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OZET

Bu calismada, Van Yiiziincii Yil Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi pediatri servisinde dokuz aylik bir
hastanin idrarindan, bu hastane ve bélgedeki ilk vankomisine direncli enterokok (VRE) susunun izole edil-
mesi Uzerine, bu serviste baska VRE izolatlarinin varliginin arastiriimasi, direng genotiplerinin tespiti ve
izolatlar arasindaki klonal iliskinin degerlendirilmesi planlanmistir. Bu amagla hastalardan 28 rektal stiriin-
td, 28 cilt siiriintusd, hastalarin bakimindan sorumlu personelden 12 cilt siirlintlsi, hastalarin annelerin-
den 15 cilt suriintlisii ve servisten 96 cevre érnegi alinmistir. izole edilen suslarin antibiyotik duyarhlikla-
r ve diren¢ genotipleri tespit edilmis; izolatlarin molekdler tiplendirmesi “pulsed-field” jel elektroforezi
(PFGE) ile yapilmistir. Birinci olgu disinda; biri baska bir hastanin idrarindan, 12'si tarama 6rneklerinden
(8 olgunun rektal stiriintl, bir olgunun cilt 6rnegi ve Ug hasta yatagi 6rnegi) olmak lzere 13 izolat daha
elde edilmistir. BUtln izolatlar Enterococcus faecium olarak tanimlanmis ve benzer antibiyotik duyarlilik
profillerine sahip olduklari gézlenmistir. izolatlarin hepsinde vanA geni tespit edilmistir. PFGE sonuclari,
iki major klon ve bu klonlarla yakin iliskili bes klonun varligini ortaya koymustur. Sonug olarak; Van bol-
gesinden ilk VRE izolasyonunun ve birden fazla klonun yayiliminin bildirildigi bu calisma, tlkemizde ¢ok
yaygin gibi goriinmese de, giderek artan izolasyon oranlari ile VRE'lerin potansiyel dnemini vurgulamak-
tadr.

Anahtar sozciikler: Vankomisine direncli enterokok, nozokomiyal enfeksiyon, klonal iliski, pulsed-field jel
elektroforezi, Tiirkiye.
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Van Yiziincl Yil Universitesi Pediatri Servisinde Vankomisine
Direncli Enterokoklarin ilk izolasyonu ve Cogul Klonlarin Tespiti

ABSTRACT

Upon isolation of the first vancomycin resistant enterococcus (VRE) from the urine sample of a nine
months old patient in pediatric unit of Van Yuzuncu Yil University Hospital (located in eastern part of
Turkey), we aimed to search for the presence of VRE isolates in the unit, to determine the resistance
genotypes and to evaluate the clonal relationships among isolates. A total of 28 rectal swabs and 28 skin
swabs from the patients, 12 skin swabs from the staff giving care to the patients, 15 skin swabs from the
mothers of the patients and 96 environmental samples from the pediatric unit were screened. Antibiotic
susceptibilities were tested and the resistance genotypes were determined. Molecular typing of the iso-
lates was performed using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Apart from the first case, 13 more VRE
isolates, one being a clinical isolate from the urine of a patient and 12 isolates from the screening sam-
ples (8 rectal swabs, one skin swab and three swabs from patients’ beds) were obtained. All of the iso-
lates were identified as Enterococcus faecium with similar antibiotic susceptibility patterns. VanA gene was
present in all of the isolates. PFGE demonstrated two major clones and five clones closely related with
the major ones. This was the first VRE isolation and colonization reported in our region. The isolates
belonged to more than one clone. Currently, VRE did not seem to be a significant pathogen in Turkey,
however, there may be an underestimation of the problem and continuous surveillance studies should
be undertaken in every region.

Key words: Vancomycin resistant enterococcus, nosocomial infection, clonal relation, pulsed-field gel
electrophoresis, Turkey.

GiRis

Vankomisine direncli enterokoklar (VRE) son zamanlarda 6nemli hastane patojenleri
haline gelmistir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde VRE’'ye bagli hastane enfeksiyon-
larinin orani yiiksek iken, bu oranlar Avrupa ve Tiirkiye’de heniiz disiiktir'2. Ulkemiz-
de, 1998 yilindaki ilk izolasyonundan® sonra VRE enfeksiyonu ve kolonizasyonunu bildi-
ren calismalarin®® yani sira, VRE prevalansinin disiik oldugunu ya da VRE bulunmadig-
ni bildiren calismalar da mevcuttur® 4,

VRE’ye bagli enfeksiyonlar; hizli yayilma riski, yuksek mortalite oranlari, kisith tedavi
secenekleri ve bakterinin vankomisin direncini diger patojenlere aktarma riski nedeniyle
énem tasimaktadir'>'6, Hasta ve hastane calisanlarinin giysileri, tibbi aletler ve cevre yii-
zeyleri VRE'nin tespit edilebildigi bolgelerdendir'”18,

Bu calismada Van Yiiziincii Yil Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi pediatri servisinde
dokuz aylk bir hastanin idrarindan, bu hastane ve bolgedeki ilk VRE'nin izole edilmesi
Uzerine, bu serviste baska VRE izolatlarinin varliginin arastinlmasi, direng genotiplerinin
tespiti ve izolatlar arasindaki klonal iliskinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Yiiziincii Y1l Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi 12 yillik, 600 yatakli bir arastirma ve
uygulama hastanesidir. Pediatri servisi, yedisi pediatri yogun bakima ait olmak Gzere 33
yatak kapasitesine sahiptir. Serviste, yedi hasta odasi ve bir yogun bakim Unitesi bulun-
makta ve Ug¢ hemsire ve ¢ hasta bakici gorev yapmaktadir.
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Bu bolgeden ilk VRE izolati pediatri servisinde yatmakta olan dokuz aylik kiz bebegin
idrar kiiltiriinden izole edildi (10> CFU/ml, vankomisin ve teikoplanine direncli Entero-
coccus faecium). Hastanin protein enerji malnitrisyonu, diyaresi, pnomonisi ve siipheli
idrar yolu enfeksiyonu mevcuttu. Hastanin 10 glinliik hastanede yatis ve genis spektrum-
lu antibiyotik (seftriakson) kullanim 6ykisi vardi. Bes glin sonra ayni servisten bes aylik
baska bir kiz hastanin idrarinda yine vankomisin ve teikoplanine direncli E.faecium (re-
mesi Uizerine ayni glin pediatri servisinde baska VRE varligini arastirmak lizere tarama ¢a-
lismasi planlandi. Bu amacla pediatri servisinde yatan 28 hastanin her birinden; rektum,
cilt ve hasta yatagindan olmak lizere lger suriintli 6rneklemesi yapildi. On iki personel
ve 15 hasta yakinindan VRE kolonizasyonunu arastirmak tizere cilt striintli 6rnekleri alin-
di. Toplam 96 adet cevre (kapilar, yatak ve yatak basindaki sandalyeler, yatak basindaki
masalar, odadaki dolaplarin ylzeyleri) ve alet orneklemesi yapildi. Tarama kdlturleri icin
4 pg/ml vankomisin iceren safra-eskiilin sivi besiyeri kullanildi. izolatlar, safra varliginda
treme, eskilin hidrolizi, %6.5 NaCl iceren besiyerinde Greme, pirolidonil akrilamidaz re-
aksiyonu gibi geleneksel yéntemler ve Phoenix™ NMIC/ID (Becton Dickinson, ABD) sis-
temi ile tanimlandi. izolatlarin vankomisin, teikoplanin, ampisilin, linezolid, rifampin, tet-
rasiklin, siprofloksasin ve levofloksasine duyarlilik durumlari Phoenix™ NMIC/ID sistemi
ile test edildi. Kontrol icin E.faecalis ATCC 29212 kullanildi. Ayni zamanda vankomisin,
teikoplanin, ampisilin, linezolid, rifampin, tetrasiklin, siprofloksasin, levofloksasin, eritro-
misin, kloramfenikol, doksisiklin ve gentamisin ile streptomisin (ylksek diizey aminogli-
kozid direnci icin) diskleri kullanilarak “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLS)”'? 6nerilerine gére Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile de duyarlilik testleri ya-
pildi. Vankomisin ve teikoplanin i¢in minimum inhibitér konsantrasyonlar (MiK) E-test
(AB Biodisk, isvec) ile belirlendi.

Direng genotiplerinin belirlenmesi icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 6ncesinde,
DNA ekstraksiyonu, lizozim ve proteinaz K kullanilarak ve fenol-kloroform ile presipitas-
yon yapilarak gerceklestirildi?®. vanA and vanB genlerini es zamanli olarak amplifiye et-
mek icin Dutka-Malen ve arkadaslari?! tarafindan tanimlanan primerler kullanilarak PCR
yapildi; beklenen uriinler vanA geni icin 732, vanB geni icin 635 baz-cifti uzunlugun-
daydu.

izolatlarin klonal iliskisi, genomik DNA'nin “pulsed-field” jel elektroforezi (PFGE) ile
degerlendirildi. Genomik DNA'nin izolasyonu Elliot ve arkadaslan®? tarafindan tanimla-
nan protokolle (mutanolizin yerine 5U/ml lizostafin kullanilarak) yapildi. DNA'nin restrik-
siyonu, 24U Smal (Sigma, Steinham, Almanya) enzimi ile 24 saatte 25°C’de yapildi.
Elektroforez, CHEF-DR Il sistemi (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belcika) ile baslangic
ve bitis vurus sireleri sirasiyla 5 ve 40 saniye olacak sekilde 10°C isida 22 saatte gercek-
lestirildi. Sonuclar, Tenover degderlendirme kriterlerine uygun sekilde yorumlandi?3.

Diren¢ genotiplerinin tayini icin DNA ekstraksiyonu ve PCR, molekiiler epidemiyolojik
degerlendirme icin PFGE Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda yapild.
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BULGULAR

Calismamizda, 9 hastaya ait 11 rektal ve cilt striinti ornegi ile 3 cevresel 6rnekten ol-
mak Uzere toplam 14 VRE izolasyonu yapilmistir (Tablo I). Birimde calisan personel, has-
ta yakinlari ve aletlerden VRE izole edilmemistir. VRE izole edilen hastalarin hepsinde ge-
nis spektrumlu antibiyotik kullanimi, iki hastada yogun bakimda yatig, bir hastada ma-
lignite 6yklst mevcuttur. indeks olgunun hastaneye kabuliinden 6nce bagka bir hasta-
nede 1.5 ay yatis hikayesi oldugu belirlenmistir.

Kolonize olmayan 19 hasta cesitli metabolik hastaliklar ve enfeksiyonlar nedeniyle ser-
viste yatmaktadir (Tablo II). Hepsinin genis spektrumlu antibiyotik kullanma ve daha 6nce
hastanede yatis, ikisinde yogun bakimda kalma ve birinde malignite oykiisti mevcuttur.

Antibiyotik duyarllk test sonuclarina gore, butiin izolatlar vankomisin, teikoplanin,
ampisilin, eritromisin ve rifampine direngli iken linezolid ve tetrasikline duyarli bulun-
mustur. Bitln izolatlarda yliksek diizey aminoglikozid direnci saptanmustir. Bunlarin di-
sinda, ikinci hastaya ait izolatlar (izolat 2, 3, 4) kloramfenikole, yedinci hastaya ait izolat-
lar da siprofloksasin ve levofloksasine direnclidir. E-test ile bitiin izolatlarin vankomisin
ve teikoplanin icin MIK degerleri > 256 ug/ml olarak belirlenmistir.

Butiin izolatlarda vanA geni tespit edilmistir. PFGE analizi ile 14 izolatin 9’unun iki ma-
jor PFGE bant profili olusturdugu gozlenmis; A profilinde iki izolat, B profilinde yedi izo-
lat bulunmustur. Bunlarin disinda kalan izolatlardan 3G A profilindeki izolatlar ile yakin
iliskili (A1, A2, A3), 2'si de B profilindeki izolatlar ile yakin iliskili (B1, B2) olarak deger-
lendirilmistir (Resim 1, Tablo I).

Sonraki haftalarda pediatri servisindeki tim kdlttrler VRE agisindan negatif oluncaya
dek haftalik tarama kulturleri alinmis, sonrasinda tarama araligi ayda bire diistriImusgtr.
Kolonize olan tim hastalar taburcu edildikten sonra devam eden taramalarda baska ko-
lonizasyon veya enfeksiyon gézlenmemistir.

TARTISMA

VRE salginlariyla iliskili olarak yapilan molekiiler epidemiyolojik calismalarda, siklikla
cogul VRE klonlarinin mevcudiyetinden s6z edilmektedir. Bazi durumlarda, erken do-
nemde saptanan VRE izolatlarinin tek bir klondan kaynaklandigi bulunmustur'. Molekii-
ler tiplendirme calismalari, VRE'nin bir hastanede veya toplumda uzun sireli varligi du-
rumunda, vankomisin direncinin, plazmidler veya transpozonlar aracihgyla farkh klonla-
ra yaylldigini kanitlamaktadir'.

Bu calismada, indeks olgudan, hastaneye yatig sonrasi birinci glinde alinan idrar kiil-
tarinden VRE izole edilmesi, bakterinin toplumdan edinilmis olabilecegini gostermistir.
VRE B klonu ile kolonize olan 2 no’lu hastanin, uzun suredir hastanemizde yatmakta ol-
dugu ve baska bir hastanede daha 6nce yatis 6ykisi bulunmadigi belirlenmistir. B1 klo-
nu ile kolonize olan 6 no’lu hastanin, hastanemizde daha 6nceden kisa streli yatis dyku-
sl bulundugu gozlenmistir (Tablo I). Benzer VRE klonlarinin farkl hasta odalarinda mev-
cudiyeti; hastane odalarinin yetersiz ve diizensiz temizligi, hastane personelinin ayni el-

538 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Gldlcuoglu H, Aktas E, Begendik Comert F,

Aygiil K, Ozl N, Baykal S, Berktas M, Ceylan A.

‘qu3usonseb 1Ny Dy ‘nuokisyajus njoA Jeip| :3A] ‘alediq

"UISILIOYUBA VA ‘|0Zep
-IUCIIBN YN ‘wiepjeqns/ulisidwy AYS ‘WISHeI04aS 1X 1D ‘UIISIUDd :d ‘[ONIUBjWRIOfy (dIND ‘Wauadiw] JAd| ‘UOSHeLYDS :OYD MIZoWIak unwiwj :A] “1sa)un wiyed unfo
‘NGA ‘uoAse|nbeoy Js|nyjseAe Ul BUILISSI YA ‘WoIpUas ynisobejowsH SH ‘Isdajid] :d3 ‘elpaw 110 1Y JNOV ‘NUSUSIA :FN ‘1B11Zownak ¥219Qq 1My AGY ‘N[ejasul (SN

1a “1Be1eA eISEH AH ‘MUNINS [e)}aY :SY ‘NUOASLINUIEW Il19US UIR0I (NTd ‘lUoWQUd INd P43 3 ‘uipey| =

andlwuan (1101 ou eisey) ap, il ojgel 13|ib|iq eiseH .

~N

- - - - - - g YuDA > AH - - sl
- - - - - - fy YuoA 3 AH - - €1
- + (®ug Ae |) e NI + pl[€ v YUDA 4 SY Ae 6/3 6 4!
+ - - VS “X1D - SH d YUDA ° Sy Sek ¢ 1/ 8 LL
- - (edougeyey ) e INdI 'X1D + Nd AN v VUDA q Sy Ke 6/3 L oL

(auo

- - unb og) e dD - dd 'q vuoA P Sy Seh9/3 9 6
- - - d 'X1D dAD + NOV ‘Nd d YUDA p SY Sek /3 S 8
- - - d X1D dAD + N 'v YUDA > Sy ke 6/3 4 L
d YUDA 2 AH Ke 1z/3 € 9
- + - oud - AQY g vuoA > Sy Ae 1z/3 € S
d YUDA q SY Ke g/ 4 14
q VUDA q o Ae g/ 4 €

Al (nbjo

‘SN3 U
- - - AdI ‘04D + oV d YUDA q Jelpl Ke g/ 4 4

I ‘Ald (nbjo

(3du0 ‘Wad syapu)
- - Aeg1)q (0): 8] - ‘Nd v YUDA e Jelpl Ke 6/ L L
Al nsmjAo  (q) sueisey spjoAiqrue  nsmyjho jieisey  yyoad  1dnousb iIsepo  eudey| Sef eisey 1e|oz|

auubijey  Snek eyseq 1301p 1AeP3) uejel 394d Suaaqg esey /¥Afisu
ngaA  ‘(e) sueisey  1Bipuepny 3 VA enjy

1uhe ‘nsmjho
$nnek pPduQ

12)16y1g yilojoAiwapid3 3y pippISLH 1BIP[IPT 2pj3 ULILAD|OZ| °| O|qDL

MiKROBiYOLOJi BULTENiI

539




Van Yiziincl Yil Universitesi Pediatri Servisinde Vankomisine

Direncli Enterokoklarin ilk izolasyonu ve Cogul Klonlarin Tespiti

‘uipisidwy S 1e4Ins UIsexIuY (SNY “Jeue|naep-u

SHOWY DAY ‘|0ZePIUCIIBA I ‘Wepeqins/ulisidwy VS

‘WISYeI0RS X 1D ‘UIlISIURd id ‘|OIUDJWRIOLY :dIND ‘WiauRdIW| ] ‘UOSYRLDS :0YD ‘UISILIONUBA 1WA “HIIZ3WIRA Unwiw| :A| ‘Is93un wijeq unfoA :NgA “@513 3 ‘uipey
181W3IsOb op,| ojqel 19]IB|1Iq UOASeZIUO|OY [9SARS Jie eiejeisey Ng

MiKROBIYOLOJi BULTENI

- + - X1 ‘NVS - Hegasul Ae 6/3 74
+ + (3ug fe |) e X1D ‘NVS - 1waso| profAIW Iy Sed ¢/3 LT
- + - X1D + 1zau3e [ed]! ‘luowoud unb /3 9z
- - - - + aysiuojodiy Ae g1/3 Y4
- - - SNV AV - nuoAstnujew ilpus uR3old Ae 13 <4
J91Ud04)sRD INYjR
- - (3ug X ¢) g X1D ‘NVS - ‘sisdas ‘1ax101ysemy| Sek v/3 €T
- - - X1D ‘NVS - SUIEIIELTIN ) Aez/a a4
nedojeasua jisuepadiy
- - (ug heg|)e X1D + SfijzawiaA [euas yiuody| Sek 1/ 4
- - - INVS ‘X1D - Hpley SeA z 1L/ 0z
- - (eug Ae |) e NI NVS - sisdag Ae 13 6l
- - (dug ke ) e AV ‘X1D - luowioud Sed v/3 8l
- - (3dug eyey 7) e YA SNV ‘NI X1D + HIMHIUSA ‘Yfususiy Kez/3 /L
- - - - - 13qeiq Seh 6/ 91
NZOoug]s Jajle |eusal
- - - DNV - NS [e132IN0Y1ZA e /3 SL
- - - X1D + luowioud SeAz1L/3 vl
- - (edug heg)e X1D ‘AVS ‘dIAD - luowoud ek 6/3 €L
- - - 0¥ X1D - WoIpuas 31043N Seh z/M 4
- - (eduounb z1) q 0¥D ‘VS - SIIEIVELTIN ) Ke 12/ <Ll
- - (eugunb g1) q YA “X1D dIND + luowoud Ae g/l A0l
Al/anubijen nsmjAo (q) aueisey eyseq pnofiqnue nsmjAo yieisey Sek/1ahisurd ou ejsey
$nek ngA ‘(e) auejsey 1uke 1301p ISIABP3) VA ueje eny
‘nsmjho $nek pdUQ uejiue|ny

112)16)1g yilojoAiwiapidy uLIbIPISDH UDADWIO NUOASDZILUOJOY 2A UDIDA 2ISIAIAS IUAY ] O]qDL

540



G[ld[jg[]oglu H, Aktas E, Begendik Comert F,
Aygul K, Ozli N, Baykal S, Berktas M, Ceylan A.

B A B A B B A B, M
2 1011 12 3 4 13 14 M

) B

:

»rrorr

. ]
| &

Resim 1. Smal enzimi ile kesilen genomik DNA’nin PFGE analizi. 1-14, degerlendirilen 14 VRE izolatini, M;
standart molekiiler belirteci temsil etmektedir.

divenle birden fazla hasta ile temasi ve hasta yakinlarinin farkli odalardaki hastalarla te-
masi ile iliskilendirilmistir?*. Bununla birlikte, bu calismada, ayni odalardan, farkli VRE
klonlari ve iliskili klonlar elde edilmistir. Buna ragmen, saglik personelinin ellerinde veya
hasta yakinlarinda VRE kolonizasyonu saptanamamistir.

Hastanede uzun sureli yatisin, hastalarda capraz bulasa duyarlihg artiracagi bilinmek-
tedir®. Bu calismada, kolonize/enfekte hastalar ve kolonize olmayan hastalar arasinda,
hastanede yatis strelerinin ortalama uzunluklari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
g6zlenmemistir. Kolonize olan ve olmayan hastalar arasinda, diger epidemiyolojik 6zel-
likler (yas, antibiyotik kullanimi, hastanede yatis uzunlugu, yogun bakimda kalis, onko-
lojik rahatsizliklar) acisindan da anlamli fark bulunmamistir. PFGE analizi birden fazla klon
ve cesitli iligkili klonlarin varigini (Tablo 1) ortaya koymustur. Kolonize olan ve olmayan
hastalar arasinda hastanede yatis surelerinin uzunluklari ve epidemiyolojik 6zellikler aci-
sindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi, VRE'nin hastanede veya toplumda
uzun sureli varhgini disindirmusgtur.

Avrupa’da, VRE izolatlarinda baskin olan diren¢ geni vanA’dir?. Bu calismada da sap-
tanan tim VRE izolatlarinda vanA geni bulunmustur. Bu calisma ile VRE tespit edilmesiy-
le birlikte, Hastane Enfeksiyon Kontrol Komitesi ivedi olarak durumdan haberdar edilmis,
kolonize olan ve olmayan hastalar birbirinden ayrilmis, hastane personeline kontrol 6n-
lemleri ve uygulamalar ile ilgili egitim toplantilari diizenlenmistir. Pediatrik hastalarda
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VRE kolonizasyonu agisindan tarama amacli bir stirveyans calismasi planlanmistir. Sonug
olarak; calismamizda Van Bolgesinde bilinen ilk VRE enfeksiyonu ve ¢cogul klonlarla kolo-
nizasyonun varligi gosterilmistir. Ulkemizde VRE varligi ve yayiliminin bilinenden daha
fazla olabilecedi, bu nedenle bu izolatlarin tespiti ve uygun siirveyans calismalarinin ya-
piimasi 6nem arz etmektedir.
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