NI Sus sayisi
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Tablo 4-8’¢ gore 48 E. casseliflavus susundan 39’u (%78) 92,36-94,99 dogruluk
orani ile, 2’si (%4) 86,77-88,59, 7’si (%14) 67,47-69,30 dogruluk orani ile saptanirken 2

E. faecium susundan biri 91.29 digeri ise 81,63 dogruluk orani ile saptanmustir.
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5. TARTISMA

Saglik hizmetiyle iliskili enfeksiyonlar (Healthcare-associated infections-
HCALISs), hastalarin tibbi veya cerrahi durumlar i¢in tedavi ve bakim alirken edindigi
enfeksiyonlardir. HCAIs hasta giivenligi agisindan onemlidir. HCAIs mortalitenin,
hastanede yatis siiresinin, hasta ve saglik sistemleri i¢in mali yiikiin artmasina neden olur
(34). Saglik hizmetiyle iligkili enfeksiyonlarn birincil kaynagi saglik g¢alisanlarinin
kontamine elleri ile yayilimm gerceklesmesidir. Hastalik kontrol ve Onleme
Merkezlerine (CDC) gore, saglik bakim ortamlarinda enfeksiyon bulagmasini azaltmada

en 6nemli uygulama el hijyenidir (35).

VRE enfeksiyonu i¢in risk faktorleri, uzun siireli saglik hizmeti gérmek (yogun
bakim {initeleri) ve zayiflamis bagisiklik sistemine sahip olmaktir (organ nakli yapilan
veya belirli kanser tedavisi goren hastalar). Vankomisine direngli enterokoklarin
olusturduklar1 enfeksiyonlara karsi tedavide kullanilan antibiyotiklere giderek daha

direncli hale gelmesi ve antibiyotiklerin daha az etkili olabilecegi endisesi artmaktadir
3).

Egan S.A., ve ark. tarafindan Irlanda’da Haziran 2016 ve Agustos 2019 tarihleri
arasinda 14 hastaneden izole edilen 154 linezolide direnc¢li susda direng geni varligi
(optrA ve poxtA) arastirilmistir. Suslarin 35/154 (%22.7) tanesi OptrA ve poxtA
genlerinden en az birini barindirdig tespit edilmistir. 35 susun 23’4 E. faecalis ve 12’si
E. faecium olarak belirlenmistir. Tim E. feacalis suslari ve 6 E. faecium susu
vankomisine duyarli (VSE) olarak, diger 6 E. faecium susuda VRE olarak tespit
edilmistir. Tiim VRE suslarinin vanA geni icerdigi bulunmustur. Calisma sonucunda,
bolgede enterokoklar arasinda optrA ve poxtA direng genlerinin yiiksek prevalansi ve
yayilimi ortaya konulmustur. POXtA direng genini barindiran izolatlarin %26,3’linlin
(5/19) aynm1 zamanda vanA’y1 da barindirmasinin hastalar i¢in 6nemli bir risk olusturdugu

belirtilmistir (36).

Ispanya’da 24 ayr1 hastaneden 2015 ve 2018 yillar arasinda izole edilen, linezolid
MIK konsantrasyon degerleri E-test ve broth mikrodiliisyon yontemi ile saptanmis 97
linezolide direngli enterokok (LRE) susunda 61 (%62.9) E. feacalis ve 36 (%37.1) E.
faecium tespit edilmistir (37).
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Cin’in Sanghay sehrinde (2017) bir hastaneden izole edilen 573 Enterococcus
spp. susun BioMerieux Vitek-2 Compact ile enterokok tiir tanimlamast yapilmustir.
Suslarin tlimii vankomisine duyarlidir. PCR ile optrA direng geni tespit edilen 20 sus,
broth ve agar mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak arastirilmis ve 2 linezolid direnci
tespit edilmistir. Calisma sonucunda, optrA geni varliginin ¢esitli aminoasitlerin
yerdegisimleri sonucu linezolide direngli olmayan enterokoklardada bulunabilecegi

belirtilmistir (38).

Olearo F. ve ark. (2021) tarafindan Almanya’da (2012-2018) yapilan ¢alisma
sonucunda linezolid ve vankomisine direncli Enterococcus faecium (LVRE) insidansinin
antibiyotik tiikketimi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Linezolidin VRE enfeksiyonlarinda

tedavi alternatifi olarak kalabilmesi i¢in linezolid kullaniminin sinirlandirilabilecegi

bildirilmistir (39).

Almanya’da (2015) yapilan bir baska ¢alismaya gore, VRE suslari arasinda
linezolid direncindeki artan prevelans 2008 yilinda %1’den kiiciik olarak bildirilirken,

2014’te bu oranin %9’dan daha biiyiik saptandigi bildirilmistir (5).

Calismamizda Yiiksek Diizey Aminoglikozid Direnci (HLAR) taramasi yapilmis
48 E. casseliflavus susunun, 31’inde yiiksek diizey aminoglikozid direnci (HLAR),
16’sinda yiiksek diizey gentamisin direnci (HLGR) ve 1 susta yiiksek diizey streptomisin
direnci saptanmistir. 2 E. faecium susu ise HLAR olarak tespit edilmistir.
Aminoglikozitlere (HLAR) kars1 elde edilen ytiksek seviyeli direng, sinerjistik tedavileri
ortadan kaldirdig1 i¢in HLAR suslarinin alternatif antibiyotik kombinasyonlari ile tedavi
edilmesi gerekir (13). Schouten MA ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada 50
E. gallinarum ve 21 E. casseliflavus susunun gentamisin direnci arastirilmis ve E.
gallinarum suslarinin %18'inin ve E. casseliflavus/flavescens suslarinin %18,2'sinin

gentamisine yiiksek diizeyde direngli oldugunu bildirmislerdir (40).

Enfeksiyon kontrol onlemlerinin alinmasi ile direncgli enterokok suslarinin hizla

yayilimi1 onlenebilir.

Cin’de yapilan bir ¢aligmada (2022), 142 E. faecalis (71 linezolide direngli 71
duyarl1) ve 70 E. faecium (23 vankomisin direngli, 23 duyarli, 12 linezolide direngli ve
12 duyarli) susunu, Resazurin Microplate Metodu (RMM) ile calisarak test etmislerdir.
RMM ile suslarin antibiyotik duyarlilik ve diren¢ durumlar1 ¢ok kisa siirede test

edilmistir. Suslarda linezolid ve vankomisin direnglerinin hizli bir yontem kullanilarak
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tanimlanmasinin direng yayilimini onleyecek izolasyon onlemlerinin ve enfeksiyon
kontrol Onlemlerinin hizla alinmasina imkan saglanacagi ve boylece yayillimin

engellenecegi bildirilmistir (41).

2021 yilinda Istanbul’da Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma
Hastanesin’de yapilan bir ¢alismada, tiim birimlerde yatan hastalardan toplanan rektal
stiriintii 6rnekleri VRE taramasi yapilarak degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, 771
hastadan 1710 6rnek alinmis, tiim 6rneklerin %8,1’inde (137/1710) VRE saptanmustir.
En yiiksek pozitiflik oraninin yogun bakim hastalarinda oldugu tespit edilmistir (42).

Calismamizda 50 VRE susunun, mikrodiliisyon metodu ile MiKso ve MiKgo
degerleri sirasiyla 2, 2 ug/ml olarak bulunurken, E-test metodu ile 2, 3 ug/ml olarak
bulunmustur. Kantitatif iki farkli yontem (mikrodilisyon ve E-test) sonuglari
degerlendirildiginde, MIKso g0 degerleri agisindan énemli bir fark goriilmemis ve tiim

yontemlerin (disk diflizyonda dahil) yiiksek oranda paralellik gosterdigi belirlenmistir.

2004 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada 55 VRE susunun E-test metodu ile
linezolid MIK degerleri arastirilmistir. Calisma sonucunda 55 susun MIK degerleri 0,38-
2,0 pg/ml araliginda tespit edilmistir (43). Baska bir ¢alismada, Aktas G. ve ark. (2012)
tarafindan 2006-2007 yillar1 arasinda hastalarin rektal siiriintii 6rneklerinden izole edilen
100 VRE susunun mikrodiliisyon ydntemi ile linezolid MIK degerleri arastirilmustir.
Calisma sonucunda, linezolid MiKso, MiKgo ve MIK araliklar1 4, 4 ve 1-16 pug/ml olarak
saptanmis ve 2 VRE susu linezolide direngli olarak bulunmustur. Direngli suslarin MIK
degerleri E-test yontemi ile de aragtirilmis 8 ve 12 pg/ml olarak saptanmistir. Bu iki sus

E.faecium olarak tanimlanmistir (44).

Parlak M. ve ark. tarafindan Tirkiye’de (2014) yapilan bir ¢aligmada, VRE
suslarinin linezolid duyarliliklar1 arastirilmistir. 58 VRE susunun E-test metodu ile
linezolid MiKso, MiKgo ve MiK araligi sirasiyla 0,75 pg/ml, 1,5 pg/ml ve 0,047-2 olarak
tespit edilmistir. VRE suslarinin linezolide duyarli oldugu bildirilmistir. VRE suslarinin
53’1 (%91,4) E. faecium, 5’1 (%8,6) ise E. faecalis olarak tanimlanmistir (45).

2017 yilinda yapilan baska bir calismada ise 79 Enterococcus spp. izolati
linezolide kars1 duyarli saptanmustir. E. faecalis (%69,6) suslar1 igin linezolid MIK aralig:
0,25-2 pg/ml, MiKso 0,75 pg/ml ve MiKgo 1,5 pg/ml olarak saptanmustir. E. faecium
(%30,4) suslar icin linezolid MIK aralig1 0,125-2 pg/ml, MiKso 0,5 pg/ml ve MiKgo 1

pg/ml olarak saptanmistir. Calisma sonucunda, linezolidin MIK degerlerinin izlenerek,
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MIK degerlerindeki degisimlerin yakindan takip edilmesi, yeterli doz ve siirelerde

kullanilmasiin 6nemine dikkat ¢ekilmistir (46).

Comoglu S. ve ark. tarafindan Tiirkiye’de (2019) yapilan bir calismada 20 VRE
susunun linezolid duyarliligr disk difiizyon ve E-test yontemleri ile arastirilmustir.
Suslarin MIK degerleri dagilimin1 0,38-2 pg/ml olarak saptamislardir. Calisma
sonucunda, linezolid direnci tespit edilememis ve linezolidin VRE tedavisinde 6nemli bir

alternatif oldugu belirtilmistir (47).

Calismamizda, farkli klinik birimlerden izole edilen 50 VRE susunun GP24
diagnostics tiir tanimlama kiti kullanilarak tiir tanimlamasi yapilmigtir. 50 sustan 48’i
(%96) Enterococcus casseliflavus ve 2 sus (%4) Enterococcus faecium olarak
tammmlanmustir. Kontrol susu olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 atandart susu

kullanilmis ve %100 dogruluk orani ile tanimlanmustir.

1999°da  Amerika’da yapilan bir calismada 486 enterokokal bakteriyemi
vakasinda 5 Enterococcus casseliflavus tespit edilmistir. Calisma sonucunda, hareketli
Enterococcus tiirlerinin, bagisikligir baskilanmis hastalarda klinik olarak 6nemli bir

bakteriyemi nedeni olabilecegi belirtilmistir (48).

Brezilya’da (2004) bir iniversite hastanesinde 67 hastadan izole edilen toplam 97
enterokok susu tiir tanimlamasi yapilarak incelenmis. Calisma sonucunda %34 oraninda
E. faecium, %33 E.faecalis, %23,7 E. gallinarum ve %5,2 oraninda E. casseliflavus tespit
edilmistir (49).

2006 yilinda yayimlanan bir caligmada Amerika’da bir hastanede 33 non-faecalis
ve non-faecium enterokokal bakteriyemili vaka incelenmis, vakalarmn 10°’u E.
casseliflavus, 8’1 E. mundtii, 7’si E. avium, 5’1 E. durans ve 3’i E. gallinarum ile enfekte
oldugu tespit edilmistir. Caligma sonucunda non-faecalis ve non-faecium enterokoklara
bagli bakteriyeminin saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyon oldugu bildirilmistir. Ayrica,
ozellikle hematoloji/onkoloji birimlerinde uygun enfeksiyon kontrol o6nlemlerini
baglatmak i¢in tiim enterokoklarin tiir diizeyinde tanimlanmasinin 6nemi vurgulanmistir

(50).

2009 yilinda Iran’da, Tahran hastanelerinde izole edilen enterokoklar arasindaki
tiir prevalansi ve antibakteriyel direncg arastirilmistir. 200 enterekok izolatin vankomisin,

teikoplanin ve linezolid antibiyotikleri duyarliliklar1 disk diflizyon ve agar diliisyon
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yontemi ile test edilmistir. Calisma sonucunda, 200 izolatin %80’i E. faecalis, %11°1 E.
faecium, %6,5’1 E. casseliflavus, %2’si E. gallinarum ve %0,5’i E. avium olarak
tamimlanmustir. 2 E. faecium, 1 E. gallinarum ve 1 E. casseliflavus susu linezolide direngli
olarak saptanmistir. Linezolid vankomisin direngli enterokok (LVER) suslar1 ig¢in

linezolid MIK degerleri 16 ve 32 ug/ml arasinda bulunmustur (51).

Japonya’da 2005-2014 yillar1 arasinda yapilan retrospektif bir calismada
enterokokal kan dolasimi enfeksiyonu olan 410 vaka ile ¢alisilmis. 410 vakanin 37’sinde
(%9) Enterococcus casseliflavus tespit edilmistir. Calismada enterokokal kan dolasimi
enfeksiyonunda E.faecalis ve E.faecium’dan sonra E. casseliflavus’un igiincii etken

oldugu belirtilmistir (52).

2010 yilinda Tayvan’da bir tip merkezinde, non-faecalis ve non-faecium
enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlara iliskin yapilan bir arastirmada kan
kiiltiirlerinden izole edilen 3017 enterokok susu incelenmis Ve en yaygin tiirler sirasiyla
E. casseliflavus, E. gallinarum, E. avium ve E. hirae olarak tespit edilmistir (53).

Non-faecium non-faecalis Enterokoklarm neden oldugu enfeksiyonlar ciddi

invaziv hastalig1 olan ve bagisiklig1 baskilanmis hastalar ile iliskilendirilmistir.

2015’de Amerika’da bir hastanede yapilan retrospektif ¢aligmada, hastaneye non-
faecium non-faecalis VRE kan dolasimi enfeksiyonu (Blood Stream Infection-BSI) tanisi
ile yatan 48 hastanin 29’unda (%60.4) E. gallinarum ve 19’unda (%39,6) E. casseliflavus
tespit edilmis. Genel olarak, vankomisine direngli E. gallinarum veya E. casseliflavus
BSI i¢in linezolid veya daptomisin ile tedavinin, anti-enterokokal beta-laktam tedavisine

kiyasla daha iyi klinik sonuglar verdigi belirtilmistir (54).

Koganemaru H. Ve Hitomi S. 2008 yilinda japonya’da bir {iniversite hastanesinde
yaptiklar1 ¢alismada, intrinsik olarak vankomisine direngli (VanC tipi) enterekoklarin
neden oldugu bakteriyeminin klinik ve mikrobiyolojik 6zellikleri retrospektif olarak
incelemistir. Calisma sonucunda VanC tipi enterokoklar (Enterococcus gallinarum ve
Enterococcus  casseliflavus), tiim enterokokal bakteriyemilerin = %12’si ile
iligkilendirilmistir. Bu tiirlerin Japonya’da daha sik bakteriyemiye neden oldugu

belirtilmistir (55).

2023 yilinda yaymmlanan Hindistan’da yapilan prospektif bir ¢aligmada 371
Enterococcus spp. izolata konvensiyonel biokimyasal testler ve VITEK 2 Compact
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tanimlama sistemi ile tlir tanimlamasi yapilmis ve PCR ile vankomisin direnci
aragtirtlmistir. Calisma sonucunda, 239 Enterococcus faecalis, 114 Enterococcus
faecium, 8 E. avium, 4 E. durans, 4 E. casseliflavus ve 2 E. gallinarum tespit edilmistir.
Vankomisin direnci 14 E. faecalis, 4 E. faecium, 4 E. casseliflavus ve 2 E. gallinarum
susunda, 2 linezolide diren¢li Enterokok ve 252 coklu ilaca direngli Enterokok tespit
edilmistir (56).

Saglik hizmetleri ile iliskili enfeksiyonlar1 6nlemek ve hasta, ¢alisan ve ¢evre i¢in
olusturdugu riski azaltmak igin siirveyans takibi yapilmalidir. Calisan saglig1, izolasyon,
saglik personelinin egitimi, enfeksiyon onleme politikalar1 ve yonetimi gibi enfeksiyon
kontrol programlar1 olusturulmali ve uygulanmalidir. Linezolid VRE enfeksiyonlari
tedavisinde Onemli bir antimikrobiyal ajandir. Direng gelismemesi i¢in gereksiz
kullanimindan kaginilmalidir. Calismamizda linezolidin VRE suslari iizerindeki etkinligi
aragtirtlmis ve linezolid direnci saptanmamistir. Bu da linezolidin VRE kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisinde giivenle kullanilabilecegi fikrini vermektedir. Bu konuda
devamli ve kapsamli ¢alismalarin yapilmasi ve linezolid direng siirveyansinin izlenmesi

onemli olacaktir.
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