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OZET

Vankomisine direncli enterokok (VDE) Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’daki tlkelerden ilk izole
edilmesinden sonra, diinyadaki ¢cogu tilkeden artan oranlarda bildirilmektedir. 2008 yili Mart ayinin ilk
haftasinda Gulhane Askeri Tip Akademisi cocuk kliniginde, hastane enfeksiyon kontrol komitesi tarafin-
dan vankomisine direncli Enterococcus faecium (VDEF) salgini tespit edilmistir. VDEF izolatlarindan biri n6-
roblastomali hastanin idrar kiltiriinden, digerleri nefrotik sendromlu bir hastanin idrar kdltird, rektal si-
rintl 6rnegi ve odasinda bulunan kapi kolundan izole edilmistir. Bu ¢alismanin amaci, ¢ocuk kliniginde
salgina neden olan 4 VDEF izolatinin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi, polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) ile vanA, vanB ve vanC-2 direng genlerinin tespit edilmesi, “pulsed field gel electrophoresis
(PFGE)" ve repetitif-PCR (rep-PCR) yontemleriyle (DiversiLab, Biomerieux, Fransa) izolatlar arasindaki ge-
notipik iliskinin belirlenmesidir. Tim izolatlarin, E-test (AB-Biodisk, Solna, Isvec) yéntemi ile vankomisin
ve teikoplanine y(iksek diizeyde direngli [minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) > 256 mg/L] oldugu;
Phoenix (Becton Dickinson, ABD) sistemiyle ise streptomisin, gentamisin, ampisilin, eritromisin ve peni-
siline direncli, tetrasiklin ve linezolide duyarl oldugu bulunmustur. PCR yontemi ile tiim izolatlarda vanA
geni tespit edilmis, vanB ve vanC-2 genleri ise saptanmamistir. Hem PFGE hem de rep-PCR yontemi ile
enfeksiyona neden olan izolatlarin tek bir klona ait oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, VDE izolatlarinin
erken tespiti, suslarin horizontal yayiliminin énlenmesinde biyiik 6nem tagimaktadir. Calismamizda,
PFGE yontemi ile karsilastinldiginda, ticari rep-PCR sisteminin salgina neden olan izolatlarin tespit edil-
mesinde daha hizl bir ydntem oldugu belirlenmistir.

Anahtar sézciikler: Vankomisine direncli enterokok, nozokomiyal enfeksiyon, “pulsed field gel electropho-
resis”, repetitif-PCR, salgin.
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Bir Egitim Hastanesinin Cocuk Kliniginde vanA Genotip Enterococcus faecium Salgini

ABSTRACT

Vancomycin-resistant enterococci (VRE) have been increasingly reported from most countries
around the world following initial isolation from patients in United States and European countries. A
vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREF) outbreak was determined by hospital infection control
committee in the pediatric unit of Gulhane Military Medical Academy, Ankara, Turkey in the first week
of March 2008. While one of the 4 VREF strains was isolated from urine culture of a patient with
neuroblastoma, the remaining strains were isolated from cultures of urine and rectal swab samples of a
patient with nephrotic syndrome and from the hospital room doorknob of this patient. Aims of this study
were to determine antibiotic susceptibilities by E-test, to investigate the presence of vanA, vanB and
vanC-2 resistance genes by polymerase chain reaction (PCR), and to genotype the 4 strains by pulsed
field gel electrophoresis (PFGE) and repetitive PCR (rep-PCR) (DiversiLab, bioMérieux, France). All
isolates conferred high level [minimum inhibitor concentration (MIC) > 256 mg/L] vancomycin and
teicoplanin resistance by E-test method. The isolates were also found resistant to gentamicin, streptomycin,
ampicillin, erythromycin, penicillin and were susceptible to tetracycline and linezolid. The vanA gene was
detected in all strains by PCR. It was demonstrated that the 4 VRE strains belonged to a single clone as
shown by both PFGE and rep-PCR methods. Prompt and accurate detection of VRE and determination
of the genotypes is of crucial importance to prevent horizontal transfer of the strains in the hospital.
When compared with PFGE, the DiversiLab commercial rep-PCR seems to be a reliable and more rapid
method to detect the genetic relationship between strains leading to an outbreak.

Key words: Vancomycin-resistant enterococci, nosocomial infection, pulsed field gel electrophoresis, repe-
titive-PCR, outbreak.

GiRiS

Vankomisine direncli enterokoklar (VDE) ilk izole edildigi 1980°li yillardan beri cogu
tlkede hastane kokenli enfeksiyonlarin 6nemli nedeni haline gelmistir. 2003 yili Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Hastane Enfeksiyon Takip Sistemi verilerine gére yogun
bakim {initelerinde VDE orani %28.5 olarak bildirilmistir'. Avrupa ilkelerinde VDE orani
ABD'ye gore daha dusiik olmasina ragmen 6zellikle 1990’ yillardan sonra cogu Avrupa
iilkesinde artan bir oranda bildirilmeye baslanmistir?>. VDE salginlari ézellikle immiinyet-
mezlikli, bedensel-zihinsel 6ziirlii ve ¢ocuk hastalarin bulunduklari kliniklerde meydana
gelmektedir®. ABD, Ingiltere ve Italya gibi (ilkelerde VDE salginlari diger iilkeler ile kiyas-
landiginda nispeten sik olusmakta ve salgin izolatlari klonal yayilim géstermektedir®. Bu
salginlarin en 6nemli nedeni olarak asin ve uygunsuz antibiyotik kullanimi ile yetersiz
hastane temizligi gosterilmektedir®.

VDE salginlan siklikla Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis tarafindan olustu-
rulmaktadir. Diger enterokok tiirleri ise daha ziyade sporadik olgulardan izole edilmek-
tedir®. VDE izolatlarinda su ana kadar vanA, vanB, vanC, vanD, vanE ve vanG olmak (ize-
re 6 farkh glikopeptid diren¢ genotipi tanimlanmistir. Bunlar icinde salginlarda 6zellikle
vanA ve vanB genotip VDE izolatlar izole edilmekte ve artan oranlarda bildirilmektedir.
VanB genotip enterokoklar sadece vankomisine direncli iken, vanA genotip enterokoklar
hem vankomisine hem de teikoplanine karsi yiiksek diizeyde diren¢ géstermektedir’.

Hastanemiz cocuk kliniginde bir hafta icinde bir hastanin idrar ve rektal striintii 6rne-
gi ile odasinda bulunan tuvalet kapi kolundan, diger bir hastanin idrar kiltiriinden van-
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komisine direncli E.faecium (VDEF) izole edilmistir. Bu calismanin amaci, izole edilen 4
izolatin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile diren¢ genlerinin tespit edilerek, “pulsed fi-
eld gel electrophoresis (PFGE)” ve repetitif-PCR (Rep-PCR) yontemleri ile izolatlar arasin-
daki genotipik iligkinin ortaya cikariimasidir.

GEREC ve YONTEM
izolatlar

2008 yili Mart ayinin ilk haftasi icinde ¢ocuk kliniginde farkh katlarda yatan iki hasta-
nin idrar kiltirinden VDEF izole edildi. Idrar 6rnekleri MacConkey agar (Merck, AlIman-
ya) ve %5 koyun kanli agar (Merck) plaklarina kantitatif olarak ekildi. Ureyen kolonilere
Gram boyama, katalaz, eskilin hidrolizi, %40 safra tuzlu vasat ve %6.5 NaCl iceren va-
satta treme testleri yapildi®. Gram-pozitif boyanan, katalaz negatif, eskiilini hidrolize
eden, %40 safra tuzlu ve %6.5 NaCl iceren ortamda Ureyen izolatlar enterokok olarak
tanimlandi ve ticari sistem kullanilarak (Phoenix, Becton Dickinson Diagnostic Systems,
Sparks, MD, ABD) tiir diizeyinde tanimlandi.

Cevresel Ornekler

Ayni klinikte bulunan hasta, personel ve refakatcilerden rektal surinti ornekleri alin-
di. Ayrica hastalarin odalarinda bulunan tibbi cihazlar, cesme suyu, banyo kuveti, kapi
kolu, cesitli yiizeyler ve kullandigi malzemelerden siiriintii kiiltiri rnekleri alindi. Or-
nekler direkt olarak 6 mg/L vankomisin (Sigma, ABD) iceren Enterokokosel agar plakla-
rina (Becton Dickinson, ABD) ekildi. Plaklar 35°C’de inklibe edilerek 24, 48 ve 72. saat-
lerde degerlendirildi®. Stipheli koloniler yukarida belirtilen yéntemlerle tanimlandi®.

Duyarlilik Testleri

Vankomisin ve teikoplanin i¢in minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri, E-
test (AB-Biodisk, Solna, Isveg) yontemiyle Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda belir-
lendi'®. Diger antibiyotikler icin duyarlilik testleri ticari sistem kullanilarak (Phoenix, Bec-
ton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD, ABD) yapildi. Kontrol izolatlar olarak
E.faecium B7641 (vanA), E.faecalis V583 (vanB), Enterococcus casseliflavus ATCC 25788
(vanC-2) (Robin Patel’den saglandi, ABD) ve E.faecium ATCC 6057 (glikopeptide duyar-
) kullanild.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

izolatlarin DNA'lari kaynatma metodu ile izole edildi'!. VanA (gggaaaacgacaattgc ve
gtacaatgcggccgtta, 732 bp), vanB (tacctaccctgtctttgtgaagcc ve ctttttccggctegttttect-
gatg, 263 bp) ve vanC-2 [gttttctttaagcctaatgaage(gt)g ve gtcacaagcaccgacagtcaaag,
192 bp] primerleri kullanilarak enterokok tiirlerinde sirasiyla vanA, vanB ve vanC-2 gen-
leri arastinildi’2"3, Otuz bes siklus PCR amplifikasyonu sonunda elde edilen triiniin 5 pl'si
jel elektroforezde (%1.5 agarose, 1xTBE, 100 V) 100bp molekiiler standart (K180-250
UL, Amresco, USA) kullanilarak yuratildi. Jel etidyum bromiur ile boyandi ve ultraviyole
(Gel Doc 2000, BIO-RAD, USA) kullanilarak gortintiilendi. Her bir 6rnek icin PCR iki kez
uygulandi.
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PFGE Yontemi

PFGE tiplendirme, Smal enzimi kullanilarak daha énce tanimlandigi gibi yapildi'*.
Elektroforez TBE soliisyonunda (44.5 mM Trizma base, 44.5 mM boric acid, T mM ED-
TA) CHEF-DRII Drive Module (Bio-Rad Laboratories Ltd., Hemel Hempstead, ingiltere) ci-
hazinda baglangi¢c zamani 1 saniye ve bitis zamani 20 saniye olacak sekilde 21 saatte ger-
ceklestirildi. Jel etidyum bromdir (0.5 pg/ml) ile boyandi ve fotograflandi (Gel Doc 2000,
BIO-RAD, USA).

Repetitif-PCR (Rep-PCR) Yontemi

izole edilen DNA’lar uygun DiversiLab DNA Fingerprinting Kit [Enterokok (bioMéri-
eux, Fransa)] kullanilarak uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda PCR iglemine tabi tu-
tuldu. Oncelikle karisim 25 ul olacak sekilde, 50 ng genomik DNA, kitte bulunan primer
ciftleri, 2.5 U AmpliTaq ve 1.5 pl T0xPCR tamponu ile karistirildi. Termal dongu cihaz
parametreleri; baslangic denatiirasyonu 94°C’de 2 dakika, sonrasinda 35 siklus olacak
sekilde 94°C’de 30 saniye, 50°C’de 30 saniye, 70°C’de 90 saniye ve son olarak 70°C’'de
3 dakika son uzama olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen rep-PCR Urtnleri ciplere yerles-
tirildi ve cip temelli bir DNA fragman analizi yapan DiversiLab cihazina (bioMérieux,
Fransa) ylklendi. Bantlarin analizi 1 saat icinde DiversiLab software 3.3 kullanilarak ya-
pildi. Her bir DNA 6rnegi icin jel gorlintisi, yuzde benzerlik oranlar ve dendrogram
raporu olusturuldu. Ornekler ayirt edilemez (benzerlik > %97), benzer (benzerlik %95-
97 arasinda, 1-2 bant farki) ve farkl (benzerlik < %95 ve > 2 bant farki) olarak siniflan-
dinldi™>.

BULGULAR

Calismamizda, bir hafta icinde biri néroblastomali, digeri nefrotik sendrom (NS)lu 2
hastanin idrar kiltlriinden ve ayrica NS'li hastanin rektal striintii 6rnegi ile odasindaki
tuvaletin kapi kolundan VDEF izolasyonu yapilmistir. Diger tibbi cihazlar, ytzeyler, digk
ornekleri ve calisan personelin ellerinden alinan 6rneklerden ise VDEF izole edilmemistir.

Tum izolatlar vankomisin ve teikoplanine ylksek diizeyde direncli (MiK > 256 mg/L)
bulunmustur. izolatlarin ayrica streptomisin ve gentamisine yiiksek diizeyde direngli,
ampisilin, eritromisin ve penisiline direncli, tetrasiklin ve linezolide ise duyarli oldugu be-
lirlenmistir.

izolatlarin timiinde vanA geni pozitifligi tespit edilirken, vanB ve vanC-2 genleri sap-
tanmamigtir. PFGE ve rep-PCR yontemleriyle salgina neden oldugu distintlen izolatlarin
Tenover kriterlerine'® gére ayni klona ait olduklari, rektal rnekten izole edilenin ise fark-
I oldugu belirlenmistir (Resim 1, Sekil 1).

TARTISMA

Bircok antibiyotige direncli olmalari ve sik olarak hastane enfeksiyonlarina neden ol-
malarindan dolay! E.feacium izolatlar cogu merkezde halen sorun olmaya devam etmek-
tedir. 1986 yilinda Fransa ve Ingiltere’de, 1988 yilinda ABD’de olusan VDE salginlarin-
dan sonra diinyanin cesitli iilkelerinden salginlar bildirilmistir'”. VDE prevalansi, Tirki-
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Resim 1. Vankomisine direncli enterokok izolatlarinin Smal enzim kesimi ile elde edilmis PFGE gériintisii. Sira
1: Ikinci hasta idrar kiiltiirii izolati, Sira 2: Birinci hasta idrar kiiltiiri izolati, Sira 3: Birinci hasta tuvaleti kapi
kolu izolati, Sira 4: Birinci hasta rektal siirtintii 6rnegi izolati. SM: Biiytikliik belirteci (kilobaz).

ye’de hastane kokenli mikroorganizmalar arasinda dusuk kalmistir. Avrupa VDE calisma
grubu verilerine gore 2000 yilina kadar vanA ve vanB genotip enterokok Turkiye’den bil-
dirilmemistir'®. Avrupa ve ABD’de avoparsin gibi glikopeptid analogu olan antibiyotikle-
rin tarim endustrisinde kullanilmasinin vanA fenotip VDE izolatlarinin artisindan sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir'®. Tiirkiye’de ise bu tiir ilaclar kullaniimamaktadir. Son zaman-
larda VDE izolatlarinin artisindan, metisiline direncli Staphylococcus aureus ve ampisiline
direncli enterokok gibi direncli gram-pozitif mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksi-
yonlarin tedavisinde glikopeptid grubu antibiyotiklerin uygunsuz ve agiri miktarda kulla-
nilmasi sorumlu tutulmaktadir'2.
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Sekil 1. Repetitif PCR (DiversiLab) gériintiisti. GATA 1 (2. hasta idrar kiiltiirti izolati), GATA 2 (1. hasta idrar
kdiltiirii izolati), GATA 3 (1. hasta tuvaleti kapi kolu izolati), GATA 4 (1. hasta rektal siirtintii 6rnedi izolatr).

Tiirkiye'de ilk VDE enfeksiyonu 2001 yilinda hastanemizde tespit edilmistir?®. Daha
sonra Antalya®', Ankara'3, Zonguldak?? ve tekrar Antalya’da'’ VDE salginlari bildirilmis-
tir. Bizim hastanemizdeki ilk olgudan sonra, farkli zamanlarda 3 hastadan daha VDEF izo-
le edilmis ve aralarinda klonal iliski bulunamamustir?®. Antalya’da ilk olusan salginda bir
yil icerisinde 5 hastadan 12 VDE izole edilmis ve bunlarin PFGE ile 5 farkh pulsotipe ay-
rildiklari ve izolatlarin horizontal yayildiklari bildirilmistir?'. Ankara’da bir ¢ocuk klinigin-
de olusan salginda 25 hastadan 4 aylik siire icinde 25 VDE izole edilmis ve PFGE ile 10
farkli pulsotipe ayrildiklari ve yine horizontal yayiim gésterdikleri tespit edilmistir'®. Zon-
guldakta olusan salginda ikisi yara kultiirti, digerleri rektal striinti 6rneginden olmak
lUzere toplam 6 VDE izole edilmis ve PFGE ile izolatlarin tek bir klona ait oldugu bildiril-
mistir?2. Yine Antalya’da 10 hastadan 5 aylik siire icinde 36 VDE izole edilmis ve PFGE ile
4 farkh pulsotipe ayrildiklari gériilmistiir'”. VDE izolatlar hastanelerde ya plazmid iliski-
li horizontal transfer ile ya da klonal yayilim ile salgin olusturabilmektedir?'. Calismamiz-
da ilk VDE izolati saptandiktan hemen sonra, hastane enfeksiyon kontrol komitesi (HEKK)
ve izolasyonun yapildigi klinigin personel ve yetkilileri bilgilendirilmis; HEKK tarafindan
gerekli 6nlemlerin alinmasi ile salgin kontrol altina alinmistir?®. Erken dénemde tespit
edilen salginlarda genellikle izolatlar klonal yayihm gosterirken, ge¢ donemde tespit edi-
lenlerde ise horizontal yayilim gostermektedir?. Tiirkiye’de sadece Zonguldak bélgesin-
den bildirilen salginda klonal yayihm tespit edilmis ve salgina erken midahale edilmesi-
nin etkili oldugu bildirilmistir?2. Bizim calismamizda da salgin olusturan izolatlarin klonal
olarak yayildigi gorilmustur.

E.faecium hem Kuzey Amerika hem de Avrupa llkelerinde vankomisin direncinin en
sik olarak gosterildigi enterokok turtdur. Her iki kitada da E.faecium izolatlarinda vanA fe-
notip direng, diger fenotiplere gére daha yaygin olarak bulunmaktadir*2. Tiirkiye’de
yapilan calismalarin cogunda da izole edilen VDE izolatlarinin cogunun E.faecium oldu-
gu ve vanA fenotip ve genotip diren¢ gosterdikleri goriilmustir. Hastanemizde onceki
yillarda izole edilen 4 VDE izolati da vanA fenotip olarak bildirilmistir?®>. Calismamizda,
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onceki calismalarla uyumlu olarak izole edilen tim VDE’lerin E.faecium oldugu ve vanA
fenotip ve genotip direng ozelligine sahip oldugu belirlenmistir.

Arastirma ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda cesitli genotipik metodlar kullanil-
maktadir. Bu yontemlerin icinde PFGE yiiksek ayrim gliciinden dolayi altin standart ola-
rak kabul edilmektedir. Ancak bu yontem tiim laboratuvarlar icin standardize edileme-
mistir. Ozellikle kiiciik ve birbirine yakin bantlarin ayrnminda giicliikler olusmakta ve so-
nug yaklasik 2-4 giinde alinabilmektedir'>. Rep-PCR ydntemi ise hizli bir yéntem olup
yaklasik 4 saatte sonug alinabilmektedir. Bu yontem bakteri genomunda bulunan kod-
lanmamis tekrar eden diziler arasindaki bolgelerin amplifikasyonuna dayanmaktadir. Bu
dizilerin boyutlar her bakteri tlri icin 6zguldur ve farkh turler arasinda cesitlilik goster-
mektedir. Son zamanlarda rep-PCR y&ntemi bioMérieux firmasi tarafindan otomatize ti-
cari sistem olarak gelistirilmistir?’. Calismamizda altin standart olarak bilinen PFGE y&n-
temi ile elde sonuclarin rep-PCR ile uyumlu oldugu gorilmdstir. DiversiLab ticari siste-
minin PFGE yontemine gore kisa siire icinde sonug¢ vermesinin salgina midahale agisin-
dan 6nemli bir avantaj sagladigi distinilmustir. Sonug olarak, tim Tirkiye’de oldugu
gibi hastanemizde de vanA fenotip ve genotip VDE izolatlari salginlara neden olmakta-
dir. Salginlarin erken tespit edilip miidahale edilmesi izolatlarin horizontal yayilimini 6n-
lemektedir. DiversilLab ticari sistemi 6zellikle zaman acisindan salgina erken miidahalede
onemli avantaj saglayabilmektedir.
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