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OZET

Vankomisine direncli enterokoklar (VRE), tim diinyada 6nemli hastane enfeksiyonu etkenlerinden
biridir. VRE kolonizasyonunun erken tespit edilebilmesi, olusabilecek hastane enfeksiyonlarinin kontroliin-
de 6nemlidir. Bu calismada, VRE kolonizasyonunun tespitinde gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
(Rt-PCR) ile kiiltir yonteminin karsilastirilmasi amaclanmistir. Calismaya, Ocak 2013-Eylil 2013 tarihleri
arasinda hastanemizin yogun bakim tniteleri (YBU)'nde yatmakta olan hastalardan (142’si dahili, 68'i
cerrahi YBU) alinan 210 perirektal stiriinti érnegi dahil edilmistir. Ornekler eszamanli olarak Rt-PCR
(GeneXpert® vanA/vanB, Cepheid, ABD) ve kiiltir ydntemiyle degerlendirilmistir. Kiiltiir icin 6rnekler
enterokokosel agar besiyerine ekilerek 37°C’de inkiibe edilmis; kilttirdeki Gremeler li¢ glin boyunca giin-
lik olarak degerlendirilmistir. Ureyen koloniler konvansiyonel yéntemler ve otomatize Vitek 2.0 sistemi
(BioMérieux, Fransa) kullanilarak tanimlanmustir. izolatlarin diren¢ durumu E-test (BioMérieux, Fransa)
ile dogrulanmustir. PCR yontemi ile 6rneklerin 76 (%36.1)'sinda VRE saptanmis; 70’i vanA, ikisi vanB ve
dordi vanA + vanB pozitif olarak tespit edilmistir. Kiltir yontemi ile ayni érneklerin 71 (%33.8)’inden
VRE izolasyonu yapilmistir. Yetmis bir 6rnegin 39‘unda birinci, 29’unda ikinci, Gglinde ise lglincl glin
treme izlenmistir. PCR ile vanB pozitif tespit edilen iki 6rnek, kiltiirde treyen kolonilerin Vitek 2 cihazi
ile degerlendirilmesi sonucu vankomisine duyarli enterokok olarak tanimlanmustir. Enterokokosel agarda
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treyen kolonilerin Vitek 2 ile degerlendirilmesi sonucu, vankomisine duyarl enterokok olarak tanimlanan
iki ornek PCR ile vanB pozitif tespit edilmistir. Ancak bu 6rnekler E-test ile VRE olarak dogrulanmis ve
PCR ile alinan sonucun dogru olduguna karar verilmistir. PCR ile iki kez calisilmasina ragmen sonug ali-
namayan (invalid) bir 6rnek kiltir sonucunda negatif olarak saptanmistir. Kiltdr ile negatif bulunan yedi
érnekten besi GeneXpert® ile vanA, ikisi vanB olarak tespit edilmistir. Calismamizda GeneXpert® vanA/
vanB PCR sisteminin duyarhlik, 6zgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %97.4, %98.4,
%97.4 ve %97.4 olarak belirlenmistir. Sonug olarak, GeneXpert® vanA/vanB PCR yontemi, kisa siirede
sonug alinabilmesi yoniinden kiiltiir yontemine gore giderek daha cazip gériinmekle birlikte, maliyetinin
yiiksek olmasi nedeniyle, her laboratuvarin kendi imkanlarina gore en uygun yéntemi secmesi gerektigi
distnulmustar.

Anahtar sézciikler: Vankomisine direncli enterokok; GeneXpert®; PCR; kiilttir; vanA; vanB.

ABSTRACT

Vancomycin-resistant enterococci (VRE) are important agents of hospital infections worldwide. Early
recognition of VRE colonization is important in the control of hospital infections. The aim of this study
was to compare a real-time PCR (Rt-PCR) system and culture methods in the detection of VRE colonizati-
on. A total of 210 perirectal swab samples obtained from the patients (142 were in internal and 68 were
in surgical intensive care units) hospitalized at Ankara Training and Research Hospital, Turkey between
January-September 2013 were included in the study. The samples were simultaneously evaluated with
both Rt-PCR (GeneXpert®vanA/vanB, Cepheid, USA) and the culture methods. The samples were culti-
vated in enterococcosel agar and incubated at 37°C for culture. Culture plates were evaluated for three
days on a daily basis. Bacterial identification was done by conventional methods and automated Vitek
2.0 system (BioMérieux, France). Antibiotic susceptibility testing was performed by the E-test. VRE was
detected in 76 (36.1%) of the samples by the Rt-PCR method; of them 70 were positive for vanA, two
for vanB, and four for vanA + vanB. On the other hand, VRE was detected in 71 (33.8%) of the samples
by the culture method. Out of 71 samples, colony growth was observed on the first day in 39 cases, on
the second day in 29 cases, and on the third day in three cases. The two strains identified as vancomycin-
sensitive enterococci by the Vitek 2 Compact system were determined as vanB positive by PCR. These
samples were also confirmed as VRE by E-test. The PCR result of a sample which was found to be invalid,
also yielded negative result by culture. Five out of the seven culture-negative samples were positive for
vanA, and two for vanB by the GeneXpert® system. In our study, the sensitivity, specificity, positive and
negative predictive values of the GeneXpert vanA/vanB PCR system were determined as 97.4%, 98.4%,
97.4%, and 97.4%, respectively. Although the GeneXpert® vanA/vanB RT-PCR method seems to be more
attractive regarding the turn around time, it has a higher cost than the culture method. Thus, it was
concluded that all laboratories should choose the most appropriate method for screening VRE in the
hospital setting according to their own capacities.

Key words: Vancomycin-resistant enterococci; GeneXpert®; PCR; culture; vanA; vanB.

GiRis

Vankomisine direncli enterokoklar (VRE), hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda
glinimuzde de 6nemini korumaktadir. VRE ilk olarak 1988 yilinda tespit edilmesine
ragmen, yogun bakim iiniteleri (YBU)'nde hizla endemik hale gelmistir'. VRE'ler hastane
ortaminda hemen her yiizeyi kontamine ederek, saglik calisanlari aracihigiyla hastalara
bulasa sebep olabilmektedir. VRE ile kolonizasyon durumunda immiin kompetan has-
talarda enfeksiyon riski diigiik olmakla birlikte, hastanelerin yogun bakim, hemodiyaliz
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ve transplantasyon gibi Uniteleri ve onkoloji servislerinde yatmakta olan hastalarda
enfeksiyona déniisme olasiigi artmaktadir?. Dolayisiyla VRE ile kolonize olan hastala-
rin, enfeksiyon gelismeden once saptanmasi ve izolasyonu, bu etkenlere bagli hastane
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde temel rol oynamaktadir.

Vankomisin direncinden sorumlu olan genlerin, laboratuvar kosullarinda Staphylococcus
aureus’a konjugatif transferi ilk olarak 1992 yilinda gésterilmistir®. Bu durum VRE ile kolo-
nize hastalarin tespit edilmesinin énemini artirmistir*>. Giiniimiizde VRE kolonizasyonu-
nu, enfeksiyonlarini ve salginlarini tespit etmek amaciyla standart kiltir yontemlerinin
yani sira polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler teknikler de kullanilabilmekte-
dir. Ulkemizde kullanilmakta olan gercek zamanli PCR cihazlarinin etkinliginin degerlen-
dirildigi calismalar azdir. Bu calismada, VRE kolonizasyonunun tespitinde kullaniimakta
olan Cepheid GeneXpert® vanA/vanB gercek zamanl PCR cihazinin kiiltiir yéntemine
gore etkinliginin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Klinik Ornekler

Calismaya, Ocak-Eylul 2013 tarihleri arasinda 8 aylk sire icerisinde hastanemizin
YBU'lerinde yatmakta olan hastalardan Amies transport besiyeri (Meus, italya) kullanila-
rak alinan 210 perirektal siiriinti 6rnegi dahil edildi. Gercek zamanl PCR ve kdltur yon-
temleri ile VRE kolonizasyon varligi degerlendirildi. Hastalar, bagka bir hastaneden nakil
gelen veya daha 6nce VRE enfeksiyonu veya tasiyicihdi 6ykisi olanlar arasindan secildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR ydntemi icin otomatize gercek zamanl PCR (GeneXpert® vanA/vanB, Cepheid,
ABD) cihazi kullanildi. PCR calismasi icin rektal suriinti ornekleri firmanin onerileri dog-
rultusunda 6rnek reaktifi ile karistirildiktan sonra 1 dakika vortekslendi. Tek kullanimlik
kartusa bu karisim eklendi; kartus cihaza yerlestirildi ve GeneXpert® Dx modiilii secildi
ve yurutlldid. Sonuglar vanA ve vanB pozitif veya negatif olarak rapor edildi. Firmanin
onerileri dogrultusunda vanB pozitif sonug veren érnekler tekrar calisildi.

Konvansiyonel Yontemler ve Otomatize Sistemle Orneklerin Tanimlanmasi

Kdltur icin ornekler; 6 pg/ml vankomisin ve 1 pg/ml meropenem eklenen BBL
Enterokokosel agar plaklarina (Becton Dickinson, ABD) ekildi; 37°C'de aerop kosul-
larda 72 saate kadar inkibe edildi. Kiltirdeki Gremeler 3 giin boyunca guinlik olarak
degerlendirildi. Ureyen eskiilin pozitif, siyah renkli kolonilere Gram boyama, %6.5 NaCl
iceren besiyerinde lireme, L-pyrolidonyl-B-naphthylamide (PYR; Remel, ABD) ve katalaz
testleri yapildi. Gram-pozitif boyanan, katalaz negatif, PYR pozitif, eskilini hidrolize eden
ve %6.5 NaCl iceren ortamda Ureyen kolonilerin saf kultiirleri %5 koyun kanli agara
pasajlandi. Ureyen bakteriler konvansiyonel yéntemler ve Vitek 2.0 (BioMérieux, Fransa)
ticari sistemi kullanilarak tir diizeyinde tanimlandi. Tanimlama testlerinde kalite kontrol
susu olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 kullanildi. Ureyen enterokoklarin direnc
durumu E-test (BioMérieux, Fransa) ile dogrulandi.
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Tablo 1. Perirektal Siiriintii Orneklerinin PCR ve Kiiltiir Sonuglari (n= 210)

Ornek sayisi PCR Sonucu Kiiltiir sonucu Aciklama

129 Negatif Negatif

65 vanA Pozitif

4 vanA + vanB Pozitif

5 vanA Negatif

2 vanB Negatif

2 Yanlis negatif Pozitif Vankomisin direnci E-test ile dogrulanmustir

2 Yanlis pozitif Negatif Tekrarlanan 6rnekte PCR negatif saptanmistir

1 Gecersiz Negatif PCR ile iki kez calisiimasina ragmen sonug
alinamamistir

BULGULAR

Calismaya alinan 210 perirektal striinti 6rneginin 142'si dahili, 68’i cerrahi yogun
bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan alinmistir. PCR yontemi ile 6rneklerin 76
(%36.7)'sinda VRE saptanmis; bunlarin 70°i vanA, 2'si vanB, 4’4 vanA + vanB pozitif ola-
rak tespit edilmigtir. Kiltir yontemi ile ayni 6rneklerin 71 (%33.8)’inden VRE izolasyonu
yapilmistir. Kaltiirdeki 6rneklerin 39’unda birinci, 29'unda ikinci, 3’Uinde ise l¢lincu glin
treme olmustur. PCR ile vanB olarak tespit edilen iki 6rnek, kiltirde treyen kolonilerin
Vitek 2 cihazi ile degerlendirilmesi sonucu vankomisine duyarli enterokok olarak tanim-
lanmistir. Ancak bu 6rneklerin E-test ile vankomisine direncli olarak dogrulanmasi tzerine,
PCR ile alinan sonucun dogru olduguna karar verilmistir. PCR ile iki kez calisiilmasina rag-
men, sonug¢ alinamayan (invalid; gecersiz) bir ornek kultiirde negatif olarak saptanmistir.
Perirektal stirintli orneklerinin PCR ve kdltiir sonuglar Tablo 1'de gortlmektedir.

Kiltir ydntemi referans olarak alindiginda, GeneXpert® vanA/vanB PCR yénteminin
duyarlilik, 6zgulliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %97.4, %98.4, %97.4
ve %97.4 olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde énemli bir sorun olan antibiyotik direnci ile ilgili
olarak, 2012 yilinda CDC ile birlikte 25 ulusal saghk 6rgitt, antibiyotik direnciyle basa
cikmanin yollar konusunda bir aciklama yayinlamislar ve bu ¢6ziimlerden biri olarak
hizli tani testlerine gecmenin gerekli oldugunu belirtmislerdir®. Niikleik asit amplifikas-
yon yontemlerinin kesfi, kiltire gerek kalmaksizin mikroorganizmalar hizli, 6zgul ve
duyarl olarak saptama, tanimlama ve diren¢ durumlarini belirleme imkani saglamistir.
Bu amacla, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda VRE'lerin rutin tanisinda PCR temelli
yontemlerin kullanimi giderek artis gostermektedir. VRE'lerin konvansiyonel tani yon-
temi olan kultir ile saptanabilmesi 2-4 glin stirmektedir. PCR yonteminin kultiire gore,
VRE saptanmasi icin gereken zamani azaltmasi ve boylece enfeksiyon kontrol énlemle-

MiKROBiYOLOJi BULTENI 541



Vankomisine Direncli Enterokoklarin Siirveyansinda GeneXpert®
vanA/vanB PCR Sistemi ile Kultir Yonteminin Karsilastiriimasi

rinin daha kisa zamanda uygulanmasinin saglanmasi gibi avantajlari vardir. GeneXpert®
(Cepheid, ABD) lizis, ekstraksiyon, amplifikasyon ve saptama islemlerinin tek kullanimlik
bir kartus ile gerceklestirildigi gercek zamanli bir PCR cihazidir’. Sonug alma siiresi 45
dakika siirmekte ve izolasyon acisindan hizli 6nlem alma olanagi saglamaktadir. Gazin ve
arkadaslari® farkli PCR yéntemlerini karsilastirdiklari calismalarinda, GeneXpert® cihazinin
10-100 cfu/ml gibi dislik konsantrasyonlarda VRE’leri saptamada daha etkili oldugunu
bildirmislerdir.

VRE’lerin tespiti icin GeneXpert® vanA/vanB gercek zamanli PCR yéntemi (Cepheid,
ABD) ile kiiltiir ydntemini karsilastiran cesitli calismalar yapilmistir*>°-'1. Calismamizda,
kdltur yontemi altin standart olarak alindiginda, bu sistemin duyarlilik, 6zgullik, pozitif
ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %97.4, %98.4, %97.4, %97.4 olarak bulunmustur.
Durmaz ve arkadaslar'® tarafindan GeneXpert® vanA/vanB (Cepheid, ABD) ile 136 rektal
siriintu 6rneginde yapilan bir calismada bu degerler, bizim calismamizin sonuclarina
benzer sekilde, sirasiyla %100, %94.5, %81.8 ve %100 olarak tespit edilmistir.

Gercek zamanli PCR (Real-time PCR; Rt-PCR) yontemi, kiiltirden izole edilen VRE'lerin
tespitinde oldukga yararli olmakla birlikte, direkt striintli 6rneklerinde farkli sonuglar
elde edilmektedir'?'*, PCR’nin kiiltiire gére duyarliiginin diisiik saptanmasina, gaita-
da bulunan polimeraz enzimini inhibe eden maddelerin sebep olabilecedi belirtilmis-
tir' >4, Yapilan calismalarda, vanA genotipi icin %99.6 gibi yiiksek 6zgiilliik saptanmig
olmasina ragmen, vanB genotipi icin konvansiyonel ve Rt-PCR ile yalanci pozitiflikler
saptanmistir” 1519 vanB genotipi acisindan kiiltiir ile PCR arasindaki uyumsuzlugun,
diski florasindaki anaerop bakterilerin diren¢ genleri ya da besiyerinde kullanilan 3 pg/
ml vankomisin miktari ile vanB tasiyan suslarin inhibe olmasindan kaynaklanabilecegi
belirtilmistir'"181° Mak ve arkadaslari?® calismalarinda, Rt-PCR ile saptanan vanB geno-
tipinde yalanci pozitiflikler nedeniyle bu yontemle tespit edilen vanB varliginin kiltiirle
dogrulanmasini 6nermislerdir. Calismamizda Rt-PCR ile vanB olarak saptanan suslarin
kdltur ile konfirmasyonu yapilmistir.

Altun ve arkadaslarinin?' yaptiklari calismada, enterokoklardaki vankomisin direnci
Vitek 2.0 otomatize sistemi, disk diflizyon ve E-test yontemleriyle arastinlmis, t¢ yontem
de %100 uyumlu bulunmugstur. Cahsilan 199 enterokok susunun 25’i her ¢ yontemle
de vankomisine direncli olarak saptanmistir. Garcia ve arkadaslari??, Vitek 2.0 sistemi ile
(AST-P516 kart) 57 vanA izolatindan 2 (%3.5)’sinin, 16 vanBizolatindan tg¢unin (%18.8)
ve 26 vanCl] izolatindan 1 (%3.8)'inin tespit edilemedigini rapor etmislerdir. Bagka bir
calismada, Vitek 2.0 sisteminin (versiyon 4.01 yazilimi), vanA suslarinin tespit edilmesi
icin %98.5'lik bir duyarlihga ve vanB, vanC1 ve vanC2 enterokok tespiti icin %100°lik
bir duyarlihga sahip oldugu bulunmus ve bu sonuglarin, 6nceki Vitek 2.0 veri tabani kul-
lanilarak elde edilenlerden daha iyi oldugu belirtiimistir?®>. Calismamizda PCR ile direnc
fenotipi vanB olarak tespit edilen iki 6rnek, kilttirde treyen kolonilerin Vitek 2.0 cihazi
ile degerlendirilmesi sonucu vankomisine duyarl enterokok olarak tanimlanmistir. Ancak
bu orneklerin E-test ile vankomisine direncli olarak dogrulanmasi tizerine, PCR ile alinan
sonucun dogru olduguna karar verilmistir. Calismamizda Vitek 2.0 cihazinin, vanB tipi
direng fenotipine sahip 6rnekleri saptamada yanlhs sonuglar verebildigi gozlenmistir.
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GeneXpert® vanA/vanB Rt-PCR yéntemi, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikle, kisa zamanda
sonuc vermesi ve 100 cfu/ml dlzeyinde bakteriyi tanimlayabilmesi nedeniyle, 6zellikle
VRE tastyicihgr yiiksek riskli hastalarda rutin taramalarda énerilmektedir?®. Ancak rutin
kullanima karar verilebilmesi icin, hastanelerin VRE tasiyicilik oranlarinin epidemiyo-
lojik verilerle iyi degerlendirilmesi ve maliyet-etkinlik agisindan arastiriimasi gereklidir.
Calismamizda GeneXpert® vanA/vanB RT-PCR ydntemi, VRElarin tespiti icin, yalniz
baska bir hastaneden nakil gelen veya daha 6nce VRE enfeksiyonu veya tasiyiciligi oyku-
s olan hasta grubunda kullaniimistir.

Hizli molekdiler tekniklerin rutin bakteriyoloji laboratuvarinda kullanimi, bu yontemle-
rin dogrudan klinik 6rnekten bakteriyel patojenin saptanmasina yonelik hizli ve duyarli
sonu¢ vermeleri nedeniyle, yeni bir cagin baslamasina yol acmistir. Ancak, patojen
tanimlamanin yani sira antimikrobiyal direnci yansitan testlerin sayisi oldukca azdir.
Gundmiz kosullarinda rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mevcut sistemlerin
kullanimi yiiksek maliyetleri, gercek patojeni tespit edebilme guclikleri, fenotipik ve
genotipik diren¢ uyumsuzluklari nedenleriyle kisithdir. Bu calismada, Rt-PCR yontemi-
nin duyarhhk, 6zgillik, negatif ve pozitif prediktif degerleri yiiksek olarak saptanmustir.
GeneXpert® vanA/vanB (Cepheid, ABD) yéntemi, kisa siirede sonug alinabilmesi nede-
niyle kiltir yontemlerine gore giderek daha cazip goriinmekle birlikte, maliyet acisindan
kiltire gore daha pahalidir. Bu nedenle, her laboratuvarin kendi imkanlarina gore en
uygun yontemi secmesi gerektigi disinulmdastar.
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