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ÖZET

Bu çalışmada, Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Tıp Fakültesi Hastanesi pediatri servisinde dokuz aylık bir
hastanın idrarından, bu hastane ve bölgedeki ilk vankomisine dirençli enterokok (VRE) suşunun izole edil-
mesi üzerine, bu serviste başka VRE izolatlarının varlığının araştırılması, direnç genotiplerinin tespiti ve
izolatlar arasındaki klonal ilişkinin değerlendirilmesi planlanmıştır. Bu amaçla hastalardan 28 rektal sürün-
tü, 28 cilt sürüntüsü, hastaların bakımından sorumlu personelden 12 cilt sürüntüsü, hastaların annelerin-
den 15 cilt sürüntüsü ve servisten 96 çevre örneği alınmıştır. İzole edilen suşların antibiyotik duyarlılıkla-
rı ve direnç genotipleri tespit edilmiş; izolatların moleküler tiplendirmesi “pulsed-field” jel elektroforezi
(PFGE) ile yapılmıştır. Birinci olgu dışında; biri başka bir hastanın idrarından, 12’si tarama örneklerinden
(8 olgunun rektal sürüntü, bir olgunun cilt örneği ve üç hasta yatağı örneği) olmak üzere 13 izolat daha
elde edilmiştir. Bütün izolatlar Enterococcus faecium olarak tanımlanmış ve benzer antibiyotik duyarlılık
profillerine sahip oldukları gözlenmiştir. İzolatların hepsinde vanA geni tespit edilmiştir. PFGE sonuçları,
iki majör klon ve bu klonlarla yakın ilişkili beş klonun varlığını ortaya koymuştur. Sonuç olarak; Van böl-
gesinden ilk VRE izolasyonunun ve birden fazla klonun yayılımının bildirildiği bu çalışma, ülkemizde çok
yaygın gibi görünmese de, giderek artan izolasyon oranları ile VRE’lerin potansiyel önemini vurgulamak-
tadır.

Anahtar sözcükler: Vankomisine dirençli enterokok, nozokomiyal enfeksiyon, klonal ilişki, pulsed-field jel
elektroforezi, Türkiye.
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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.

GİRİŞ

Vankomisine dirençli enterokoklar (VRE) son zamanlarda önemli hastane patojenleri
haline gelmiştir. Amerika Birleşik Devletleri (ABD)’nde VRE’ye bağlı hastane enfeksiyon-
larının oranı yüksek iken, bu oranlar Avrupa ve Türkiye’de henüz düşüktür1,2. Ülkemiz-
de, 1998 yılındaki ilk izolasyonundan3 sonra VRE enfeksiyonu ve kolonizasyonunu bildi-
ren çalışmaların3-8 yanı sıra, VRE prevalansının düşük olduğunu ya da VRE bulunmadığı-
nı bildiren çalışmalar da mevcuttur9-14.

VRE’ye bağlı enfeksiyonlar; hızlı yayılma riski, yüksek mortalite oranları, kısıtlı tedavi
seçenekleri ve bakterinin vankomisin direncini diğer patojenlere aktarma riski nedeniyle
önem taşımaktadır15,16. Hasta ve hastane çalışanlarının giysileri, tıbbi aletler ve çevre yü-
zeyleri VRE’nin tespit edilebildiği bölgelerdendir17,18.

Bu çalışmada Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Tıp Fakültesi Hastanesi pediatri servisinde
dokuz aylık bir hastanın idrarından, bu hastane ve bölgedeki ilk VRE’nin izole edilmesi
üzerine, bu serviste başka VRE izolatlarının varlığının araştırılması, direnç genotiplerinin
tespiti ve izolatlar arasındaki klonal ilişkinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Tıp Fakültesi Hastanesi 12 yıllık, 600 yataklı bir araştırma ve
uygulama hastanesidir. Pediatri servisi, yedisi pediatri yoğun bakıma ait olmak üzere 33
yatak kapasitesine sahiptir. Serviste, yedi hasta odası ve bir yoğun bakım ünitesi bulun-
makta ve üç hemşire ve üç hasta bakıcı görev yapmaktadır.
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Bu bölgeden ilk VRE izolatı pediatri servisinde yatmakta olan dokuz aylık kız bebeğin
idrar kültüründen izole edildi (105 CFU/ml, vankomisin ve teikoplanine dirençli Entero-
coccus faecium). Hastanın protein enerji malnütrisyonu, diyaresi, pnömonisi ve şüpheli
idrar yolu enfeksiyonu mevcuttu. Hastanın 10 günlük hastanede yatış ve geniş spektrum-
lu antibiyotik (seftriakson) kullanım öyküsü vardı. Beş gün sonra aynı servisten beş aylık
başka bir kız hastanın idrarında yine vankomisin ve teikoplanine dirençli E.faecium üre-
mesi üzerine aynı gün pediatri servisinde başka VRE varlığını araştırmak üzere tarama ça-
lışması planlandı. Bu amaçla pediatri servisinde yatan 28 hastanın her birinden; rektum,
cilt ve hasta yatağından olmak üzere üçer sürüntü örneklemesi yapıldı. On iki personel
ve 15 hasta yakınından VRE kolonizasyonunu araştırmak üzere cilt sürüntü örnekleri alın-
dı. Toplam 96 adet çevre (kapılar, yatak ve yatak başındaki sandalyeler, yatak başındaki
masalar, odadaki dolapların yüzeyleri) ve alet örneklemesi yapıldı. Tarama kültürleri için
4 µg/ml vankomisin içeren safra-eskülin sıvı besiyeri kullanıldı. İzolatlar, safra varlığında
üreme, eskülin hidrolizi, %6.5 NaCl içeren besiyerinde üreme, pirolidonil akrilamidaz re-
aksiyonu gibi geleneksel yöntemler ve PhoenixTM NMIC/ID (Becton Dickinson, ABD) sis-
temi ile tanımlandı. İzolatların vankomisin, teikoplanin, ampisilin, linezolid, rifampin, tet-
rasiklin, siprofloksasin ve levofloksasine duyarlılık durumları PhoenixTM NMIC/ID sistemi
ile test edildi. Kontrol için E.faecalis ATCC 29212 kullanıldı. Aynı zamanda vankomisin,
teikoplanin, ampisilin, linezolid, rifampin, tetrasiklin, siprofloksasin, levofloksasin, eritro-
misin, kloramfenikol, doksisiklin ve gentamisin ile streptomisin (yüksek düzey aminogli-
kozid direnci için) diskleri kullanılarak “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)”19 önerilerine göre Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile de duyarlılık testleri ya-
pıldı. Vankomisin ve teikoplanin için minimum inhibitör konsantrasyonlar (MİK) E-test
(AB Biodisk, İsveç) ile belirlendi. 

Direnç genotiplerinin belirlenmesi için polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) öncesinde,
DNA ekstraksiyonu, lizozim ve proteinaz K kullanılarak ve fenol-kloroform ile presipitas-
yon yapılarak gerçekleştirildi20. vanA and vanB genlerini eş zamanlı olarak amplifiye et-
mek için Dutka-Malen ve arkadaşları21 tarafından tanımlanan primerler kullanılarak PCR
yapıldı; beklenen ürünler vanA geni için 732, vanB geni için 635 baz-çifti uzunluğun-
daydı.

İzolatların klonal ilişkisi, genomik DNA’nın “pulsed-field” jel elektroforezi (PFGE) ile
değerlendirildi. Genomik DNA’nın izolasyonu Elliot ve arkadaşları22 tarafından tanımla-
nan protokolle (mutanolizin yerine 5U/ml lizostafin kullanılarak) yapıldı. DNA’nın restrik-
siyonu, 24U SmaI (Sigma, Steinham, Almanya) enzimi ile 24 saatte 25°C’de yapıldı.
Elektroforez, CHEF-DR II sistemi (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belçika) ile başlangıç
ve bitiş vuruş süreleri sırasıyla 5 ve 40 saniye olacak şekilde 10°C ısıda 22 saatte gerçek-
leştirildi. Sonuçlar, Tenover değerlendirme kriterlerine uygun şekilde yorumlandı23. 

Direnç genotiplerinin tayini için DNA ekstraksiyonu ve PCR, moleküler epidemiyolojik
değerlendirme için PFGE Zonguldak Karaelmas Üniversitesi Tıp Fakültesi, Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda yapıldı.
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BULGULAR

Çalışmamızda, 9 hastaya ait 11 rektal ve cilt sürüntü örneği ile 3 çevresel örnekten ol-
mak üzere toplam 14 VRE izolasyonu yapılmıştır (Tablo I). Birimde çalışan personel, has-
ta yakınları ve aletlerden VRE izole edilmemiştir. VRE izole edilen hastaların hepsinde ge-
niş spektrumlu antibiyotik kullanımı, iki hastada yoğun bakımda yatış, bir hastada ma-
lignite öyküsü mevcuttur. İndeks olgunun hastaneye kabulünden önce başka bir hasta-
nede 1.5 ay yatış hikayesi olduğu belirlenmiştir.

Kolonize olmayan 19 hasta çeşitli metabolik hastalıklar ve enfeksiyonlar nedeniyle ser-
viste yatmaktadır (Tablo II). Hepsinin geniş spektrumlu antibiyotik kullanma ve daha önce
hastanede yatış, ikisinde yoğun bakımda kalma ve birinde malignite öyküsü mevcuttur.

Antibiyotik duyarlılık test sonuçlarına göre, bütün izolatlar vankomisin, teikoplanin,
ampisilin, eritromisin ve rifampine dirençli iken linezolid ve tetrasikline duyarlı bulun-
muştur. Bütün izolatlarda yüksek düzey aminoglikozid direnci saptanmıştır. Bunların dı-
şında, ikinci hastaya ait izolatlar (izolat 2, 3, 4) kloramfenikole, yedinci hastaya ait izolat-
lar da siprofloksasin ve levofloksasine dirençlidir. E-test ile bütün izolatların vankomisin
ve teikoplanin için MİK değerleri > 256 µg/ml olarak belirlenmiştir.

Bütün izolatlarda vanA geni tespit edilmiştir. PFGE analizi ile 14 izolatın 9’unun iki ma-
jör PFGE bant profili oluşturduğu gözlenmiş; A profilinde iki izolat, B profilinde yedi izo-
lat bulunmuştur. Bunların dışında kalan izolatlardan 3’ü A profilindeki izolatlar ile yakın
ilişkili (A1, A2, A3), 2’si de B profilindeki izolatlar ile yakın ilişkili (B1, B2) olarak değer-
lendirilmiştir (Resim 1, Tablo I). 

Sonraki haftalarda pediatri servisindeki tüm kültürler VRE açısından negatif oluncaya
dek haftalık tarama kültürleri alınmış, sonrasında tarama aralığı ayda bire düşürülmüştür.
Kolonize olan tüm hastalar taburcu edildikten sonra devam eden taramalarda başka ko-
lonizasyon veya enfeksiyon gözlenmemiştir.

TARTIŞMA

VRE salgınlarıyla ilişkili olarak yapılan moleküler epidemiyolojik çalışmalarda, sıklıkla
çoğul VRE klonlarının mevcudiyetinden söz edilmektedir. Bazı durumlarda, erken dö-
nemde saptanan VRE izolatlarının tek bir klondan kaynaklandığı bulunmuştur1. Molekü-
ler tiplendirme çalışmaları, VRE’nin bir hastanede veya toplumda uzun süreli varlığı du-
rumunda, vankomisin direncinin, plazmidler veya transpozonlar aracılığıyla farklı klonla-
ra yayıldığını kanıtlamaktadır1.

Bu çalışmada, indeks olgudan, hastaneye yatış sonrası birinci günde alınan idrar kül-
türünden VRE izole edilmesi, bakterinin toplumdan edinilmiş olabileceğini göstermiştir.
VRE B klonu ile kolonize olan 2 no’lu hastanın, uzun süredir hastanemizde yatmakta ol-
duğu ve başka bir hastanede daha önce yatış öyküsü bulunmadığı belirlenmiştir. B1 klo-
nu ile kolonize olan 6 no’lu hastanın, hastanemizde daha önceden kısa süreli yatış öykü-
sü bulunduğu gözlenmiştir (Tablo I). Benzer VRE klonlarının farklı hasta odalarında mev-
cudiyeti; hastane odalarının yetersiz ve düzensiz temizliği, hastane personelinin aynı el-
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divenle birden fazla hasta ile teması ve hasta yakınlarının farklı odalardaki hastalarla te-
ması ile ilişkilendirilmiştir24. Bununla birlikte, bu çalışmada, aynı odalardan, farklı VRE
klonları ve ilişkili klonlar elde edilmiştir. Buna rağmen, sağlık personelinin ellerinde veya
hasta yakınlarında VRE kolonizasyonu saptanamamıştır.

Hastanede uzun süreli yatışın, hastalarda çapraz bulaşa duyarlılığı artıracağı bilinmek-
tedir25. Bu çalışmada, kolonize/enfekte hastalar ve kolonize olmayan hastalar arasında,
hastanede yatış sürelerinin ortalama uzunlukları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark
gözlenmemiştir. Kolonize olan ve olmayan hastalar arasında, diğer epidemiyolojik özel-
likler (yaş, antibiyotik kullanımı, hastanede yatış uzunluğu, yoğun bakımda kalış, onko-
lojik rahatsızlıklar) açısından da anlamlı fark bulunmamıştır. PFGE analizi birden fazla klon
ve çeşitli ilişkili klonların varlığını (Tablo I) ortaya koymuştur. Kolonize olan ve olmayan
hastalar arasında hastanede yatış sürelerinin uzunlukları ve epidemiyolojik özellikler açı-
sından istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaması, VRE’nin hastanede veya toplumda
uzun süreli varlığını düşündürmüştür. 

Avrupa’da, VRE izolatlarında baskın olan direnç geni vanA’dır2. Bu çalışmada da sap-
tanan tüm VRE izolatlarında vanA geni bulunmuştur. Bu çalışma ile VRE tespit edilmesiy-
le birlikte, Hastane Enfeksiyon Kontrol Komitesi ivedi olarak durumdan haberdar edilmiş,
kolonize olan ve olmayan hastalar birbirinden ayrılmış, hastane personeline kontrol ön-
lemleri ve uygulamaları ile ilgili eğitim toplantıları düzenlenmiştir. Pediatrik hastalarda
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Resim 1. SmaI enzimi ile kesilen genomik DNA’nın PFGE analizi. 1-14; değerlendirilen 14 VRE izolatını, M;
standart moleküler belirteci temsil etmektedir.
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VRE kolonizasyonu açısından tarama amaçlı bir sürveyans çalışması planlanmıştır. Sonuç
olarak; çalışmamızda Van Bölgesinde bilinen ilk VRE enfeksiyonu ve çoğul klonlarla kolo-
nizasyonun varlığı gösterilmiştir. Ülkemizde VRE varlığı ve yayılımının bilinenden daha
fazla olabileceği, bu nedenle bu izolatların tespiti ve uygun sürveyans çalışmalarının ya-
pılması önem arz etmektedir.
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