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OZET

Bu calismada 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi'nin yogun bakim iiniteleri basta olmak iizere cesitli kliniklerinden génderilen
hastalarin muayene maddelerinden, bu hastalarla temast olan saglik personelinden, refakat¢ilardan ve hastane ortamindaki
cevre siirtintii orneklerinden vankomisine direngli enterokoklar (VRE) aragtirilmistir. Hastalara ait klinik érneklerden 3,
kolonizasyon arastirilan gruptan 2 ve ¢evresel siiriintii érneklerinden 3 adet olmak iizere 8 VRE kokeni izole edilmistir.
Enterococcus faecium olarak tamimlanan bu kokenlerde beta-laktamaz aktivitesi saptanmanugtir. Ampisiline direncli olan
VRE kékenlerinin ayni zamanda yiiksek diizey gentamisin, streptomisin ve teikoplanin direncine sahip olduklar: goriilmiistiir.
PCR ile Van A tipi dirence sahip olduklari belirlenen bu kékenlerin PFGE ile dort farkl klona ait olduklart saptanmus,
kokenler arasinda bir iliski bulunamanugtir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus faecium, vankomisin direnci, genotip, fenotip, klon
SUMMARY
Evaluation of Genotypic and Fenotypic Characteristics in Vancomycin Resistant Enterococcus faecium Strains

In this study, vancomycin resistant enterococci (VRE) were evaluated from clinical samples which were sent from patients of
intensive care units and also from patients of different departments of Istanbul University Cerrahpasa Medical Faculty,
Turkey. Also medical staff, patient companions who were in contact with those patients were screened along with the
hospital environment for the presence of VRE. Three of eight VRE were isolated from patient’s clinical specimens, 2 were
from the study group that colonization was screened and 3 were isolated from environmental smear samples. All VRE strains
were identified as Enterococcus faecium and no beta-lactamase activity was determined. Strains resistant to ampicillin were
found in the mean time resistant to high level gentamycin, streptomycin and teicoplanin. By PCR the vancomycin resistance
was found to be as Van A type resistance. By PFGE (Pulsed Field Gel Electroforesis) it was found that the VRE strains were
from 4 different clones. There were no correlation between the VRE strains.

Key words: Enterococcus faecium, vancomycin resistance, genotype, phenotype, clon

GIRIS Enterokoklarin son yirmi yildir antibiyotiklere giderek

. . . . artan diren¢ gostermesi ve cogul direncli kokenlerin

Son yillarda 6nemli hastane infeksiyonlarinin etkenle- . ) .
] o L ortaya c¢ikmasi enterokok infeksiyonlarinin tedavisini
ri arasinda yer alan enterokoklar, 6zellikle cesitli ne- .. y . e ..
onemli bir sorun haline getirmigtir. Vankomisin ve te-

denlerle immun sistemi baskilanmig veya hematolojik . C e . o . .
R . ikoplanin gibi glikopeptit antibiyotikler ¢oklu direngli
maligniteli hastalar ile intravaskiiler katater veya pro- o o i .
] i Gram-pozitif bakterilerin olusturdugu infeksiyonlarin

tez uygulanan hastalardan siklikla izole edilmeye bas-

tedavisi icin ¢cogu kez son secenek ilaglardir (3). An-
lamustir (1, 2).

cak diger antibiyotiklerde oldugu gibi glikopeptit anti-

biyotiklere de diren¢ gelisimi baglamis, ilk olarak
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rengli enterokoklar bildirildikten sonra diger Avrupa
iilkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde
direncli kokenler ortaya ¢ikmaya baglamig ve sorun
biitiin diinyaya yayilmistir(4-8).

Enterokok tiirlerinden, ozellikle E. faecium yiiksek
diizey glikopeptit direncinin yayilmasindan sorumlu
tutulmaktadir. Van A en sik bildirilen fenotiptir.
Konjugasyon ile transfer edilebilir. Ozellikte olan bu
direng S. aureus gibi 6nemli bir patojende A.B.D.'de
2002 yilinda bildirilmistir (8-11).

Tiirkiye'den ilk VRE kokeni 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi'nden bildirilmis bunu Giilhane Askeri
Tip Akademisi, Istanbul Tip Fakiiltesi ve Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi'nden bildirilen kokenler izlemis ve {il-
kemizde de VRE sorunu giderek artmaya baglamigtir
(12-17).

Buradan hareketle, hem hastanemizdeki vankomisin
direngli enterokok (VRE) kokenlerinin izlenmesi,
hem de aktarilabilen direng olmasi 6zelligi ile gele-
cek yillarda S.aureus kokenleri igin vankomisin di-
renci tehlikesi olusturmasi nedeni ile Ocak 2000 tari-
hinde Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalimizda bu arastir-
ma baglatilmigtir.

GEREC VE YONTEM

Bu aragtirmada, Ocak 2000-Kasim 2004 tarihleri ara-
sinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi'nin yogun bakim iini-
teleri basta olmak iizere ¢esitli kliniklerinden génde-
rilen hastalarin muayene maddelerinden, bu hastalar-
la temast olan saglik personelinden ve refakatciler-
den, hastane ortamindaki cevre siiriintii orneklerin-
den VRE arastirilmistir. VRE olarak saptanan koken-
lerin antibiyotiklere diren¢ profili, beta-laktamaz
iiretimi ve genotipleri incelenmistir.

Klinik 6rneklerden enterokoklarin ayirimi ve tanimi
Gram morfolojisi, katalaz, hemoliz, eskiilin hidrolizi,
9%6.5 NaCl'lii buyyonda iireme ve PYR hidrolizi gibi
ozellikler incelenerek standart klinik laboratuvar
yontemleri ile yapilmig, gerekli durumlarda API 20
Strep (Bio Merieux) kitlerinden yararlanilmigtir (18).

Hastalardan iiretilen ve VRE olarak tanimlanan ko-
kenlerin kaynagiin belirlenmesi amaciyla bu hasta-
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larla temasi olan saglik personeli ve refakatcilerden
birer hafta arayla 3 kez rektal siiriintii 6rnekleri alin-
mistir. Bu ornekler seftazidim (64 pg/ml) ve vanko-
misin (6 pg/ml) iceren safra-eskiilin besiyerine ekile-
rek VRE taramas1 yapilmistir (18, 19).

Hastalardan iiretilen VRE kokenlerinin hastane orta-
mindan kaynaklanip kaynaklanmadigimi aragtirmak
amaciyla, hastalarin bulunduklar1 ortamlardaki esya
ve tibbi cihazlardan (yatak basi, kap1 kollari, musluk
vanalari, telefon ahizeleri, tansiyon aletleri, stetes-
kop...) steril serum fizyolojik ile 1slatilmig ekiivyon-
lar ile siiriintii 6rnekleri alinmistir. Cevresel 6rnekler
seftazidim (64 pg/ml) ve vankomisin (6 pg/ml) ige-
ren safra-eskiilin besiyerine ekilerek VRE taramasi
yapilmustir (18,19).

Enterokoklarin vankomisin ve diger antibiyotiklere
diren¢ durumlar1 National Committee for Clinical
Laboratory Standarts (NCCLS, M100-S12)'in 6neri-
leri dogrultusunda katyon-ayarli Mueller-Hinton
buyyon (CAMHB) besiyeri kullanilarak sivi diliis-
yon testi (15) ve E testi (AB Biodisk) ile arastirilmig-
tir. Deneylerde kontrol kokeni olarak E. faecalis
ATCC 29212 kullanilmistir (20).

Enterokoklardaki beta-laktamaz varligi kromojenik
yontem (Nitrosefin strip, Oxoid) ile arastirtlmistir.
Bu testin kalite kontroliinde beta-laktamaz pozitif
S.aureus ATCC 29213 ve beta-laktamaz negatif
S.aureus ATCC 10211 kokenleri kullanilmistir (21).

VRE kokenlerinin klonal iligkileri ve iligkili koken-
lerde kaynagin belirlenmesi amaciyla, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hastaliklari
Unitesinde genotipik tiplendirme yontemleri uygu-
lanmustir. Direkt genotipleme i¢in hem DNA karyo-
tiplemesi hem de restriksiyon enzimi analizi yapabi-
len Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE, LKB-Phar-
macia 2015 Gene Navigator apparatus Pulsaphor
system Pharmacia-LKB, Stockholm, Sweden), amp-
lifikasyon bazli genotipleme i¢in Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) kullanilmigtir (18,19, 22-24).
PFGE ile elde edilmis olan makrorestriksyon bant
paternleri gorsel olarak Tenover ve ark tarafindan be-
lirtilen kriterler dogrultusunda degerlendirilmistir
(23).
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BULGULAR

Kanli jeloz besiyerinde hemoliz 6zellikleri incelenen
bakteriler klasik mikrobiyolojik yontemlerle Gram-
pozitif zincir yapan kok seklindeki morfolojileri, ka-
talaz negatifligi, eskiilini hidrolize etmeleri, %6.5
NaCl'lii buyyonda iiremeleri ve PYR pozitifligi ile
enterokok olarak tanimlanmis, API 20 Strep kiti ile
Enterococcus kokenlerinin tiir tanimlari yapilmistir.

Antibiyotiklere duyarlik testleri sonucunda hastalara
ait klinik orneklerden 3, kolonizasyon aragtirilan
gruptan 2 ve hastane ortamindan alinan c¢evresel
stirlintii 6rneklerinden 3 adet olmak iizere 8 kokenin
vankomisine direncli oldugu tespit edilmis ve bun-
larin tiimiintin E. faecium olduklart gozlenmistir.
Vankomisine direncli 8 E. faecium kokeninin hig-
birinde beta-laktamaz varli§1 saptanmamigtir. VRE
kokenlerinin tiimii ampisilin, gentamisin (yiiksek
diizey), streptomisin (yiiksek diizey) ve teikoplanine
direncli olarak bulunmustur.

Genotipik tiplendirme yontemlerinden PFEG sonug-
larina gore VRE kokenlerinin A, B, C ve D olarak
tanimlanan dort farkli klona ait oldugu, PCR ile de
tiim kokenlerin Van A direncine sahip oldugu sap-
tanmig ve kokenler arasinda bir iligki kurulamamig
ve farkli kokenler olduguna karar verilmistir.

E faecium olarak tanimlanan 8 vankomisin direncli
kokenin {iretildikleri kaynaklar ve antibiyotiklere
duyarliklar1 Tablo 1; genotipik 6zellikleri Tablo 2'de
gosterilmistir.

TARTISMA

Vankomisine direngli enterokoklar ilk olarak 1988
yilinda Uttley ve ark. tarafindan Ingiltere'den ve
Leclerq ve ark. tarafindan Fransa'dan bildirilmis,
bunu diger Avrupa iilkeleri ve Amerika Birlesik
Devletleri'nden bildirilen olgular izlemis ve bir¢ok
hastanede siklikla diyaliz, transplantasyon,
hematoloji ve yogun bakim iiniteleri basta olmak
tizere zaman zaman epidemilere de neden olan
VRE'ar hastane infeksiyonlarinin 6nemli etkenleri
arasindaki yerini almistir (1, 2, 4-6, 25).

Glikopeptit antibiyotiklerden vankomisin Gram
pozitif bakterilerde peptidoglikan prekiirsorlerine

Tablo 1. VRE kokenlerinin iiretildikleri kaynaklar ve
antibiyotiklere diren¢ durumlari
Antibiyotiklerin MIK degerleri (ug/ml)

VRE VRE

2l sl =] ] &1 =
iiretilen iiretilen = = 2 e E -2
. .. S| 2 £ Z = g
ornek klinik 2 = 8 s 5 g
x| E| 5| & | % | &
© & = >
idrar Gogiis 1 32 | 5127| 2000T| 32 256
Hastaliklari
Cerahat Cocuk 2| 32 | 5121|2000 32 32
Cerrahi
YBU*
Yara Plastik 3] 32 | 5127|2000 | 32 | 64

siiriintiisii | Cerrahi

Rektal Anestezi 4| 64 | 5121|2000 64 128
siirtintii YBU*

Rektal
surtintii
Ortam Anestezi | 6 | 32 | 5121|20007| 32 | 128
(yatak bas1) YBU*

Ortopedi 5] 16 | 5121|2000t | 32 32

Ortam Anestezi 71 32 | 5121| 20007 32 256
(yatak bagr) | YBU*

Ortam Plastik 8| 64 | 5121]20007| 32 32
(yatak bagt) | Cerrahi

*Yogun bakim iinitesi

Tablo 2. VRE kokenlerinin genotipleme sonuclari

VRE iiretilen

HASTALAR TASIYICILAR ORTAM
kaynak
Koken no 1 2 3 4 5 6 7 8
Klon tipi A B B A B C D A

Direng fenotipi |VanA|Van A |[Van A|Van A |Van A [Van A |Van A |Van A
ve genotipi

baglanarak etki eder. Pentapeptidin serbest karboksi
ucunda bulunan D-ala-D-ala terminal ucuna baglanir
ve peptidoglikan sentezini dolayisiyla hiicre duvari
sentezini engeller. VRE'lerde ise ligaz enzimi ile
D-ala-D-ala ucunun yapisini degistirir ve uca
vankomisinin baglanma yetenegi azalir. Boylece
hiicre duvar1 sentezi ve iireme devam eder.
Giinlimiizde spesifik ligaz genlerinin varlifina gore
yapilan siniflandirmada Van A, Van B, Van C, Van
D, Van E ve Van G olarak adlandirilan 6 farkli direng
fenotipi tanimlanmigtir. Van A direnci indiiklenebilir
ve aktarilabilir bir direngtir. Diren¢ genleri Tn 1546
transpozononunda bulunan 7 gen tarafindan kontrol
edilir (10, 19, 25, 26).
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Tablo 3. Tiirkiye'de hastalardan izole edilen VRE kokenleri
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- MIK degeri (ug/ml)
A ki
raghirmact, Klinik drnek VRE tiirii Vankomisin

yer, tarih direng fenotipi Vankomisin Teikoplanin
Vural k.
AE:Z]y\: ?;98 (12) Plevra s1visi E faecium Van A 256 64
Basustaoglu ve ark. Kan . Van A
Ankara, 2000 (13) E faecium an 256 64
Ongen ve ark. Santral vendz .
. E faec Van A 512 32
istanbul, 1999 (14) katater Jaecium
Mamal Torun ve ark. Cerahat E faecium Van A 32 kY)
Istanbul, 1999 (15)

Kan E faecium Van A 256 64
Akinci ve ark. . )

Safra E faecium Van A 256 128
Ankara, 2002(16)

Kan E faecium Van A 128 128
Aydogan ve ark. Yara siiriintiisii E faecium Van A 256 64
Ankara, 2002 (17)
Bu calisma Idrar E faecium Van A 256 64
Mamal Torun ve ark. Cerahat E faecium Van A 32 32
Istanbul,

Yara siiriintiisii E faecium Van A 64 32

Tiirkiye’de ilk VRE kokeni 1998 yilinda Vural ve
arkadaglar1 tarafindan Akdeniz Universitesinden
bildirilmis ve bunu 1999 yilinda Basustaoglu ve
arkadaslar1 tarafindan Ankara Giilhane Askeri Tip
Akademisinden bildirilen kokenler izlemis, VRE
sorunu iilkemizde de giderek artmaya baglamigtir (12-
17) (Tablo 3).

Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde ilk VRE kokeni 1999
yilinda Anabilim Dalimizda Mamal Torun ve
arkadagslan tarafindan bir abse cerahatinden izole
edilmistir API 20 strep kiti ile E.faecium olarak
tanimlanan bu kokenin sivi diliisyon testi ile yapilan
incelemesinde vankomisin MIK degerinin 32 pg/ml,
teikoplanin MIK degerinin aym sekilde 32 pg/ml
oldugu bulunmus ve sonug E testi ile tekrarlanmistir
(15).

Bu arastirma sirasinda gogiis hastaliklari, plastik
cerrahi ve cocuk cerrahi yogun bakim iinitesi olmak
tizere li¢ farkli boliimdeki hastalardan vankomisin ve
teikoplanine direngli ii¢ farkli E.faecium kokeni izole
edilmig, bu kokenler ayni zamanda ampisilin,
gentamisin ve streptomisine yiiksek diizeyde direngli
olarak bulunmustur. Ulkemizde hastalardan izole
edilen VRE kokenleri incelendiginde hepsinin

156

E faecium oldugu ve Van A tipi diren¢ tasidiklar
goriilmektedir (Tablo 3). Ayrica bizim olgularimizda
oldugu iilkemizdeki diger VRE kokenlerinde de
heniiz beta-laktamaz pozitifligi saptanmamigtir (12-
17).

Insanlarmn gastrointestinal sistem florasimin bir iiyesi
olan enterokoklar, hastane ortaminda ve saglik
calisanlarinin ellerinde uzun siire canli kalabilmekte
ve dolayisiyla el yikama aligkanligiin iyi olmadigi
birimlerde bu kaynak kisilerden hastane icine kolayca
yayilabilmektedir. Bu tiir direncli enterokoklar saglik
calisanlarinin, hatta hastalarin  gastrointestinal
sisteminde kolaylikla kolonize olabilmekte ve hastane
icinde yayilimlar1 i¢in bir kaynak olusturmaktadirlar
(27-29). Bu nedenle aragtirmamizda hastalardan VRE
izole edildikten sonra, bunlarin kaynag arastirillmaya
calisilmig, kolonize olan sahislarin  rektal
siiriintiilerinden 2, ¢evre siiriintiilerden 3 olmak iizere
toplam 5 VRE kokeni iiretilmistir. Ancak E.faecium
olarak belirlenen ve Van A direncine sahip olduklari
gozlenen bu kokenlerin molekiiler tiplendirme
yontemleri ile farkli klonlara ait oldugu birbirleriyle
ve hastalardan izole edilen kokenlerle iliskili
olmadiklar1 saptanmigtir.
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Enterokoklarda bulunan ve yiiksek diizey vankomisin
direncinden sorumlu olan Van A geni plazmidlerle
streptokoklar ve stafilokoklara transfer edilebilme
ozelligindedir. 2002 yilinda A.B.D.'nin iki ayr1
bolgesinde iki hastadan vankomisine direncli iki
S.aureus kokeni izole edilmis, bunlarin Van A geni
tagidigr  saptanmustir. Bu  yiiksek diizeydeki
vankomisin direncinin E.faecalis ' den transpozonlar
araciligr ile nakledildigi diisiiniilmektedir (8, 28).
Ulkemizde ilk olarak 1998 yilinda VRE bildiriminden
sonra degisik bolgelerden VRE infeksiyonlari ile
ilgili yaymlar artmaya baglamistir (12-17).
Cerrahpagsa Tip Fakiiltesinde 1999 yilinda
bildirdigimiz ilk VRE infeksiyonundan sonra ii¢
farkli hastada daha VRE infeksiyonu gelismesi,
kolonize kisilerin olmasi, hastane ortaminda cevresel
orneklerde VRE tespit edilmesi, bu tasinabilir
direncin yillar icinde daha yaygin bir sekilde
karsimiza ¢ikacaginin  gostergesidir.  Ayrica
tilkemizde, stafilokoklarda metisiline direng
oranlarmin yiiksek olmasi vankomisin kullanimini
artirmaktadir.  Bir¢ok  yayinda  vankomisin
kullaniminin infeksiyon ve kolonizasyon igin bir risk
faktorii  oldugu bildirilmekte, S.aureus ve
S.epidermidis' de vankomisin direnci riskini artirdig1
vurgulanmaktadir (27, 28, 30-32). Bu nedenle bugiin
icin tehlikeli boyutlarda goriilmeyen bu vankomisin
direnci zamanla hem enterokoklarda artarak, hem de
heniiz iilkemizde bildirilmemis olmasina ragmen
S.aureus'da vankomisin direnci ortaya cikacaktir. Bu
tehlikelerin  onlenebilmesi i¢in antibiyotiklerin
kontrollii  bir  sekilde
enterokoklarda hem de stafilokoklarda vankomisin

kullanilmasi,  hem

direncinin siirekli olarak izlenmesi gereklidir.
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