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OZET

Enterokoklar, 6zellikle de tedavi secenekleri sinirli olan vankomisine direncli enterokoklar (VDE), 6nem-
li nozokomiyal patojenlerdir. Enterokoklar penisilinlere ve aminoglikozidlere distiik diizey dirence sahiptir
ve sefalosporinlere intrensek olarak direnclidir. Ayrica beta-laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere ve gli-
kopeptidlere yiiksek diizey diren¢ kazanabilir. Bu calismanin amaci 2003-2009 yillari arasinda kan kuiltr-
lerinden izole edilen vankomisine direncli E.faecium suglarinin glikopeptid diren¢ mekanizmalarini ve mo-
lekiler epidemiyolojik yontemlerle genetik iliskilerini belirlemektir. Calismaya kan kiltirlerinde treyen 38
VDE susu alinmis; bakterilerin tanimlanmasi konvansiyonel yontemler ve Phoenix 100 BD otomatize siste-
mi (Becton Dickinson Diagnostic Systems, ABD) ile yapilmis ve 16S rRNA amplikon dizi analizi ile dogru-
lanmistir. Antibiyotik duyarlilik testi CLSI 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemi ile ca-
hisilmistir. Vankomisine direng saptanan suslarda E-Test (AB Biodisk, isvec) yéntemi ile vankomisin MIK de-
gerleri belirlenmistir. Vankomisin direng genlerinden vanA, vanB, vanC ve vanD varligi polimeraz zincir re-
aksiyonu (PCR) yontemiyle arastinilmistir. Suslar arasindaki klonal iliski degisken alanli jel elektroforezi
(PFGE) ve multilokus dizi tiplendirme (MLST) yontemleri ile belirlenmistir. Kan kiltirlerinden izole edilen
38 enterokok susu fenotipik yontemlerle E.faecium olarak tanimlanmis ve 16S rRNA dizi analizi ile dogru-

iletisim (Correspondence): Dog. Dr. Ugur Arslan, Selcuk Universitesi Selcuklu Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, 42075 Selcuklu, Konya, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 332 241 1550, E-posta (E-mail): drarslanugur@gmail.com




Arslan U, Demir E, Oryasin E, Turk Dagi H, Tuncer I, Findik D, Bozdogan B.

lanmistir. Suslarin vankomisin MIK degeri E test ile > 256 pug/ml olarak saptanmustir. Tum suslarda vanA
geni pozitif olarak bulunmustur. VanA geni tasiyan 38 E.faecium izolatinin klonal iliskisi PFGE yontemiyle
arastirilmis; her pulsotip ve alttiplerden MLST icin secilen 6rneklere dizi analizi yapilmistir. PFGE ile dort
pulsotip (A-D) ve bir adet sporadik izolat saptanmistir. Bu suslardan 29'unun A pulsotipine, ti¢tnin B pul-
sotipine, ikisinin C pulsotipine ve lcliniin ise D pulsotipine ait oldugu belirlenmistir. A pulsotipindeki 29
izolattan sekizi A1, dokuzu A2, altisi A3, ikisi A4 ve dordi A5 olarak tanimlanmistir. MLST ile dort farkh di-
Zi tipi (ST) saptanmis; 29 (%76.3) pulsotip A ve alttiplerinin ST117, ti¢ (%7.9) pulsotip B'nin ST280, iki
(%5.2) pulsotip C'nin ST18 ve li¢ (%7.9) pulsotip D'nin ST17 oldugu belirlenmistir. Sonug olarak hasta-
nemizde VDE'nin etken oldugu kan dolasimi enfeksiyonlarinin ST117 tipinde hastaneye egemen bir sus-
tan kaynaklandigi gorilmistir. Ancak bu susun farkl pulsotiplerinin bulunmasi, uzun stireden beri hasta-
nede mevcut olan susun genetik farkhiliklar olusturdugunu gostermektedir. Bunun yaninda mindr pulso-
tiplere ait enfeksiyonlar da belirlenmistir. Bu nedenle VDE’lere bagli hastane enfeksiyonlarinin yayiiminin
onlenmesinde ve kontrollinde direng paternlerinin belirlenmesi ve klonal iliskinin gosterilmesi 6nemlidir.

Anahtar sozciikler: Vankomisine direngli Enterococcus faecium; multilokus dizi tiplendirme; degisken
alanli jel elektroforezi.

ABSTRACT

Enterococci, particularly vancomycin-resistant enterococci (VRE), are important nosocomial patho-
gens with limited treatment options. Enterococci have low-level resistance to penicillins and aminogly-
cosides and are intrinsically resistant to cephalosporins. In addition, they can acquire high-level resistan-
ce to beta-lactam antibiotics, aminoglycosides and glycopeptides. The aim of this study was to determi-
ne glycopeptide resistance mechanisms and genetic relationships of vancomycin-resistant E.faecium stra-
ins isolated from blood cultures between 2003-2009 years by molecular epidemiologic methods. A to-
tal of 38 VRE strains isolated from blood cultures were included in this study. The isolates were identifi-
ed by conventional methods and Phoenix 100 BD automated system (Becton Dickinson Diagnostic
Systems, USA) and confirmed by sequence analysis of 16S rRNA amplicons. Antibiotic susceptibility tests
were performed by the Kirby-Bauer disk diffusion method accor-ding to the CLSI standards. MIC values
of vancomycin were determined in vancomycin resistant strains by E-test (AB Biodisk, Sweden) method.
Vancomycin resistance genes included vanA, vanB, vanC, and vanD were investigated by polymerase
chain reaction (PCR) method. Clonal relationship between strains was determined by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). Sequence analysis was performed for examples selected for multilocus sequence
typing (MLST) of each pulsotype and subtype. Thirty eight strains of enterococci isolated from blood cul-
tures were defined as E.faecium by phenotypic methods and confirmed by 16S rRNA sequence analysis.
Vancomycin MIC values of strains were determined as > 256 pg/ml by E test. The vanA gene was detec-
ted in all isolates. Clonal relationship of 38 isolates E.faecium carrying the vanA gene was determined by
PFGE and MLST methods. PFGE detected four pulsotypes (A-D) and one sporadic isolate. Twenty nine
strains belonged to A pulsotype, three strains belonged to B pulsotype, two strains belonged to C pul-
sotype and three strains belonged to D pulsotype. Out of 29 isolates, eight strains were type A1, nine
strains were type A2, six strains were type A3, two strains were type A4 and four strains were type A5.
MLST identified four different sequence types (STs). Twenty nine A pulsotype and its subtypes belonged
to ST117 (76.3%), three B pulsotype belonged to ST280 (7.9%), two C pulsotype belonged to ST18
(5.2%) and three D pulsotype belonged to ST17 (7.9%). In conclusion, bloodstream infections caused
by VRE in our hospital arose from a dominant strain belonged to ST117. However, presence of different
pulsotypes of this strain indicated that the strain had been present in the hospital for a long time and
had accumulated genetic variations. In addition, infections caused by minor pulsotypes were also detec-
ted. Therefore for prevention and control of the spread of nosocomial infections caused by VRE, it is cru-
cial to identify resistance patterns and clonal relationship of these organisms.

Key words: Vancomycin-resistant Enterococcus faecium; multilocus sequence typing; pulsed-field gel elect-
rophoresis.
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GiRis

intestinal ve vajinal floranin lyesi olan enterokoklar uzun zaman dusuk virtlansh pa-
tojenler olarak degerlendirilmislerdir. Hastanelerde yogun ve hatali antibiyotik kullanimi
sonucu basta beta-laktam ve aminoglikozid grubu olmak tzere glikopeptid tiirevi anti-
biyotiklere karsi ytksek diizey direng gelistiren enterokoklar, yatan hastalarda bagirsak
florasini ve anatomik yapilar bozan diger kemoterapétiklerin de yardimiyla bagirsak lu-
meninden lamina propria’ya transloke olarak genel dolasima karisip endojen kokenli
bakteriyemi ve endokardite, bu hastalarin kontamine cikartilari ile temas sonucu da di-
ger hastalarda ekzojen kokenli hastane enfeksiyonlarina yol acarak morbidite ve morta-
litenin en &nemli sebeplerinden biri haline gelmistir'-2.

Enterokoklar penisilinlere ve aminoglikozidlere dustik diizey dirence sahiptir ve sefa-
losporinlere intrensek olarak direnclidir. Ayrica beta-laktam antibiyotikler, aminoglikozid-
ler ve glikopeptidler gibi antibiyotiklere de ytiksek dizey direng kazanabilir. Coklu anti-
biyotik direnci 6zellikle ylksek diizey ampisilin ve aminoglikozidle birlikte vankomisin di-
renci artan siklikla rapor edilmektedir. Gliniimiizde yogun bakimlardan izole edilen en-
terokoklarin 9%20’den fazlasi vankomisine direnclidir3.

Enterokoklar; genel olarak hastane enfeksiyonlarinin dérdiincd, Uriner sistem ve cer-
rahi yara enfeksiyonlarinin ikinci, kan dolagimi enfeksiyonlarinin ise tictincii siklikta gord-
len patojenleridir®. Vankomisine direncli E.faecium suslarinin insidansi Amerika Birlesik
Devletleri'nde %20-40, bazi Avrupa llkelerinde de %10’un lizerindedir. Avrupa’da en
yuksek vankomisine direncli enterokok (VDE) prevalansi (2007) Yunanistan ve Porte-
kiz’'de %45 olarak bulunmustur>”.Hastane kokenli VDE enfeksiyonlarinin insidansindaki
artig egilimi, hastanin endojen florasinda yer alan antibiyotiklere direncli VDE’lerin, has-
tane sartlarinda kullanilan dezenfektanlar ile ortamin nem, 1si ve kurulugu gibi in vitro
sartlara karsi da direng gelistirerek, hastanede immiin sistemi baskilanmig hastalar arasin-
da kolaylikla yayllmasina baglanmaktadir®. Bu sebeple VDE'lere bagl hastane enfeksi-
yonlarinin yayiliminin 6nlenmesinde ve kontroliinde, intestinal florasinda VDE kolonizas-
yonu olan yatan hastalarin erken tespiti ve hastane enfeksiyonu salgini ile iliskilerinin
gosterilmesi 6nemlidir.

VDE'lere bagl hastane enfeksiyonlarinda salgin suslari arasindaki iliskinin saptanma-
sinda onceleri biyokimyasal 6zellikler, antibiyotipleme, western blotting ve multilokus
enzim elektroforezi (MLEE) gibi fenotipik ozelliklere dayal epidemiyolojik izlem yon-
temleri kullanilmistir. Ancak bu yontemler, tekrarlanabilirlik ve ayinm giiglerinin diistk
olmasi, pahali ve zaman alici yontemler olmalari gibi dezavantajlari nedeniyle yerleri-
ni daha yiksek ayinm gucune sahip yliksek tekrarlanabilirlik 6zelligi gosteren moleki-
ler epidemiyolojik yontemlere birakmislardir. VDE kokenli hastane enfeksiyonlarinda,
salgin suslan arasindaki iliskinin saptanmasinda bu yontemlerden; RAPD (Randomly
amplified polymorphic DNA), MLST (Multilocus sequence typing) ve PFGE (Pulsed fi-
eld gel electrophoresis) gibi genotipe dayali molekdler epidemiyolojik yontemler sik
kullanilmistir® ',
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Bu calismanin amaci 2003-2009 yillari arasinda kan kultirlerinden izole edilen vanko-
misine direncli E.faecium suglarinin glikopeptid diren¢ mekanizmalarini ve molekdiler epi-
demiyolojik yontemlerle genetik iliskilerini belirlemektir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya 2003-2009 yillari arasinda Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Mikrobi-
yoloji Laboratuvarinda kan kiiltirlerinde treyen VDE suslari alindi. Bakterilerin tanimlanma-
si konvansiyonel yontemler ve Phoenix 100 BD otomatize sistemi (Becton Dickinson Diag-
nostic Systems, ABD) ile yapildi ve 16S rRNA amplikon dizi analizi ile dogrulandi. Antibiyo-
tik duyarlilik testi CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) onerileri dogrultusun-
da Kirby-Bauer disk diftizyon yontemi ile calisildi. Vankomisine direng saptanan suslarda E-
Test (AB Biodisk, Isvec) yontemi ile firma 6nerileri dogrultusunda MIK degerleri belirlendi.

izolatlarin genomik DNA izolasyonu icin Instagen Matrix (BioRad, ABD) izolasyon ki-
ti kullanildi. Suslarin 16S rRNA geni amplifikasyonu icin 16520 (5" AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG 3") ve 1651390 (5’ GAC GGG CGG TGT GTA CAA 3’) primerleri kullanil-
di. 16S rRNA amplikonlari Macrogen (Giiney Kore) firmasina gonderilerek dizi analizi el-
de edildi. Dizileme iki yonde ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin kullanilan primer-
ler yardimiyla yapildi. 16S rRNA dizileri NCBI Nucleotid Blast programi kullanilarak Gen
Bank ile karsilastirnildi.

Vankomisin diren¢ genlerinden vanA, vanB, vanC ve vanD varligi daha 6nce tanimla-
nan 6zgiil primer ciftleri kullanilarak PCR yéntemiyle calisildi'?.

PFGE calismasi Adnan Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezinde yapildi. DNA izolasyonu ve deproteinizasyonu islemleri icin Murray ve arka-
daslan'? tarafindan hazirlanan protokol uygulandi. Total DNA Smal enzimi ile kesilerek
%1'lik pulsed-field icin hazirlanan agaroz icinde CHEF-DR IlI sisteminde (Bio-Rad Labora-
tories, Belgika) 14°C’de ve 6 V/cm?¥de 20 saat yiiriitildii. Suslar arasindaki bant farkligi
5 banttan fazlaysa suslar ayri klonlar olarak degerlendirildi. Bant farkihgi 1-5 arasinda ise
iligkili ve bir klonun varyanti, bant farkhligi yoksa ayni klon olarak degerlendirildi.

Calisilan sustaki 7 gen (atpA, ddl, gdh, purK, gyd, pstS ve adk) MLST web sayfasinda
belirtilen yénteme gére cogaltildi (http://efaecium.mlst.net/misc/info.asp)'*. Amplikon-
lara dizi analizi (Macrogen, Guiney Kore) yapildi. Her allel icin DNA dizisinin analizi ya-
pildi ve genlerin allel tipleri belirlendi (http://efaecium.mlst.net/sql/singlelocus.asp). Be-
lirlenen allel numaralari “http://efaecium.mlst.net/sql/allelicprofilechoice.asp” sayfasin-
daki programa girilerek susun ST tipi tespit edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 38 enterokok susu fenotipik yontemlerle E.faecium olarak ta-
nimlanmis ve 16S rRNA dizi analizi ile dogrulanmistir. Suslarin vankomisin MIK degeri E-
test yontemi ile > 256 pg/ml olarak saptanmugtir.

Vankomisine direncli suglarda diren¢c mekanizmasinin tespiti icin PCR ile diren¢ genle-
rinin varhigr arastinlmis ve tim suslarda vanA geni pozitif olarak bulunmustur. Arastirilan
diger van genleri, (vanB, vanC, vanD) ise tim suslarda negatiftir.
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Vankomisine direncli ve vanA geni tasiyan 38 adet E.faecium izolatinin klonal iliskisi
PFGE ve MLST yontemleriyle arastirilmis ve PFGE ile 4 pulsotip (A-D) ve bir adet spora-
dik izolat saptanmistir. Bu suglardan 29’unun A pulsotipine, tg¢tiniin B pulsotipine, ikisi-
nin C pulsotipine ve tg¢linin ise D pulsotipine ait oldugu belirlenmistir. izolatlar arasin-
da pulsotip A'nin farkli varyantlarinin oldugu tespit edilmistir. Toplam 29 A pulsotipli izo-
lattan 8 sus A1, 9 sus A2, 6 sus A3, 2 sus A4 ve 4 sus A5 olarak tanimlanmistir. Vanko-
misine direncli E.faecium suglarinin klinik ve molekuler 6zellikleri Tablo 1’de, PFGE pulso-
tiplerine ait gortntdleri ise Resim 1’de verilmistir.

Her pulsotip ve alt tiplerden MLST icin secilen 6rneklere dizi analizi yapilmis; 4 adet
ST tipi saptanmistir. Yirmi dokuz adet pulsotip A ve alttiplerinin ST117 (%76.3), 3 adet
pulsotip B'nin ST280 (%7.9), 2 adet pulsotip C’'nin ST18 (%5.2) ve 3 adet pulsotip
D’nin ST17 (%7.9) oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

Bircok antibiyotige karsi gerek dogal gerekse kazanilmis diren¢ gostererek sinirli teda-
vi secenegine sahip olan, 6zellikle glikopeptid grubu antibiyotiklere direnci hareketli ge-
netik elementlerle diger bakterilere kolaylikla aktarilabilen ve intestinal florada asempto-
matik persistan kolonizasyon gostererek endojen kokenli enfeksiyonlara yol acabilen en-
terokoklarin, hastane enfeksiyonlarindaki nemi giderek artmaktadir'> ', Vankomisin di-
renci ilk olarak 1986 yilinda ingiltere’de ve 1987 yilinda Amerika’da bildirilmistir ve tim
diinyada artan siklikla rapor edilmektedir. Trkiye’de ilk vankomisin direncli E.faecium su-
su 1998 yilinda Antalya’da saptanmis ve bunu diger bolgelerden yapilan bildirimler iz-
lemistir>!”.

Tim diinyada gerek hastane enfeksiyonlari gerekse kolonizasyonla ile iliskili olarak izo-
le edilen VDE tirleri arasinda E.faecium oraninin giderek arttigi dikkat cekmektedir. Son
yillarda yapilan calismalarda, ozellikle bakteriyemiye yol acan E.faecium izolatlari arasin-
da VDE oraninin (%19), E.faecalis izolatlari arasindaki VDE oranina (%4) gore daha ylk-
sek oldugu gosterilmistir'®, Calismamizda kan kiiltiirlerinden izole edilen VDE izolatlari-
nin hepsi 16sRNA dizi analizi ile E.faecium olarak tanimlanmistir.

Enterokoklar glikopeptid antibiyotiklere van iliskili genetik elementlerle (vanA, B, D, E,
G ve L) cesitli tiplerde direng kazanabilirler. VanA hem vankomisine (64-> 1024 pug/ml)
hem de teikoplanine (16-512 ug/ml) yiksek diizeyde dirence sebep olurken, vanB geni
vankomisine dusuk diizeyde (4-> 32 pg/ml) direng gosterir ve teikoplanine (0.5-1
pug/ml) duyarlidir. Avrupa ve Amerika’da vanA geni VDE'ler arasinda baglica diren¢c me-
kanizmasidir ve cogunlukla E.faecium suslarinda saptanmaktadir'®2%. Ulkemizde en sik
vanA tipi direnc tespit edilmektedir?! ve calismamizda da tiim izolatlarin vanA geni tasi-
digi belirlenmistir.

Mikroorganizmalarin epidemiyolojik 6zelliklerinin saptanmasi icin izolatlarin tur diize-
yinde tanimlanmasi ve direng 6zelliklerinin belirlenmesinden sonra, molekiler epidemi-
yolojik yontemlerle izolatlar arasindaki klonal iligkinin gosterilmesi gereklidir. Guinimz-
de 0Ozellikle VDE salginlarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespitinde farkli molekiler epi-
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Resim 1. Vankomisine direncli E.faecium suslarinin Sma-I enzimi ile kesimin ardindan olusan PFGE pulsotip-
lerine ait drnekler.

demiyolojik yontemler denenmesine ragmen, tekrarlanabilirlik, yiksek ayirrm guici ve
kantite edilebilir sonuglar vermesi nedeniyle PFGE yontemi “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Bu yontem farkl bakterilerle olusan hastane enfeksiyonlari salginlarinda,
ozellikle kisa sireli salginlarda, salgin suslari ve kaynagin belirlenmesinde son derece ya-
rarhidir??, Ancak elde edilen genotiplerin bolgesel olarak degerlendirilmesi ve diger calis-
malarla karsilastinrlamamasi en buyik dezavantajidir. MLST, housekeeping genlerin inter-
nal parcalarinin DNA dizisindeki allelleri tanimlamaya dayali bir yontem olup, pek ¢cok
bakteri turlinin virtlans faktorlerinin ve molekuler epidemiyolojik 6zelliklerinin deger-
lendirilmesinde kullanilmistir. Enterokoklarda MLST’nin, o6zellikle E.faecium suslarinin
uluslararasi veri bankasini olusturmada uygun bir teknik oldugu sonucuna varilmistir'#.

Bizim calismamizda, hastanede yatan hastalarin kan kiltirlerinden izole edilen 38 vanA
pozitif E.faecium susunun klonal olarak iligkili olup olmadigini belirlemek icin PFGE; dizi ti-
pini tespit etmek icin ise MLST yontemleri kullaniimistir. PFGE yontemiyle bir ana pulsotip
(A), tc minor pulsotip (B, C, D) ve bir adet sporadik izolat saptanmistir. Her pulsotip ve alt-
tiplerden MLST icin secilen 6rneklere dizi analizi yapilmis ve pulsotip A ve alttiplerinin
ST117, pulsotip B'nin ST280, pulsotip C'nin ST18 ve pulsotip D'nin ST17 oldugu tespit
edilmistir. Bir adet sporadik izolat ise ST31 olarak belirlenmistir. Hastanemizde en yaygin
olan 29 susun pulsotip A ve ST117 oldugu belirlenmis ve Konya klonu olarak adlandiriimis-
tir. ST117 MLST tipi VD E.faecium susunun hastanemizde alti yil boyunca endemik olarak
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bulundugu gorulmustur. ST117 Almanya’daki cesitli hastanelerde de tespit edilmis ve 6zel-
likle 1998-1999 yillarinda yaygin bir prevalansa sahip oldugu ifade edilmistir?. Kiiba ve Is-
panya’da da ST117’nin etken oldugu sporadik hastane enfeksiyonlari bildirilmigtir?*2°.

Vankomisine direncli E.faecium’lar arasinda ST17 ve ST78 tiplerinin Avrupa ve Ameri-
ka’da yaygin olarak izole edildigi bildirilmistir>2®. Cin’de yapilan bir ¢caismada klinik r-
neklerden izole edilen VDE izolatlari klonal iliski yoniinden PFGE ve MLST yontemleri ile
degerlendirilmis ve izolatlarin heterojen bir dagilima sahip oldugu goérilmustir. Yapilan
MLST analizi sonucunda en yaygin ST tiplerinin ST17 (%34.6) ve ST78 (%18.5) oldugu-
nu tespit etmislerdir?’. Izmir’de vankomisine direncli E.faecium’un neden oldugu bir sal-
ginda, hematolojik malignitesi olan hastalardan izole edilen suslarda ST17 ve ST78 tip-
leri tespit edilmistir. ST17 ve ST78 tiim diinyada sik rastlanan bir dizi tipi olup bizim ca-
lismamizda D klonuna ait t¢ susun ST17 tipinde oldugu belirlenmis ancak ST78 saptan-
mamistir?®, Calismamizda sporadik olarak saptanan bir susun ST31 tipinde oldugu belir-
lenmistir. Ergani-Ozcan ve arkadaslari?’ tarafindan yapilan bir calismada, yenidogan yo-
gum bakim unitesinde VDE salgininda ana epidemik klonun ST31 oldugu bildirilmistir.

Sonug olarak, hastanemizde VDE'nin etken oldugu kan dolagimi enfeksiyonlarinin ST117
tipinde hastaneye egemen bir sustan kaynaklandigr goriilmdasttr. Ancak bu susun farkl pul-
sotiplerinin bulunmasi, uzun siireden beri hastanede mevcut olan susun genetik farkhliklar
olusturduguna isaret etmektedir. Bunun yaninda mindr pulsotiplere ait enfeksiyonlar da be-
lirlenmistir. Direncli mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin izlenmesinde ve 6n-
lenmesinde diren¢ genotipinin saptanmasi ve klonal iliskinin gosterilmesi dnemlidir.
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