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ÖZET

Enterokoklar, özellikle de tedavi seçenekleri sınırlı olan vankomisine dirençli enterokoklar (VDE), önem-
li nozokomiyal patojenlerdir. Enterokoklar penisilinlere ve aminoglikozidlere düşük düzey dirence sahiptir
ve sefalosporinlere intrensek olarak dirençlidir. Ayrıca beta-laktam antibiyotiklere, aminoglikozidlere ve gli-
kopeptidlere yüksek düzey direnç kazanabilir. Bu çalışmanın amacı 2003-2009 yılları arasında kan kültür-
lerinden izole edilen vankomisine dirençli E.faecium suşlarının glikopeptid direnç mekanizmalarını ve mo-
leküler epidemiyolojik yöntemlerle genetik ilişkilerini belirlemektir. Çalışmaya kan kültürlerinde üreyen 38
VDE suşu alınmış; bakterilerin tanımlanması konvansiyonel yöntemler ve Phoenix 100 BD otomatize siste-
mi (Becton Dickinson Diagnostic Systems, ABD) ile yapılmış ve 16S rRNA amplikon dizi analizi ile doğru-
lanmıştır. Antibiyotik duyarlılık testi CLSI önerileri doğrultusunda Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile ça-
lışılmıştır. Vankomisine direnç saptanan suşlarda E-Test (AB Biodisk, İsveç) yöntemi ile vankomisin MİK de-
ğerleri belirlenmiştir. Vankomisin direnç genlerinden vanA, vanB, vanC ve vanD varlığı polimeraz zincir re-
aksiyonu (PCR) yöntemiyle araştırılmıştır. Suşlar arasındaki klonal ilişki değişken alanlı jel elektroforezi
(PFGE) ve multilokus dizi tiplendirme (MLST) yöntemleri ile belirlenmiştir. Kan kültürlerinden izole edilen
38 enterokok suşu fenotipik yöntemlerle E.faecium olarak tanımlanmış ve 16S rRNA dizi analizi ile doğru-
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lanmıştır. Suşların vankomisin MİK değeri E test ile > 256 µg/ml olarak saptanmıştır. Tüm suşlarda vanA
geni pozitif olarak bulunmuştur. VanA geni taşıyan 38 E.faecium izolatının klonal ilişkisi PFGE yöntemiyle
araştırılmış; her pulsotip ve alttiplerden MLST için seçilen örneklere dizi analizi yapılmıştır. PFGE ile dört
pulsotip (A-D) ve bir adet sporadik izolat saptanmıştır. Bu suşlardan 29’unun A pulsotipine, üçünün B pul-
sotipine, ikisinin C pulsotipine ve üçünün ise D pulsotipine ait olduğu belirlenmiştir. A pulsotipindeki 29
izolattan sekizi A1, dokuzu A2, altısı A3, ikisi A4 ve dördü A5 olarak tanımlanmıştır. MLST ile dört farklı di-
zi tipi (ST) saptanmış; 29 (%76.3) pulsotip A ve alttiplerinin ST117, üç (%7.9) pulsotip B’nin ST280, iki
(%5.2) pulsotip C’nin ST18 ve üç (%7.9) pulsotip D’nin ST17 olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak hasta-
nemizde VDE’nin etken olduğu kan dolaşımı enfeksiyonlarının ST117 tipinde hastaneye egemen bir suş-
tan kaynaklandığı görülmüştür. Ancak bu suşun farklı pulsotiplerinin bulunması, uzun süreden beri hasta-
nede mevcut olan suşun genetik farklılıklar oluşturduğunu göstermektedir. Bunun yanında minör pulso-
tiplere ait enfeksiyonlar da belirlenmiştir. Bu nedenle VDE’lere bağlı hastane enfeksiyonlarının yayılımının
önlenmesinde ve kontrolünde direnç paternlerinin belirlenmesi ve klonal ilişkinin gösterilmesi önemlidir.

Anahtar sözcükler: Vankomisine dirençli Enterococcus faecium; multilokus dizi tiplendirme; değişken
alanlı 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 µg/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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GİRİŞ

İntestinal ve vajinal floranın üyesi olan enterokoklar uzun zaman düşük virülanslı pa-
tojenler olarak değerlendirilmişlerdir. Hastanelerde yoğun ve hatalı antibiyotik kullanımı
sonucu başta beta-laktam ve aminoglikozid grubu olmak üzere glikopeptid türevi anti-
biyotiklere karşı yüksek düzey direnç geliştiren enterokoklar, yatan hastalarda bağırsak
florasını ve anatomik yapıları bozan diğer kemoterapötiklerin de yardımıyla bağırsak lü-
meninden lamina propria’ya transloke olarak genel dolaşıma karışıp endojen kökenli
bakteriyemi ve endokardite, bu hastaların kontamine çıkartıları ile temas sonucu da di-
ğer hastalarda ekzojen kökenli hastane enfeksiyonlarına yol açarak morbidite ve morta-
litenin en önemli sebeplerinden biri haline gelmiştir1,2. 

Enterokoklar penisilinlere ve aminoglikozidlere düşük düzey dirence sahiptir ve sefa-
losporinlere intrensek olarak dirençlidir. Ayrıca beta-laktam antibiyotikler, aminoglikozid-
ler ve glikopeptidler gibi antibiyotiklere de yüksek düzey direnç kazanabilir. Çoklu anti-
biyotik direnci özellikle yüksek düzey ampisilin ve aminoglikozidle birlikte vankomisin di-
renci artan sıklıkla rapor edilmektedir. Günümüzde yoğun bakımlardan izole edilen en-
terokokların %20’den fazlası vankomisine dirençlidir3. 

Enterokoklar; genel olarak hastane enfeksiyonlarının dördüncü, üriner sistem ve cer-
rahi yara enfeksiyonlarının ikinci, kan dolaşımı enfeksiyonlarının ise üçüncü sıklıkta görü-
len patojenleridir4. Vankomisine dirençli E.faecium suşlarının insidansı Amerika Birleşik
Devletleri’nde %20-40, bazı Avrupa ülkelerinde de %10’un üzerindedir. Avrupa’da en
yüksek vankomisine dirençli enterokok (VDE) prevalansı (2007) Yunanistan ve Porte-
kiz’de %45 olarak bulunmuştur5-7.Hastane kökenli VDE enfeksiyonlarının insidansındaki
artış eğilimi, hastanın endojen florasında yer alan antibiyotiklere dirençli VDE’lerin, has-
tane şartlarında kullanılan dezenfektanlar ile ortamın nem, ısı ve kuruluğu gibi in vitro
şartlara karşı da direnç geliştirerek, hastanede immün sistemi baskılanmış hastalar arasın-
da kolaylıkla yayılmasına bağlanmaktadır4. Bu sebeple VDE’lere bağlı hastane enfeksi-
yonlarının yayılımının önlenmesinde ve kontrolünde, intestinal florasında VDE kolonizas-
yonu olan yatan hastaların erken tespiti ve hastane enfeksiyonu salgını ile ilişkilerinin
gösterilmesi önemlidir. 

VDE’lere bağlı hastane enfeksiyonlarında salgın suşları arasındaki ilişkinin saptanma-
sında önceleri biyokimyasal özellikler, antibiyotipleme, western blotting ve multilokus
enzim elektroforezi (MLEE) gibi fenotipik özelliklere dayalı epidemiyolojik izlem yön-
temleri kullanılmıştır. Ancak bu yöntemler, tekrarlanabilirlik ve ayırım güçlerinin düşük
olması, pahalı ve zaman alıcı yöntemler olmaları gibi dezavantajları nedeniyle yerleri-
ni daha yüksek ayırım gücüne sahip yüksek tekrarlanabilirlik özelliği gösteren molekü-
ler epidemiyolojik yöntemlere bırakmışlardır. VDE kökenli hastane enfeksiyonlarında,
salgın suşları arasındaki ilişkinin saptanmasında bu yöntemlerden; RAPD (Randomly
amplified polymorphic DNA), MLST (Multilocus sequence typing) ve PFGE (Pulsed fi-
eld gel electrophoresis) gibi genotipe dayalı moleküler epidemiyolojik yöntemler sık
kullanılmıştır8-11. 
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Bu çalışmanın amacı 2003-2009 yılları arasında kan kültürlerinden izole edilen vanko-
misine dirençli E.faecium suşlarının glikopeptid direnç mekanizmalarını ve moleküler epi-
demiyolojik yöntemlerle genetik ilişkilerini belirlemektir. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmaya 2003-2009 yılları arasında Selçuk Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi Mikrobi-
yoloji Laboratuvarında kan kültürlerinde üreyen VDE suşları alındı. Bakterilerin tanımlanma-
sı konvansiyonel yöntemler ve Phoenix 100 BD otomatize sistemi (Becton Dickinson Diag-
nostic Systems, ABD) ile yapıldı ve 16S rRNA amplikon dizi analizi ile doğrulandı. Antibiyo-
tik duyarlılık testi CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) önerileri doğrultusun-
da Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile çalışıldı. Vankomisine direnç saptanan suşlarda E-
Test (AB Biodisk, İsveç) yöntemi ile firma önerileri doğrultusunda MİK değerleri belirlendi.

İzolatların genomik DNA izolasyonu için Instagen Matrix (BioRad, ABD) izolasyon ki-
ti kullanıldı. Suşların 16S rRNA geni amplifikasyonu için 16S20 (5’ AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG 3’) ve 16S1390 (5’ GAC GGG CGG TGT GTA CAA 3’) primerleri kullanıl-
dı. 16S rRNA amplikonları Macrogen (Güney Kore) firmasına gönderilerek dizi analizi el-
de edildi. Dizileme iki yönde ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) için kullanılan primer-
ler yardımıyla yapıldı. 16S rRNA dizileri NCBI Nucleotid Blast programı kullanılarak Gen
Bank ile karşılaştırıldı.

Vankomisin direnç genlerinden vanA, vanB, vanC ve vanD varlığı daha önce tanımla-
nan özgül primer çiftleri kullanılarak PCR yöntemiyle çalışıldı12. 

PFGE çalışması Adnan Menderes Üniversitesi Bilim ve Teknoloji Araştırma ve Uygulama
Merkezinde yapıldı. DNA izolasyonu ve deproteinizasyonu işlemleri için Murray ve arka-
daşları13 tarafından hazırlanan protokol uygulandı. Total DNA SmaI enzimi ile kesilerek
%1’lik pulsed-field için hazırlanan agaroz içinde CHEF-DR III sisteminde (Bio-Rad Labora-
tories, Belçika) 14°C’de ve 6 V/cm2’de 20 saat yürütüldü. Suşlar arasındaki bant farklılığı
5 banttan fazlaysa suşlar ayrı klonlar olarak değerlendirildi. Bant farklılığı 1-5 arasında ise
ilişkili ve bir klonun varyantı, bant farklılığı yoksa aynı klon olarak değerlendirildi.

Çalışılan suştaki 7 gen (atpA, ddl, gdh, purK, gyd, pstS ve adk) MLST web sayfasında
belirtilen yönteme göre çoğaltıldı (http://efaecium.mlst.net/misc/info.asp)14. Amplikon-
lara dizi analizi (Macrogen, Güney Kore) yapıldı. Her allel için DNA dizisinin analizi ya-
pıldı ve genlerin allel tipleri belirlendi (http://efaecium.mlst.net/sql/singlelocus.asp). Be-
lirlenen allel numaraları “http://efaecium.mlst.net/sql/allelicprofilechoice.asp” sayfasın-
daki programa girilerek suşun ST tipi tespit edildi. 

BULGULAR

Çalışmaya dahil edilen 38 enterokok suşu fenotipik yöntemlerle E.faecium olarak ta-
nımlanmış ve 16S rRNA dizi analizi ile doğrulanmıştır. Suşların vankomisin MİK değeri E-
test yöntemi ile > 256 µg/ml olarak saptanmıştır. 

Vankomisine dirençli suşlarda direnç mekanizmasının tespiti için PCR ile direnç genle-
rinin varlığı araştırılmış ve tüm suşlarda vanA geni pozitif olarak bulunmuştur. Araştırılan
diğer van genleri, (vanB, vanC, vanD) ise tüm suşlarda negatiftir. 
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Vankomisine dirençli ve vanA geni taşıyan 38 adet E.faecium izolatının klonal ilişkisi
PFGE ve MLST yöntemleriyle araştırılmış ve PFGE ile 4 pulsotip (A-D) ve bir adet spora-
dik izolat saptanmıştır. Bu suşlardan 29’unun A pulsotipine, üçünün B pulsotipine, ikisi-
nin C pulsotipine ve üçünün ise D pulsotipine ait olduğu belirlenmiştir. İzolatlar arasın-
da pulsotip A’nın farklı varyantlarının olduğu tespit edilmiştir. Toplam 29 A pulsotipli izo-
lattan 8 suş A1, 9 suş A2, 6 suş A3, 2 suş A4 ve 4 suş A5 olarak tanımlanmıştır. Vanko-
misine dirençli E.faecium suşlarının klinik ve moleküler özellikleri Tablo I’de, PFGE pulso-
tiplerine ait görüntüleri ise Resim 1’de verilmiştir. 

Her pulsotip ve alt tiplerden MLST için seçilen örneklere dizi analizi yapılmış; 4 adet
ST tipi saptanmıştır. 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) olduğu belirlenmiştir. 

TARTIŞMA

Birçok antibiyotiğe karşı gerek doğal gerekse kazanılmış direnç göstererek sınırlı teda-
vi seçeneğine sahip olan, özellikle glikopeptid grubu antibiyotiklere direnci hareketli ge-
netik elementlerle diğer bakterilere kolaylıkla aktarılabilen ve intestinal florada asempto-
matik persistan kolonizasyon göstererek endojen kökenli enfeksiyonlara yol açabilen en-
terokokların, hastane enfeksiyonlarındaki önemi giderek artmaktadır15,16. Vankomisin di-
renci ilk olarak 1986 yılında İngiltere’de ve 1987 yılında Amerika’da bildirilmiştir ve tüm
dünyada artan sıklıkla rapor edilmektedir. Türkiye’de ilk vankomisin dirençli E.faecium su-
şu 1998 yılında Antalya’da saptanmış ve bunu diğer bölgelerden yapılan bildirimler iz-
lemiştir2,17.

Tüm dünyada gerek hastane enfeksiyonları gerekse kolonizasyonla ile ilişkili olarak izo-
le edilen VDE türleri arasında E.faecium oranının giderek arttığı dikkat çekmektedir. Son
yıllarda yapılan çalışmalarda, özellikle bakteriyemiye yol açan E.faecium izolatları arasın-
da VDE oranının (%19), E.faecalis izolatları arasındaki VDE oranına (%4) göre daha yük-
sek olduğu gösterilmiştir18. Çalışmamızda kan kültürlerinden izole edilen VDE izolatları-
nın hepsi 16sRNA dizi analizi ile E.faecium olarak tanımlanmıştır.

Enterokoklar glikopeptid antibiyotiklere van ilişkili genetik elementlerle (vanA, B, D, E,
G ve L) çeşitli tiplerde direnç kazanabilirler. VanA hem vankomisine (64-> 1024 µg/ml)
hem de teikoplanine (16-512 µg/ml) yüksek düzeyde dirence sebep olurken, vanB geni
vankomisine düşük düzeyde (4-> 32 µg/ml) direnç gösterir ve teikoplanine (0.5-1
µg/ml) duyarlıdır. Avrupa ve Amerika’da vanA geni VDE’ler arasında başlıca direnç me-
kanizmasıdır ve çoğunlukla E.faecium suşlarında saptanmaktadır19,20. Ülkemizde en sık
vanA tipi direnç tespit edilmektedir21 ve çalışmamızda da tüm izolatların vanA geni taşı-
dığı belirlenmiştir. 

Mikroorganizmaların epidemiyolojik özelliklerinin saptanması için izolatların tür düze-
yinde tanımlanması ve direnç özelliklerinin belirlenmesinden sonra, moleküler epidemi-
yolojik yöntemlerle izolatlar arasındaki klonal ilişkinin gösterilmesi gereklidir. Günümüz-
de özellikle VDE salgınlarının epidemiyolojik özelliklerinin tespitinde farklı moleküler epi-
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demiyolojik yöntemler denenmesine rağmen, tekrarlanabilirlik, yüksek ayırım gücü ve
kantite edilebilir sonuçlar vermesi nedeniyle PFGE yöntemi “altın standart” olarak kabul
edilmektedir. Bu yöntem farklı bakterilerle oluşan hastane enfeksiyonları salgınlarında,
özellikle kısa süreli salgınlarda, salgın suşları ve kaynağın belirlenmesinde son derece ya-
rarlıdır22. Ancak elde edilen genotiplerin bölgesel olarak değerlendirilmesi ve diğer çalış-
malarla karşılaştırılamaması en büyük dezavantajıdır. MLST, housekeeping genlerin inter-
nal parçalarının DNA dizisindeki allelleri tanımlamaya dayalı bir yöntem olup, pek çok
bakteri türünün virülans faktörlerinin ve moleküler epidemiyolojik özelliklerinin değer-
lendirilmesinde kullanılmıştır. Enterokoklarda MLST’nin, özellikle E.faecium suşlarının
uluslararası veri bankasını oluşturmada uygun bir teknik olduğu sonucuna varılmıştır14. 

Bizim çalışmamızda, hastanede yatan hastaların kan kültürlerinden izole edilen 38 vanA
pozitif E.faecium suşunun klonal olarak ilişkili olup olmadığını belirlemek için PFGE; dizi ti-
pini tespit etmek için ise MLST yöntemleri kullanılmıştır. PFGE yöntemiyle bir ana pulsotip
(A), üç minör pulsotip (B, C, D) ve bir adet sporadik izolat saptanmıştır. Her pulsotip ve alt-
tiplerden MLST için seçilen örneklere dizi analizi yapılmış ve pulsotip A ve alttiplerinin
ST117, pulsotip B’nin ST280, pulsotip C’nin ST18 ve pulsotip D’nin ST17 olduğu tespit
edilmiştir. Bir adet sporadik izolat ise ST31 olarak belirlenmiştir. Hastanemizde en yaygın
olan 29 suşun pulsotip A ve ST117 olduğu belirlenmiş ve Konya klonu olarak adlandırılmış-
tır. ST117 MLST tipi VD E.faecium suşunun hastanemizde altı yıl boyunca endemik olarak
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Resim 1. Vankomisine dirençli E.faecium suşlarının Sma-I enzimi ile kesimin ardından oluşan PFGE pulsotip-
lerine ait örnekler.



bulunduğu görülmüştür. ST117 Almanya’daki çeşitli hastanelerde de tespit edilmiş ve özel-
likle 1998-1999 yıllarında yaygın bir prevalansa sahip olduğu ifade edilmiştir23. Küba ve İs-
panya’da da ST117’nin etken olduğu sporadik hastane enfeksiyonları bildirilmiştir24,25.

Vankomisine dirençli E.faecium’lar arasında ST17 ve ST78 tiplerinin Avrupa ve Ameri-
ka’da yaygın olarak izole edildiği bildirilmiştir5,26. Çin’de yapılan bir çalışmada klinik ör-
neklerden izole edilen VDE izolatları klonal ilişki yönünden PFGE ve MLST yöntemleri ile
değerlendirilmiş ve izolatların heterojen bir dağılıma sahip olduğu görülmüştür. Yapılan
MLST analizi sonucunda en yaygın ST tiplerinin ST17 (%34.6) ve ST78 (%18.5) olduğu-
nu tespit etmişlerdir27. İzmir’de vankomisine dirençli E.faecium’un neden olduğu bir sal-
gında, hematolojik malignitesi olan hastalardan izole edilen suşlarda ST17 ve ST78 tip-
leri tespit edilmiştir. ST17 ve ST78 tüm dünyada sık rastlanan bir dizi tipi olup bizim ça-
lışmamızda D klonuna ait üç suşun ST17 tipinde olduğu belirlenmiş ancak ST78 saptan-
mamıştır28. Çalışmamızda sporadik olarak saptanan bir suşun ST31 tipinde olduğu belir-
lenmiştir. Ergani-Özcan ve arkadaşları29 tarafından yapılan bir çalışmada, yenidoğan yo-
ğum bakım ünitesinde VDE salgınında ana epidemik klonun ST31 olduğu bildirilmiştir.

Sonuç olarak, hastanemizde VDE’nin etken olduğu kan dolaşımı enfeksiyonlarının ST117
tipinde hastaneye egemen bir suştan kaynaklandığı görülmüştür. Ancak bu suşun farklı pul-
sotiplerinin bulunması, uzun süreden beri hastanede mevcut olan suşun genetik farklılıklar
oluşturduğuna işaret etmektedir. Bunun yanında minör pulsotiplere ait enfeksiyonlar da be-
lirlenmiştir. Dirençli mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyonların izlenmesinde ve ön-
lenmesinde direnç genotipinin saptanması ve klonal ilişkinin gösterilmesi önemlidir.
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