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1. GIRIS VE AMAC

Enterokoklar dnceleri viriilansi diisiik bakteriler olarak ele alimirken hastanelerde canli
kalmalar1 ve yayilmalari agisindan 6nemli olan klor, gluteraldehit, alkol gibi kimyasal
dezenfektanlara dayanabilme 6zellikleri, cansiz yiizeylerde uzun siire hayatta
kalabilmeleri, gerek dogal gerekse kazanilmig antibiyotik direngleri, hastalarda endokardit,
bakteriyemi, tiriner sistem ve katater iligkili enfeksiyonlar gibi enfeksiyonlara sebep
olmalari, enterokoklarin yillar i¢erisinde klinik 6nem kazanmasina ve giinimiizde

nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda ilk siralarda yer almasina neden olmustur.'-

Enterokok turleri nozokomiyal bakteriyemilerin en yaygin {iglinci, iiriner sistem ve

cerrahi yara enfeksiyonlarinin ikinci siklikta saptanan etkenleri olarak gosterilmektedir.3#

Enterokoklar bakteriyosin ureten laktik asit bakterileri (LAB) grubuna dahil
mikroorganizmalardir. Oval sekilde tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde goriilebilen,
gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerop bakterilerdir. 5-65 °C
sicaklik araliginda, 4,5-10 pH araliginda ve yiiksek sodyum Kklorir (NaCl)
konsantrasyonlarinin bulundugu zor gevre sartlarinda canli kalabilmektedir.>®’” Guniimiize
kadar yapilan ¢alismalarda en az 70 adet enterokok turi belirlenmesine ragmen
Enterecoccus faecalis (E. faecalis) (%85-90) ve Enterecoccus faecium (E. faecium) (%5-

10) klinik 6rneklerden en fazla izole edilen turlerdir.®

Virilans faktorleri konakta kolonize olma, yayilma ve kalici olmak i¢in patojenin sahip
oldugu biyomolekiiler yapilardir. Enterokoklarin virlilansindan tek bir faktér sorumlu
degildir. Agregasyon maddesi (AS), enterokok yuzey proteini (esp), hemolizin / sitolizin,
jelatinaz ve biyofilm olusumu enterokoklarda virtilanstan sorumlu 6nemli faktorler
arasindadir.®!? asal geni tarafindan iiretilen agregasyon maddesinin ana islevi konak
hiicreye yapismayi saglamaktir.® Enterokoklarm nétrofil, endokard ve bobrek epitel
hiicreleri gibi gesitli okaryot hiicre yiizeylerine adezyonunu artirmaktadir.!* Esp, konakta
immun sisteminin baskilanmasi, kolonizasyon, biyofilm olusumu ve antibiyotik direncinde
rol oynayan 6nemli bir yiizey proteinidir.’? Jelatinaz ise jelatin, kollajen, fibrinojen, kazein,
hemoglobin, insiilin ve baz1 biyoaktif peptitleri hidrolize edebilen ve bununla birlikte
biyofilm olusumu siirecine katkida bulunan bir bakteri proteazidir. Biyofilmler,
mikroorganizmalarm canli ya da cansiz yiizeylere tutunarak, kendi iirettikleri polimerik

madde igerisinde korunakli bir sekilde kalabilmesini saglamaktadir. Nozokomiyal



enfeksiyonlarin %65 inden fazlasimin etken organizmanin biyofilm tiretme kabiliyetinden
kaynaklandig1 ve biyofilm olusturan mikroorganizmalarin antimikrobiyal direnglerinin de
yiiksek oldugu birgok bilimsel ¢alisma ile gdsterilmistir. 131415 Nozokomiyal enterokok
izolatlarinda artan ¢oklu ilag direnci, 6zellikle virllans faktorleri olmak lizere

enterokoklarin daha fazla arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Antibiyotik direnci ise patojen bakterilerin tedavisinde biiyiik bir sorun olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Enterokoklar plazmid, transpozonlar ve mutasyonlar nedeniyle ¢oklu
antibiyotik direng genlerini tasimakta ve aktarmaktadirlar.'® Enterokoklarda 1980°1i
yillarin sonlarindan itibaren ylksek diizey aminoglikozid direng (YDAD) artist
gOzlenmektedir. Yiiksek diizey aminoglikozidlere kars1 goriilen direng, beta laktamlar ile
arasindaki sinerjistik etkinin ortadan kalkmasina yol agmasi nedeniyle 6zellikle endokardit
gibi ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde sorunlara sebep olmaktadir. Enterokoklarda
YDAD’ne baskin olarak, iki islevli aminoglikozid modifiye edici enzim AAC (6”)-APH
(2°)’yi kodlayan aac (6°)-le-aph(2’)-1a geni aracilik etmektedir. Aph (2°)-1b, aph (2°)-Ic ve
aph (2°)-1d gibi aminoglikozidleri modifiye edici enzim genleri de enterokoklarda
YDAD’ nden sorumlu tutulmaktadir. Ulkemizde 2016 yili Ulusal Antimikrobiyal Direng
Siirveyans Sistemi (UAMDSS) raporuna gore yuksek diizey gentamisin direnci E.
faecalis 'te %57,2, E. faecium’da %61,7 olarak bildirilmistir. Enterokoklarda YDAD
oranlarinin oldukga yiiksek olmasi ve enterokoklarin ciddi nozokomiyal enfeksiyonlara yol
acmalar1 enterokoklarda direngle iligkili genlerin ve direng olusumuyla iligkilendirilen

virulans faktorlerinin aragtirilmasini gerekli kilmaktadir.

Ulkemizde YDAD’li enterokok suslarinda, YDAD direng genlerini belirleyen ve bu

izolatlarda virllans faktorlerini degerlendiren ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur.

Calismamizda Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Labortauvari’na gelen gesitli klinik érneklerden tretilen yiksek diizey aminoglikozid
direncli enterokok suslarindaki; direngten sorumlu genlerin arastirilmasi, viriilans
faktorlerinin ve biyofilm aktivitesinin fenotipik ve genotipik yontemlerle saptanmasi ve
direng genleri ile iliskilendirilmesi amag¢lanmistir. Calismamuz ile; hastanemizdeki direng
profili hakkinda bilgi edinilecek ve klinik duruma etkisi gosterilecektir. Ayrica hastane
kaynakl salginlarin 6nlenmesi i¢in elde edilen veriler ile hastane siirveyansina katkida

bulunulacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enterokoklarin tarihcesi

Enterokok, ilk kez 1899 yilinda Thiercelin tarafindan Fransa’da yayinlanan bir
calismada ‘enterocoque’ olarak adlandirilmistir.t” Ardindan Alexander Gordon ve
S.houston, hayvan diskis1 ve kanalizasyon suyunda ¢ok miktarda fekal streptokok
bulundugunu saptamislardir. Andrews ve Horder ise 1906 yilinda endokarditli bir hastanin
kanindan izole ettikleri bu bakteriyi Streptococcus faecalis (S. faecalis) olarak
adlandirmislardir.'® Orla-Jensen 1919 yilinda karbonhidratlari fermente etme dzelligi
bakimindan S. faecalis tiirtinden farklilik gosteren tiirti Streptococcus faecium (S. faecium)
olarak isimlendirmistir.*® 1933 yilinda Lancefield serolojik testlerle bu bakteriyi D grubu
streptokoklara dahil etmistir. Helen U. Wing ve M. Sherman sirasiyla 1935 ve 1937
yillarinda S. faecium’a benzer 6zellik gOsteren ve daha az fermentasyon yapan 3. bir tur
olan Streptococcus durans ‘1 tanimlamislardir. 1937 yilinda ise Sherman antijenik
yapilarini, hemoliz, biyokimyasal ve iireme 6zelliklerini dikkate alarak streptokoklari;
piyojenik, viridans, laktik asit treten streptokoklar ve enterokoklar olarak dort gruba
ayirmistir. Nowlan ve Deibel 1967 yilinda Streptococcus avium’u tanimlamisglardir.
Enterokoklar 1984 yilina kadar D grubu streptokok cinsi altinda yer almis, 16S rRNA dizi
analizi, DNA hibridizasyonu ve total hiicre protein profil analizi gibi gelismis molekiiler
tan1 ve tiplendirme ¢aligmalarinin yayginlagmasiyla birlikte enterokoklarin, Streptococcus
genusunda olmadigi anlagilmistir. 1984 yilinda Schleifer ve Kilpper—Balz tarafindan

Enterococcus cinsi olarak yeniden isimlendirilmislerdir.?

2.2. Enterokoklarin genel 6zellikleri

Enterokoklarin hiicre duvarinda %40 oraninda peptidoglikan bulunmaktadir ve
cogunlugu antijenik 6zellikte teikoik asit, lipoproteinler ve yizey protein antijenleri
icermektedir. Dig membrani yoktur. Bu 6zellikleri ile diger gram pozitif koklarin hiicre
duvar yapisina benzemektedir. Enterokoklarin %80’inde bulunan D grubu antijenik

ozelligini, hiicre duvar ile baglantili olan gliserol teikoik asit vermektedir.?!

Enterokoklar, 0.6-2.5 um boyutunda, gram pozitif kok ya da nadiren kokobasil seklinde,
tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde goriilebilen, sitokrom oksidaz ve katalaz negatif, spor
olusturmayan, fakiiltatif anaerob bakterilerdir.® Kanl agarda gri, parlak ve bugulu

goriiniimlii koloniler olustururlar. Alfa, beta veya gama hemoliz olusturabilirler.”?22 Sivi



besiyerinde bulaniklik olusturmadan dipte ¢okelti yaparak iirerler.?*? Enterokoklarin bazi
tirlerinde az miktarda katalaz enzimi Uretilebilmektedir (psddokatalaz). Psddokatalaza
sahip enterokok tirleri tam katalaz enzimi treten bakteriler gibi sitokromlar1 eksprese
edemezler.?® Fermentasyon yoluyla karbonhidratlar1 gaz olusturmadan laktik aside
donistiirtirler. Bakteriyosin Ureten laktik asit bakterileri grubuna dahil
mikroorganizmalardir. Enterokoklar ¢ogunlukla hareketsiz olup, bazi tiirleri (E. flavescens,
E. casseliflavus ve E. gallinarum) hareketlidir. Optimum tireme sicakligi 35 °C’de olmak
tizere 10-45 °C arasinda degisen sicaklik araliginda iireyebilmektedirler. Istisna olarak E.
dispar, E. sulfureus, E. malodoratus, E. moraviensis’in 45 °C’de, E. cecorum ve E.
columbae’mn ise 10 °C’de iireyemedigi saptanmistir.?’-2° E. faecalis ve E. faecium’un 30
dakika 60 °C’ye kadar olan sicakliga dayanikli oldugu goriilmiistiir.'? Asit ya da alkali
ortama, yiiksek sicakliga, hiperosmolarite, safra tuzu ve kimyasal ajanlara hizli uyum
saglayarak uygunsuz ortam kosullarina direng gostermektedirler.t?° Enterokoklarin cogu
%6,5 NaCl iceren ortamda iireyebilmekte ve %40 safra tuzu varliginda eskiilini hidroliz
edebilmektedir.® Ancak enterokok tirlerinden E. avium, E. saccharominimus, E. cecorum
ve E. columbae, % 6,5 NaCl varliginda zayif bir sekilde biiyiir veya hig biiyiimez.3!
Enterokok tiirlerinin ¢ogu (E. cecorum, E. columbae, E. saccharolyticus, E. canintestini, E.
devriesei ve E. moraviensis, E. pallens harig), pirolidonil arilamidaz enzimi ile L-
pyrolidonyl-B-naphthylamid (PYR) maddesini hidrolize etmektedir. Enterokok ttirlerinin
timi leucine aminopeptidase (LAPase) enzimi ile leucine B-naphthylamide (LAP) yapisini

hidroliz etmektedir.6

2.3. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Enterokoklar, Firmicutes subesinde, Bacilli sinifinda, Lactobacillales takiminda,
Enterococcaceae ailesinde Enterococcus cinsi olarak siniflandirilmaktadir. Giniimiizde
“List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) taksonomik

siniflamasinda, Enterococcus cinsi icerisinde 70 tiir oldugu belirlenmistir.?

Enterokoklarin filogenetik analizle streptokoklardan ¢ok Vagococcus, Tetragenococcus

ve Carnobacterium cinslerine ¢ok daha benzer olduklari saptanmistir (1. Cizim).



1. Cizim. Enterokok cinsinin 16S rRNA dizi analizi 6zelliklerine gore hazirlanan
filogenetik dendrogram?®

Aoat af the subires

10% Saquance divangence

Enterokoklar molekiiler yontemlerin yam sira diger gram pozitif, katalaz negatif,
faklltatif anaerob bakterilerden; %6,5 NaCl iceren ortamda treyebilmesi, %40 safraya
direncli olmasi, eskulin ve PYR hidrolizini ger¢eklestirebilmesi gibi 6zelliklerle
ayrilmaktadir (1. Cizelge). Enterokoklarin %80’ininde saptanan Grup-D antijeni
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus bovis, Vagococcus gibi cinslerde de

gortildiiginden taksonomik siniflandirmada yeterli kadar yeri olmadig: diistiniillmektedir.



1. Cizelge. Gram pozitif, katalaz negatif koklarin fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri33-3

Cins veya Fenotipik Ozellikler

tirler Morfoloji LAP | NaCl | 10°C 45°C EH Van Haraket PYR | Gaz
Enterococcus | Zincir + + D D + S(a) D + -
Streptococcus | Zincir + -(d) - D -(©) S - -(b) -
Lactococcus Zincir + D + -(e) + S - + -
Vagococcus Zincir + + + - + S + + -
Leuconostoc Zincir - D + - D R - - +
Pediococcus Kiime + D - D + R - - -
Tetragenococ | Kime + + - + S - - -
Aerococcus Kime - + - + D S - + -

D:Degisken, VAN: Vankomisin (30 pg disk) duyarliligi, S: Duyarli, R: Direngli, PYR: L-pyrolidonyl-p-naphthylamid hidrolizi, EH:
Eskulin hidrolizi, LAP: Leucine B-naphthylamide, NaCl: %6.5 NaCl i¢eren besiyerinde tireme, 10 °C :10 °C’de iireme, 45 °C :45 °C’de
lreme +: Pozitif, -: Negatif

a) Enterokoklarda bazi tiirler vankomisine direnglidir ancak disk etrafinda kiigiik bir inhibisyon zonu gozlenmektedir.

b) A grubu streptokoklar PYR pozitif, diger streptokok tiirleri negatiftir.

¢) Viridans grubu streptokoklarin %5-10’unda eskilin hidrolizi pozitiftir.

d) Baz1 beta hemolitik streptokoklar %6,5 NaCl iceren besiyerinde tireme gosterir.

e) Bazi Lactococcus tiirlerinde 45 °C’de ¢ok yavas iireme gdzlenmektedir.

Enterokoklarin, karbonhidrat igeren ortamlarda asit tretmeleri, arjinin hidrolizi, pirtivat
kullanimi, hareket gibi biyokimyasal ve fenotipik 6zelliklerine bakilarak tiir tayini

yapilmaktadir (2. Cizelge).

2. Cizelge. Enterokok tiirlerin biyokimyasal 6zelliklerine gore simflandirilmasi®’

Enterokok tiirii Motilite | ARA | MAN SOR RAF TEL ARG PYU MGP
E. faecalis - - + - R + + T N
E. faecium - + + - D - + B _
E. casseliflavus | + + + - + - - D n
E. gallinarum + + + - + - ¥ _ T
E. durans - - - - - - ¥ _ ;
E. avium - + + + - - - + +
E. raffinosus - + + + + - - + +

ARA: Arabinoz, MAN: Mannitol, SOR: Sorbitol, RAF: Rafinoz, TEL: Telllrit, ARG: Arjinin, PYU: Pirivat, MGP: Metil -a-D-
glikopiranozid, +: Pozitif, -: Negatif, D: Degisken
E. faecalis’i diger enterokok tiirlerinden ayirt etmede telliirit varliginda tireyebilmesi

onemli bir ozelliktir.

API Rapid ID 32 Strep, API 20 Strep, Vitek Gram-Positive identifikasyon (GPI) kart1 ve
Microscan Gram Positive Breakpoint Combo panel gibi otomatize identifikasyon
sistemleri enterokok tiirlerini hizli tanimlamada gilinlimiizde siklikla kullanilmaktadir. TUr

diizeyinde ayrim saglayan bu sistemler enzimatik reaksiyonlar ve sekerlerin fermentasyonu



esasina dayanmaktadirlar. Ayrica matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus
zaman kiitle spektrometresi (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight
Mass Spectrometry, MALDI TOF-MS) tanimlama sistemi ile mikroorganizmalarin protein
yapilariin iyonizasyonu ve dl¢iilen degerlere gore elde edilen spektralarin grafiksel
goriintiilerinin sistemin veri tabanindaki referans organizmaya uyumuna gore

mikroorganizmalarin cins ve tiirleri identifiye edilebilmektedir.®

2.4. Epidemiyoloji ve klinik 6nemi

Enterokok turleri toprak, su, bitkiler, kuslar, bocekler ve memelilerde yaygin olarak
gorilmektedir. insan ve hayvanlarin gogunlukla gastrointestinal sisteminde (GIS) daha az
siklikta da, perineal deri, oral kavite, genitoiiriner sistem ve safra yollarinda
bulunmaktadirlar.! Ozellikle besin agisindan zengin intestinal sistemde geliserek insan ve
hayvanlarm diskilariyla ¢cevreye yayilmaktadirlar.®® insan diskisinda 103- 107 cfu/ gram E.
faecalis, 10* -10° cfu/ gram E. faecium bulunmakta olup toplam enterokok tdrleri,
cogunlugunu zorunlu anaerop bakterilerin olusturdugu normal bagirsak mikrobiyotasinin
%0,01°den azin1 olusturmaktadir.*°-4? Enterokoklar firsat¢i patojen mikroorganizmalardir
ve gastrointestinal sistem, hastaliklara neden olan enterokok tiirlerinin 6nemli bir kaynagi

olarak gorilmektedir.

Enterokoklarin enfeksiyon ve kolonizasyon i¢in; immiinsupresyon, maligniteler, Griner
veya santral katater gibi invaziv islemler, renal yetmezIlik, genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 ile hastanede ve yogun bakimda uzun siire kalma gibi faktorler risk

olusturmaktadir.*3

Insanlarda enterokok enfeksiyonlarinin %80-90°mnda etken E. faecalis iken, kalan %10-
20 enfeksiyonda en ¢ok etken olan enterokok turiinin E. faecium oldugu
gorilmektedir.**4® Ancak son yillarda klinik érneklerde, antibiyotik diren¢ oranmnm E.
faecalis’e oranla daha yiiksek goriildiigii E. faecium tiirlerinin miktarindaki artis dikkati
cekmektedir.

Enterokoklar ¢evre kosullarina oldukca dayanikli olduklarindan, kap1 kolu, yatak,
termometre gibi ylzeyler Gizerinde uzun siire canli kalabilmektedir. Bu sebeple kontamine
nesneler ve saglik personelinin elleriyle hastadan hastaya tasinarak nozokomiyal salginlara
yol acabilmektedirler.#647 2. Cizim’de nozokomiyal enterokok yayiliminin énemli yollart

gosterilmistir.



2. Gizim. Nozokomiyal enterokok yayiliminin énemli yollari*®
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2.5. Enterokok tiirlerine bagh olusan enfeksiyonlar

Enterokoklar sahip olduklar: virlilans faktorleri ve antibiyotik direng mekanizmalari ile,
cogunlukla gastrointestinal sistemden dokulara yayilarak enfeksiyona sebep olmaktadirlar.
Nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli etkenleri arasinda gosterilmektedirler. Enterokok
thrleri Griner sistem enfeksiyonlari, karin i¢i ve pelvik enfeksiyonlar, enfektif endokardit,
bakteriyemi, yara ve yumusak doku enfeksiyonlari ve menenjit gibi enfeksiyonlara sebep

olmaktadir.*®

2.5.1. Uriner sistem enfeksiyonlari

Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin basinda iiriner sistem enfeksiyonlari
gelmektedir. Sistit, piyelonefrit, prostatit, perinefritik apse, epididimit seklinde
goriilmektedir. Siklikla nozokomiyal enfeksiyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Enterokoklar, nozokomiyal iiriner sistem enfeksiyonu olan hastalardan ikinci siklikla izole
edilmektedir. Uriner katater ve sistoskopi gibi invaziv islemler ile Griner sistem anomalileri

onemli risk faktorlerindendir.50-52

2.5.2. Enfektif endokardit

Enfektif endokarditlerin %5-20’sinden etken olarak enterokoklar sorumlu

tutulmaktadir.>® Enfektif endokarditin Ggtincli en sik etkeni olarak gosterilmektedir.>*



Enterokok tiirlerinden en sik E. faecalis izole edilmektedir. Cogunlukla sol taraf
endokarditine neden olmaktadir ve mitral kapagin, aort kapagina gére daha sik tutuldugu
bildirilmistir.®

Dejeneratif kapak hastaligi, protez kapak operasyonlari, 1V ilag kullanimi gibi durumlar
risk faktorlerini olusturmaktadir.>* Enterokokal endokardit subakut bir seyir
gostermektedir. En yaygin klinik belirtiler tifiiriim, ates, kilo kayb1 ve halsizlik olarak
gosterilmistir. Yasl ve immunsupresif kisilerde mortalite oraninin yiiksek oldugu

saptanmigtir.>®

2.5.3. Bakteriyemi

Enterokok kaynakli bakteriyemi, enterokoklara bagli endokarditten daha sik
gorlilmektedir.5” Enterokoklar, bakteriyemilerin en sik goriilen 3. etkeni olarak
gosterilmektedir.>® Enterokok bakteriyemileri genellikle polimikrobiyal sekilde
gortlmektedir. Siklikla iiriner sistem ve karin igi enfeksiyonlar, intravenoz veya

intraarteriyal kateterizasyon sorumlu tutulmaktadir.>®

2.5.4. Karm ici ve pelvik enfeksiyonlar

Enterokoklar gastrointestinal sistemde florada olmalar1 sebebiyle, karin i¢i ve pelvik
enfeksiyonlarinda en ¢ok izole edilen turlerdendir.®® Enfeksiyonlar genellikle
polimikrobiyaldir.6* Peritoneal diyalizli hastalarda, abdominal cerrahi ya da travma
komplikasyonlarinda peritonitin sik etkenlerinden biri oldugu gosterilmistir. Akut salpenjit

veya endometrit komplikasyonu olarak apse veya bakteriyemiye neden olabilmektedirler.5°

2.5.5. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

Enterokoklar, seliilit ve yumusak doku infeksiyonlarina nadiren neden olmaktadirlar.
Cerrahi ve yanik yaralari, diyabetik ayak, dekubit tlserleri, osteomyelit ve septik artrite

neden olabilmektedir. Siklikla polimikrobiyal enfeksiyonlardan izole edilmektedir.®?

2.5.6. Menenjit

Saglikli eriskinlerde enterokoklar nadiren menenjit etkenidir. Bakteriyel menenjit

vakalarmin sadece %0,3-%4,0’tinii olusturmaktadir. Enterokokkal menenjit daha ¢ok kafa



travmasi, beyin omurilik sivis1 (BOS) kagagi, cerrahi girisim sonrasi veya santral sinir

sisteminde anatomik defekti olan hastalarda gérilmektedir.®3

2.5.7. Diger enfeksiyonlar

Enterokok turleri daha nadir olarak otit, endoftalmit, osteomyelit, artrit, pnomoni,

periodontit ve sinuzit etkeni olarak saptanmiglardir.

2.6. Virilans ve patogenez

2.6.1. Adezyon

Kromozomal virulans faktoru ve direng mekanizmalarina ya da plazmitler ve konjugatif
transpozonlar araciligi ile aktarilmig virulans genlerine sahip enterokok tirleri konak

dokulara tutunarak enfeksiyona yol agmaktadir.

Patogenezde en 6nemli unsur enterokoklarin yiizeyinde bulunan adezinleri ile konak
epitel/endotel hiicre reseptorlerine veya hiicre dist matriks proteinlerine adezyonudur.
Gastrointestinal sistemde adezinleri olmayan enterokoklar konak reseptérlerine
baglanamadigindan dokulara invaze olamaz ve bagirsak haraketi ile liimenden
uzaklastirilir.®* Ayrica membran glikolipidleri, insan kolon mukozal hticrelerinin
yuzeyinde ve/veya hicre disit matrikste bulunan heparin ve heparan sulfat gibi

glikozaminoglikanlara baglanarak adezyonda 6nemli rol oynamaktadir.!

2.6.2. Enterokoklarin virtilans faktorleri

Virllans faktorleri konak dokuya adezyonu, invazyonu ve kolonizasyonunu saglayarak,
doku yikimini kolaylagtirarak ve konak bagisiklik sistemini etkileyerek enfeksiyonun
patogenezine katkida bulunmaktadir.5® Enterokoklardaki virtilans, genomdaki patojenite

adalar1 ve plazmidlerde kodlanan virtilans genler ile saglanmaktadir.®6.67

Enterokoklarda bazi viriilans faktorleri; agregasyon faktort, enterokok yuzey proteini,
Enterococcus faecalis Antijen A Proteini, jelatinaz, sitolizin ve hyaluronidaz (hyl)’ dir (3.

Cizim).%8

10



3. Cizim. Enterokoklara ait virtlans faktorleri

S x
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2.6.2.1. Agregasyon maddesi
Agregasyon maddesi, enterokoklarin konak hucrelerine yapismasinda onemli rol

oynayan feromonla uyarilan konjugatif plazmitlerin kodladig1 yuzey proteinleridir.

AS olusumuna neden olan agg geninin aspl, prgB, asal ve asc10 gibi gesitli varyantlari
bulunmaktadir. Bu genler tarafindan kodlanan proteinlerden en ¢ok incelenenler asal, aspl
ve asc10 agregasyon maddesi glikoproteinleridir. Glikoproteinlerde %90’1n uzerinde

aminoasit dizi benzerligi mevcuttur.

AS enterokoklarin birbirleriyle temas etmelerini saglar ve bakterilerin kiimelenmesine
neden olur. Bu durum antibiyotik direng ve viriilans genlerini tagiyan plazmidlerin

transferini kolaylagtirmaktadir.

AS kompleman reseptoru tip 3 araciligiyla opsonizasyondan bagimsiz olarak notrofillere
baglanabilmekte ve bu baglanma ile notrofillerin bakterileri oldurmesi engellenmektedir.
Ayrica yuzey hidrofobisitesini artirarak lizozomal vezikullerde fagozomun birlesmesini
zorlastirmaktadir. T huicre proliferasyonunu uyaririr ve makrofajlardan TNF-a, T

hiicrelerinden TNF-B, IFN-y salinimini uyarmaktadir.8%70
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AS’de bulunan arjinin-glisin-aspartik asit motifi, reseptoriinii tagiyan bagirsak epiteli,
bobrek tiibiiler hiicreleri, endokardiyal vejetasyonlar ve nétrofile baglanarak adezyonu
gergeklestirmektedir. Ozellikle endokardit ve riner sistem enfeksiyonlarinda énemli
virllans faktorlerinden biri olup yapilan ¢aligsmalarda nozokomiyal enterokok etkenlerinde

daha sik saptandigi goriilmiistiir.”

2.6.2.2. Ekstraselliler Yuzey Proteini

Hiicre duvar ile iliski yliksek molekiiler agirliga sahip protein olup patojenite
adaciklarinda esp geni tarafindan kodlanmaktadir.”> Konjugasyon ile enterokok suslari
arasinda transfer edilebilmektedir. Esp konak dokulara adezyon, kolonizasyon ve konak
immun yanittan kagista rol oynamaktadir. Ayrica yapilan ¢calismalarda biyofilm
olusumunda &nemli rolii oldugu gosterilmistir. Latasa ve ark.”®’nin yaptig1 calismada esp
geninde mutasyon saptanan enterokok izolatinda biyofilm olusumunun izlenmedigi
plazmid araciligiyla esp gen transferi yapildiginda ise biyofilm olusumunun izlendigi

gosterilmistir.

Basta endokardit, iriner sistem enfeksiyonu ve bakteriyemi olmak tizere daha ¢ok

nozokomiyal drneklerden izole edilen enterokok suslarinda esp genine rastlanmaktadir.”

2.6.2.3. Enterococcus faecalis Antijen A Proteini (EfaA Proteini)

EfaA proteini ilk kez endokarditli bir hastanin 6rneginde tanimlanmis olup 6zellikle E.
faecalis suslarinda yiizey antijeni olarak bulunmaktadir.” EfaA geni tarafindan
kodlanmaktadir. EfaA geni substart baglayici lipoprotein bileseni kodlamada gorevli

EfaBCA (¢ genli operonun G¢tincti genidir.”®

EfaBCA operonunun, E. faecalis igin dnemli bir mikrobesin olan Mn?*>nin mevcut
olmadig1 dokularda veya serumda eksprese edilen yiiksek afiniteli bir manganez
permeazini kodladigini 6ne siirmiislerdir, bu da EfaA’nin konak dokularinin enfeksiyonu

icin dnemini aciklamaktadir.”’

2.6.2.4. Hemolizin/Sitolizin

Sitolizin bakteri yapisinda bulunan sitotoksik proteindir. Eritrositleri parcalayarak
hemoliz olusturmasi nedeniyle hemolizin olarak da adlandirilmaktadir. Eritrositler,
polimorf nuveli lokositler (PMNL) ve makrofajlarda litik aktivite gostermelerinin yaninda

Gram pozitif bakterilere karsi bakterisidal aktivite gosterdigi belirlenmistir.”® Feromona
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duyarli plazmidlerde ya da patojenite adasinda kodlanan cylR1, cylR2, cylL|, cylLs,
cylLpm, cylLB, cylLA ve cylL|’den olusan 8 gen bolgesinin kontroliinde tretilmektedir.”

cylLL ve cylLsg genleri sitolizin alt unitesinde kodlanan genler, cylL, cylLB ve cylLa
genleri post-translasyonel mekanizma ile diizenlenen salgisal genler ve cylL| geni immun
kagista rol oynayan gen olup bir operon tarafindan kodlanmaktadir. cylR1 ve cylR2 genleri

ise duzenleyici genlerdir ve farkli bir operon tarafindan kodlanmaktadir.

Enterokoklarin virulansina etkileri konusunda yapilmis bir¢ok ¢alismada, sitolizinin
enfeksiyonu siddetlendirdigi gosterilmistir.8 Ike ve ark.2min yapti1 calismada; sitolizini
pozitif ve negatif E. faecalis suslari ile intraperitoneal enjeksiyon uygulanan fareler
incelendiginde, sitolizin negatif suslar ile 7 giinliik enfeksiyondan sonra tiim fareler hayatta
kalirken, sitolizin pozitif suslar enjekte edilen farelerin 4-5 saat i¢cinde 6ldiigii goriilmiistiir.
Bir tavsan endokardit modelinde ise sitolizin ve agregasyon maddesi pozitif suslar,
enfeksiyonlarin yiizde 55’inde 6ldiiriicii iken sadece agregasyon maddesi pozitif suslarla
enfekte olmus hayvanlarda yiizde 15 6liimciil oldugu goriilmiistiir.8? Ayrica yapilan klinik
calismalarda enfeksiyon ile iligkili hasta 6rneklerinden izole edilen suslar ile saglikli
bireylerin diskisindan izole edilen enterokok suslari sitolizin varlig1 agisindan
karsilastirildiginda hasta drneklerinden izole edilen enterokok suslarinda sitolizinin daha

sik saptandig1 gosterilmistir.8384

2.6.2.5. Jelatinaz

Bakteriyel proteazlar genellikle bir organizmanin proteoliz yoluyla besin elde etme
yetenegini artiran faktorler olarak kabul edilmektedir. Siklikla konak dokulara verilen
zararla iliskilendirilmektedir. Jelatinaz ilk 1964 yilinda Bleiweis ve Zimmerman tarafindan

E. faecalis OG1RF susunda saptanmigtir.®

Jelatinaz enzimi gelE geni aracigiyla iiretilmekte olup kollajen, fibrinojen, fibrin, jelatin,
kazein, insulin, hemoglobin ve diger baz1 biyoaktif kugcuk peptidleri hidrolize
edebilmektedir. Cinko iceren matriks metalloproteinaz ailesinin bir uyesi olup uretimi fsr
gen bolgesi tarafindan kontrol edilmektedir.2® Bu bélge, salgilanan ¢esitli proteinlerin ve
toksinlerin ekspresyonunu pozitif olarak diizenleyen ve yiizey proteinlerinin
ekspresyonunu regiile eden bir ¢ekirdek algilama sistemi olan S. aureus’taki AGR
lokusuyla énemli benzerlik tasimaktadir.8” fsr gen bolgesinin mikrodizisi incelendiginde

viriilans ve metabolik yolaklarda etkili genlerin ekspresyonunu aktive ettigi saptanmisgtir.®
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Hayvanlar tizerinde yapilan deneylerde jelatinaz pozitif E. faecalis suslari ile enfekte

hayvanlarda negatif suslara gore klinigin daha agir seyrettigi goriilmiistiir.888°

Jelatinaz, biyofilm olusumu surecine katkida bulunan 6nemli bir proteinazdir. fsr gen

lokusunda meydana gelen mutasyonlar biyofilm sentezinde azalmaya neden olmaktadir.

2.6.2.6. Hiyaluronidaz

Hiyaluronidaz enzimi, bakteri kromozomlarinda hyl geninde kodlanmakta olup konak
dokudaki hyaluronik asidi pargalayarak doku hasarina sebep olmakta ve bakterinin tremesi
i¢in besin kaynagi olusturmaktadir. Ayrica bag dokusundaki mukopolisakkaritleri
depolimerize ederek konak dokularinda yayilmalarini saglamaktadir. Enterokoklarin
yaninda streptokoklar ve stafilokoklar gibi gram pozitif koklarda ayrica kancali kurtlar,

sulukler, zehirli yilanlar ve spermatozoa gibi okaryotik hticrelerde de bulunmaktadir.

Dislerin dentin tabakasinda hyaluronik asit bulunmaktadir. Hiyaluronidaz enzimi, bu
tabakadaki hyaluronik asidi parcalayarak dislerin kok kanalindan periapikal lezyonlara
enterokoklarin gegisini kolaylastir ve bu sekilde dis guruklerindeki doku hasarinda rol
oynamaktadir.®® Hiyallronidaz enzimi, kendi zarar verici etkisinin yaninda diger bakteriyel
toksinlerin zararl etkilerinin de Oniinii agarak hasarin biiylikliiglinii arttirabilmektedir.
2.6.2.7. Enterokoklarin adeziv matriks molekiillerini taniyan kollajen baglayici

mikrobiyal yuzey bilesenleri (MSCRAMM)

Enterokoklarin dokulardaki kolonizasyon ve doku hasari, konagin hiicre dis1 6zgul
matriks proteinleri ile enterokoklarin kollajen baglayici adhezin yapili proteinler arasindaki
etkilesim sonucu olustugu diisiiniilmektedir. E.faecalis V583 ve E.faecium TX0016
suslarinda, sirasiyla 17 ve 15 adet Enterokokkal kollajen baglayici adhezin bulunmus olup
gunumuzde 7 enterokokal MSCRAMM ayrintili olarak karakterize edilmistir: E. faecalis
icin Ace (E. faecalis kollajen baglayan adhezin), Fssl, Fss2 ve Fss3 (E. faecalis ylizey
proteini); E. faecium igcin Acm (E. faecium kollajen baglayan adhezin), Scm (E. faecium’un

ikinci kolajen adhezini) ve EcbA (E. faecium kolajen baglayici protein A).

Ace’nin enfeksiyonlarda énemli bir roli olup kolajen tip | ve IV'e baglanmaktadir.
S.aureus’un kollajen baglayan Cna proteniyle benzerlik gostermektedir.®® Ayrica, Ace’nin
deneysel olarak endokardit patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Spesifik anti-Ace
antikorlar1 verilen siganlarin E. faecalis endokarditi gelistirme olasiliginin daha diisiik

oldugu saptanmustir.? Fssl, Fss2 ve Fss3 farkli fibrinojen polipeptit zincirlerini hedef
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almaktadir. Acm ise kollajen tip I’e ve daha az 6lcude kollajen tip 1V’ ¢ baglanmaktadir.
Acm’nin de Ace gibi deneysel olarak endokarditin patogenezine katkida bulundugu
gosterilmistir. % Scm ve EcbA’mn her ikisi de kollajen tip Ve ve fibrinojene

baglanmaktadir %9

2.6.2.8. Lipoteikoik asit (LTA)

Lipoteikoik asitin lipit kism1 adezyon 6zelligi gostermektedir. Konagin eritrosit,
trombosit, PMNL, lenfosit ve epitel hiicrelerine baglanarak agregasyon faktorii olusumunu
indlklemektedir. Ayrica TNF-a, IL1-B, IL6, IL8 ve PGE-2 gibi enflamatuvar

mediyatorlerin, siiperoksit radikallerin ve lizozomal enzimlerin salinimim artirmaktadr. %

Plazmit transferini kolaylastirarak antimikrobiyal direng gelismesine de katki sagladigi
gosterilmistir. Deneysel ¢alismalarda E.hirae ATCC 9790 susuna ait lipoteikoik asitin
bakteri otolizisini inhibe ettigi gosterilmistir.

2.6.3. Biyofilm

Biyofilm, mikroorganizmalarin canli veya cansiz bir ylizeye tutunarak kendi irettigi
hiicre dis1 polisakkarit (EPS) matriks iginde goémulli halde yasadigi mikroekosistemdir.
Mikroorganizmalar biyofilm olusturarak ¢evresel etkenlerden korunmay1 ve besin
kaynaklarmni daha verimli kullanmay1 amaglamaktadir.®® Ayrica mikroorganizmalar
biyofilmler sayesinde konak immiun yamtindan ve antimikrobiyallerin saldirisindan
korunabilmektedir. Biyofilmlerde, matrikste gémiilii halde yasayan mikroorganizmalara
besin maddelerinin ve oksijenin tasinmasi su kanallar ile saglanmaktadir.®” Biyofilm %15

hiicre, %85 matriks materyalinden olusmaktadir.%

Biyofilmler; kateterler, eklem ve kalp protezleri gibi tibbi araglar1 veya kistik fibrozis
gibi baz1 hastaliklarda solunum yollarini kolonize edebilirler. Hastane kaynakli
enfeksiyonlari %65'inden fazlasinin etken organizmanin biyofilm uretme kabiliyetinden

kaynaklandigi tespit edilmistir.

Enterokoklarda biyofilm olusumunda, pili, serin proteaz ve jelatinaz enzimleri, Ace
yuzey proteini ile esp ve gelE genlerinin rolu oldugu ve bu sayede konak¢1 dokulara

tutunabildigi belirlenmistir.

Biyofilm olusumu dort asamadan olugmaktadir (4. Cizim).
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Uygun ortamda bakteriler yuzey boyunca hareket ederek mikrokoloniler olustururlar ve
yuzeye tutunurlar. Tutunmanin ilk agsamasi olan geri doniistimlii tutunmada, bakteri hucresi
ile yuzey arasinda, elektrostatik gucler, hidrofobik etkilesimler ve VVan der Walls
giiclerinden olusan zay1f etkilesimler rol alir.%® Bakterilerin ¢ogalmasi ve ekzopolisakkarit
madde uretimi ile geri donusumsuz sekilde baglanma saglanir. Bu sekilde ekzopolisakkarit
maddeye gomiilii bakteriler soguk, sicak, dezenfektan gibi durumlara ve antimikrobiyal
ajanlara karsi direngli hale gelmektedir. Biyofilm tabakasinda yeterli sayiya ulagildiginda,
bakteri farkli yerlerde kolonize olabilmesi i¢in biyofilm tabakasindan koparak yeni

ortamlara yerlesmektedirler.!%

4. Cizim. Biyofilm gelisim asamalari

EPS Matriks

Biyofilm Olisumu

Ince Film Tabakast i
Ureme
\ Yiizeye Tutunma @
"ﬁZC}' @ - -

S SN N S S g, SN g, S g S, SN g S g N N N

A A A S T N S RN A T ST ST ST WA W AT

Z

Ekstraseluler matrikse gomulu olan bakteriler yuksek antibiyotik direncine ve yuksek
gen transfer 6zelligine sahiptir.1°! Biyofilm idrar yolu enfeksiyonlar ve endodontitlerin
yan1 sira endokardit olusumunda da énemlidir. Enterokoklar endokarditte, kalbin
vejetasyon adi verilen hasar bolgelerinde ve kapaklarinda biyofilm olusturmaktadir.”
Biyofilm olusumu Enterococcus cinsinde en sik E. faecalis ve E. faecium tirlerinde

saptanmaktadir.10?
Biyofilm olusumunda sorumlu genler;

BopD: Glikoz bulunan ortamda biyofilm olusumunu diizenlemektedir ve biyofilm

olusumunda tamir asamasinda rol oynar.
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Fsr lokusu: 6zellikle E. faecalis regulatort igin fsrA, fsrB ve fsrC olarak tanimlanan ti¢
gen bolgesi icerir. Adezyon, jelatinaz enzimi sentezinin regiilasyonu ve biyofilm

olusumunda etkilidir.1%

Ebp: ik tutunmada gérevli ylizey piluslarinin kodlayan gen bélgesidir. Ozellikle

endokardit enfeksiyonlarindan sorumlu tutulmaktadir.'%

Ayrica DItA (D-alanine-D-alanil Tasiyict Protein Ligaz), Epa (Enterokokkal
Polisakkarit Antijen), SrtC(sortazC), Sal (Secretory Antigen Like) esp ve gelE genleri,
serin proteaz ve jelatinaz enzimleri ile Ace yuzey proteininin biyofilm olusumunda rolii

bulunmaktadir.

2.7. Antibiyotik diren¢ mekanizmalari
Antibiyotik ¢agi ilk penisilin ile baslamis ve ardindan ¢ok sayida dogal, sentetik ve
semisentetik antimikrobiyal 0zellige sahip ilag iiretilerek enfeksiy6z hastaliklarin

tedavisinde kullanilmistir.

Antibiyotiklerin kesfi ile es zamanli olarak, bakterilerin bu ilaglara karsi direng
kazanabilecegi ve mevcut antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde etkisini

kaybedecegi diisiincesi hakim olmustur.%

Enterokoklar gibi hastane enfeksiyonlarindan sik izole edilen patojenlerde, 1900’li
yillarin sonlarinda dusiik oranda ¢oklu ilag direnci gosteren suslar ortaya ¢ikmaya
baslamustir. Ik zamanlarda hastanelerde ortaya ¢ikan bu suslar zamanla cevreye ve
topluma yayilarak klasik antibiyotik tedavisine cevap vermeyen yliksek morbidite ve

mortalite ile seyreden enfeksiyonlar gelismesine sebep olmustur.

Bakteriler plazmitlerle, konjugatif transpozonlar araciligiyla, mutasyonlar ya da
insersiyon dizileri ile antibiyotik direnci ve viriilans genlerine sahip olmaktadirlar.
Antibiyotik direnc genleri, blyuk kompozit elementler Gizerinde kombinasyonlar halinde

veya tek genler halinde bulunabilmektedir.

Bakterilerde antibiyotik direnci, intrinsik (dogal) ve ekstrinsik (kazanilmis) olmak uzere
ikiye ayrilmaktadir. Mikroorganizmanin kromozomal DNA’sinda bulunan direng
mekanizmasi ‘intrinsik direng’ olarak tanimlanmaktadir. Plazmitler ve transpozonlar
araciligiyla meydana gelen direng mekanizmasi ise ‘ekstrinsik direng’ olarak ifade

edilmektedir.
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Bakterilerin antibiyotiklere karsi gelistirdigi diren¢ mekanizmalar1 5 grup altinda

incelenmektedir.1%

1. Bakteri huicresi i¢ine antibiyotik girisinin engellenmesi ile gelisen direng,

2. Antibiyotik inaktivasyonu sonucu gelisen direng,

3. Hedef molekilun degisimi sonucu gelisen direng,

4. Aktif pompa sistemleri ve hiicre duvar1 permeabilite degisimi sonucu gelisen direng,
5. Diger mekanizmalar

Enterokoklar; 3-laktamlar, karbapenemler, sefalosporinler, aminoglikozidler (diisiik
diizey), linkozamid (diisiik diizey), streptogramin, trimetoprim-sulfametoksazol ve
glikopeptidlere dogal direng; R-laktamlar, aminoglikozidler (ytksek diizey), makrolid,
kloramfenikol, tetrasiklin, rifampisin, kinolon, glikopeptid ve oksazolidinonlara ise
kazanilmis direng gosterirler (3. Cizelge). E. faecium’un bakteriler arasinda antimikrobiyal
direnc¢ genlerinin edinilmesinde ve transferinde merkezi bir rol oynadigi

diistiniilmektedir.1%6
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3. Cizelge. Enterokoklarin dogal ve kazanilmis direng gosterdigi antibiyotikler®’

Direng Antibiyotik Enterokok tlirti | Diren¢ mekanizmasi
B-laktamlar Tim enterokoklar | Diisiik afiniteli penisilin
baglayici proteinler (PBP)
Aminoglikozidler | Tim enterokoklar | Yetersiz alim
(diistik diizey)
Aminoglikozidler | E. faecium Kromozal AAC (6’)’l1 enzimin
(orta dlizey) uretimi
5 Linkozamidler ve | E. faecalis Ila¢ efluksu
Dogal . .
Streptograminler | E. avium
Direnc E. gallinarum
E. casseliflavus
Glikopeptidler E. gallinarum D-Ala-D-Ser ile biten
(disiik diizey) E. casseliflavus peptidoglikan dncilerinin
uretimi
Ampisilin E. faecium PBP 5’te asir1 uretim veya
(yuksek diizey) E. faecalis degisiklikler
E.hirae
Aminoglikozidler | E. faecalis Aminoglikozidleri modifiye
(yuksek dlzey) E. faecium edici enzimler
E. gallinarum
E. casseliflavus
Kazamlmis Makrolidler Cogu enterokok Ribozomal metilasyon
Direncg tori
Kloramfenikol E. faecalis CAT kodlama enzimleri
E. faecium
Tetrasiklin E. faecalis Ribozom proteinin
E. faecium modifikasyonu
Kinolonlar E. faecalis DNA giraz ve Topoizomeraz
E. faecium IV’teki degisiklikler
Glikopeptidler E. faecalis Oncli modifikasyon
(yuksek dizey) E. faecium
Oksazolidinonlar | E. faecium 23S rRNA genindeki mutasyon

Ozellikle yiiksek diizey aminoglikozid, p-laktam ve glikopeptid grubu antibiyotiklere

karsi olusan direng enterokok kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde énemli bir sorun olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

19




2.7.1. B-laktam direnci

B-laktam antibiyotikler kimyasal yapilarinda ortak bir beta laktam halkasi
tagimaktadirlar. Bakteri hticre duvarinin temel yapisini olusturan peptidoglikanin sentezini
inhibe ederek antibakteriyel etki gostermektedir. Ampisilin ve penisilin, enterokoklara

karst en aktif olan B-laktamlardir.

PBP’ler, hucre duvari sentezinin temel elemanidir. A ve B sinifi olarak 2 gruba
ayrilmaktadir. A sinifi hem D,D-transpeptidaz hem de transglikosilaz aktivitesine sahip
iken B smifinin sadece transpeptidaz aktivitesi mevcuttur.1® Enterokok tirleri en az bes
farkli PBP’ye sahiptir.1%®

B-laktamlarin etkisine karst direng, dustik afiniteli PBP’lerin uretilmesi ve ozellikle de

PBP-5’in miktariyla orantilidir.

Beta-laktamazlar, -laktam antibiyotiklerdeki B-laktam halkasinin amid baglarin
parcalayarak bu antibiyotikleri etkisiz hale getiren enzimlerdir. ABD’de birkag p-laktamaz

ureten E. faecalis izolat1 tanimlanmustir.110

Mainardi ve ark.*! 2000 yilinda yaptiklar1 calismada, bir E. faecium laboratuvar
mutantinda yeni bir B-laktam direnci mekanizmasi tanimlamislardir. Bu susta, hiicre duvari
uzamasi sirasinda ¢apraz baglanma, olagan -laktama duyarli DD-transpeptidasyonu

seklinde degil LD-transpeptidasyonu ile meydana geldigini gostermislerdir.

Yapilan ¢alismalarda klinik orneklerden izole edilen enterokok tiirleri
degerlendirildiginde E. faecium susunun E. faecalis’e gore penisilin direncinin daha

yuksek oldugu belirlenmistir.

2.7.2. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozidlerin bakteri hiicresindeki hedefleri ribozomlardir. Aminoglikozidler
ribozomlarin 30 S alt birimine baglanarak translasyonu bozmakta ve protein sentezini

inhibe etmektedirler.

Aminoglikozidlerin hiicre membranindan transportu oksijene bagimli enerji gerektiren
bir olaydir. Enterokoklarda sitokrom enzimleri bulunmadigindan antibiyotiklerin hiicre ici
aliminda gerekli enerjiyi iiretemezler. Bu nedenle enterokoklarin timu 4-256 ug/mL

arasinda degisen minimum inhibitor konsantrasyonlar1 (MIK) ile aminoglikozidlere karst
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dusuk diizeyde intrinsik direng gostermektedirler. Ampisilin, vankomisin gibi hiicre
duvarina etkili antibiyotikler ile birlikte kullanildiginda sinerjistik etki ile bakterisidal etki

olusturabilmektedirler.*®

Aminoglikozidlerde diisiik diizey direngten sorumlu ikici mekanizma E. faecium’da
bulunan 6’ asetiltransferaz (AAC-6") enziminden kaynaklanmaktadir. Bu enzim
aminoglikozidlerin yapisindaki amino grubunda asetil- CoA’y1 modifiye ederek direng
olusumuna neden olmaktadir. Gentamisin digindaki diger aminoglikozitlere direngte rol
oynar.112

Aminoglikozidlere yuksek duzeyde direngte ise minimum inhibitér konsantrasonu
>2000 pg/ml’dir. Aminoglikozidleri modifiye eden enzimler ya da aminiglikozidlerin

ribozoma baglanma bolgelerindeki degisiklik sonucu meydana gelmektedir.11?

Yksek diizey aminoglikozid direncinden en sik aminoglikozid modifiye edici enzimler
sorumlu tutulmustur. Aminoglikozidleri modifiye ve inaktive edici enzimler olan
adeniltransferaz (ANT), asetiltransferaz (AAC) ve fosfotransferaz (APH) enzimleri
tarafindan gergeklestirilen direng mekanizmalaridir. Plazmid ya da transpozonlar
araciligiryla aminoglikozid modifiye enzimleri (AME) kodlayan genler enterokoklar
arasinda aktarilmaktadir. Enterokoklarda yiiksek seviyeli aminoglikozid direncine baskin
olarak, iki islevli aminoglikozid modifiye edici enzim AAC (6’)-APH (2°)’yi kodlayan aac
(6°)-le-aph(2°)-1a geni aracilik etmektedir. Aph (2°)-1b, aph (2°)-1c ve aph (2°’)-1d gibi
aminoglikozid direncine neden olan diger AME genleri de enterokoklarda tespit edilmistir.
Ayrica enterokoklarda yiiksek seviyeli streptomisin ve kanamisin direncine aph (3°)-l11a

aracilik etmektedir.113

Ribozomal direng bakteriler arasinda nadir gorulmekle birlikte, ribozomlarda meydana
gelen aminoasit degisikligi sonucu meydana gelmektedir. Bu durum antibiyotigin
ribozoma baglanmamasina ya da diisiik afiniteye neden olmaktadir. Ribozomal direng

sonucunda biitlin aminoglikozid gruplarina kars1 direng izlenmektedir.

Enterokoklarin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde, hiicre duvarina etki eden
antibiyotikler ve aminoglikozid (¢ogunlukla gentamisin) kombinasyonu dncelikli olarak
kullanilmaktadir. Enterokoklarda p—laktam ve gentamisine kars1 yuksek duzey direng

tedavide ciddi sorunlara yol agmaktadir.
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2.7.3. Glikopeptid direnci

Glikopeptid grubu antibiyotikler, peptidoglikan oncullerinin peptidil-D-Ala-D-Ala
terminal u¢ kismina baglanarak hiicre duvari sentezindeki agamalar1 inhibe etmektedir.
Vankomisin 1958 yilinda FDA’nin onayz ile klinik kullanima girmis olan ilk glikopeptid
turt antibiyotiktir. Ozellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus suslarinin artisi ile
1980’11 yillarin basindan itibaren vankomisin kullanim1 giderek artmaya baslamistir.
Teikoplanin, vankomisin ile yapisal olarak iligkilidir ve Actinoplanes teichomyceticus’un

fermente edilmesiyle uretilmistir.!14

Glikopeptidlere direng dogal ya da kazinilmig direng seklinde goriilebilmektedir.
Glikopeptid direnci, D-Ala-D-Lac (VanA, B, D ve M) veya D-Ala-D-Ser (VanC, E, G, L ve
N) ile biten modifiye peptidoglikan énculerinin Gretimini katalize eden enzimleri kodlayan
van operonlarinin varligindan kaynaklanmaktadir. Ortamda vankomisin gibi bir
indukleyici ajan varliginda, sensor kinaz enziminin bir regulator yanit proteini ile iliskiye
girmesiyle direngten sorumlu genlerin transkripsiyonu uyarilir. Bunun sonucunda
vankomisinin ¢ok dusuk bir ilgi ile baglanabildigi hucre duvar1 oncullerinin olusumuna
neden olan ligaz enzimleri olusmaktadir. Sonucunda hiicre duvari sentezi inhibisyonu

engellenmektedir.

Enterokoklarda saptanan vankomisin direnci her biri tipik bir van fenotipine karsilik
gelen farkli van genotipleriyle iliskilidir. Giiniimiize kadar enterokoklarin glikopeptidlere
kars1 direncini saglayan vanA, vanB, vanC,vanD, vanE, vanG, vanL, vanM ve vanN olarak

adlandirilan dokuz farkli gen kiimesi saptanmigtir.1%

VanA tipi direng: Tnl1546 traspozonu uzerinde bulunan vanA geni tarafindan
kodlanmakta olup enterokoklarda en sik goriilen glikopeptid direncidir. Vankomisine ve
teikoplanine yuksek duzeyde direng izlenmektedir. Enterokoklar iginde en ¢ok E.
faecium’da goriilmektedir.!*> Hem vankomisin hem de teikoplanin tarafindan direng geni
olusumu indiiklenmektedir. Glikopeptidlerin siklikla kullanilmasi enterokoklarda VanA

tipi direncinin tetiklenmesine neden olmaktadir.'*6

VanB tipi direng: VanB gen kiimesi tarafindan sentezlenen Van B membran proteini ile
olugmaktadir. VanB geni Tn1547 transpozonu tarafindan kodlanmaktadir. Van B tipi
direng ilk 1989 yilinda tespit edilmistir. Vankomisin direnci orta duzeyde iken teikoplanine

direnc izlenmemektedir. VanB kiimesindeki genlerin VanA gen kiimesi ile %77 oraninda
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benzerlik gosterdigi saptanmustir. VanA tipi direngten sonra en sik goriilen fenotiptir.!!’ E.

faecium ve E. faecalis turlerinde gorulmektedir.

Van C tipi direng: Van C membran proteinince olusturulan indiklenemez bir direngtir.
Van C tipi vankomisin direncini kodlayan genler endojeniktir ve aktarilamaz.
Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus ve Enterococcus flavescens
suslarinda tespit edilmis olup, vankomisine dusuk duzeyde direng izlenirken teikoplaninde

direng izlenmemektedir.118

VanD tipi direng: E. faecium’da tespit edilmistir. Orta duzeyde vankomisin direnci ve
diisiik diizeyde teikoplanin direnci mevcuttur. Indiiklenebilir bir direng olup VanD proteini

sorumludur. Gen kiimeleri VanA ve VanB ile benzerlik gostermektedir.1?

VanE tipi direng: Ilk kez E. faecalis BM4405 susunda tanimlanmis olup vankomisine
diisiik diizeyde direng gdzlenirken teikoplaninde direng izlenmemektedir. Intrinsik bir

direng olup aktarilamaz. Fenotipik ve biyokimyasal olarak VanC’ye benzemektedir.'?

VanG ve VanL tipi direngler ilk E. faecalis suslarinda saptanmis olup nadir
gorimektedir. Vankomisine direng izlenirken teikoplaninde direng gorilmez.*2*122\anN
direnc tipi ilk E. faecium susunda saptanmistir ve VanC, VanE, VanG ve VanL ligazlari
arasinda %41 ile %65 arasinda benzerlik mevcuttur. VanM tipi direng ise ilk kez E.
faecium susunda tanimlanmis olup, gen kiimesi VanA ve Van D’ye benzerlik

gostermektedir.123

2.7.4. Makrolid-Linkozamid-Streptogramin (MLS) direnci

MLS antibiyotikleri, firsat¢i enterokok enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in alternatif bir
tedavi olusturmaktadir. Makrolidler, linkozamidler ve streptograminler ribozomun 50S alt
birimine baglanip protein sentezini inhibe ederek etki géstermektedirler. Enterokoklarda
MLS direnci, nokta mutasyonlari ile hedefin degisimi, 23S rRNA metilasyonu ile
baglanmanin engellenmesi, makrolidlerde bulunan lakton halkasinin hidrolizi ve
antibiyotigin efluks pompasi ile hiicreden atilmasi seklindeki mekanizmalarla
ger¢ceklesmektedir. En sik goriilen direng mekanizmasi erm genleri tarafindan kodlanan
metilaz enzimlerinin 23 rRNA’da konformasyonel degisiklik yapmasi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Bunun sonucunda makrolid, linkozamid, streptogramin grubu antibiyotiklerin

baglanmasi azalmaktadir. Tanimlanmis erm genleri arasinda enterokoklarda en sik
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rastlanan ermB genidir. ermB direng geni, kromozomlarda bulunmanin yaninda Tn917
transpozonu ile transfer edilebilmekte ve horizontal gen transferi ile de

yayilabilmektedir.'?*

msrA, mefA, mefE ve mreA genleri efluks pompasi ile iliskili direngten sorumludur.
MefE ve mreA genleri makrolid direnci ile, msrA geni ise makrolid ve streptogramin B

direnci ile iliskilendirilmistir.12>126

2.7.5. Kinolon direnci

Kinolonlar enterokoklara karsi orta seviyede aktivite gostermektedir. Klinikte
kinolonlarin siklikla kullanilmasi enterokoklarin diren¢ kazanmasina yol agmaktadir.
Kinolonlar bakterinin DNA giraz ve topoizomeraz 1V enzimlerini inhibe ederek
bakterisidal etki gostermektedir.t?’ Direng GyrA (DNA giraz alt unitesi) ve ParC
(Topoizomeraz IV alt unitesi) bolgelerinde meydana gelen mutasyonlarla olusabilmektedir.
Diger bir direng mekanizmasi ise efluks pompasiyla antibiyotigin hiicre disina atilmasidir.

EmeA ve EfrAB direng genleri sorumlu tutulmaktadir.

2.7.6. Oksazolidinon direnci

Linezolid, genis spektrumlu bakteriyostatik ajandir. Ozellikle ¢ok direncli gram pozitif
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bakterilerin ribozomal 50S biriminin 23S alt unitesine baglanarak protein sentezini inhibe
etmektedirler. 23S rRNA alt tnitesinde meydana gelen mutasyonlar linezolid direncinin en
yaygin mekanizmalaridir. Mutasyona ugrayan rRNA genlerinin allellerinin sayist direng
seviyesi ile iliskilendirilmistir.12-1%0 Linezolide direncli gram pozitif mikroorganizmalarda
en sik bildirilen G2576T mutasyonudur.'3

2.7.7. Kloramfenikol direnci

Kloramfenikol, ribozomal 50S birimine baglanarak protein sentezini inhibe ederek etki
gostermektedir. Enterokoklarda, kloramfenikol direnci ¢cogunlukla kloramfenikolde
asetillenmeye sebep olarak ribozoma baglanmasina engel olan asetiltransferaz enzimi
tarafindan gergceklesmektedir. Asetiltransferazlari kodlayan genler hem kromozomlar
uzerinde bulunmakta olup hem de plazmitler ve transpozonlar araciligiyla tasinmaktadirlar.

Efluks pompast ile kloramfenikoliin hiicre disina atilmasi diger bir diren¢ mekanizmasidir.

24



Ayrica dis membran proteinlerinin ekspresyonunun azalmasia neden olan 23S rRNA’da
meydana gelen mutasyonlar ya da 23S rRNA metilaz ile hedef bolgenin modifikasyonun

da kloramfenikol direncine sebep oldugu gosterilmistir.'3?

2.7.8. Tetrasiklin direnci

Tetrasiklin ribozomlarm 30 S alt linitelerine baglanarak ve amino-acil tRNA'nin
ribozoma tutunmasini engelleyerek bakteriyostatik etki gosteren genis spektrumlu
antimikrobiyaldir.13® Enterokoklarda tetrasiklin direnci siklikla antibiyotik metilasyonunu
saglayan tetM geni ile iligkilendirilmistir. Antibiyotik metilasyonu ile ilgili tetO ve tetS
gibi baska genler de tanimlanmistir. Enterokoklarda yaygin olarak bulunan tetM geni
kromozomlar uzerinde ya da Tn916 konjugatif transpozonu ile tasindigi belirlenmistir. tetK
ve tetL genleri tetrasiklinin hiicre disina atilmasini saglayan efluks pompasinin

kodlanmasinda gorev almaktadir.34

2.7.9. Tigesiklin direnci

Tigesiklin, 30S ribozomal alt {initesine baglanir ve amino-agil tRNA’nin hedefe girisini
engelleyerek etki gostermektedir. Bu sekilde protein sentezi engellenerek Gremeyi
durdurmaktadir. Tetrasiklinlerin semi-sentetik analoglaridir. Tetrasiklin direncinden
sorumlu mekanizmalara karsi direngli olmasi en 6nemli 6zelligidir.*3® Coklu antibiyotik

direncli bakteriler de dahil olmak {izere genis bir etki spektrumuna sahiptir.

Gram pozitif bakterilerde tigesiklin direnci icin cok az veri mevcuttur. Cattoir ve ark.!3¢
‘nin yaptig1 bir ¢alismada genom analizi ile tigesiklin duyarliligi azalmis dort E. faecium
susunda, ribozomal protein geni rpsJ’de (30S ribozomal alt biriminin S10 proteinini
kodlayan) birka¢ mutasyon saptamislardir. Fiedler ve ark.’*”’nin calismasinda MFS ya da
MATE pompa sisteminin tigesiklin direncinde rol oynadigini saptamislardir. Ayrica
tetrasiklin direncinden de sorumlu olan tetM ve tetL gen ekspresyonun tigesiklin MIK

degerlerindeki artisin1 gostermislerdir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Calismaya alinan izolatlar

2018-2021 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Labortauvar: Bakteriyoloji Birimi’ne gelen c¢esitli klinik drneklerden izole
edilen MALDI TOF-MS (BioMérieux, Fransa) ile tur tayini yapilmis olan 100 yliksek
diizey aminoglikozid direngli enterokok izolati ¢alismaya dahil edilmistir. Her hastadan tek
izolat ¢alismaya alinmistir. Izolatlar calismaya baslanacagi zamana kadar boncuklu
saklama besiyeri (Or-bak, Turkiye) icerisinde -80°C’de saklanmistir. Deneyler Kocaeli
Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Mikrobiyoloji Anabilimdali Arastirma Laboratuvari’nda
gergeklestirilmistir.

Hastalara ait klinik veriler retrospektif olarak hastane bilgi yonetim sistemi uzerinden

arastirilmisg ve EK 1°de yer alan olgu rapor formlarina bilgiler kaydedilmistir.
3.2. Tampon cozeltilerin hazirlanmasi

3.2.1. Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA)

500 ml 0,5 M EDTA ¢ozeltisi hazirlamak igin; 73.06 g EDTA (Sigma Aldrich,
Almanya) tartilip, manyetik karistiricida 65 °C’de sodyum hidroksit (NaOH) eklenerek
450 ml distile su igerisinde ¢oziilmesi saglanmistir. NaOH eklenmesi pH 8.0 oldugunda

durdurulmus ve miktar distile su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan steril edilmistir.

3.2.2. Tris (pH: 8.0)

500 ml 1 M Tris ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 60.57 g Trizma base (Sigma Aldrich,
Almanya) tartilarak 450 ml distile suda ¢ozulmiistiir. %37°lik hidroklorik asit (HCI) ile pH

8,0’a ayarlanip miktar distile su ile 500 ml’ye tamamlanip steril edilmistir.

3.2.3. Tris-EDTA (TE) (10 mM Tris:1 mM EDTA, pH 8.0)
20 ml Tris (1 M, pH 8.0) ve 4 ml EDTA (0.5 M, pH 8.0) ¢ozeltileri 1976 ml distile suda

karigtiritlip ardindan steril edilmistir.
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3.2.4. Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE)

Bir litre 50X TAE c¢ozeltisi hazirlamak igin; 242 g Tris Base tartilip, 750 ml distile suda
¢oziillmesi saglanmistir. Uzerine 0,5 M EDTA’dan 100 ml ve glasial asetik asitten 57,1 ml

eklenip bir litreye tamamlanmistir. Kullanilmadan 6nce 1X olacak sekilde seyreltilmistir.

3.2.5. %1 Kiristal Viyole Cozeltisi

1 gkristal viyole tartilarak, 100 ml steril distile suda ¢ozulmustur. Filtreden

stizdiiriilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.6. Steril fosfat tamponu

Ticari olarak olarak satin alinan Phosphate Buffered Saline tabletleri (MP Biomedicals,
ABD) kullanilmustir. Her tablet 200 ml steril distile su igerisinde ¢ozuldukten sonra
121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika steril edilmistir.

3.2.7. 0,5 McFarland standardi

100 ml 0,5 McFarland Standardi igin; 0.048 mol/I’lik baryum klorur (BaCl2)

cozeltisinden 0,5 ml ve 0,18 mol/I’lik sulfurik asit ¢ozeltisinden 99,5 ml karistirilmistir.

3.2.8. %96’k Etanol hazirlanisi

100 ml %96°lik etanol hazirlamak i¢in; 96 ml etanol uzerine 4 ml distile su eklenerek

toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

3.2.9. EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit (Bio Basic, Canada) icerigi
hazirlamis1

Uretici firmamn &nerileri dogrultusunda kullamlmadan énce, Kit igeriginde bulunan 12
ml yikama solusyonuna, 48 ml %100’luk etanol eklenmis ve son hacim 60 ml’ye
tamamlanarak kullanima hazir hale getirilmistir. Kullanim zamanina kadar +4 °C’de

saklanmustir.

Kit igeriginde yer alan 2 mg proteinaz K igeren tipe 150 ml steril distile su eklenmistir.

Uzun sureli saklama icin proteinaz K soliisyonu -20°C’de saklanmustir.
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3.2.10. 100 pM’hik stok primer sulandirim

100 uM’lik stok primer ¢ozeltileri elde edebilmek icin liyofilize halde temin edilen her
bir primer dizisi (Sentebiolab, Turkiye), firmanmn onerdigi miktarda steril saf su ilave
edilerek sulandirilmistir. Sulandirilan primerler -30 °C’de kullanim zamanina kadar

saklanmustir.
3.3. Besiyerlerinin hazirlanmasi

3.3.1. Triptik Soy Broth (TSB) besiyeri

Ticari olarak satilan Tryptic Soy Broth (Merck, Almanya) toz besiyeri, Uretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Besiyeri eritildikten sonra 121°C” de 1 atm basing
altinda 15 dakika otoklavla (Alp, Turkiye) steril edilmis ve kullanim zamanina kadar +4

°C’de saklanmustir.

3.3.2. Triptik Soy Agar (TSA) besiyeri

Ticari olarak satilan Tryptic Soy Agar (Merck, Almanya) toz besiyeri, liretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. 121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika
otoklavla sterilize edildikten sonra 45- 50°C” ye kadar sogutulmustur. Ardindan steril petri
kutularma ~4mm kalinlikta olacak sekilde dokulmustur. Plaklar, oda sicakliginda

katilagmaya birakilmis ardindan kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmistir.

3.3.3. Katyon ayarh Mueller-Hinton besiyeri (KA-MHB)

Mueller-Hinton Besiyeri (Merck, Almanya) ticari olarak satin alinmigtir ve uretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlanmistir. 121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika
otoklavla steril edildikten sonra 45-50°C’ ye kadar sogumasi beklenmistir. Ardindan
onceden hazirlanan 10’ar mg/ml kalsiyum ve magnezyum cozeltileri besiyerine ilave

edilmistir. Besiyeri, kullanim oncesi taze olarak hazirlanmigtir.'3®

3.3.4. Nutrient Gelatin

Ticari olarak satilan toz besiyeri Nutrient Gelatin (Sigma Aldrich, Almanya) Uretici
firmanin onerileri dogrultusunda hazirlanmustir. Besiyeri eritildikten sonra cam tuplere 5

ml hacimde dagitilip, agizlar1 pamuk ile kapatilmistir. 121 °C’de 1 atm basing altinda 15
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dakika otoklavla steril edildikten sonra, dik sekilde katilasmaya birakilmistir. Ardindan

kullanim zamanina kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.4. Hemolizin uretiminin incelenmesi

Saklamadan ¢ikartilip TSA besiyerine 2 kez pasajlanan izolatlar, %5 koyun kanli agara
ekim yapilarak hemolizin uretimi agisindan arastirilmistir. Plaklar 35+2 °C’de 24-48 saat
aerop kosullarda etiivde (Niive, Tiirkiye) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kolonilerin etrafinda olusan beta-hemolitik reaksiyon olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir.t3°

3.5. Jelatinaz aktivitesinin incelenmesi

Cam tiip icerisinde yer alan besiyerine, igne 6ze ile 1-1,5 cm derinlige kadar 4-5 kez
batirilarak koloni inoktulasyonu yapilmistir. Koloni inokiilayonu yapilmus tiipler,
inokulasyon yapilmamis kontrol tupu ile beraber 352 °C’de 18-24 saat etiivde (Nuve,
Turkiye) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan etiivden ¢ikarilan tiipler +4 °C’de 20-
30 dk (kontrol tupu jellesene kadar) bekletildikten sonra degerlendirilmistir. Jelatinde
stvilasma izlenenler pozitif olarak kaydedilmistir. Degisiklik izlenmeyenlerin
inkiibasyonuna 3542 °C’de 2 hafta siireyle devam edilmistir. Besiyerleri 2 hafta siirecinde
her giin etiivden ¢ikarilarak ve +4 °C’de 20-30 dk bekletilerek jelatin hidrolizi olup
olmadigi kontrol edilmistir. Bu siiregte jelatinde sivilagsma izlenen tiipler pozitif olarak
degerlendirilmistir. 2 haftalik sure sonunda jelatin hidrolizi saptanmayan tiipler ise negatif
olarak kaydedilmistir. Pozitif kontrol susu olarak E. faecalis ‘ATCC’ 29212 standart susu

kullamlmigtir. 140

3.6. Biyofilm aktivitesinin incelenmesi
Biyofilm olusumunu arastirma amaciyla spektrofotometrik mikroplak yonteminden

faydalanilmstir.14!

Biyofilm olusturulmasi i¢in 96 kuyucuklu duz tabanli ELISA (Corning, ABD) plaklari

kullanilmustir.
Plaklarin her bir kuyucuguna 180 pL TSB eklenmistir.

Ug adet kuyucuga (negatif kontrol kuyucuklari) 20 L TSB eklenerek 200 pL’ ye

tamamlanmustir.
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TSA besiyerine pasajlanan izolatlar 35+2 °C’de 18-20 saat aerobik ortamda inkiibe
edildikten sonra her sus igin steril tupler icerisindeki TSB ile 0,5 McFarland standardinda

bakteri slispansiyonu hazirlanmustir.

Negatif kontrol kuyucuklart disinda kalan plak kuyucuklarma, her izolat i¢in ti¢ kuyucuk

olacak sekilde 20’ser pL hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 eklenmistir.

Plak iizeri kapatilarak, 37 °C’de 18-20 saat ,100 rpm’de c¢alkalamali etiivde (Labnet,
ABD) inkitibe edilmistir.

Cok kanalli pipet kullanarak plaklar i¢indeki herbir kuyucuga 200 pl’lik steril fosfat
tamponu ile olusan biyofilmlere dokunmadan, kuyucuktaki ust sivi dikkatlice aspire

edilerek ti¢ kez yikama islemi yapilmis ve kurumaya birakilmustir.

Kuyucuklara 200 uL. metanol eklenmistir. 20 dakika bekletildikten sonra metanol

uzaklastirilarak, plak kurumaya birakilmistir.

Ardindan 20 pL %1 °lik kristal viyole boyasi ile boyanmistir, 15 dk bekletildikten sonra

steril fosfat tamponu ile 3 kez yikama islemis yapilmis ve kurumaya birakilmustir.

Kuruduktan sonra her kuyucuga 100 puL %95°lik etanol eklenmistir. Plaklar uzeri

kapatilarak bekletilmistir.

Siire sonunda biyofilm olusumunu saptamak i¢in ELISA plaklari, ELISA plak
okuyucusunda (Alisei, Italya) 620 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak, optik dansite (OD)
degerleri belirlenmistir. Besiyeri optik dansite degerinin iki kati olacak sekilde belirlenen

izolatlar pozitif kabul edilmistir,142

Deney, her bir bakteri igin 3 tekrarli olacak sekilde gercgeklestirilmistir. Biyofilm
aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in pozitif kontrol olarak E. faecalis ‘ATCC’ 29212, negatif

kontrol olarak ise TSB besiyeri kullanilmugtir.

3.7. Antibiyotik duyarhlik testleri

Izolatlarin ampisilin, siprofloksasin, tigesiklin, teikoplanin, vankomisin ve linezolid
antibiyotiklerinin minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri sivi mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Antibiyotikler, European Society for Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) onerileri ile kullanim sikliklar1 goz

Oniine alinarak secilmistir.
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Her antibiyotik i¢in kullanilacak diliisyonlar ‘The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) Enterococcus spp. duyarlilik sinir
degerinin 3 diltisyon alt1 ve direng sinir degerinin 3 dilusyon uzerine ¢ikacak sekilde
belirlenmistir. Ampisilin (Sigma-Aldrich, Almanya), Tigesiklin hidrat (Sigma-Aldrich,
Almanya), vankomisin (Sigma-Aldrich, Almanya) ve teikoplanin (Sigma-Aldrich,
Almanya), 10 mg/ml olacak sekilde steril distile suda, linezolid (Sigma-Aldrich, Almanya)
ise 10 mg/ml olacak sekilde metanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Siprofloksasin (Sigma-
Aldrich, Almanya), steril distile su igerisinde 0,1 Molar sodyum hidroksit (NaOH)
¢Ozeltisinin damlatilmasiyla 10 mg/ml olacak sekilde ¢oziilmustir.t4® Antibiyotiklerin

hepsi ¢alisma yapilacagi gun igerisinde hazirlanmustir.

MIiK degerleri EUCAST onerilerince steril U tabanli ELISA plaklarinda, besiyeri olarak
KA-MHB kullanilarak saptanmis olup izolatlarin duyarhiliklari, EUCAST duyarlilik
tablolarina gore degerlendirilmistir (4.Cizelge).

4. Cizelge. Enterococcus spp antibiyotik MiK simir degerleri!#*

Antibiyotik MIK smir degeri (mg/L)
Duyarh (S) < Direngli (R)>

Ampisilin (AMP) 4 8
Siprofloksasin (CIP) 4 4
Tigesiklin (TG) 0,25 0,25
Teikoplanin (TEI) 2 2
Vankomisin (VAN) 4 4
Linezolid (LNZ) 4 4

Saklamadan ¢ikartilip 2 kez pasajlanan izolatlar 35+2 °C’de aerobik ortamda etuvde
(Nuve, Turkiye) inkube edilmistir. Ardindan her izolat igin MHB i¢inde 0,5 McFarland

standardina gore bakteri stispansiyonu hazirlanmaistir.

Steril U tabanli ELISA plaklardaki her bir susa ait satirlarin onbirinci kuyucugu ureme

kontrol, onikinci kuyucugu ise sterilite kontrol olarak ayrilmistir. Kontrol susu olarak E.
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faecalis ‘ATCC °29212 kullanilmustir. ilk kuyucuk disindaki kuyucuklara, 100 pl KA-
MHB besiyeri dagitilmstir. IIk kuyucuga ilgili antibiyotik konsantrasyonu ayarlanarak 200
ul antibiyotikli KA-MHB besiyeri eklenmistir. Ardindan en yuksek antibiyotik dilusyonu
olan ilk kuyucuktan baslanarak 100 pl ile aritmetik diltisyon yapilmistir. En disuk
antibiyotik konsantrasyonlu kuyucuklarda da dilisyon yapildiktan sonra artan sivi tibbi

atiga atilmistir.

Plak hazirlik agsamasindan sonra kuyucuklara inokule edilecek bakteri miktar1 hazirlanan
0,5 McFarland suspansiyonunun 1:10 dilisyonu ile ayarlanmistir. Bu bakteri
dilisyonlarindan, ilgili kuyucuklara 5 pl bakteri stispansiyonu eklenmistir. Boylelikle her
bir kuyucuga, ~5X10° KOB/mI bakteri inokulasyonu gergeklestirilmistir. Plaklarin
kapaklar1 kapatilarak 35+2 °C’de 22+2 saat etuvde (Nuve, Turkiye) inkube edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu, "MIK
degeri" olarak kaydedilmistir. E. faecalis ‘“ATCC’ 29212 standart susunun MiK
degerlerinin “EUCAST” kalite kontrol tablosundaki beklenen sonuglar ile uyumlu olup

olmadigi kontrol edilmistir.

3.8. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
Klinik drneklerden izole edilen yuksek duzey aminoglikozid direncli 100 Enterococcus
spp. susunda antibiyotik direng ve virulans genlerinin belirlenmesi amaciyla konvensiyonel

PZR yontemi uygulanmistir.

3.8.1. Deoksiribonukleik Asit izolasyonu

PZR i¢in DNA izolasyonu EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps kit (Bio basic,

Kanada) kullanilarak {iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
izolasyon islemi asamalart;

[zolatlarin 24 saatlik taze pasajlarindan bir 6ze dolusu koloni, steril bir mikrosantrifiij
tupunde, 1000 pl steril saf su icerisinde ¢ozulmiistiir ve 5 dakika 8000 rpm’de santrifuj

edilmistir.

Siipernatant uzaklastirilip 200 pL soguk TE’de suspanse edilerek kisa sureli

vortekslenmistir.

Uzerine 400 uL lizis soliisyonu eklenip vorteklenmistir.
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Ardindan 3 pL Proteinaz K ilave edilerek pipetaj yapilmistir.

Elde edilen suspansiyon kuru 1sitic1 blogunda (Eppendorf, ThermoStat Plus, Almanya)
55°C’de 5 dakika inkube edilmistir.

Inkiibasyon sonunda %100 etanolden 260 pL eklenip vortekslenmistir.

Siispansiyon 2 ml’lik EZ-10 Spin Column tiipiine aktarilip 10000 rpm’de 2 dakika

santrifuj edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiipte kalan s1v1 uzaklastirilip tizerine 500 pL yikama soliisyonu

eklenmis ve 10000 rpm’de 2 dakika santrifij edilmistir.

Tiipte kalan s1v1 uzaklastirilip tekrar 500 uL yikama soliisyonu eklenmis ve 10000
rpm’de 2 dakika santrifuj edilmistir.

Tiipte kalan s1v1 uzaklastirildiktan sonra yikama soliisyonu damlaciklari

uzaklastirilabilmek i¢in 1 dakika daha 10000 rpm’de santrifiij edilmistir.

EZ-10 Spin Column 1,5 ml steril bir mikrosantrifuj tupune yerlestirilmistir. Kolondaki
membranin merkezine 40 uLL Elution Buffer eklenmis 37 °C’de 2-3 dakika inkibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Elde edilen DNA, kullanim zamanina kadar -20°C’de saklanmistir.

3.8.2. Patogenezden sorumlu virtlans genlerinin PZR yontemi ile belirlenmesi

DNA izolasyonu yapilmis Enterococcus spp. suslarinin viriilans genlerinden asal, gelE
ve esp genlerinin varliginin incelenmesi i¢in konvensiyonel PZR yontemi uygulanmustir.
PZR yonteminde virtlans genlerini tespit etmek i¢in kullanilan primerler 5. Cizelge’de

gosterilmistir.
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5. Cizelge. Viriilans genlerine ait primer dizileri ve molekiiler agirliklar

Primer Molekiiler Primer Nukleotid Dizilimi Referans
Agirhik
(Baz Cifti:bg)

asal (forward) 379 (bc) 5’-ggt gccacaatcaaatta gg-3° | Huycke ve Gilmore'*®
asal (reverse) 5’-gat tcttcgattgtgttgtaa acg-3'

Esp (forward) 954 (bg) 5’- ttgctaatgctagtccacgacc-3’ Shankar ve ark.”
Esp (reverse) 5’-gcg tcaacacttgcattgecg aa-3'
gelE (forward) 402 (bg) 5’-agt tcatgtctattttctt cac-3’ Mannu ve ark.*
gelE (reverse) 5’-ctt cat tat ttacacgtt tg-3’

Enterokoklarda virtlans genlerini tespit etmek i¢in kullanilan PZR yonteminde
hazirlanan karisima ait bilgiler 6. Cizelge’de belirtilmistir. PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan

karisim Mannu ve ark.'#®> min ¢alismasindan optimize edilerek hazirlanmastir.

6. Cizelge. Viriilans genlerini tespit icin PZR reaksiyon karisimi

Reaktifler Bir ornek igin
Hot Start Green Master karisimi 25 ul
(Promega M5122 GoTaq®, ABD), 2X
25mM MgClI2 4 ul
Forward primer (10 pM) 1wl
Reverse primer (10 uM) Il
Steril Saf Su 17 wl
Izole DNA 2ul
Toplam 50 pl
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Reaksiyon donguleri Mannu ve ark'#¢’nin ¢alismasindan optimize edilerek
belirlenmistir. PZR, 7. Cizelge’de belirtilen kosullarda iCycler (BioRad, ABD) marka

thermal cycler’da gergeklestirilmistir.

7. Cizelge. Virulans genlerinin belirlenmesinde kullanilan PZR kosullar

Gen Aktivasyon Denaturasyon Baglanma Uzama Siklus Son Uzama
Sayisi
Is1 °C Zaman Is1 °C Zaman Is1 °C Zaman Is1 °C Zaman Is1 °C Zaman
(dk) (sn) (sn) (sn) (sn)
asal 95 10 95 45 46 45 72 60 25 72 10
esp 95 10 94 45 63 45 72 60 30 72 10
gelE 94 10 94 60 56 60 72 60 30 72 10

3.8.3. Yuksek diizey aminoglikozid direng genlerinin PZR yontemi ile belirlenmesi

DNA izolasyonu yapilmis Enterococcus spp. suslarinin yiksek diizey aminoglikozid
direng genlerinden aac(6°)-1e-aph(2°’’)-1a, aph(2’’)-1b , aph(2 ”’)-1c, aph(2"’)-1d
genlerinin varliginin incelenmesi i¢in konvensiyonel PZR yontemi uygulanmistir. PZR
yonteminde yiuksek diizey aminoglikozid direng genlerini tespit etmek i¢in kullanilan

primerler 8. Cizelge’de gosterilmistir.
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8. Cizelge. Yiiksek diizey aminoglikozid direng genlerine ait primer dizileri ve molekuler
agirhiklar'4’

Gen bolgesi Molekiiler Agirlik Primer nukleotid dizilimi (5'—3")
(Baz gifti)
aac(6’)-1e-aph(2’’)-1a 505 (bg) F-gagcaataagggcataccaaaaatc

R-ccgtgcatttgtcttaaaaaactgg

aph(2’’)-1b 906 (bc) F-tatggattcatggttaacttggacgctgag

R-attaagcttcctgctaaaatataaacatctctgcet

aph(2’’)-1c 627 (bg) F-gaagtgatggaaatcccttcgtg

R-gctctaacccttcagaaatccagtc

aph(2”’)-1d 642 (be) F-ggtgotttttacaggaatgccatc

R-ccctcttcataccaatccatataacc

PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan karisim Ting-Ting Qu ve ark.24"’nin ¢alismasindan
optimize edilerek hazirlanmistir. Yiksek diizey aminoglikozid direng genlerini tespit
etmek i¢in kullanilan PZR yonteminde hazirlanan karisima ait bilgiler 9. ve 10. Cizelge’de

belirtilmistir.

9. Cizelge. aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a ve aph(2 ’)-1d genlerinin belirlenmesinde kullanilan
PZR karisimi

Reaktifler Bir ornek igin
Hot Start Green Master karisimi 12,5 ul
(Promega M5122 GoTaq®, ABD)

Forward primer (10 uM) 15ul
Reverse primer (10 pM) 15ul
Steril Saf Su 6,5 ul

zole DNA 3ul

Toplam 25 pl
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10. Cizelge. aph(2°’)-1b ve aph(2’’)-1c genlerinin belirlenmesinde kullanilan PZR
karisimi

Reaktifler Bir ornek igin
Hot Start Green Master karigimi 12,5 ul
(Promega M5122 GoTag®, ABD)

Forward primer (50 uM) (2 primer) 0,6 ul
Reverse primer (50 uM) (2 primer) 0,6 pl
Steril Saf Su 8,3 ul

Izole DNA 3ul

Toplam 25 pl

Reaksiyon donguleri Ting-Ting Qu ve ark.'*” min ¢alismasindan optimize edilerek
belirlenmistir. PZR, 11. Cizelge’de belirtilen kosullarda iCycler (BioRad, ABD) marka

thermal cycler’da gergeklestirilmistir.
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11. Cizelge. Yiiksek diizey aminoglikozid direng genlerinin tespitinde kullanilan PZR

kosullar1
Direng Geni PZR Kosullar
Aktivasyon 94 °C’de 10dakika
’ 5 Denatiirasyon | 94 °Cde 1 dakika
aac(6’)-1e-aph(2”)-1a Baglanma 61 °Cde 1 dakika 30 siklus
Uzama 72°C’de 1 dakika
SONuUZaMa | 75 0cge 10 dakika
Aktivasyon 94 °C°de 10dakika
Denatlirasyon 94 °C’de 1 dakika
aph(2”)-1b ve Baglanma  55°C°de | dakika 30 siklus
aph(27)-1c Uzama 72°C’de 1 dakika
SONUZAMA | 95 ocsge 10 dakika
Aktivasyon 94 °C’de 10dakika
) Denatlirasyon 94 °C’de 1 dakika
aph(2”)-1d Baglanma 53 4°C°de | dakika (— 30 siklus
Uzama 72°C’de 1 dakika
Son uzama

72 °C’de 10 dakika

PZR urunlerini goruntulemek igin yatay jel elektroforezi, elektroforez icin ise TAE
tamponu kullanilmistir. TAE tamponu igerisinde %2’ lik agaroz jel hazirlanmistir. Temiz
bir beher igerisinde 30 ml 1X TAE tamponuna 0,6 g agaroz (Sigma Aldrich, Almanya)
koyulup mikrodalga firinda agaroz eriyinceye kadar 1sitilmistir. Jelin sicakligi yaklagik 50—
55 °C’ye dustugunde Etidyum Bromur (Sigma Aldrich, Almanya) solusyonundan %0,5
ug/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Elektroforez yatagina taraklar yerlestirildikten sonra

icerisine jel dokiilmiis ve yaklasik 30 dakika katilagmaya birakilmistir.

Katilastiktan sonra taraklar ¢ikarilmus, jel elektroforez yatagi ile birlikte tanka (Thermo
Scientific, ABD) alinmustir. Jelin uzeri kapanacak sekilde 1X TAE tamponu eklenmistir.
Jeller arasinda karsilastirma yapabilmek igin ilk kuyucuga 5 pul GeneRuler 50 bp DNA

Ladder (Thermo Scientific, ABD), diger kuyucuklara ise orneklere ait PZR urunlerinden 5
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ul yuklenmistir. Elektroforez tankinda 110 V’da 40 dakika yurutulen ornekler, GeneLine

ImageSCI (Spectronics Corp., ABD) jel goruntuleme sisteminde degerlendirilmistir.

3.9. Etik kurul onay:

Calisma i¢in Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Kurul’undan
etik kurul onayr alinmistir (Karar no: KU GOKAEK-2021/5.08 Proje no: Proje No:
2021/61 Tarih: 04/03/2021).

3.10. Proje destegi:
Calismada gerekli malzemelerin temini icin Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’ne Tipta Uzmanlik Tez projesi destegi i¢in bagvurulmustur.

Tez projesi ilgili birim tarafindan onaylanip, yururlige girmistir (Proje kodu: 2021/ 2547).

3.11. Istatistik
Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket
programi ile yapilmistir. Caligmada yer alan degiskenler frekans (ytizdelikler) olarak

verilmistir.

Gruplar arasi farkliliklar1 degerlendirmek amaci ile kategorik degiskenlerde Fisher’s
Exact kikare testi, Yates’ kikare testi ve Monte Carlo kikare testi kullanilmistir. p <0.05 iki

yonlu testlerde istatistiksel onemlilik icin yeterli kabul edilmistir.

3.12. Referans suslar

Jelatinaz aktivitesi ve biyofilm tiretiminin degerlendirilmesinde pozitif kontrol susu
olarak, antimikrobiyal duyarlilik testlerinde ise kalite kontrol amaciyla E. faecalis “4TCC”
29212 kullanilmigtir. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda ise pozitif kontrol susu olarak E.

faecalis “ATCC” 29212 ve E. faecalis “ATCC” 51299 standart suslar1 kullanilmustir.
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4. BULGULAR
4.1. izolatlarin genel dzellikleri

Calismaya 2019-2021 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi
Merkez Mikrobiyoloji Labortauvari’na gelen hasta érneklerden izole edilen 100 yuksek
diizey aminoglikozid direngli enterokok izolat1 dahil edilmistir. Izolatlarm, 35°i erkek, 65’
kadin hastalardan izole edilmistir. Hastalarin en kii¢iigii 5 aylik, en biiyiigii 95 yasinda olup
yas ortalamasi 57,92°dir. Hastalarin 14’0 17 yas ve altinda, 38’i 18-64 yas arasinda, 48’i
ise 65 yas ve ustidiir (5. Cizim).

5. Cizim. Hastalarin yas ve cinsiyetlere gore dagilimi

60
50
40
30
20
w H B
, .
0-17 yas 18-64 yas 65-95 yas

M Erkek M Kadin

Hastalara ait klinik veriler incelendiginde; hastalarin 26’sinda diyabet, 34 {inde
hipertansiyon (HT), 23’tnde kardiyovaskuler hastalik (KVH), 22’sinde kronik bobrek
yetmezligi (KBY), 42’sinde malignite, 23’tinde pulmoner hastalik, 17’°sinde
serebrovaskuler hastalik (SVO), 4’iinde karaciger fonksiyon bozuklugu, 1’inde romatolojik
hastalik mevcuttur. 17 hastada daha once tanimlanan altta yatan baska bir hastalik
belirlenmemistir. Hastalarin 32°sinde 6rnek génderimi 6ncesi uzun sireli antibiyotik
kullanim1 mevcuttur. 24 hastanin ise yogun bakim iinitesinde, 6rnek gonderim esnasinda

ya da yakin zamanli bulunmus olmasi dikkati ¢cekmektedir.

Hasta 6rneklerinin 25’inde enterokok izolatlarina ek olarak farkli mikroorganizmalar

izole edilmistir. En sik Candida albicans, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli
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iiremesi mevcut olup bunlar1 Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,

Staphylococcus haemolyticus ve Staphylococcus epidermidis takip etmistir.

Izolatlarin 87 tanesi yatan hastalarin, 13 tanesi ise poliklinik hastalarininin 6rneklerinden
izole edilmistir. Yatan hastalarin 10’u yogun bakim iinitesinde (YBU), 77°si ise yogun

bakim ftinitesi disindaki birimlerdendir (6. Cizim).

6. Cizim. izolatlarin kliniklere gére dagilimi

[zolatlar

N

= Polikliniklerden gelen 6rnekler = YBU'lerinden gelen érnekler

= Servislerden gelen 6rnekler

Orneklerin gonderildigi kliniklerin 53’0 dahili servisler, 17°si cerrahi servisler, 7’si
pediatri servisleri, 2’si dahili YBU, 2’si cerrahi YBU, 6’s1 pediatri YBU, 3’ii dahili
poliklinikler, 10’u ise acil servis olarak belirlenmistir. Kliniklerden génderilen 6rneklerin
71’ini idrar, 2’sini balgam, 17’sini yara, 3’iinii rektal siiriintii, 2’sini BOS, 1’ni dren sivisi,

1’ini periton sivisi Ve 3’{inii apse olusturmaktadir (12. Cizelge).
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12. Cizelge. Izolatlarin 6rnek tiirii ve kliniklere gore dagilimi

Ornek Tiiri
Klinik Idrar Balgam Yara Periton Rektal BOS Apse Dren n %
Sivist struntd SIVIS1
Dahili Servisler 44 1 6 - 1 - 1 - 53
(9%53)
Cerrahi servisler 6 - 8 1 1 - - 1 17
(9%17)
Pediatri servisi 5 - 1 - 1 - - - 7 (%7)
Dahili YBU - 1 - - - 1 - - 2 (%2)
Cerrahi YBU - - - - - - 2 - 2 (%2)
Pediatri YBU 4 - 1 - - 1 - - 6 (%6)
Dahili 3 - - - - - - - 3 (%3)
Poliklinikler
Acil 9 - 1 - - - - - 10
(%10)
Toplam 71 2 17 1 3 2 3 1 100
(%100)

Calismaya dahil edilen 100 enterokok susunun 32’si E. faecalis 68’1 E. faecium olarak

tanimlanmustir.

Hasta verileri incelendiginde; 64 hastanin enfeksiyonu hastane kokenli, 36 hastanin
enfeksiyonu toplum kokenli enfeksiyon olarak kabul edilmistir. Hastane kokenli olarak
degerlendirilen enterokok izolatlarinin 11°1 E. faecalis, 53’1 E. faecium iken toplum

kokenli olarak degerlendirilen ise 21’1 E. faecalis, 15’1 E. faecium olarak tanimlanmuistir.

Enterokok turleri, izole edildigi hasta drneklerinin génderildigi klinikler agisindan
karsilastirildiginda YBU’nden gonderilen érneklerde; E. faecium, E. faecalis’e oranla,
polikliniklerden gonderilen 6rneklerde ise E. faecalis, E. faecium’a oranla istatistiksel

olarak daha fazla sayida tanimlanmstir (p=0,019) (13. Cizelge).
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13. Cizelge. Enterokok turlerinin kliniklere gore dagilimi

Klinik E. faecalis E. faecium
Serviste yatan 23(%71,9) 54(%79,4)
hastalar
YBU’nde yatan 1(%3,1) 9(%13,2)
hastalar
Poliklinik 8(%25,0) 5(%7,4)

4.2. izolatlarin hemolizin Uretimi

Enterokok izolatlarinin hemolizin Gretme 6zellikleri fenotipik olarak

degerlendirildiginde; %44’ iinde hemolizin Uretiminin izlendigi hemolizin tiretimi pozitif

izolatlarinin ¢ogunlugunu E. faecium’un olusturdugu goriilmiistiir. Hemolizin tiretiminin

degerlendirilmesinde pozitif ve negatif ornekler 7. Cizim’de gosterilmistir.

7. Cizim. Hemolizin uretiminin degerlendirilmesi

A B

A;pozitif, B;negatif
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4.3. Tzolatlarin jelatinaz aktivitesi
Enterokok izolatlarinin; jelatinaz aktivitesi incelendiginde, izolatlarin %26’sinda
jelatinaz aktivitesi tespit edilmistir. Jelatinaz aktivitesinin goriildiigli pozitif ve jelatinaz

aktivitesinin izlenmedigi negatif 6rnekler 8. Cizim’de gosterilmistir.

8. Cizim. Jelatinaz aktivitesinin degerlendirilmesi

A; negatif, B; pozitif

4.4. Tzolatlarin biyofilm iiretimi

Enterokok izolatlarinin; biyofilm tretme ozellikleri degerlendirildiginde, izolatlarin
%19’unda biyofilm tiretimi tespit edilmistir. Biyofilm aktivitesi agisindan kristal viyole ile

boyanmasi sonrast mikroplak gorunumu 9. Cizim’de gosterilmistir.
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9. Cizim. Biyofilm aktivitesi agisindan kristal viyole ile boyanmasi sonrast mikroplak
gorianumu

Negatif Pozitif

Izolatlarin fenotipik 6zellikleri tiir diizeyinde karsilatirildiginda; E. faecalis’in biyofilm
uretimi E. faecium’ a gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus olup
hemolizin Uretimi ve jelatinaz aktivitesinde turler arasinda istatistiksel agidan anlamli fark

izlenmemistir (14. Cizelge).

14. Cizelge. Enterokok izolatlarinda hemolizin iiretimi, jelatinaz aktivitesi ve biyofilm
iiretiminin dagilim

Fenotipik E. faecalis E. faecium p degeri
Ozellikler
Hemolizin  + 12 (%37,5) 32(%47,1) 0,495
gretimi = - 20(%62,5) 36(%52,9)
Jelatinaz  + 11(%34,4) 15(%22,1) 0,287
aktivitesi - 21(%65,6) 53(%77,9)
Biyofilm  + 14(43,8%) 5(%7,4) <0,001
uretimi - 18(56,3%) 63(%92,6)
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4.5. Antibiyotik duyarhhik sonuclari

Calismaya alinan enterokok izolatlarin en direncgli oldugu antimikrobiyal ajanlar
siprofloksasin (%87) ve ampisilin (%69) olarak belirlenmistir. Teikoplanin ve vankomisin
icin %16, tigesiklin igin %18 oraninda direng saptanmustir. Linezolid (%94) ise en duyarl

antibiyotik olarak belirlenmistir. (15. Cizelge)

15. Cizelge. Izolatlarin antibiyotik duyarhlik sonuglari

Antibiyotik ~ Duyarh  Direncli MIiK50 MIiK90  MIiK Arahg
(S) (R) (Hg/ml) — (ug/ml) (Hg/ml)
Ampisilin %31 %69 >64 >64 1->64
Siprofloksasin %13 %87 >32 >32 0,12->32

Tigesiklin %82 %18 0,06 1 0,06-4

Teikoplanin %84 %16 <0,25 >64 <0,25->64

Vankomisin %84 %16 <0,25 >64 <0,25->64
Linezolid %94 %6 2 2 1-16

Enterokok izolatlarinin sivi mikrodiliisyon ydntemi ile belirlenen antibiyotik MIK

degerleri;

Ampisilin i¢in; 30’u <2 pg/ml, 66’s1 >32 pg/ml, 4’ 2 pg/ml-32 pg/ml araliginda
Siprofloksasin i¢in; 6’s1 <0,5 pg/ml, 87’si >8 pg/ml, 7’si 0,5 pg/ml-8 pg/ml araliginda
Tigesiklin i¢in 78’1 <0,12 pg/ml, 8’1 >2 pg/ml, 14’ 0,12 pg/mi-2 pg/ml araliginda
Vankomisin i¢in 58’1 <0,5 pg/ml, 16’s1 >32 pg/ml 26’s1 0,5 pg/ml-32 pg/ml araliginda
Teikoplanin i¢in 84’1 <0,5 pg/ml, 16°s1 >32 pg/mi

Linezolid i¢in 6°s1 >8 pg/ml, 94’1 <4 pug/ml olarak belirlenmistir.

Enterokok tiirleri antibiyotik diren¢ oranlari yoniinden karsilastirildiginda; E. faecium
izolatlarinin; ampisilin, teikoplanin ve vankomisin direng orani, E. faecalis izolatlarindan
istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek saptanmustir. Diger antibiyotikler i¢in izolatlar

arasinda istatiksel agidan belirgin fark izlenmemistir (16. Cizelge).
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16. Cizelge. E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin antibiyotiklere duyarlilik sonuglarinin

karsilastirilmasi
Antimikrobiyal ajanlar
izolat AMP SiP TG TEI VAN LNZ
s R S R s R s R s R S R
E. 29 3 7 %5 29 3 31 1 31 1 30 2
faccalis | (0935) | (%643) | (%4538) | (%287) | (%354) | (%16,7) | (%369) | (%6,3) | (%369) | (%63) | (%319) | (%333)
E. 2 66 6 62 53 15 53 15 53 15 64 4
faccium | (65) | (6957) | (%46,2) | (%713) | (%64,6) | (%83,3) | (%631) | (%938) | (%631) | (%937) | (%681) | (%66,7)
p <0,001 0,108 0,207 0,034 0,034 1,000

S: Duyarh R: Direngli AMP: Ampisilin SIP: Siprofloksasin TG: Tigesiklin TEI: Teikoplanin VAN: Vankomisin LNZ:

Linezolid

Uzun siireli antibiyotik kullanim1 ve YBU’nde 6rnek goénderim zamani ya da yakin

zamanli bulunma ile enterokok tiirleri karsilastirildiginda E. faecium ve E. faecalis

izolatlar1 arasinda anlaml fark izlenmemistir (p=0,086).

Uzun siireli antibiyotik kullanimu ile antibiyotik direnci arasindaki iliski incelendiginde;

uzun sdreli antibiyotik kullanan hastalarda teikoplanin ve vankomisin direnci,

kullanmayanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,002)

(17. Cizelge). YBU’nde 6rnek génderim ani1 ya da yakin zamanli bulunma durumu ile

antibiyotik direngleri arasinda anlamli bir iliski izlenmemistir.

17. Cizelge. Uzun siireli antibiyotik kullaniminda antimikrobiyal diren¢ dagilimi

Uzun streli Antimikrobiyal ajanlar
ab kullammi AMP SiP TG TEI VAN LNZ
S R S R S R S R S R S R
pozitif 7 24 6 26 25 7 21 11 21 11 32 0
(%25,8) | (%34,8) | (%46,2) | (%29,9) | (%305) | (%38,9) | (%25) | (%688) | (%25) | (%68,8) | (%34) (%0)
negatif 23 45 7 61 57 11 63 5 63 5 62 6
(74,2) (%65,2) | (%53.8) | (%70,1) | (%695) | (%61.1) | (%75) | (%31,3) | (%75) | (%313) | (%66) (%100)
p 0,510 0,339 0,680 0,002 0,002 0,173

ab: antibiyotik, S: Duyarl, R: Direncli, AMP: Ampisilin, SIP: Siprofloksasin, TG: Tigesiklin, TEI: Teikoplanin, VAN:
Vankomisin, LNZ: Linezolid

[zolatlarin antimikrobiyal duyarliliklari ile fenotipik dzellikleri arasindaki iliski 18.

Cizelge’de gosterilmistir.
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18. Cizelge. Izolatlarin antimikrobiyal duyarliliginin hemolizin iiretimi, jelatinaz aktivitesi
ve biyofilm tiretimi ile iligkilendirilmesi

Antibiyotik Hemolizin Gretimi Jelatinaz aktivitesi Biyofilm Gretimi
+ - + - + -

AMP |s 12(%27,3) 19(%33,9) 12(%46,2) 19(%25,7) 15(%78,9) | 16(%19,8)
R 32(%72,7) 37(%66,1) 14(%53,8) 55(%74,3) 4(%21,1) 65(%80,2)
p 0,619 0,090 <0,001

Sip S 6(%13,6) 7(%12,5) 2(%7,7) 11(%14,9) 5(%26,3) 8(%9,9)
R 38(%86,4) 49(%87,5) 24(%92,3) 63(%685,1) 14(%73,7) | 73(%90,1)
p 1,000 0,551 0,068

TG S 37(%84,1) 45(%80,4) 21(%80,8) 61(%82,4) 16(%84,2) | 66(%8L,5)
R 7(%15,9) 11(%19,6) 5(%19,2) 13(%17,6) 3(%15,8) 15(%18,5)
p 0,826 1,000 1,000

TEI S 38(%86,4) 46(%82,1) 21(%80,8) 63(%85,1) 17(%89,5) | 67(%82,7)
R 6(%13,6) 10(%17,9) 5(%19,2) 11(%14,9) 2(%10,5) 14(%17,3)
p 0,767 0,833 0,730

VAN S 38(%686,4) 46(%82,1) 21(%80,8) 63(%85,1) 17(%89,5) | 67(%82,7)
R 6(%13,6) 10(%17,9) 5(%19,2) 11(%14,9) 2(%10,5) 14(%17,3)
p 0,767 0,833 0,730

LNZ S 41(%93,2) 53(%94,6) 25(%96,2) 69(%93,2) 19(%100,0) | 75(%92,6)
R 3(%6,8) 3(%5,4) 1(%3,8) 5(%6,8) 0(%0) 6(%7,4)
p 1,000 1,000 0,592

S: Duyarli, R: Direncli, AMP: Ampisilin, SiP: Siprofloksasin, TG: Tigesiklin, TEI: Teikoplanin, VAN:
Vankomisin, LNZ: Linezolid

Antimikrobiyal direng durumlari ile biyofilm tiretimi karsilastirildiginda ampisilin

duyarliligi, biyofilm iiretimi saptanan izolatlarda istatiksel agidan daha yiiksek

bulunmustur (<0,001). Degerlendirilen diger antibiyotikler i¢in anlamli fark izlenmemistir.

Hemolizin iiretimi ve jelatinaz aktivitesi ile antibiyotik direnci arasinda anlamli fark

saptanmamistir.

4.6. PZR ile tespit edilen virtilans genleri ve sikligi

Calisilan 100 yuksek duzey aminoglikozid direngli izolatin viriilans genleri varligi PZR

yontemi ile incelendiginde %14 iinde gelE, %23 linde asal, %19 unda ise esp pozitifligi

izlenmistir. asal ve gelE’nin birlikte bulunma siklig1 %13, gelE ve esp %4, asal ve esp
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%11 olarak saptanmustir. izolatlarin %4 iinde virlilans genlerinin iigii ayn1 anda bulunurken

%68’inde arastirilan virilans gen bolgelerinden higbiri saptanmamustir.

Viriilans genlerini tespit etmek i¢in yapilan PZR ve elektroforez sonrast jel goruntuleri

ornekleri 10. Cizim’de gosterilmistir.

10. Cizim. PZR ve elektroforez sonrasi izolatlarda saptanan virtilans genlerine ait jel
goruntuleri

M: Molekuler agirlik standardi (50 bg).
A. gelE (402 bg) geninin jel goruntusu.
B. esp (954 bg) geninin jel goruntusu.

1 ERN

C. asal (379 bg) geninin jel goruntusu

Enterokok turlerinde virlilans gen bolgeleri varliginin sikligi 19. Cizelge’de
gosterilmistir. E. faecium izolatlariyla kiyaslandiginda E. faecalis izolatlarinda, asal, esp

ve gelE gen bolgeleri istatistiksel olarak anlamli duzeyde yuksek saptanmustir.

49



19. Cizelge. Enterokok turlerine gore viriilans gen bolgelerinin siklig

Gen E. faecalis  E. faecium p degeri
asal  + | 19(%59.4) 4(%5,9) <0,001
- | 13(%40,6) 64 (%94,1)
esp + 14(%43,8) 5(%7,4) <0,001
- | 18(%56,3)  63(%92,6)
gelE  + | 11(%344) 3 (%4,4) <0,001
- | 21(%65,6) 65 (%95,6)

Virllans genleri ile hastalarin yaglar1 arasindaki iliski incelendiginde; gelE geni 17 yas

altindaki kisilerde istatistiksel olarak daha yiiksek saptanmustir (p=0,023). asal ve esp icin

ise hasta yaslar1 arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir (20. Cizelge ). Cinsiyet ile

virlilans genleri karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir iligski saptanmamustir.

20. Cizelge. Enterokok tlrlerinde virulans genleri varliginin hastalarin yaslarina gore

dagilimi
Gen 0-17 yas 18-64yas >65 yas p degeri

asal + 4(%28,6) 5(%13,2) 14(29,2) 0,208
- 10(%71,4)  33(%%86,8)  34(%70,8)

esp + 3(%21,4) 7(%18,4) 9(%18,8) 1,000
- 11(%78,6) 31(%81,6) 39(%81,3)

gelE + 4(%28,6) 1(%2,6) 9(%18,8) 0,023
- 10 (%71,4) 37(%97,4) 39(%81,3)

Yatan hasta grubu ile ayaktan hasta grubu, bu hastalardan izole edilen enterokok

thrlerindeki viriilans gen varlig1 agisindan karsilastirildiginda; asal ve esp geni ayaktan

hasta grubundan izole edilen enterokok suslarinda, yatan hasta grubuna gore istatistiksel
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olarak daha yiiksek saptanmustir. gelE geni i¢in istatistiksel olarak anlaml fark

belirlenmemistir (21.Cizelge).

21. Cizelge. Ayaktan hasta ile yatan hastalardan izole edilen enterokok turlerinin viriilans

gen varlig1 yoniinden karsilagtirilmasi

GEN Ayaktan hasta Yatan hasta p

asal + 6(%50,0) 17(%19,3) 0,028
- 6(%650,0) 71(%80,7)

gelE  + 2(%16,7) 12(%13,6) 0,674
- 10(%83,3) 76(%86,49

esp + |  6(%50,0) 13(%14,8) 0,010
- | 6(%50,0) 75(%85,2)

Enterokok izolatlarinin viralans gen bolgeleri varliginin, izolatin biyofilm ve hemolizin

uretmesi ile iligkisi incelenmistir (22. Cizelge).

22. Cizelge. Biyofilm ve hemolizin tretme Ozellikleri ile asal, esp ve gelE virllans gen
bolgeleri varligmin iligkisi

GEN Biyofilm Gretimi Hemolizin Gretimi

+ - p + - p

asal + 15(%78,9) 8(%09,9) <0,001 4(%9,1) 19(%33,9) 0,007
4(%21,1) 73(%90,1) 40(%90,9) 37(%66,1)

esp + 10(%52,6) 9(11,1) <0,001 6(%13,6) 13(%23,2) 0,339
9(%47,4) 72(%88,9) 38(%86,4) 43(%76,8)

gelE + 11(%57,9) 3(%3,7) | <0,001 0(%0) 14(%25) | <0,001
8(%42,1) | 78(%96,3) 44(%100) 42(%75)
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asal, esp ve gelE viriilans geni tespit edilen izolatlarda biyofilm Gretimi istatistiksel

olarak daha yiiksek saptanmistir. [zolatlarin hemolizin {iretimi acisindan

degerlendirildiginde; asal ve gelE gen bolgeleri varligi hemolizin Gretimi saptanmayan

izolatlarda, hemolizin Gretimi gorilenlere gore anlaml duzeyde yuksek saptanmis olup esp

gen bolgesi varligi agisindan anlamli fark izlenmemistir.

gelE genine sahip izolatlarda saptanan jelatinaz aktivitesi istatistiksel olarak anlamli

duzeyde yuksek saptanmistir (p=<0,001). gelE genine sahip 2 izolatta jelatinaz aktivitesi

izlenmemistir.

izolatlarin antimikrobiyal duyarlihginin virlilans gen bolgeleriyle iliskisi 23. Cizelge’de

gosterilmisgtir.

23. Cizelge. Enterokok izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliginin virlilans gen bolgeleriyle

iliskisi
Virilans Antimikrobiyal ajanlar
genleri AMP Sip TG TEi VAN LNZ
s R s R s R B R B R s R
asal + 20 3 4 19 20 3 22 1 2 1 3 -
(%64,5) | (%4,3) | (%30,8) | (%21,8) | (%24,4) | (%16,7) | (%26,2) | (%6,3) | (%26,2) | (%6,3) | (%24,5) | (%100)
- 11 66 9 68 62 15 62 15 62 15 7 6
(%35,5) | (%95,7) | (%69,2) | (%78,2) | (%756) | (%83,3) | (%73,8) | (%93,8) | (%73,8) | (%93,8) | (%75,5) | (%100)
<0,001 0,489 0,757 0,109 0,109 0,332
esp 13 6 6 13 18 1 18 1 18 1 17 2
(%41,9) | (%8,7) | (%46,2) | (%14,9) | (%22) | (%56) | (%214) | (%6.2) | (%21,4) | (%6,2) | (%181) | (%33,3)
- 18 63 7 74 64 17 66 15 66 15 7 4
(%58,1) | (%91,3) | (%53,8) | (%85,1) | (%78) | (%94,4) | (%78.6) | (93.8) | (%78,6) | (93.8) | (%8L9) | (%66,7)
<0,001 0,016 0,183 0,294 0,294 0,319
ge|E + 12 2 3 11 11 3 12 2 12 2 14 0
(%38,7) | (%2,9) | (%23,1) | (%12,6) | (%13,4) | (%16,7) | (%143) | (%125) | (%14,3) | (%12,5) | (%14,9) | (%0)
- 19 67 10 76 71 15 72 14 72 14 80 6
(%61,3) | (%97,1) | (%76,9) | (%87,4) | (%86,6) | (%83,3) | (%857) | (%87.5) | (%857) | (%87,5) | (%85,1) | (%100)
p <0,001 0,386 0,713 1,000 1,000 0,591

S: Duyarli, R: Direngli, AMP: Ampisilin, SIP: Siprofloksasin, TG: Tigesiklin, TEl: Teikoplanin, VAN:
Vankomisin, LNZ: Linezolid

asal geni tespit edilen izolatlarda ampisilin direng orani bu genin saptanmadigi

izolatlara gore istatistiksel olarak daha diistik saptanmistir.

esp geni tespit edilen izolatlarda ampisilin ve siprofloksasin direng orani bu genin

saptanmadig1 izolatlara gore istatistiksel olarak daha diisiik saptanmustir.
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gelE geni tespit edilen izolatlarda ampisilin direng orani bu genin saptanmadigi

izolatlara gore istatistiksel olarak daha diisiik saptanmuistir.

Diger antibiyotikler ile asal, esp ve gelE gen bolgeleri arasinda istatistiksel agidan

anlaml bir iliski izlenmemistir.

4.7. PZR ile tespit edilen yuksek diizey aminoglikozid direng genleri ve sikhgi
Caligsmaya alinan fenotipik olarak yiiksek diizey aminoglikozid direnci tespit edilen 100
enterokok izolatinda direng genlerinin varligi PZR yontemi ile incelendiginde; izolatlarin
timiinde aac(6°)-1e-aph (2 ’)-1a direng geni tespit edilmistir (11. Cizim). Arastirilan
Aph(2°’)-1b, Aph(2"’)-1c ve Aph(2’)-1d direng¢ genleri hi¢bir izolatta saptanmamuistir.

11. Cizim. PZR ve elektroforez sonrasi izolatlarda saptanan aac(6°’)-1e-aph (2°’)-1a direng
genine ait jel goruntisu

M 123456 7 891011121

Aac (6°)-1e-aph (2)-1a

500b¢ 505 b

M: Molekiiler agirlik standard: (100 bg), 1 nolu kuyucuk: E.faecalis ‘ATCC’ 51299 susu ( Pozitif kontrol),
2-12 kuyucuklar: Aac(6’)-1e-aph(2”’)-1a (+) , 13 nolu kuyucuk negatif kontrol
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5. TARTISMA

Enterococcus cinsi bakteriler, 1970’lerden bu yana ciddi bir nozokomiyal sorun haline
gelmistir. Plazmid veya transpozon araciligiyla direng ve virlilans genlerini transfer etme
yetenekleri, zorlu gevre sartlarina dayaniklilig1 hastane patojenleri arasinda iist siralara
yerlesmesini saglamistir. Enterokoklar, bir enfeksiyonun tek nedeni olarak dogrudan veya
diger mikroorganizmalarla koenfeksiyona katkida bulunarak dolayli yoldan enfeksiyonlara
neden olabilmektedir.1*® Neden oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu endojen olup gapraz
enfeksiyon genellikle hastanede yatan hastalarda goriilmektedir. Uriner sistem
enfeksiyonlar1 yara ve yumusak doku enfeksiyonlari, intraabdominal enfeksiyonlar,

endokardit ve bakteriyemilerden izole edilen en sik firsat¢i patojenlerden biridir.

E.faecalis’den daha direngli olan E. faecium’un, ABD'de ¢oklu ila¢ direngli
enfeksiyonlarmin énemli nedeni oldugu belirtilmistir. Enterokoklar Amerika Birlesik
Devletleri’nde hastane kaynakli enfeksiyonun dordiincii, bakteriyeminin ise Gguincii 6nde
gelen nedeni olarak gosterilmektedir.14® 2019 yili Avrupa Antimikrobiyal Direng
Surveyans Sistemi (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network; EARSS)
verilerine gore enfeksiyon etkeni olarak rapor edilen patojenlerin E. faecalis %6,8’ini, E.
faecium ise %4,5’ini olusturmaktadir. Weinstein ve ark.*® kan dolasimi enfeksiyonlari
lizerine yaptig1 ¢alismada, enterokoklarin yiiksek 6liim riski ile bagimsiz olarak
iliskilendirilen 6nemli gram pozitif bakteri oldugunu gostermislerdir. Ozellikle YDAD ve
vankomisin direncli suslarin neden oldugu enterokok enfeksiyonlari, hastanede kalis

sliresinin uzamasi ve mortalite ile iligkilendirilmistir.

Uriner sistem enfeksiyonlari enterokoklarin yol agtig1 klinik hastaliklarin en sik goriilen
tipidir. Bu nedenle klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen enterokoklar en sik
idrar 6rneklerinden izole edilmektedir.}*5! Bizim ¢alismamizda da enterokok tiirleri
onceki calismalar ile benzer sekilde en fazla idrar 6rneklerinden izole edilmistir. Enterokok
kaynakl1 uriner sistem enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu nozokomiyal olup ¢ogunlukla uriner

kateterizasyon ile birlikte goriilmektedir.

Yapilan caligmalar E. faecalis’in nozokomiyal enfeksiyonlarda en sik saptanan tiir
oldugunu belirtmektedir.1>>1% Ancak antibiyotik direng artisinin izlendigi son yillarda E.
faecium insidansinda artis oldugu gozlenmektedir.'%! Calismamizda 100 enterokok

susunun 32’si E. faecalis iken 68’1 E. faecium olarak tanimlanmistir. Diger enterokok
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tirleri ¢alismamizda saptanmamustir. Calismamizda E. faecium suslarinin daha fazla
gortilmesi; calismaya yiiksek diizey aminoglikozid direnci bulunan enterokok tirleri dahil
edilmis olmasi ve direngli suslarda E. faecium izolatlarinin daha sik saptanmasiyla
iliskilendirilmistir.

Cogu enfeksiyonun patogenezi, konak¢1 dokularin kolonizasyonu, invazyonu, dokunun
istilas1 ve konagin savunma mekanizmalarina direnci igeren ortak bir olaylar dizisini takip
eder. Viriilans faktorlerinin yukarida bahsedilen enfeksiyon asamalarindan bir veya daha

fazlasi ile iliskili oldugu belirlenmistir.

Enterokoklarda antibiyotik direng ve viriilans genleri transpozon ve konjugasyon
araciligiyla aktarilmaktadir. Bakterilerde seks feromonlarinin varligi, yuzey adezyon
proteinleri ile agregasyon faktorinun salinmasinin bu genlerin aktarimini 1000 kat daha
arttirdig1 tespit edilmistir. Leclercq ve ark.'® seks feromonlarina sahip olan bakterilerin
hemolizin aktivitesine sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayrica hemolizin iiretimi
enterokoklarda enfeksiyonun siddetini artirmasindan dolay1 da virulansta buyuk oneme
sahiptir.8% Huycke ve ark.™® yiiksek diizey aminoglikozid direncli enterokoklarda
hemolizin aktivitesini incelemisler ve 68 direngli izolatin 62’sinde hemolizin aktivitesi
tespit etmislerdir. Hemolitik aktivite gosteren direngli E. faecalis bakteriyemisi olan
hastalarda hemolitik aktivite gostermeyen duyarli suslari olan hastalara kiyasla

bakteriyemiden sonraki 3 hafta i¢cinde bes kat daha fazla 6liim goriilmiistiir.

Baylan ve ark. 4° calismalarinda hemolizin Uretimini %11,1 olarak belirtmis olup tiim
suslar E. faecalis iken E. faecium’da hemolizin iiretimi saptamamuslardir. Mete ve
ark.13®’nin galismasinda ise hemolizin tGretimini tim suslarda %38,4 saptarken E. faecalis
izolatlarinda %42,3, E. faecium izolatlarinin ise %19,3 oraninda tespit etmislerdir. Kashef
ve ark.’*¢mmn 2017 yilinda gergeklestirdigi calismasinda tiim izolatlarda %58, E. faecalis
izolatlarinin %68’inde, E. faecium izolatlarinin ise %71’inde hemolizin aktivitesi
gozlenmistir. Calismamizda 100 enterokok izolatinin 44’{inde hemolizin aktivitesi izlenmis
olup tiir bazinda degerlendirildiginde E. faecium izolatlarinin %47,1’inde E. faecalis
izolatlarinin ise %37,5’inde hemolizin tiretimi belirlenmistir. Hemolizin aktivitesi
pozitifligi E. faecium izolatlarinda E. faecalis izolatlarina gore istatistiksel olarak anlaml
olmamakla beraber daha yuksek bulunmustur. Hemolizin aktivitesi gosteren izolatlarin 4’te

1’ YBU’nde yatan ya da yakin zamanli bulunmus olan hastalardan izole edilmistir. Ayrica
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calismadaki ex olan hastalarin érneklerinden izole edilen enterokoklarin 3’te 1’inin
hemolizin aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgular hemolizin aktivitesinin

enterokoklarin virulansinda 6nemli rol oynadigini gostermektedir.

Ozellikle invazyon ve yayilma icin 6nemli jelatinaz enzimi jelatin, kollajen, kazein,

hemoglobin ve diger peptitleri hidrolize edebilen bir proteazdir.

Comerlato ve ark.'®’ ¢alismalarinda jelatinaz tiretimini tim izolatlarda %40, E.faecalis
izolatlarinda %63,3 ve E.faecium’da %35 oraninda belirlemislerdir. Soares ve ark.}4 240
enterokok izolatinda jelatinaz uretimini arastirmislar ve tum izolatlarda %31,2, tiir bazinda
ise E.faecalis izolatlarinda %33,5 ve E.faecium’da %5,3 oraninda jelatinaz tretimi tespit
etmislerdir. Baylan ve ark.*° 2011 yilinda gerceklestirdikleri ¢alismalarinda E.faecalis
izolatlarinda %22 ve E. faecium izolatlarinda %3,2 olmak tizere tiim izolatlarin
%15,6’sinda jelatinaz aktivitesi saptamislardir. Bizim ¢alismamizda tiim izolatlarin
%?26’sinda tiir bazinda degerlendirildiginde ise E.faecalis izolatlarinda %34,4 ve E.faecium
izolatlarinda%22,1 oraninda jelatinaz aktivitesi tespit edilmistir. Diger ¢calismalarla benzer
sekilde E.faecalis izolatlarinda E.faecium izolatlarina gore jelatinaz aktivitesinin yuksek

oldugu goriilmiistiir.

Mevcut ¢alisma ayrica enterokok izolatlarinin biyofilm olusturma kabiliyetini ve

bunlarin viriilans genleri ve antimikrobiyaller ile olasi iligkisini de tespit etmistir.

Biyofilmin enfeksiyon bolgelerinde enterokoklarin kaliciligini artirmada 6nemli rolii
bulunmaktadir. Mikrobiyal biyofilmlerin dogada her yerde bulundugunun tespit edilmesi
hastalik surecinde biyofilm etkisinin aragtirllmasimi gerekli kilmistir. Biyofilmler,
mikroorganizmalarin olumsuz kosullarda hayatta kalmalarin1 saglayan hayati bir stratejidir.
Donlan ve ark.% calismalarinda tibbi cihazlarin biyofilmleri barmdirdigim ve bunun
sonucunda cihazla iliskili enfeksiyonlar yuksek oranda biyofilm ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir. Enterokoklarin neden oldugu periodontitis, kateterle iligkili idrar yolu
enfeksiyonlari, endokardit gibi enfeksiyonlarin patogenizinde biyofilmin 6nemli rolii

bulunmaktadir.

Komiyama ve ark.*®®mn 2016 yilindaki ¢alismalarinda 240 bireyden alinan oral
orneklerin 40’1nda enterokok liremesi saptanmis ve enterokoklarin tiimiinde biyofilm
olusumu izlenmistir. Suslarin %38’inin hemoliz 6zelligi oldugu ve %39’unun jelatinaz

aktivitesi bulundugu bildirilmistir.
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gelE, esp ve asal yapilan ¢alismalarda enteroklarda biyofilm ile iliskilendirilmis en

onemli virtlans genleridir.

Golob ve ark.'*® 2019 yilinda yaptig1 bir calismada enterokok ytizey proteininin
insanlarda idrar yolu enfeksiyonlarinda, biyofilm uretiminde ve kolonizasyonunda 6nemli
rolii oldugunu bildirmislerdir. Toledo-Arana ve ark.' E. faecalis esp pozitif izolatlarinin
%93,5’inin abiyotik bir yiizey lizerinde biyofilm olusturdugunu ve esp negatif E. faecalis
izolatlarinin hicbirinin biyofilm tiretmedigini bildirmistir. Bu bulgular ile esp’nin E.
faecalis’in biyofilm olusum surecinde 6nemli rolii oldugunu belirtmislerdir. Bizim
calismamizda da esp pozitif izolatlarin %52,6’sinda biyofilm iiretimi oldugu tespit

edilmistir.

Latasa ve ark.”® calismalarinda esp geninde mutasyon sonucunda E. feacalis’in biyofilm
olusturma yetenegini de kaybettigi ardindan esp negatif E. faecalis izolatlarinin, esp genini

plazmid transferi ile aldiktan sonra tekrar biyofilm irettigini gostermislerdir.

Soares ve ark.}*’nin galismasinda agg, esp ve gelE viriilans genlerinin timanin biyofilm
dretimi ile iligkili oldugu belirlenmistir. Biyofilm aktivitesi gozlenen izolatlarda en yiiksek
antimikrobiyal direng siprofloksasin ve yiiksek diizey gentamisinde izlenmistir. Linezolid,
ampisilin ve vankomisin i¢in ise anlamli bir iliski izlenmemistir. E. faecalis izolatlarinda

E. faecium izolatlarina oranla daha yiiksek biyofilm aktivitesi izlenmistir.

Dupre ve ark.1%! calismasinda biyofilm aktivitesini sadece E. faecalis izolatlarinda tespit
etmis ve esp varliginin biyofilm tiretimindeki 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir. Ayrica
biyofilm aktivitesi gosteren enterokok suslarinda daha fazla ampisilin direncinin
izlendigini vurgulamiglardir. Shahi ve ark.?! yaptigi ¢caligmada da benzer sekilde esp gen

pozitifligi ve biyofilm olusumu arasinda anlaml bir iliski oldugu gortilmiistiir.

Almohamad ve ark.'%2’nin ¢alismasinda klinik izolatlar ile toplumdaki hasta olmayan
bireylerin digskisindan izole edilen izolatlar biyofilm tiretimi agisindan karsilastirilmis ve
klinik izolarda biyofilm olusumunun ¢ok daha yiiksek sayida oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada diger calismalardan farkl sekilde biyofilm iiretimi ile viriilans genleri arasinda
anlaml bir iliski gozlenmemistir. Di Rosa ve ark.'®3 ¢alismasinda da benzer sekilde
biyofilm ile jelatinaz aktivitesi ve esp gen varlig1 acisindan anlamli bir iligki

saptanmamistir.
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Kashef ve ark.'®nin ¢alismasinda %76 E. faecalis, %24 ise E. faecium izolatlar1 olmak
tizere tiim izolatlarin %75’inde biyofilm olusumu gézlenmistir. esp geni pozitif olan
enterokok izolatlarinda %92 oraninda biyofilm aktivitesi saptanmuistir. Benzer sekilde gelE
geni pozitif olan izolatlarin %87 sinin biyofilm olusturdugu goriulmus ve gelE geni pozitif
olanlarda negatif olanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla biyofilm

uretimi tespit edilmistir.

Antibiyotiklere biyofilm direncini belirleyen mekanizmalar tam olarak anlagilamamustir.
Hiicre dis1 matrisin, antibiyotiklerin matris i¢inde yer alan hiicrelere niifuz etmesini ve

erismesini Onleyen fiziksel veya kimyasal bir bariyer sagladig dne siiriilmiigtiir.'4

Bizim ¢alismamizda E. faecalis izolatlarinin %43,8’inde, E. faecium izolatlarinin %74
‘linde, tlim izolatlarin ise %19’unda biyofilm aktivitesi tespit edilmis olup dnceki ¢ogu
caligma ile benzer sekilde E. faecalis’in E. faecium’dan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek oranda biyofilm tirettigi belirlenmistir. Ayrica yine ¢alismalarin ¢ogu ile benzer
sekilde asal, esp ve gelE virllans geni tespit edilen izolatlarda biyofilm Gretimi
istatistiksel olarak daha yiiksek saptanmistir. Antimikrobiyal diren¢ durumlari ile biyofilm
tiretimi karsilastirildiginda ise ampisilin direnci, biyofilm aktivitesi saptanan izolatlarda

istatiksel agidan daha diisiik tespit edilmistir.

Enterokoklar 6zellikle YDAD ve vankomisin direnci ile nozokomiyal enfeksiyonlarin
tedavisinde sorunlara neden olmaktadir. Intrinsik ve ekstrinsik antibiyotik direnc
mekanizmalari araciligiyla, konak bagisiklik yanitindan kagmakta ve konak savunma

mekanizmalarini onlemektedir.

Ampisilin enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde direng izlenmedigi durumlarda
oncelikle tercih edilmesi gereken antimikrobiyal ajanlardan birisidir ancak artan direng
orani nedeniyle ampirik tedavi uygulamalarinda tedavi basarisizliklari izlenebilmektedir.
Esen ve ark.?®, 2001 yilinda yaptiklar1 ¢calismada enterokok tiirlerinde ampisilin direncini
%33 oraninda saptamislardir. Merig ve ark.'%’nin 2004 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
E.faecalis izolatlarinda %4, E.faecium izolatlarinda % 78 ; Kagmaz ve ark.'®”’mn 2004
yilinda yaptiklari ¢alismasinda E.faecalis izolatlarinda %11, E.faecium izolatlarinda ise
%77 olarak ampisilin direncini tespit etmislerdir. Ding ve ark.®®’nin 2009 yilinda yaptig1
calismada enterokok enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde onemli bir secenek olan

ampisiline direng E.faecalis suslarinda %3, E.faecium suslarinda ise % 89 oraninda
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bulunmustur. Ulkemizde yapilan ¢calismalarda beta-laktam antibiyotiklere direncli
enterokoklarin giderek arttig1 goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda ampisilin direnci %69
oraninda gortilmiistiir. Tir diizeyinde degerlendirildiginde E.faecalis suslarinda direng
%4,3 iken E.faecium suslarinda %95,7 oraninda saptanmustir. Diger ¢aligsmalar ile benzer
sekilde E.faecium suslarinda istatistiksel agidan ampisilin direnci E. faecalis izolatlarina
gore daha yiiksek izlenmistir. E. faecium, B-laktam antibiyotiklere E. faecalis’e gore daha
az duyarlidir ¢iinkii penisilin baglayici proteinleri 3-laktam antibiyotiklere kars: belirgin

sekilde daha diisiik afiniteye sahiptir.'6°

Florokinolonlar, gram pozitif ve gram negatif bakteriler i¢in genis bir spektruma
sahiptir. Ayrica oral alinabilmesi ve yan etkilerinin az olmasi nedeniyle ampirik
tedavilerde siklikla kullanilmaktadir. Siprofloksasinin toplumda ve hastanelerde sik
kullanilmasinin sonucunda kinolon diren¢ oranlarinin yuksek tespit edildigi
diisiiniilmektedir. Ulkemizde Ozseven ve ark.'’% nin yapti§1 ¢alismada siprofloksasin
direnci E.faecalis ve E.faecium i¢in sirasiyla %72 ve %92 oldugu saptanmstir. Iraz ve
ark.'™"’nin galismasinda E.faecalis i¢cin % 47, E.faecium i¢in % 84 oraninda siprofloksasin
direnci izlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise diger ¢alismalar ile benzer sekilde
siprofloksasin direnci %87 oraninda saptanmis olup duyarliliklari incelenen
antimikrobiyaller arasinda en fazla direng izlenen antibiyotiktir. Calismamiza YDAD’li
enterokoklarin dahil edilmis olmasi ve aminoglikozid direnci ile siprofloksasin direncinin
birlikte goriilmesinin sik olmasi nedeniyle siprofloksasin direncinin bu denli yiksek
oldugu diistiniilmektedir. Entorokok tiirleri incelendiginde E.faecalis suslarinda %28,7,
E.faecium suslarinda ise %71,3 oraninda siprofloksasin direnci saptanmistir. E. faecium’da
dogal ve kazanilmis direncin E. faecalis’e gore daha sik gozlenmesine bagli olarak

siprofloksasin direncinin daha yuksek oldugu dusunulmektedir.

Tigesiklin polimikrobiyal infeksiyonlarda tercih edilebilecek genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. Calismalarin ¢cogu <% tigesiklin direnci bildirmistir. Rathe ve ark.’>nin
caligmasinda vankomisin direnci bulunan enterokok suslarinin tiimiinii tigesiklin igin
duyarl olarak saptamuislardir. Benzer sekilde Manoharan ve ark.”®’nin ¢alismasinda
63’tlinde vankomisin direnci saptanan 100 enterokok susunun tiimii tigesikline duyarl
bulunmustur. Dadashi ve ark.*"#nin 2010-2020 yillar1 arasindaki arastirma makalelerini
inceleyerek gergeklestirdikleri ¢alismada, tigesikline direncli E. faecium (%]1) suslarinin

prevalansini E. faecalis suslarindan (%0,3) daha yiiksek saptamislardir. Kitalar arasinda
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tigesiklin direng oranini en yiiksek Avrupa’da E. faecium (%3,9) izolatlarinda belirlerken
Asya ve Amerika’da sirasiyla E. faecium direng oranlarin1 %1,3 ve %0,3 olarak tespit
etmislerdir. E. faecalis i¢in direng oranlar1 ¢ok daha diisiik izlenmistir. Bizim ¢alismamizda
100 enterokokok izolatininin 3’1 E. faecalis’te ve 15°1 E. faecium izolatlar1 olmak iizere
toplam 18 izolatta tigesiklin direnci izlenmistir. Tiirler arasinda istatistiksel agidan anlamli
fark izlenmemis olup E. faecium suslarinda gorece fazla olarak tespit edilmistir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda tigesikline direngli enterokoklarin ortaya ¢ikisinin arttigi
bildirilmektedirl’>. Calismamizda tigesiklin direncinin diger ¢alismalara gore daha fazla
goriilmesinin nedeninin uygunsuz ve uzun siireli antibiyotik kullanimi oldugu

diistiniilmiistiir.

Enterokoklarda glikopeptid grubu antibiyotiklere direng ilk olarak 1988°de Uttley ve
ark.17® tarafindan bildirilmis ardindan vankomisine ve teikoplanine direncli suslar tim
diinyada yayilmistir. Tiirkiye’de ise ilk kez 1998 yilinda Akdeniz Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi’nde bir hastadan izole edilmistir.}’” Centers for disesase Control and
Prevention (CDC) verilerine gore E. faecalis’te vankomisin direnci %4,2 iken E.
faecium’da %65,1 saptanmustir. Diinyada vankomisin direngli enterokok oranlari Kuzey
Amerika’da en yuksektir. Avrupa’da VRE oram artmakla beraber daha az gorulmektedir.
Avrupa Antimikrobiyal Direng¢ Surveyans Sistemi (European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network; EARSS) 2019 raporunda; Avrupa’da vankomisine direngli E.
faecium izolatlarinin yiizdesinin 2015°te %10,5’ten 2019°da %18,3¢ yiikseldigi
bildirilmistir. Avrupa’nin kuzeyindeki tilkelerden; daha diisiik direng ytizdeleri,
Avrupa’nin giineyi ve dogusundaki iilkelerden ise daha yiiksek direng yiizdeleri rapor
edilmistir. Ulkemizde Ulusal Saglik Hizmeti iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi 2019
Ozet raporunda E. faecium direng oran1 %18,9 iken E. faecalis izolatlarinda %3,8 olarak

belirtilmistir.

Brezilya’da yapilan bir arastirmada 81 fekal ornekten 37°sinde vankomisin direnci
saptanmis olup %54,1°1 E. faecium, %45,9’u E. faecalis suslarinda oldugu goriilmiistiir.1’®
Turkiye’de 2014 yilinda yaymlanan bir ¢alismada idrar orneklerinden izole edilen 536
enterokok susunun 79’unda (%14,7) vankomisin direnci tespit edilmistir. Vankomisine
direncli olan izolatlarin 77°sinin E. faecium diger 2 izolatin ise E. gallinarum oldugu
gorulmus, E. faecalis izolatlarinda ise vankomisin direnci saptanmamistir.t”® Bizim

calismamizda 100 enterokok izolatinin 16’sinda vankomisin ve teikoplanin direnci
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saptanmistir. Vankomisin ve teikoplanin direngli 16 izolatin 15’1 E. faecium iken sadece 1
izolat E. faecalis olarak saptanmistir. E. faecium izolatlarinin; teikoplanin ve vankomisin
direng oran1 diger ¢alismalar ile benzer olarak, E. faecalis izolatlarindan istatistiksel olarak

anlamli derecede yuksek oldugu goriilmiistiir.

Aragtirmalar hastanede yatan ve uzun sure antibiyotik tedavisi almis Kisilerin, VRE
enfeksiyonu gelismesi agisindan risk altinda oldugunu belirtmektedir.!8%18! Calismamizda
uzun sureli antibiyotik kullanan hastalarda teikoplanin ve vankomisin direncinin,
kullanmayanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptanmasi bu tezi

dogrular niteliktedir.

Amerika’da yapilan bir ¢calismada yogun bakim unitelerinde 4 yilda VRE oraninda 34
kat artis oldugu saptanmustir.!8! Bizim ¢alismamizda da 6rnek gonderim ani ya da yakin
zamanli YBU’nde yatist olan hastalarin 6rneklerinden izole edilen 24 enterokok izolatinin

6’sinda vankomisin ve teikoplanin direnci saptanmuistir.

Linezolid, ¢oklu ilaca direncli Gram pozitif organizmalarin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlar igin biiyiik terapétik etkinlige sahiptir.*®2:18% Dadashi ve ark.™*’min
calismasinda Asya, Avrupa ve Amerika’da linezolide direncli E. faecalis izolatlarinin
prevalansi sirasiyla %2,8, %2,1 ve %0,7; E. faecium icin ise Asya, Avrupa ve
Amerika’daki prevalans sirasiyla %0,9, %1,8 ve %3,4 olarak tespit edilmistir. Kitalar aras1
incelendiginde E. faecalis i¢in en diisiik direng Amerika’da oldugu goriiliirken E. faecium
direnci en yliksek %13,9 ile Afrika’da goriilmiistlr. Ayn1 calismada Tiirkiye icin E.
faecalis’te direng %?7,1 olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda linezolid direnci %6
oraninda goriilmiistiir. Tiirler arasinda degerlendirildiginde 4 E. faecium ve 2 E. faecalis
izolatinda saptanmis olup istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir. Linezolid, direncli
Gram pozitif koklarin neden oldugu enfeksiyonlar igin terapotik bir ajan olarak 2000
yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir. Ne yazik ki, bu antibiyotigin son 20 yilda
yaygin kullanimi, 2001 yilinda linezolide direngli VRE'nin ortaya ¢ikmasina ve bu suslarin

ozellikle hastanelerde artmasina neden olmustur.8

Enterokok izolatlarinda asal, esp ve gelE gibi viriilans faktoru genleri belirlenmis olup

bircok insan ve hayvan galismalarinda etkileri gosterilmistir.

asal geni sistemik enfeksiyonlarin gelismesini kolaylastiran bakterilerin okaryot

yuzeylere baglanmasina izin veren bir virlilans faktoridir. Hallgren ve ark.'8°nin
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calismasinda 94 E.faecalis izolatinin %79 unda asal genini tespit etmislerdir. Arshadi ve
ark.'%nin calismasinda asal geninin E. faecalis’te E. faecium’a kiyasla daha yiiksek
oranda saptamislardir. Baylan ve ark.*’nin ¢alismasinda asal gen pozitifligi E.faecalis
izolatlarinda %40,7 olarak saptanirken ,E.faecium izolatlarinda tespit edilmemistir. Mete
ve ark.13nin 2017 yilinda yaptiklari ¢alismada ise asal genini E.faecalis izolatlarinda
%58, E.faecium izolatlarinda %25,3 olarak tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda %23
oraninda asal geni tespit edilmis olup asal gen pozitifliginin ¢ogunlugunu diger

calismalar ile benzer sekilde E.faecalis izolatlar1 olusturmaktadir.

Chow ve ark.*®”’nin tavsan endokardit modelinde yaptiklari ¢alismada hemolizin iiretimi
ile agragasyon maddesi birlikteliginin artan 6liim oran1 ve vejetasyon miktarinin
agregasyon maddesi tiretimi ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Calismamizda hemolizin

uretimi saptanmayan izolatlarda asal pozitifligi istatistiksel olarak daha fazla izlenmistir.

Esp konak dokulara yapisma ve immun yanittan kagista rol alan énemli virlilans
faktorlerindendir. Esp’nin 6zellikle iiriner sistem kolonizasyonunda ve kaliciginda roli
vardir. Jovanovic ve ark.'® nin hematoloji hasta grubunda gergeklestirdigi calismalarinda
orofaringeal ve digk1 6rneklerindeki VRE izolatlarin1 esp gen tastyiciligi agisindan
karsilastirmis ve orofaringeal bolgede anlamli derecede yiiksek saptamistir. Vergis ve
ark.'® calismalarinda esp Uretiminin mesanede E. faecalis’in kaliciligini arttirdigini
gostermislerdir. Bu sonuglar esp geninin kolonizasyon ve kalicilikta 6nemli viriilans
faktorii oldugunu desteklemektedir. esp geni 6zellikle E. faecalis ve E. faecium turlerinde
tespit edilmistir. Enterokokal izolatlarda esp ekspresyon orani Asya iilkelerinde %49,5-
%77, Avrupa ulkelerinde %33-65 ve Amerika’da ise %33-76 oranlarinda
izlenmektedir.>190-192 Tiirkiye’de Copur ve ark.'®* tarafindan yapilan bir aragtirmada
enterokoklarda %78,4 oranminda esp gen varligi tespit etmisler ve esp’nin ¢alismalarinda en
fazla izlenen virtlans geni oldugunu bildirmislerdir. 2011 yilinda Tiirkiye’de yapilan bagka
bir ¢alismada ise tiim enterokoklarin %25,6’sinda tiir bazinda degerlendirildiginde E.
faecalis’in %35,6 E. faecium i¢in %6,5 oraninda esp gen varligi saptanmstir.*® Bizim
calismamizda tiim enterokoklarin %19’unda, E. faecalis’te %43,8, E. faecium’da %7,4
oranlarinda esp geni tespit edilmis olup dnceki ¢alismalar ile benzer sekilde E. faecalis

izolatlarinda istatiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur.
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Baylan ve ark.*? esp ve asalgenlerini sirastyla %25,6 ve %26,7 oranlarinda en yaygin
rastlanan genler olarak tespit etmislerdir. Bu bulgularla uyumlu olarak ¢alismamizda asal

ve esp genleri en sik tespit edilen virtlans genleridir.

gelE virtlans geni jelatinaz enziminin iiretilmesinde gorev almaktadir. Sharifi ve ark.%®
idrar yolu enfeksiyonu bulunan hastalarin 6rneklerinden izole ettikleri enterokoklarda
virilans faktorlerini arastirmislar ve E. faecalis izolatlarinda IYE ile gelE gen varhig
arasinda anlaml bir iliski tespit etmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda gelE gen varligi
prevalansi kitalar arasinda incelendiginde Asya’da %27-65,9, Amerika’da %60 ve
Avrupa’da %74,3 oranlarinda belirlenmistir,157:190.196-198 70y ve ark.’®*’min Cin’de
gerceklestirdikleri calismalarinda 107 E. faecalis izolatinin %69,3’{inde gelE genini tespit
etmislerdir. Comerlato ve ark.*®”’nin 50 enterokok izolat1 ile yaptiklari bir ¢alismada
gelE’yi %60 oraninda pozitif saptamiglardir. 2015 yilinda Talib ve ark.?®’nin ¢alismasinda
ise 222 enterokok izolatinda %74,7 oraninda gelE gen varligi bildirmislerdir. Her ikKi
calismada da E. faecalis izolatlarinda daha yiiksek oranda oldugu belirtilmistir. Tiirkiye’de
yapilan galismalarda ise Copur ve ark.*%’lar1 %12,9, Mete ve ark.!3® ise %7,9 oraninda
gelE gen varligini tespit etmislerdir. Tiirkiye’de yapilan ¢aligsmalarda gelE geninin diger
iilkelere oranla daha az saptandigi dikkati gekmektedir. Bizim ¢alismamizda da %14 oran
ile en az saptanan virilans geni gelE’dir. E. faecalis suslarinin %34,4’iinde, E. faecium
suslarinin ise %4,4’linde izlenmektedir. Diger caligmalar ile benzer sekilde E. faecalis

suslarinda E. faecium’a oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir.

Calismamizda gelE genine sahip 2 izolatta jelatinaz aktivitesi izlenmemistir. Lindenstrau
ve ark. 29! genotipik olarak gelE geni varlig: saptanan izolatlarda gelE geninin veya gelE
geninin ekspresyonu dizenleyen genlerden birinin mutasyonu nedeniyle jelatinaz
ozelliginin ifade edilemeyecegini belirtmislerdir. Comerlato ve ark.’>”’min ¢aligmasinda 30
gelE geni tespit edilen enterokok izolatinin 10’unda jelatinaz aktivitesinin izlenmedigi
goriilmiistiir. Qin ve ark.2nm calismasinda ise E. faecalis izolatlarinda gelE geni varlig

saptanan izolatlarin yalnizca %60’1nda jelatinaz {iretimini tespit etmislerdir.

Sharifi ve ark.1%nin calismasinda hastanede yatan hastalarda, ayaktan hastalara gore
gelE-pozitif enterokok izolatlar1 daha az siklikta bulunmustur. Calismamizda da asal ve
esp geni yatan hasta grubundan izole edilen enterokok suslarinda, hastanede yatisi olmayan

hastalardan izole edilen enterokok suslarina oranla istatistiksel olarak daha diisiik
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saptanmustir. asal ve esp geninin yatan hastalarda daha diisiik saptanmasinin nedeninin
virlilans faktorlerinin E. faecalis izolatlarinda daha fazla saptanmasi, E. faecalis
izolatlarinin da hastanede yatan hastalarda daha az siklikta goriilmesinden kaynaklandigi

diistintilmiistiir.

Virulans faktorleri varligi ile antibiyotik direncinin iliskisi degerlendirildiginde; Baylan
ve ark.*®’nin ¢alismasinda asal geni pozitif E.faecalis izolatlarinin siprofloksasin’e asal
geni icermeyen izolatlara gore anlamli duzeyde daha direncli olduklari saptanmustir.

Ampisilin, gentamisin ve vankomisinde anlamli fark tespit etmemislerdir.

Billstrom ve ark.'® idrar yolu enfeksiyonu bulunan hastalarin érneklerinden izole
ettikleri E. faecium izolatlarinda virtilans faktorleri ile antimikrobiyal duyarlilig
karsilastirmislar ve esp geni pozitif olan izolatlarin cogunda ampisilin ve siprofloksasin
direncinin bulundugunu tespit etmislerdir. Diger virlilans genleri ile antimikrobiyal
duyarhilik arasinda anlamli bir iliski saptanmamustir. Sharifi ve ark.1%’nin ¢alismasinda ise
idrar 6rneklerinden elde edilen esp pozitif E. faecium suslarinda ampisilin (%97) ve
siprofloksasin (%100)’e kars1 yiiksek oranda direng¢ izlenmistir. Diren¢ oraninin diger
tirlere gore daha fazla gortldigi E. faecium suslarinin galismalara dahil edilmesinin, bu
caligmalarda antimikrobiyal direncinin yiliksek olmasinin nedenlerinden biri olarak

diistiniilmiistiir.

Vergis ve ark.'®nim 219 E.faecalis izolatinda yaptiklar1 ¢alismada digerlerinden farkl
olarak, hemolizin, jelatinaz tretimi ve esp geninin varligi ile ampisilin, gentamisin ve
vankomisin direnci arasinda iliski saptamamiglardir. Ayrica izlenen 14 giin i¢indeki

mortalite ile virllans genleri arasinda da anlamli iliski tespit edilmemistir.

2019 yilinda Coskun ve ark.*®’ nin gergeklestirdikleri ¢alismada, ampisilin direncini gelE
pozitif E. faecalis izolatlarinda gelE negatif E. faecalis izolatlarina gére daha yiiksek
saptamiglardir. Siprofloksasin direnci ise gelE negatif E. faecalis izolatlarinda gelE pozitif
E. faecalis’e oranla daha yiiksek belirlenmistir. esp negatif E. faecium izolatlarinda
siprofloksasin direnci esp pozitif E. faecium’a oranla daha yiiksek izlenmistir. asal ve gelE
pozitif E. faecium izolatlar1, bu genlere sahip olmayan izolatlara gore teikoplanine daha
duyarli olarak belirlenmistir. asal ve gelE pozitif E. faecalis izolatlar1, vankomisine bu
genlerin izlenmedigi E. faecalis izolatlarina gore daha duyarli oldugu goriilmiistiir.

Linezolid direnci ile viriilans genleri arasinda iliski saptanmamugtir.
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Baysal ve ark.®®’nin 2019 yilinda gergeklestirdigi calismalarinda asal, esp ve gelE geni
acisindan pozitif olan izolatlarin s6z konusu genleri tasimayan izolatlara gore ampisilin ve
siprofloksasine direng orani daha dusuk tespit edilmistir. gelE geni agisindan pozitif olan
izolatlarin ayrica gentamisin ve streptomisine direng orani daha dusuk bulunmustur. Diger

gen bolgeleri ve antibiyotik direngleri arasinda anlamli iliski saptanmamustir.

Bizim ¢alismamizda ise Baysal ve ark.®®’nin ¢alismasina benzer sekilde asal, esp ve
gelE geni tespit edilen izolatlarda ampisilin direng oran1 bu gene sahip olmayan izolatlara
gore istatistiksel olarak daha diisiik saptanmustir. Ayrica esp geni tespit edilen izolatlarda
siprofloksasin direng orani bu genin saptanmadig izolatlara gére daha diisiik izlenmistir.
Diger antibiyotikler ile asal, esp ve gelE gen bolgeleri arasinda istatistiksel agidan anlamlt

bir iliski izlenmemistir.

Bakterilerin olumsuz kosullar altinda hayatta kalabilmesinde hem virtilans faktorlerinin
hem de antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinin 6nemli rolii vardir. Konak savunma
sistemlerinin iistesinden gelmek i¢in viriilans mekanizmalar1 gereklidir ancak bakterilerin
antimikrobiyal tedavilerin Ustesinden gelmesi, zorlu ortamlara uyum saglamasi ve hayatta
kalmasini saglamak i¢in antimikrobiyal direncin gelistirilmesi de 6nem arz etmektedir.
Artan antibiyotik direnci her zaman virulans faktorlerindeki artigla iliskili degildir. Beceiro
ve ark.?%? arastirmasinda artan antimikrobiyal direncin, ¢ogu durumda, dogrudan veya
dolayl1 olarak, azalan viriilans ile iliskilendirmistir. Dusuk virulans ve yuksek direng ya da
yuksek virulans ve dusuk direng durumlarinin gorulebilecegi, yuksek virtulans ve dusuk
diren¢ durumunda dengenin saglanmast igin telafi edici mutasyonlarin ortaya
cikacabilecegini bildirmislerdir. Bu iliskinin arastirilmasi ve daha derinlemesine

caligmalarin yapilmasi gerekliligini vurgulamislardir.

Calismamizda da E. faecium izolatlarinda antimikrobiyal direng E. faecalis izolatlarina
oranla daha fazla goriilmiistiir. Virtlans genlerinin varligi ve biyofilm aktivitesi ise E.
faecalis izolatlarinda E. faecium izolatlarina gore daha yiiksek oranda tespit edilmistir.
Antibiyotik direnci virtlansta 6nemli bir faktorddir ancak virtlans genlerinin ve biyofilm
Uretiminin daha yuksek oranda izlendigi E. faecalis’in de ciddi enfeksiyonlar yapabilecegi

ve ilerleyen zamanlarda antibiyotiklere direng gelistirebilecegi dikkate alinmalidir.

Enterokok kaynakli bakteriyemi ya da endokardit gibi ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde,

hicre duvarina etki eden antibiyotikler ve aminoglikozid (¢ogunlukla gentamisin)
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kombinasyonu 6ncelikli olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle yiiksek diizey aminoglikozid

direnci tedavi planlamasi agisindan biiyiik 6neme sahiptir.

Yiiksek diizeyde gentamisin direnci ilk kez 1979°da saptanmis olup 6zellikle 1980’lerin
sonlarindan itibaren hastanelerden yiiksek diizey aminoglikozid direng artiglar
bildirilmistir.*®* EARSS 2019 verilerine gére Avrupa’da yiiksek diizey gentamisin
direncinin ylzdesi E. faecalis’te %26,6 iken E. faecium direncinin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. Ulkemizde 2016 yil1 Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi
(UAMDSS) raporuna gore yuksek diizey gentamisin direnci E. faecalis 'te %57,2, E.
faecium’da %61,7 olarak bildirilmistir. Central Asian and Eastern European Surveillance
of Antimicrobial Resistance (CAESAR) 2018 verilerinde ise yiksek diizey aminoglikozid

direnci E. faecalis 'te %38, E. faecium’da ise %52 olarak raporlanmustir.

Schouten ve ark.2%®’nin hem vankomisin direncli enterokok (VRE) hem de yiiksek diizey
aminoglikoza direngli enterokoklarin prevalansini saptamak i¢in tiim Avrupa’dan
gonderilen hasta drneklerinin degerlendirildigi calismalarinda, yliksek diizeyde gentamisin
direncli enterokoklarin en yiiksek prevalanst Yunanistan’da (%48,9) saptanmis olup onu
Tiirkiye (%48,1)’nin izledigi goriilmiistiir. En diisiik prevalansin ise Norveg’te bulundugu

ve onu Rusya, Danimarka ve Fransa’nin izledigi saptanmistir.

YDAD’nin 6zellikle iilkemizde bu denli yiiksek olmasi dirence sebep olabilecek direng
genlerini arastirmay1 gerekli kilmaktadir. Yiiksek diizey aminoglikozid direnci ¢ogunlukla
aminoglikozidleri modifiye eden enzimler sonucu meydana gelmekte olup en yaygin
aminoglikozidleri modifiye eden enzim, aac (6°)-le-aph(2’)-1a geni tarafindan kodlanan,
birbirine kaynasmis iki enzimden olusan AAC (6’)-APH (2’) enzimidir. Aph (2°)-Ib, aph
(2°)-1c ve aph (2°)-1d yapilan ¢alismalarda ¢ok daha nadir olarak izlenmektedir.

Diab ve ark.?%* 2019 yilinda gergeklestirdikleri ¢calismalarida 120 enterokok tiiriiniin
39’unda yiiksek diizey gentamisin direnci saptamislardir. Direng saptanan izolatlarin
26’sinda (%66,7) aminoglikozid modifiye edici gen olarak aac (6°)-1e-aph (2°)-la varligi
izlenirken, yiiksek diizey gentamisin direncini kodlayan aph (2°)-1b, aph (2°)-1c ve aph
(2°)-1d tespit edilmemistir. Feizabadi ve ark.?%®’nin Tahran’da yaptiklari calismalarinda
114 enterokok izolatinin 59 tanesinde aac(6°)-1e-aph (2°’)-1a geni, 2 E. faecium
kokeninde ise aph (2 ")-Ic geni oldugu tespit edilmistir. aph(2 *’)-1b ve aph(2’’)-1d geni

saptanmamustir. Ozarslan ve ark.2%’nin vankomisin ve YDAD genlerini arastirdig1
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caligsmasinda yiiksek diizey gentamisin direng oranini %40 olarak saptamislardir. 58
kokende aac(6 ’)-1e-aph(2’)-1a geni saptanmis olup higbir kokende aph(2’’)-1b, aph(2 ’)-
1c ve aph(2’’)-1d genleri izlenmemistir. Direng geni saptanmayan izolatlardaki yiiksek
diizey aminoglikozid direncinin nedeninin ribozomal mutasyondan kaynaklandigi

diistiniilmiistiir.

Gentamisinin enterokoklarda daha yaygin olarak kullanilmasindan dolay1 ¢alismamizda
gentamisin direncinden sorumlu tutulan gen bolgeleri arastirtlmistir. Calismamizda
fenotipik olarak yiiksek diizey aminoglikozid direnci tespit edilen 100 adet enterokok
izolatinin timiinde aac(6°’)-1e-aph (2 ’)-1a direng geni tespit edilmis olup diger ¢caligmalar
ile benzer seklide en fazla izlenen direng geni oldugu goriilmiistiir. Arastirilan aph(2’’)-1b
, aph(2))-1c ve aph(2 "’)-1d direng genleri izolatlarda saptanmamuistir. izolatlarimizin
hepsinde aymi direng geni saptanmasi nedeniyle direng genleri ile asal, esp, gelE genleri

ve biyofilm iliskisi belirlenememistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar igerisinde en sik goriileni iiriner sistem
enfeksiyonlar1 olup bu ¢alismada da 100 enterokok tiirliniin 71°1 idrar 6rneklerinden izole

edilmistir.

2. Enterococcus faecalis nozokomiyal enfeksiyonlarda en sik saptanan tiir olarak
gosterilirken son yillarda E. faecium insidansinda artis oldugu dikkati ¢gekmektedir.
Calismamizda da 100 enterokok susunun 68°i E. faecium ,32’si E. faecalis olarak

saptanmistir.

3. Fenotipik yontemlerle test edilen virulans faktorlerinden biyofilm uretimi ile genotipik
yontemler ile arastirilan virulans genlerinden asal, esp ve gelE varligi E. faecalis’te E.

faecium’dan daha yuksek oranda tespit edilmistir.

4. asal, esp ve gelE virulans gen varlig1 izlenen izolatlarda biyofilm uretimi, bu genleri

tasitmayan izolatlardan daha yuksek izlenmistir.

5. Calismamizda enterokok izolatlarinin en direngli oldugu antibiyotikler siprofloksasin
(%87) ve ampisilin (%69) iken linezolid (%94) en duyarh antibiyotik olarak belirlenmistir.
Tigesiklin direnci %18 oraninda izlenmis olup tigesiklin direncinin diger ¢aligmalara gore
daha fazla gortilmesinin nedeninin uygunsuz ve uzun sireli antibiyotik kullanimi oldugu

diistiniilmiistiir.

6. Uzun sure antibiyotik tedavisi almis Kisiler antibiyotik direnci gelismesi agisindan risk
altindadir. Calismamizda da uzun siireli antibiyotik kullanan hastalarda teikoplanin ve

vankomisin direnci, kullanmayanlara gore istatistiksel olarak yiiksek saptanmugtir.

7. Calismamizda ¢oklu ilaca direngli enterokoklarin 6zellikle de glikopeptid grubu
antibiyotikler ve tigesiklin direncinin saptanmasi endise verici bir durum olup klinisyene

sunulan terapotik segeneklerin sayisini sinirlamaktadir.

8. E. faecium izolatlariin; ampisilin, teikoplanin ve vankomisin direng orani, E. faecalis

izolatlarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek saptanmustir.

9. Ampisilin direnci, biyofilm aktivitesi saptanan izolatlarda istatiksel agidan daha diisiik
tespit edilmistir. asal, esp ve gelE geni tespit edilen izolatlarda ampisilin direng orani bu

gene sahip olmayan izolatlara gore istatistiksel olarak daha diisiik saptanmistir. Ayrica esp
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geni tespit edilen izolatlarda siprofloksasin direng orani bu genin saptanmadigi izolatlara

gore daha diistik izlenmistir.

10. Yogun bakim tinitesinden gonderilen 6rneklerde; antibiyotik direng oraninin daha fazla
gortildigi E. faecium, polikliniklerden gonderilen drneklerde ise virtlans geni ve biyofilm
tiretiminin daha fazla goriildiigii E. faecalis istatiksel olarak daha fazla sayida

tanimlanmustir.

11. Hastanemizde YBU ve cesitli servislerden izole edilen enterokok izolatlarinin tiimiiniin
aac(6’)-1e-aph (2 ’)-1a yuksek diizey aminoglikozid direng genine sahip oldugu
goriilmiistiir. Tiim izolatlarda ayni direng geninin goriilmesi; kap1 kolu, yatak, termometre
gibi ylizeyler tizerinde uzun siire canli kalabilen tiirler olan enterokoklarin hastadan

hastaya tasinarak yayilmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

12.1zolatlarimizin hepsinde ayni direng geni saptanmasi nedeniyle direng genleri ile asal,

esp, gelE genleri ve biyofilm iligkisi belirlenememistir.

13.Calismamizda yiiksek diizey aminoglikozid direnci gosteren izolatlarin %69 unda
ampisiline de direng izlenmektedir. Bu sonug¢ hastanemizde enterokoklarin neden oldugu
ciddi enfeksiyonlarin ampirik tedavisinde ampisilin ve aminoglikozid kombinasyonunu

kullanirken dikkatli olunmasi gerekliligini diisiindiirmiistiir.

14. Calismamiz, hastanemizdeki enterokok izolatlarinin antibiyotik direng profilleri,
biyofilm aktiviteleri, jelatinaz aktiviteleri, virtlans genleri ve tlkemizde oldukga yiiksek
izlenen yiiksek diizey aminoglikozid direncine neden olan direng genleri konusunda genis

bir veri saglamistir.

15. Antibiyotiklere direng, virtilansta 6nemli ozelliklerden birisi olmakla birlikte
caligmamizda antibiyotiklere duyarli izolatlarda virulans faktorlerinin daha yaygin oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle E. faecalis izolatlarmin her ne kadar antibiyotiklere E. faecium’dan
daha duyarli olsa da virulans faktorlerini daha yuksek oranda bulundurdugu saptanmustir.
Bu nedenle E. faecalis’in de ciddi enfeksiyonlar yapabilecegi akilda tutulmali ve
antimikrobiyal direnc izlenmese dahi hastane enfeksiyon kontrol onlemlerinin alinmasi

sirasinda goz ardi edilmemelidir.

16. Antimikrobiyal direncte artisin izlendigi enterokoklarda hastaligin siddeti ile iliskili

virulans faktorlerinin belirlenmesi, gelecekteki aragtirmalarin 6nemli bir konusu olacaktir.
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Enterokokal tutunmayi bloke edebilen veya diger viriilans faktorlerinin etkisini
engelleyebilen ajanlarin gelistirilmesi, antimikrobiyal direng karsisinda terapotik

alternatifler saglayabilecektir.
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7. OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Enterokoklarin Viriilans Faktorlerinin Yiiksek

Diizey Aminoglikozid Direnciyle Iliskilendirilmesi
Giris ve amag

Enterokoklar tum dunyada yaygin gorulen nozokomiyal enfeksiyon etkenidir.
Enterokoklara bagli 6zellikle endokardit gibi ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
yiiksek dlizey aminoglikozidlerde artan direng, basta direng genleriyle virtlans faktorleri
olmak {izere enterokoklarin daha fazla arastirilmasini gerekli kilmistir. Calismamizda
hastanemizin mikrobiyoloji laboratuvarinda degerlendirilen klinik drneklerden tretilen
yuksek diizey aminoglikozid direngli enterokok suslarindaki; direngten sorumlu genlerin
arastirilmasi, viriilans faktorlerinin fenotipik ve genotipik yontemlerle saptanmasi ve

direnc genleriyle iliskilendirilmesi amaglanmistir.
Gereg ve yontem

Klinik 6rneklerden izole edilen yiz yiiksek diizey aminoglikozid direncli enterokok susu
calismaya alinmistir. izolatlar MALDI TOF-MS (BioMérieux, Fransa) otomatize sistemi
kullanilarak tanimlanmustir. S1vi mikrodiliisyon yontemiyle izolatlarin antimikrobiyal
duyarliliklar test edilmistir. Hemolizin Gretimi, jelatinaz aktivitesi ve biyofilm tretimi
fenotipik yontemler ile belirlenmistir. Virlilans genlerinden asal, esp ve gelE genleri ile
yuksek duzey aminoglikozid direng genlerinden aac (6°)-le-aph(2°)-la, aph (2°)-1b, aph
(2°)-Ic, aph (2°°)-1d PZR yontemiyle arastirilmustir.

Bulgular

Enterokok turlerinin %71°1 idrar 6rneklerinden izole edilmis olup ¢ogunlugunu E.
faecium (%68) izolatlar1 olusturmaktadir. Fenotipik yontemlerle belirlenen biyofilm
uretimi ile PZR yontemiyle saptanan virtilans genlerinin varligi E. faecalis’te E.
faecium’dan daha yuksek oranda tespit edilmistir. E. faecium izolatlarinin; ampisilin,
teikoplanin ve vankomisin direng orani, E. faecalis izolatlarindan istatistiksel olarak
yuksek saptanmustir. Enterokok izolatlarinin tiimiinde aac(6 ’)-1e-aph(2’)-1a

aminoglikozid direng geni tespit edilmistir.

Sonug
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[zolatlarn antibiyotik direnci ile viriilans faktorlerinin fenotipik ve genotipik olarak
arastirilmasi; ¢oklu ilaca direncli enterokok enfeksiyonlarinin onlenmesi, kontrolu ve
tedavisinde yardimci olacaktir. Calismamizda antibiyotiklere duyarli izolatlarda virulans
faktorlerinin daha yaygin oldugu goriilmiistiir. Antibiyotiklere duyarli enterokoklarin da
ciddi enfeksiyonlar yapabilecegi akilda tutulmali, hastane enfeksiyonu kontrol

onlemlerinin alinmast sirasinda goz ardi edilmemelidir.

Anahtar Sozcukler: Enterococcus spp.,Virilans, Biyofilm, Aminoglikozid
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8. ABSTRACT

Association of Virulence Factors with High Level Aminoglycoside Resistance of

Enterococci Isolated from Clinical Specimens
Introduction and purpose

Enterococci are common nosocomial infections all over the world. Increased resistance
to enterococci in high-level aminoglycosides used in the treatment of serious infections
such as endocarditis necessitated further investigation of enterococci, particularly
resistance genes and virulence factors. In our study, it was aimed to investigate the genes
responsible for resistance, to detect virulence factors by phenotypic and genotypic methods
and to associate them with resistance genes in high-level aminoglycoside resistant
enterococci isolated from clinical specimens evaluated in the microbiology laboratory of

our hospital.
Materials and methods

One hundred high-level aminoglycoside resistant enterococci strains isolated from
clinical specimens were included in the study. Isolates were identified using the MALDI
TOF-MS (BioMérieux, France) automated system. Antimicrobial susceptibility of isolates
was tested by broth microdilution method. Hemolysin production, gelatinase activity and
biofilm production were determined by phenotypic methods. Virulence genes asal, esp,
gelE genes and high-level aminoglycoside resistance genes aac (6')-le-aph(2')-1a, aph (2')-
Ib, aph (2")-Ic, aph (2")-1d were investigated by PCR method.

Results

71% of enterococci species were isolated from urine samples, and most of them were
E.faecium (68%) isolates. Biofilm production determined by phenotypic methods and the
presence of virulence genes determined by PCR method were detected at a higher rate in
E.faecalis than in E.faecium. Ampicillin, teicoplanin and vancomycin resistance rates of
E.faecium isolates were statistically higher than E. faecalis isolates. aac(6')-1e-aph(2")-1a

aminoglycoside resistance gene was detected in all enterococci isolates.
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Conclusion

Phenotypic and genotypic investigation of antibiotic resistance and virulence factors of
isolates will help in the prevention, control and treatment of multidrug-resistant
enterococcal infections. In our study, virulence factors were found to be more common in
isolates sensitive to antibiotics. It should be kept in mind that enterococci sensitive to
antibiotics can also cause serious infections and should not be ignored during hospital

infection control measures.

Key Words: Enterococcus spp., Virulence, Biofilm, Aminoglycoside
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9. EKLER

OLGU RAPOR FORMU

Klinik Orneklerden izole Edilen Enterokoklarin Viriilans Faktorlerinin Yiiksek

Diizey Aminoglikozid Direnciyle iliskilendirilmesi

Hasta Kodu: Laboratuvar Dosya No:
Yas: Cinsiyet K [EE
Ornek Istem Tarihi Ornegin Geldigi Birim
Ornek Turi: Es zamanh Ureyen Baska

Mikroorganizma: ]

Hastamin Tanisi:

Hastanin Geldigi Yer: Hastane C1Ev[]

Hastaneye Yatma: Yatiyor L1Ayaktan [l

Onceki Servis/Sonraki Servis:

Yatis Tarihi:

Yatiyorsa Enfeksiyon Kacinci Giinde
Gelisti:

Cikis Tarihi:

Ex ise Uremenin Kacinc1 Giiniinde:

Malignite: (] Immiinsiipresyon: [
KBY: 1 KVH: (|
DM: ] Pulmoner Hastahk: ]
HT: L1 SSS Hastahg: (.

KC Fonksiyon Bozuklugu: ]

WBC:
CRP:
Ates:

Uzun Siireli Antibiyotik Kulllanimi: []

Yogun Bakim Unitesi’nde Bulunma:[]

idrar Sondas::
Trakeostomi:

IV Katater:

Ventilasyon TupuU:

Major Cerrahi Operasyon:
Enteral Beslenme:

Kultur-Antibiyogram Sonrasi Kullanilan
Antibiyotik:

Tedavi Siresi:
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