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KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN VANKOMISiN
DIRENGLI ENTEROKOKLARIN MOLEKULER ANALIZi

MOLECULAR ANALYSIS OF VANCOMYCIN-RESISTANT
ENTEROCOCCI ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES

Abdullah KILIC*, Zeynep SENSES*
Hakan AYDOGAN*, Ahmet BASUSTAOGLU*

OZET: Enterokok tiirleri sadlikl kisilerin gastrointestinal florasinda yer
almakta ve endokardit, Uriner sistem ve kan akimi enfeksiyonlarina neden
olabilmektedir. Son yillarda tlkemizde vankomisin direncli enterokoklarin (VDE)
neden oldugu enfeksiyonlarin sayisinda artis olmustur. VDE enfeksiyonlarinin
tedavisinde vankomisin veya teikoplanin gibi glikopeptid grubu antibiyotikler
kullaniimaktadir. VDE’larda yedi farkli direng geni tanimlanmis olmasina ragmen
Turkiye’de en sik VanA tip fenotipik direnc tespit edilmistir. Bu calismada, daha
dnceden hastanemizde izole edilen dért vankomisin direncli enterokok izolatinin
“pulsed field” jel elektroforezi (PFGE) ile genotiplendiriimesi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile direng¢ genlerinin tespit edilmesi amaclanmistir. Galismaya
alinan suslar, 2000-2004 yillari arasinda Ug¢u kan kultdrinden biri de beyin
omurilik sivisindan izole edilen ve hem konvansiyonel yéntemlerle hem de ticari
kit kullanilarak tur dizeyinde tanimlanan vankomisine direncli Enterococcus
faecium (VDEF) suslandir. PFGE ile izolatlarin Tenover kriterlerine gére farkli
olduklari ve PCR ile VanA tip diren¢ geni tasidiklar tespit edilmistir. Sonug olarak,
hastanemizde VanA genotip VDE’larin sporadik olarak enfeksiyonlara neden
oldugu sdéylenebilir. Enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalar arasindaki
genotipik iligskinin gésterilmesi enfeksiyonlarin izlenmesinde énemlidir.

Anahtar sézclikler: Vankomisin direnc¢li enterokok, polimeraz zincir
reaksiyonu, pulsed field gel electrophoresis.

ABSTRACT: Enterococcus species are the inhabitants of gastrointestinal flora
and can cause endocarditis, urinary tract infections, and bacteremia. In recent
years, infections caused by vancomycin-resistant enterococci (VRE) have increased
in our country. The infections caused by VRE are treated with glycopeptide
antibiotics like vancomycin and teicoplanin. Although seven different resistant
genes have been described in VRE, VanA is the most frequently detected one
in Turkey. The aim of this study was (i) to genotype four vancomycin-resistant
Enterococcus faecium strains isolated in our hospital, by using pulsed field
gel electrophoresis (PFGE); and (ii) to detect the type of Van gene by using
polymerase chain reaction. Three of the strains were isolated from blood cultures
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and one from cerebrospinal fluid of the hospitalized patients between the years
2000-2004, and identified by both conventional methods and commercial kits.
By using PFGE, we detected that isolates were different according to Tenover
criteria and they had VanA genes. As a result, VanA carrying VRE cause sporadic
infections in our hospital. The molecular epidemiologic investigation of resistant
microorganisms is important in terms of infection control and epidemiology.

Key words: Vancomycin-resistant enterococci, polymerase chain reaction,
pulsed field gel electrophoresis.

GiRIS
Enterokoklarin cogu saglkli insanlarin intestinal florasinda bulunmasina

ragmen, endokardit, bakteriyemi, Uriner sistem enfeksiyonlarl ve neonatal sepsis
gibi hastane enfeksiyonlarina neden etkeni olabilmektedir'2.

Vankomisine direngli enterokok (VDE) ilk izole edildigi 1980’l yillardan beri ciddi
enfeksiyonlara neden olan énemli bir mikroorganizmadir. Bu patojen hastane kaynakii
bakteriyemilerin Ggtncl siklikla nedenidir®. Enterokoklarda yedi farkli glikopeptid
direng genotipi (VanA, VanB, VanC1, VanC2/C3, VanD, VanE, VanG) tanimlanmis
olmasina ragmen, VanA ve VanB en sik gorulen direng genotipleridir. VanA tip
genotip enterokoklar hem teikoplanin hem de vankomisine yuksek duzey direng
gOsterirlerken, VanB tip genotip enterokoklar sadece vankomisine direnclidirler?.

Bu galismada, hastanemizde izole edilmis olan ve kultur koleksiyonumuzda
sakll bulunan dért vankomisin direngli Enterococcus faecium (VDEF) izolatinin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile direng genlerinin tespit edilmesi ve “pulsed
field” jel elektroforezi (PFGE) ile genotiplendiriimesi amaglanmigtir. Calismamizdaki
1 no’lu izolat® ile 4 no’lu izolat® daha 6nce, PFGE gorintisid olmaksizin, olgu
sunumu seklinde yayinlanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bakteriyel Izolatlar: 2000-2004 yillari arasinda (gl kan kultirinden biri de
beyin omurilik sivisindan olmak tzere dort VDEF izolati ¢galismaya alindi (Tablo ).
zolatlar hem konvansiyonel yéntemlerle hem de ticari kit kullanilarak tir diizeyinde
tanimland!. izolatlar calismaya baslamadan énce ~70°C’de, %15 gliserolli triptikaz
soy buyyon (Merck, Darmstadt, Almanya) igerisinde saklandi. Kontrol izolatlari
olarak Enterococcus faecium B7641 (VanA), Enterococcus faecalis V583 (VanB),
Enterococcus casseliflavus ATCC 25788 (VanC2) (Robin Patel tarafindan saglandi)
ve E.faecium ATCC 6057 (glikopeptid duyarli izolat) kullanildi.

Tablo I: Calismaya Alinan izolat Bilgileri

izolat No. Hasta Ornegi Klinik il
1 Kan Hematoloji 2001
2 Kan Nefroloji 2003
3 Kan Nefroloji 2003
4 Beyin omurilik sivisi Beyin Cerrahisi 2004
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_ Duyarlilik Testleri: Vankomisin ve teikoplanin igin minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MIK), E-test (AB-Biodisk, Solna, Isveg) ile “National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS) standartlarina goére yapildi ve de@erlendirildi”®.

DNA [zolasyonu: DNA izolasyonu kaynatma metodu kullanilarak yapilde.

PCR: VanA primerler (GGGAAAACGACAATTGC ve GTACAATGCGGCCGTTA,
732 bp) Enterococcus tarlerinde VanA genini tespit etmek icin kullanild?. VanB
(TACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCC ve CTTTTTCCGGCTCGTTTTCCTGATG, 263 bp)
ve VanC-2 [GTTTTCTTTAAGCCTAATGAAGC(GT)G primerler de Enterococcus
turlerinde VanB ve VanC-2 genlerini tespit etmek igin kullanildi™®. Otuz bes siklus
PCR amplifikasyonu sonunda elde edilen artnun 5 ulL’si jel elektroforezde (%1.5
agarose, 1xTBE, 100V) 100-bp molekuler standart (K180-250 UL, Amresco, USA)
kullanilarak ydrataldu. Jel etidyum bromid ile boyandi ve UV (Gel Doc 2000, BIO-RAD,
USA) kullanilarak gérantulendi. Her bir émek icin PCR iki kez yapildi.

PFGE Yoéntemi: PFGE tiplendirme Smal enzimi kullanilarak daha énce
tanimlanan yontemlerin modifiye edilmesi ile yapildi'. Yaklasik 2x10° hicre/ml
bakteri sispansiyonu esit miktarda %1.6'lik dustk erime sili agaroz ile karnstirldi.
Karigimdan bloklar hazirlandi ve 4°C’'de 15 dakika bekletildi. Bloklar 37°C'de bir
gece uygun solusyonda (her mI'de 1 mg lizozim, 25 ug RNase, 6 mM Trizma
base, 100 mM EDTA, 1 M NaCl, 0.5% Brij 58, 0.2% sodium deoxycholate, 0.5%
lauroylsarcosine, ve 1 mM MgCl) ve sonra 50°C’de proteinaz K sollsyonunda (her
ml'de 100 pg proteinaz K ve 1% laurilsarkozin) bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda bloklar 3 kez TE solusyonunda (10 mM Trizma base, 1T mM EDTA)
4°C’de yikandi. Bloklar 40 U Smal enzimi ile 4 saat kesildi. Elektroforez TBE
solisyonunda (44.5 mM Trizma base, 44.5 mM boric acid, 1 mM EDTA) CHEF-DRII
drive module (Bio—-Rad Laboratories Ltd., Hemel Hempstead, ingiltere) cihazinda
baslangic zamani 1 saniye ve bitis zamani 20 saniye olacak sekilde 21 saat olarak
yapildi. Jel etidyum bromid (1 ug /ml) ile boyandi ve fotograflandi.

BULGULAR

Antibiyotik duyarlilik calismasinin sonunda, tim izolatlar vankomisin ve
teikoplanine yiksek dizeyde direncli (MIK>256 mg/L) bulunmustur. PCR ile
izolatlarin timUnde VanA geni pozitif olarak saptanmis (Sekil 1), VanB ve VanC-2
geni tespit edilmemigtir. PFGE yontemiyle izolatlarin Tenover kriterlerine'® gore 4
farkll pulsotipte oldugu gortimustar. Jel gortntileri Sekil 2'de sunulmaktadir.

Sekil 1:

SM: DNA buyuklik belirteci.

. E.faecium B7641;

. E.faecium (1. test izolati);

. E.faecium (2. test izolati);

. E.faecium (3. test izolati);

. E.faecium (4. test izolati);

. E.faecium ATCC 6057 (negatif kontrol);
. Su kontrol.

NO O~ WN =
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Sekil 2: PFGE gorintileri.

TARTISMA

Mikroorganizmalarin birbirleri ile klonal iliskilerinin belirlenmesinde cesitli
yontemler kullaniimaktadir. PFGE metodu enterokoklarin tiplendiriimesinde 6zellikle
boélgesel salginlarda basaril bir sekilde kullaniimaktadir'®. Enterokoklar ve 6zellikle de
E.feacium hastane enfeksiyonlarina sik neden olmasi ve antibiyotiklere direnc kazanma
potansiyellerinin yUksek olmasi nedeniyle énemli bir sorun teskil etmektedirler'.

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Ulkelerinde VanA fenotip direnc, digerlerine
oranla daha yaygin bulunmaktadir'*'s. Diger enterokok turleri ile kiyaslandiginda
ise E.faecium’da VanA fenotip direncin daha sik ortaya ciktigi gorulmektedir'®.
Avrupa’da 6zellikle hayvancilikta bir glikopeptid analogu olan avoparsin kullanimi,
VanA fenotip VDE'nin artisina neden olmaktadir'”. Bizim izolatlarimizin da beklenen
sekilde VanA direnc genine sahip oldugu tespit edilmigtir.

VDE calisma grubunun 2000 yilinda yaptigi calismada Turkiye'de VanA
ve VanB fenotip enterokok izolatlar saptanmamistir'”. Turkiye'de ilk kez VanA
fenotip E.faecium hastanemizde izole edilmistir®. Daha sonra baska bir merkezde
2002 yilinda VanA fenotip E.faecium salgini bildirilmigtir's. Kilic ve arkadaslarn',
Ankara’da bir cocuk hastanesinde VanA geni iceren E.faecium izolatlarina bagl
gelisen salgini ve izolatlarin 10 farkh pulsotipe ayrildigini bildirmiglerdir. Bizim
izolatlanmizin da birbirleri ile iligkili olmadiklari ve hastane ortamindan horizontal
olarak kazanildigi dustnulmektedir. Her dort izolatin da izole edildigi tarihlerde
alinan ortam kulturlerinin hicbirisinde VDE tespit edilmemistir®®.
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Sonug olarak, hastanemizde VanA genotip VDE'lar sporadik olarak enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Direng genotipinin tespit edilmesi ve izolatlar arasindaki klonal
iliskinin gosterimesi ozellikle direncli mikroorganizmalar ile ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin
izlenmesinde 6nemlidir. Tim dunyada oldugu gibi Ulkemizde de VanA tipi direncin
sorun olusturabilecedi ve plazmid ile aktarilabilmesi nedeniyle VanA tipi direng
gbsteren VDE'lara bagll enfeksiyonlarin éneminin artabilecedi distntimektedir.
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