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OZET

Hastanemizde, enfeksiyon kontrol programi cercevesinde yiritiilen stirveyans calismalari sirasinda,
bir yilik donemde 38 vankomisine direncli enterokok (VRE) susu izole edilmistir. Tim suslar VITEK2 (bi-
oMerieux/Fransa) sistemi kullanilarak Enterococcus faecium olarak tanimlanmistir. Antimikrobiyal duyarli-
lik testi sonucunda hem vankomisin hem de teikoplanine direncli 30 sus vanA fenotipi olarak tanimlanir-
ken, vankomisine direncli, teikoplanine duyarl sekiz sus vanB fenotipi olarak degerlendirilmistir. Polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilarak 30 susun vanA geni tasidigi tespit edilirken, bes susun
vanB geni tasidigi belirlenmistir. Bu bes sus tGlkemizde bildirilen ilk vanB pozitif E.faecium izolatlanidir. “Pul-
sed field” jel elektroferezi (PFGE) ile yapilan degerlendirmede alti farkli bant paterni izlenmis, alti sus ise
siniflandirlamamustir. VanB tip direng gosteren tim suslarin ayni grupta yer aldigi tespit edilmistir. Bu sus-
larin kaynagi hemodiyaliz Unitesi olarak belirlenmistir. Daha 6nce yapilan calismalara bakildiginda bu ca-
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lismada, tlkemizde vanB geninin E.faecium suslarinda ilk defa gosteriliyor olmasi, VRE izolasyon orani ka-
dar direng cesitliliginin de artmakta oldugunu dusiindiirmektedir. Hastanelerde VRE yayiliminin engelle-
nebilmesi icin etkili stirveyans calismalarinin yapilmasi ve koruyucu 6nlemlerin alinmasi gereklidir.

Anahtar sozciikler: Vankomisine direncli enterokok; stirveyans; vanA; vanB; polimeraz zincir reaksiyonu;
PCR; degisken alanli jel elektroforezi; PFGE.

ABSTRACT

Thirty eight vancomycin resistant enterococci (VRE) were isolated in one year surveillance study for
hospital infection control programme in a state hospital in Ankara, Turkey. All isolates were identified as
Enterococcus faecium by VITEK2 system (bioMerieux, France). Vancomycin and teicoplanin resistant 30
strains were defined as vanA phenotype while vancomycin-resistant teicoplanin-susceptible eight strains
were defined as vanB phenotype. vanA genes were found in 30 strains while vanB genes were found in
five strains by using PCR method. Those five strains were the first vanB positive E.faecium strains in our
country. VRE strains revealed six different band patterns by PFGE, while six isolates could not be classifi-
ed. All isolates with vanB type resistance were found in the same cluster. Source of vanB positive strains
was considered as the hemodialysis unit. When the previous national reports related to vancomycin-re-
sistant enterococci were considered, this was the first report of vanB positive E.faecium isolates in our co-
untry. This emphasized that both the diversity of VRE and the isolation rate was increasing. In order to
eliminate the spread of VRE, effective surveillance studies should be performed and protective measures
should be established promptly.

Key words: Vancomycin resistant enterococci; surveillance; vanA; vanB; polymerase chain reaction; PCR;
pulsed field gel electrophoresis; PFGE.

GiRiS

Enterokoklar, 1970’li yillara kadar patojen olmadigi kabul edilen, nadiren endokardit-
lerden sorumlu olarak bildirilen, gastrointestinal sistem normal florasinin Gyesidir'. Bu
mikroorganizmalarin virtlansi disiik olmakla birlikte ¢coklu ilag direnci gelistirme kapasi-
teleri ylksektir. Bu nedenle antibiyotiklerin yogun olarak kullanildigi kliniklerde ciddi en-
feksiyonlara neden olabilirler?. llk vankomisine direncli enterokok (VRE) susunun izolas-
yonundan sonra énemleri artmis, son 20 yil boyunca diinyanin bircok bolgesinden VRE
bildirilmistir>. Ulkemizde ise 1998 yilinda ilk izolasyonundan sonra pek cok hastane ar-
tan sayilarda VRE izolasyonu bildirmistir®. Hastanemizde ve (ilkemizde vankomisin diren-
ci su anda tehlikeli sinirlara ulasmamasina ragmen, artan sayida veriler glikopeptid diren-
cinin yakin gelecekte bir problem olabilecegini diistindiirmektedir.

Gunumuze kadar glikopeptid direncinde VanA-E ve VanG olarak isimlendirilen alti feno-
tip tamimlanmis ve bunlardan VanA, VanB ve VanC en sik saptanan fenotipler olarak bildi-
rilmistir>. VanA fenotipindeki enterokok suslari, vankomisine [minimum inhibitér konsant-
rasyonu (MIK): 64-> 1024 pg/ml] ve teikoplanine (MiK: 16-> 512 pg/ml)] yiiksek diizey-
de direncli; VanB fenotipindeki izolatlar vankomisine degisik diizeylerde direncli, teikopla-
nine duyarldir. Her iki fenotipte de diren¢ indiiklenebilir ve diger turlere aktarlabilir 6zel-
liktedir. VanC fenotipindeki izolatlar vankomisine kromozomal olarak distik seviyelerde di-
rencli ve teikoplanine duyarlidir. Bu direng indiiklenemez ve aktarilamaz 6zelliktedir>.
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Enterokoklarin cevresel kaynaklardan bulasabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, risk
faktorleri, direncin belirlenmesi, tarama prosedirleri ve kontrol énlemleri iyi bilinmeli-
dir6. Enterokoklarin epidemiyolojik arastirmasinda kullanilan bakteriyosin tiplendirme, faj
tiplendirme, biyokimyasal reaksiyon profilleri, antimikrobiyal duyarliliklari ve serolojik
testler gibi klasik fenotiplendirme yontemleri yetersizdir ve yararlari sinirldir. Molekiiler
tiplendirme; direncli enterokoklarin incelenmesi, dnlenmesi ve yayllmalarinin kontrol
edilmesinde cok daha yardimci bir yéntemdir®.

Bu calismada, hastanemizde enfeksiyon kontrol programi cercevesinde yurutilen sur-
veyans calismalari sirasinda izole edilen VRE suglarinin fenotipik ve genotipik yonden de-
gerlendirilmesi ve ulkemizde ilk kez saptanan vanB diren¢ geni tasiyan Enterococcus fa-
ecium suslarinin sunulmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, bir yil boyunca cesitli kliniklerde yatan 520 hastadan tarama amaciyla ali-
nan 777 rektal siriinti 6rnegi, 460 cevre ornegi ve klinik izolatlar dahil edildi. Her has-
tanin ayni enfeksiyon bolgesinden elde edilen tek bir sus calismaya alindi. Her hasta icin
VRE ilk izolasyon tarihi, yas, cinsiyet, klinik bulgular, hastanede kalis siiresi, antibiyotik
kullanimi, tani, antibiyotik kullanimi, kateter varligi, parenteral beslenme ve cerrahi bil-
gileri kaydedildi.

Orneklerin Toplanmasi ve Ekimi

Rektal stirintu 6rnekleri BBL Enterococcosel agara (BD, USA) ekildi ve 37°C’de aerop
kosullarda 72 saate kadar inkiibe edildi. Kliniklerden gelen 6rnekler kanl ve EMB agara
ekilerek 37°C’de 18-24 saat bekletildi. BBL Enterococcosel agarda tireyen siyah renkli ko-
loniler ve klinik orneklerde tireyen stipheli koloniler standart laboratuvar testleriyle 6n in-
celemeleri yapildiktan sonra VITEK2 otomatize sistemiyle (bioMérieux, Fransa) tanimlan-
di ve AST-534 kartlariyla (bioMérieux, Fransa) antimikrobiyal duyarlliklari arastirildi. Van-
komisin ve teikoplanin icin MIK degerleri “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” énerileri dogrultusunda sivi mikrodiliisyon yéntemiyle de belirlendi’. VRE olarak
tanimlanan suslar gliserolli buyyonda -86°C’de saklandi. VRE izolatlarinin klonal analiz-
lerinin yapilmasi icin “pulsed field” jel elektroforezi (PFGE) kullanildi. vanA ve vanB di-
reng genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle tespit edildi.

PFGE

PFGE analizi Mulvey ve arkadaslarinin® gelistirdigi yontemle uygulandi. Smal ile kesil-
mis DNA restriksiyon fragmanlari 0.5XTBE tamponu icinde CHEF-DRII (Bio-Rad, ABD) ci-
hazinda atim suresi 5.3-34.9 saniye olmak lzere 6 V/cm olacak sekilde 14°C’de 20 saat
elektroforeze tabi tutuldu. Jeller etidyum bromur (1 pg/ml) ile boyandi ve ultraviyole
transiliminator (TFX 20M, Vilber Lourmat, Fransa) altinda gériintilendi. izolatlar arasin-
daki genetik iliski, jelde olusan bant modelleri Tenover ve arkadaslarinin® tarif ettikleri kri-
terlere gore gozle incelenerek ve ayrica Gene Directory bilgisayar programinda (Synge-
ne, ingiltere) Dice katsayisi, UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average) yonte-
mi ve %71 tolerans degeri kullanilarak dentogramlar olusturulup degerlendirildi.
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PCR

Koyun kanli agarda Uretilen saf VRE kolonileri klasik fenol-kloroform yontemiyle ekst-
rakte edildi'®. vanA direng geninin tespiti amaciyla vanAT, vanA2 primerleri (5’ GGGA-
AAACGACAATTGC 3’ ve 5" GTACAATGCGGCCGTTA 3’, 732 bp) ve vanB direng geninin
tespiti amaciyla vanB1, vanB2 primerleri (5 ATGGGAAGCCGATAGTC 3’ ve 5’
GATTTCGTTCCTCGACC 3’, 635 bp) kullanilarak PCR uygulandi'!. PCR iiriinleri etidyum
bromdr (1 pg/ml) ile boyanmis %2’lik agaroz jele yiiklendi ve 50 baz cifti (bg) moleki-
ler standart (O’Range Ruler, Fermentas, Litvanya) kullanilarak 100 V'da bir saat yirutu-
lerek ultraviyole transiliminator (TFX 20M, Vilber Lourmat, Fransa) altinda goriintilen-
di.

BULGULAR

Bu calismaya, hastanemiz Enfeksiyon Kontrol Komitesinin yurittigu sirveyans calig-
malari kapsaminda, basta yogun bakim uniteleri olmak Uzere, riskli tGnitelerden alinan
rektal striintl ve klinik 6rneklerden izole edilen VRE suslari alinmistir. Otuz dort hasta-
dan izole edilen 38 VRE izolatinin 33’U rektal strlinti 6rneginden, besi klinik ornekler-
den (dért kan, bir idrar) elde edilmistir. iki hastadan iki (kan ve rektal striint(i) ve bir has-
tadan ug (idrar, kan ve rektal surtntd) farkl klinik 6rnekten VRE izolasyonu yapilmistir.
Suslarin ¢cogu, yogun bakim tnitelerinde (%74) ve hematoloji kliniklerinde (%13) yatan
hastalara aittir. Tim izolatlar E.faecium olarak tanimlanmistir. Cevre kiiltiirlerinde VRE
Uremesi olmamugtir.

Hastalarin 12 (%35.3)'si kadin, 22 (%64.7)'si erkek olup, yas arahgi 23-89 (ortalama:
56.8) yil, hastanede yatis sureleri ise 15-815 (ortalama 81.4) gindur. Hastalarin %94
(32/34)’inde antibiyotik ve/veya imminsupresif ila¢ kullanimi, %100 (34/34)’linde
santral kateter, enteral beslenme ve hemodiyaliz gibi invaziv girisim varhgi, %30.5
(12/34)’inde ise VRE tespiti oncesi operasyon gecirme Oyklsu mevcuttur.

Antibiyotik duyarllk sonuclarina gore, tim suslar penisilin, ampisilin, ampisilin-sul-
baktam, sefuroksim, imipenem ve eritromisine direncli iken, 6 (%95) sus siprofloksasine,
33 (%87) sus yuksek diizey gentamisine, 31 (%82) sus yliksek dlizey streptomisine, 17
(%45) sus tetrasikline ve 1 (%3) sus kinupristin-dalfopristine direncli bulunmustur. Tim
suslar linezolide duyarlidir. Sivi mikrodiliisyon yéntemiyle tiim suslar, MiK degerleri 128-
512 pg/ml arasinda degismek lzere vankomisine direncli olarak saptanmustir. Teikopla-
nine ise 30 susta 16-256 pg/ml arasinda degisen direnc tespit edilirken, sekiz susun <
0.5-1 pg/ml degerleri arasinda duyarl oldugu belirlenmistir. Hem vankomisin hem de
teikoplanine direncli 30 sus VanA fenotipi olarak kabul edilirken, vankomisine direncli,
teikoplanine duyarli sekiz sug VanB fenotipi olarak belirlenmistir.

VanA fenotipi gosteren 30 izolatin tamaminda vanA geni tespit edilirken, VanB feno-
tipi gosteren sekiz susun besinde vanB geni tespit edilmis; kalan Ug susta ise vanA veya
vanB geni bulunamamistir (Resim 1). Bu l¢ sustan ikisi, ayni hastaya ait idrar ve rektal
sliriintt 6rneklerinden izole edilmistir. Bu suslarla yapilan calismalar tekrarlandiginda, fe-
notipik vankomisin direncinin de ortadan kalktigi gorilmustur.
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Resim 1. vanB genotipi saptanan suslarin PCR gériinttisti [M: Molekiiler standart (50 bg); Hat 1: Bos; Hat 2,
4 ve 5: vanA ve vanB geni saptanamayan suslar; Hat 3, 6, 7, 8 ve 9: Sirasiyla 26, 30, 32, 33 ve 34 no’lu sus-
larin DNA’larinda vanB geni icin 6zgiil 635 bg bliytikligiinde amplifikasyon dirtind; NK: Negatif kontrol].

VRE suslari, Smal enzimi ile yapilan kesim sonucunda 11-15 bant iceren alti farkli bant
modeli (A-F) olustururken, alti izolat siniflandirilamamistir (Sekil 1). A, B, C, D, E ve F
band paternlerinde sirasiyla 8, 10, 3, 5, 3 ve 3 izolat yer almistir. VanB fenotipi gosteren
sekiz susun tamami A band grubunda yer almigtir.

TARTISMA

VRE suslari, Turkiye’de ilk bildirildikleri 1998 yilindan beri pek cok hastaneden artan
siklikta rapor edilmektedir*'14. Avrupa (ilkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri’nde en sik
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C

Sekil 1. VRE suslarinin Smal restriksiyonu ile elde edilen PFGE bant modellerinin dendogrami.
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VanA fenotipine rastlanmakta; ilkemizde bildirilen VRE izolatlarinin ise, genellikle vanA
geni tastyan E.faecium suslan oldugu izlenmektedir'?'3'5, Calismamizda tiim izolatlar
E.faecium olarak tanimlanmis, VanA fenotipi gosteren 30 izolatin tamaminda vanA geni
tespit edilmistir. VanB fenotipi gosteren sekiz susun besinde vanB geni tespit edilmis, an-
cak bu suglarin tamaminin PFGE ile yapilan degerlendirmede ayni grupta yer aldiklari go-
rulmustdr. Bu nedenle bu U¢ susun da aslinda vanB geni tasidigi dustindlmustir. Ancak
stok suslardan calismay tekrarladigimizda bu suglarda fenotipik direncin de kalktiginin
izlenmesi, dondurma-¢6zme islemlerine vanB geninin daha duyarl olabilecegini distn-
dirmektedir. Bu veri, yapilacak molekiler calismalarda kanimizca g6z online alinmasi
gereken bir bulgudur.

Ulasilabildigi kadariyla iilkemizde yapilan calismalar'?'3'% incelendiginde, bu calis-

manin, vanB geni taslyan E.faecium suglarinin ilk defa bildirildigi bir arastirma oldugu go-
rilmektedir. Bu durum, lilkemizde sadece VRE izolasyon oranini degil ayni zamanda di-
reng cesitliliginin de artmakta oldugunu vurgulamaktadir.

PFGE sonuglarina gore ayni grup icinde yer alan ve VanB fenotipi gosteren sekiz sus
incelenmis ve farkli kliniklerde yatan hastalardan bir aylk streg icinde tespit edildikleri
belirlenmistir. Hastalarin yattiklari servislerden alinan cevre kiltiirlerinden VRE uretilme-
yince, hastalarin diger ortak ozellikleri arastirlmis ve bu gruptaki hastalarin her hafta bir-
kac kere hemodiyaliz tGnitesinden hizmet aldiklari tespit edilmistir. Buna gore bulasin bu
Uniteden kaynaklandigi dugtintlmistir. Cevre kiiltlirlerinde VRE iretememis olmamiz,
bu enfeksiyonun dis ortamdan bulastigi gercegini ortadan kaldirmamaktadir. Saglk ca-
lisanlari da kendilerini kolonize etmeksizin VRE suslarini elleriyle tasiyabilirler. Bir diger
bulas nedeni de, hastanemizin genellikle disiik sosyoekonomik kosullu niifusa hizmet
etmesi ve bu grubun kisisel hijyen bilincinin ylksek olmamasi olabilir.

Sonug olarak; tilkemizde bildirilen VRE kolonizasyon oranlarinin artis egiliminde olma-
si, etkili sirveyans calismalarinin gerekliligini gostermekte; VRE suslarinin yayilimini en-
gellemek icin enfeksiyon kaynaklarinin taranmasi ve uygun onlemlerin alinmasi gerekli-
ligini ortaya koymaktadir.
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