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Enterokok izolatlarinda Tiirlerin ve Vankomisin
Direncinin Molekiler Tespiti

Molecular Detection of Species and Vancomycin Resistance in Enterococci Isolates
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OZET

Amag: Son yillarda, toplum ve hastane kaynakli infeksiyonlarda en sik goriilen etkenlerden biri olan enterokoklarda
giderek artan oranda ¢oklu antibiyotik direnci gézlenmektedir. Ozellikle vankomisine direngli enterokoklarin tedavisi
ciddi sorun olusturmaktadir. Giiniimiizde Enterococcus tiirlerinin tanimlanmasinda ve antibiyotik direnglerinin belir-
lenmesinde konvansiyonel kiiltiir testlerine dayali fenotipik yontemlerin yani sira, tiir ve direng genlerinin polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile genotipik olarak tanimlanmasi da kullanilmaktadir. Son yillarda, ayn1 reaksiyonda birden
fazla genin gogaltilabildigi multipleks PCR (mPCR) yéntemi, tiir ve antibiyotik direng genlerinin daha hizl ve ekono-
mik olarak tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Bu galismada, Enterococcus izolatlarinda tiir ve vankomisin direng
tespitinde mPCR yontemi ile konvansiyonel kiiltiir test sonuglarinin karsilastirilmas: amaglandi.

Yontemler: Bu ¢aligmada, 2015-2019 yillar: arasinda farkli klinik 6rneklerinden izole edilmis, konvansiyonel yon-
temlerle tanimlanarak saklanan 38 Enterococcus izolatinin tiir ve vankomisin direng profilleri genotipik olarak mPCR
yontemi ile aragtirildi.

Bulgular: Kiltiir ve molekiiler tani testlerinde, 38 izolatin 31’inde tiir ve direng bakimindan %82 oraninda uyum
saptand1. Caligmaya dahil edilen izolatlar arasinda vanA direngli Enterococcus faecium’un baskin tiir oldugu belirlen-
di. Olagandis1 olarak, bir Enterococcus faecalis izolatinin bu tiirde yaygin olan vanB yerine vanA geni tasidig1 ve bir
Enterococcus gallinarum izolatinin da vanC-1 ve vanA tipi vankomisin direng genlerini birlikte tagidig tespit edildi.
Sonuglar: Bu galisma, mPCR yonteminin etkinligini ve vankomisin direngli enterokoklarin genotipik profilindeki ge-
sitliligi ortaya koymaktadir. Klinik izolatlarda nadir gériilen horizontal gen transferi olasilig1, direng yayilimi agisindan
6nemli klinik ve epidemiyolojik ¢ikarimlar sunmaktadir. Vankomisine direngli enterokoklarin yayilimini engelleyecek
onlemler alinmasi 6nem tagimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Enterococcus, VRE, vanA, vanB, vanC-1, mPCR

ABSTRACT

Objective: In recent years, there has been a marked increase in multidrug resistance among Enterococcus species,
which are among the most common causes of both community- and hospital-acquired infections. The treatment of
vancomycin-resistant enterococci (VRE) remains a major challenge. In addition to phenotypic identification based
on conventional culture methods, genotypic detection of species and resistance genes by polymerase chain reaction
(PCR) has been increasingly used. The multiplex PCR (mPCR) technique, which allows simultaneous amplification
of multiple genes in a single reaction, enables faster and more cost-effective identification of species and antibiotic
resistance genes. This study aimed to compare the mPCR method and conventional culture tests for the detection of
species and vancomycin resistance in Enterococcus isolates.

Methods: A total of 38 Enterococcus isolates collected from various clinical specimens between 2015 and 2019 and
preserved after conventional identification were analyzed by the mPCR method to determine their species and van-
comycin resistance genotypes.

Results: An 82% concordance was found between culture-based and molecular diagnostic results for species identifica-
tion and resistance classification (31/38 isolates). The predominant species was Enterococcus faecium carrying the VanA
resistance gene. Unusually, one Enterococcus faecalis isolate harbored the vanA gene instead of the typically observed
vanB, and one Enterococcus gallinarum isolate carried both vanC-1 and vanA resistance genes.

Conclusion: The study demonstrates the effectiveness of the mPCR method and highlights the genetic diversity of
vancomycin-resistant enterococci. The rare occurrence of horizontal gene transfer among clinical isolates has import-
ant clinical and epidemiological implications for the spread of resistance. Implementing measures to control the dis-
semination of VRE is of critical importance.
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Gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlara neden olan patojen
bakterilerin tedavisinde antibiyotik direnci, diinyada ve iilkemizde giderek
artan bir sorundur (1). Enterococcus tiirleri insan ve hayvanlarin sindi-
rim sisteminin normal florasinda bulunan ancak bakteriyemi, endokar-
dit, iiriner sistem infeksiyonlari, intraabdominal ve pelvik infeksiyonlar,
yara ve doku infeksiyonlari, kolesistit, menenjit, neonatal sepsis, hastane
kaynakli pnomoni ve septisemi gibi infeksiyonlara da neden olabilen
firsat¢1 patojen bakterilerdir (2).

Coklu antibiyotik direnci gosteren Enterococcus izolatlarinin ortaya ¢ikmasi
ile mevcut tedavi yontemlerinin uygulanabilirligi kisitlanmus; glikopeptid,
penisilin ve aminoglikozit grubu antibiyotiklere direng genleri tagryan
enterokok infeksiyonlar1 halk sagligi agisindan 6nemli bir tehdit haline
gelmistir (3). Vankomisine direngli enterokok (Vancomycin-resistant En-
terococcus, VRE) suslar, infekte veya kolonize hastalar, hastane personeli
ve gevre kontaminasyonu aracihigiyla yayilmakta; salginlara ve tedavisi giig
infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu nedenle, klinik 6rnekler, rektal
siiriintiiler ve ¢evre 6rneklerinde VRE suglarinin arastirilmasi, yayillimin
onlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir (4).

Glikopeptid grubu antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin) enterokoklar-
da peptidoglikan sentezini, dolayisiyla hiicre duvari sentezini engelleyerek
etki gosterir. Hiicre duvarinin ana bileseni olan peptidoglikan sentezi si-
rasinda iki D-alanin molekiiliiniin birbirine baglanmas, bir ligaz enzimi
(ddl) tarafindan katalize edilir. Olusan D-alanin-D-alanin dipeptidi, devam
eden enzimatik reaksiyonlarla UDP-N-asetilmuramil-tripeptide eklenir ve
UDP-N-asetilmuramil-pentapeptidi olusturulur. Bu pentapeptit molekiili,
transglikolizasyon yoluyla sitoplazmik membranin dis ylizeyine taginarak
peptidoglikan sentezine katilir. Pentapeptidin serbest karboksil ucunda
bulunan terminal D-alanin-D-alanin bélgesine yiiksek afinite ile bagla-
nan vankomisin, peptidoglikan sentezinin transglikolizasyon basamagini
inhibe ederek hiicre duvari sentezini durdurur ve bakterisidal etki olusturur.

Enterokoklarda vankomisin direnci, diigiik afiniteli pentapeptit 6nciille-
rinin sentezlenmesinden kaynaklanir. Vankomisine direngli enterokok
suslar1 farkli bir ligaz enzimi sentezleyerek D-alanin-D-alanindeki alanin
yerine laktat veya serin baglar; bu degisiklik u¢ kismin yapisini degisti-
rerek vankomisinin hedef bolgeye baglanma yetenegini azaltir. Béylece
D-alanin-D-laktat veya D-alanin-D-serin igeren modifiye pentapeptidler
vankomisinin hiicre duvarina baglanma yeteneginin azalmasina neden olur.

Enterokoklarda iki tip vankomisin direnci goriiliir. Birincisi, kromozom
tizerinde yerlesik genlere bagh dogal (intrensek) direngtir. Modifiye D-a-
lanin-D-serin tastyan Enterococcus gallinarum ve Enterococcus casseliflavus
izolatlar1 vankomisine dogal fakat diisiik diizeyli bir direng gosterir. Tkinci
tip direng ise bagka bir organizmadan genetik transferle kazanilmig (eks-
trensek) direngtir. Bu direng tipi en stk modifiye D-alanin-D-laktat tasiyan
Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis izolatlarinda goriiliir (5).

Bugiine kadar enterokoklarda klinik agidan farkli 6neme sahip dokuz
vankomisin direng tipi (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL,
vanM ve vanN) tanimlanmustir. Klinik olgularin ¢ogunu olusturan E.
faecium ve E. faecalis tiirlerinde sirasiyla VanA ve VanB direncinin ve
daha az goriilen E. gallinarum tiriinde ise VanC-1 direncinin yaygin
oldugu bildirilmistir (6).

Enterokok izolatlarinin tiir ve vankomisin direng tespitinde, konvansiyonel
ve kiiltiire dayali fenotipik testlerin yani sira, tiir ve direng genlerinin hizli ve
dogru bigcimde belirlenmesine olanak saglayan molekiiler teknikler de gelisti-
rilmigtir. Bu teknikler arasinda tiire 6zgii degiskenlik gosteren D-alanin-D-a-
lanin ligazlarini kodlayan ddl genlerinin ve vankomisin direng genlerinin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifikasyonu yer almaktadir (7-10).
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Bu ¢alismada, hizli ve pratik olan multipleks-PCR (mPCR) y6ntemi
kullanilarak hastanenin servis ve yogun bakim tinitelerindeki hastalarin
cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen 38 Enterococcus izolatinin tiir ve
direng profillerinin genotipik olarak belirlenmesi ve bulgularin konvan-
siyonel kiiltiir test sonuglariyla karsilagtirilmasi planlandi. Bu amagla,
klinik enterokok izolatlarinda en sik goriilen E. faecium, E. faecalis ve E.
gallinarum tiirlerinin dagilimi ile vanA, vanB ve vanC-1 direng genlerinin
varligy, tek reaksiyonda ve yiiksek duyarlilikla tespit edebilen optimize bir
mPCR protokolii ile arastirildi (11).

2015-2019 yillar1 arasinda hastanenin servis ve yogun bakim iinitelerinde
yatan hastalardan alinan klinik 6rneklerden Tibbi Mikrobiyoloji Labora-
tuvarinanda izole edilip kiiltiir koleksiyonunda saklanan 38 Enterococcus
izolat1 caligmaya dahil edildi.

Klinik 6rnekler koyun kanli agar ve “eosin methylene blue” (EMB) agara
ekilerek 37°C'de 24-48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrast kanli agarda
uygun koloni morfolojisine sahip érneklere Gram boyamasi, katalaz
testi, L-pirolidonil-B-naftilamid testi (PYR) testi gibi rutin laboratuvar
yontemleri uygulandi.

Enterokok siiphesi bulunan suslarin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve
antibiyotik duyarlilik testleri VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Fransa) otomatize sistemi ile yapildi. Otomatize sistemde vankomisin
direngli bulunan izolatlarda, Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi
Komitesi (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting, EUCAST) onerileri dogrultusunda Mueller-Hinton agar (MHA)
besiyeri kullanilarak vankomisin (5ug) diski ile Kirby-Bauer disk di-
fiizyon testi uygulandi (12). Referans suslar (VanA direngli E. faecium,
VanB direngli E. faecalis ve VanC-1 direngli E. gallinarum) Tirkiye
Halk Sagligi Kurumu Molekiiler Mikrobiyoloji Arastirma Laboratu-
varrndan temin edilerek, tiir ve vankomisin direng genleri i¢in pozitif
kontrol olarak kullanildi.

Bu ¢alisma igin Ahi Evran Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Aras-
tirmalar Etik Kurulu'ndan 20 Ekim 2020 tarih ve 2020-15/106 karar nu-
marastyla onay alindi.

Molekiiler analizlerde kullanilacak DNAnin elde edilmesi igin -80°C'de
saklanan bakteri izolatlar1 kat1 besiyerinde iiretilerek canlandirildi. Re-
ferans ve klinik Enterococcus izolatlarin total DNA’s1 kaynatma yonte-
miyle elde edildi (13). Elde edilen DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar
-20°Cde saklandi.

Calismada hedeflenen E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum (vanC-1),
vanA ve vanB genlerine 6zgi bes ¢ift primer kullanildi. Primer dizileri
ve beklenen amplifikasyon triinlerinin uzunluklar: (baz ¢ifti, b¢) Tablo
I'de sunuldu.

Tiir ve vankomisin direng genlerinin tek reaksiyonda ¢ogaltilmasini sag-
layan optimize mPCR karisiminin igerigi Tablo 2'de, amplifikasyon ko-
sullar1 ise Tablo 3’te sunuldu (11).
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Tablo 2'de belirtilen tiim bilesenleri iceren ancak kalip DNA eklenmemis

“master mPCR reaksiyon karigimi” referans suglar ve test edilecek klinik
izolatlarin sayis1 kadar hazirlandi. Referans suslar ve test edilecek izolatlar
i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan 0.2 mI'lik PCR tiiplerine bu karigimdan 20’ser pl
dagitildiktan sonra 5er pl kalip DNA ilave edildi. Tupler vorteksle karisti-
rildiktan sonraT100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, ABD) cihazinda amplifikasyon islemi ger¢eklestirildi.

Referans suslar ve klinik izolatlardan elde edilen mPCR iirtinleri %2’lik
agaroz jelde elektroforezle ayrigtirildi. DNA bantlari, Gel Doc™ XR go-
riintilleme sistemiyle (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, ABD) go-
riintiilendi. Elde edilen amplikon biiyiikliikleri, 100 b¢’lik DNA belirteci
bantlariyla kargilagtirilarak tiir ve direng genlerinin varlig1 degerlendirildi.

Klinik 6rneklerde saptanan amplifikasyon tiriinleri, referans suslara ait bantlar
ve DNA belirte¢ bantlariyla karsilagtirildi. Sekil 1'de verilen 6rnek jel elekt-
roforez resminde, pozitif kontrol olarak kullanilan referans suslarda tiir ve
direng genlerine 6zgii bes amplikon belirlendi. DNA igermeyen negatif kontrol
orneginde beklendigi iizere herhangi bir amplifikasyon {iriinii gozlenmedi.

Ayni jel izerinde analiz edilen 14 klinik izolatin tiir ve direng profilleri,
amplifikasyon bantlarinin varligina gore degerlendirildi (Sekil 1). Tim
klinik 6rnekler ayni sekilde analiz edilerek molekiiler karakterizasyonlar1
gergeklestirildi. Deneyler her 6rnek igin iki kez tekrarlandu.

Caligmada incelenen 38 6rnegin 28’i tarama 6rneklerinden, 10’u klinik
orneklerden elde edildi. Bu izolatlara ait bilgiler ve kiiltiir yontemi ile elde
edilen tiir ve direng profilleri Tablo 4’te sunuldu. izolatlarin 34’ yogun
bakim iinitesinde yatan hastalara aitti; 28’i rektal siiriintii, 4’ti kan ve 2’si
ise idrar 6rneklerinden elde edilmisti. Geriye kalan 4 6rnegin 2’si kan, 2’si
idrar 6rnegi olup sirasiyla dahiliye, nefroloji, infeksiyon hastaliklar ve
fizik tedavi ve rehabilitasyon servislerin gonderilmisti.

Caligmamizda, mPCR sonuglarina gore klinik izolatlarin 8’i VanA di-
rengli E. faecium, 1’1 duyarli E. faecium ve 1’i ise duyarli E. faecalis olarak
tanimlandi. Cogunlugu olusturan 28 yogun bakim rektal siiriintii 6rne-
¢inin 15’1 VanA direngli E. faecium, 9'u VanC-1 direngli E. gallinarum, I'i
hem VanC-1 hem de VanA direngli E. gallinarum, 1'i duyarli E. faecalis
ve 1’i VanA direngli E. faecalis idi; rektal siirtintii 6rneklerinden yalnizca
I’nde tiir ve direng tanimlamasi yapilamadi (Tablo 4).

Laboratuvarimizda konvansiyonel kiiltiir testleriyle elde edilen sonuglara
gore, 38 izolatin dagilimi su sekilde idi: 25 (%66) vankomisin direngli E.
faecium, 4 (%11) vankomisin direngli E. gallinarum, 2 (%5.3) vankomi-
sin direngli E. faecalis, 1 (%2.6) duyarli E. faecalis, 2 (%5.3) vankomisin
direngli E. casseliflavus ve 4 (%11) tiirii tespit edilemeyen izolat.

mPCR sonuglarina gore ise 38 izolatin tiir ve direng profilleri su sekilde
bulundu: 23 (%61) vankomisin direngli E. faecium, 1 (%2.6) duyarl E.
faecium, 10 (%26) vankomisin direngli E. gallinarum, 1 (%2.6) vankomi-
sin direngli E. faecalis, 2 (%5.3) duyarli E. faecalis ve sadece 1 (%2.6) tiirii
tespit edilemeyen izolat (Tablo 5).

Kiiltiir ve mPCR yontemleri karsilagtirildiginda, 38 izolatin 31’inde tiir ve
diren¢ agisindan tam uyum saptanmis olup iki yontem arasindaki uyum
oran1 %382, tanisal farklilik orani ise %18 olarak tespit edildi.

Gen Adi Sekans (5'—3") PCR Uriin Uzunlugu (bg)

E. gallinarum F: GGTATCAAGGAAACCTC

(vanC-1) R: CTTCCGCCATCATAGCT e
vanA F: GGGAAAACGACAATTGC 732

R: GTACAATGCGGCCGTTA
vanB F: ACGGAATGGGAAGCCGA 647

R: TGCACCCGATTTCGTTC
s SASTOIMCAGEC
B foeium T GTCANTACACTGCACCG. 30
Bilesenler Hacim (pl)
Dream Taqurele.n PCR Master Mix (2X) 13
(Thermo Scientific, K1081)
E. gallinarum (VanC-1) Primerleri F/R (10 pmol) 0.6/0.6
VanA Primerleri F/R (10 pmol) 11
VanB Primerleri F/R (10 pmol) 0.3/0.3
E. faecalis Primerleri F/R (10 pmol) 0.3/0.3
E. faecium Primerleri F/R (10 pmol) 0.2/0.2
Kalip DNA 5
ddH20 2.2
Toplam Hacim 25
mPCR Kosullari Déngu Sayisi
ilk Denattrasyon 95°C'de 5 dk 1
Denatirasyon 95°C'de 45 sn
Baglanma (“Anneling”) 56°C'de 30 sn 30
Uzama 65°C'de 2.5 dk
Son Uzama 65°C'de 10 dk 1

Vankomisine direngli enterokoklar 1980’lerde Avrupada ve 1993’te
Kanadada tanimlanmug; kisa siirede diinya genelinde ciddi hastalikla-
ra neden olan en 6nemli hastane kaynakli patojenler arasina girmistir
(14). Gintimiizde gerek hastane gerekse toplum kokenli Enterococcus
izolatlarinda vankomisin direncinin oldukgea yiiksek diizeylere ulastig
bildirilmektedir ve vankomisin direncinden sorumlu genlerin tespiti ve
prevalansinin takibi hastanelerde direng yayiliminin 6nlenmesi agisindan
son derece 6nemlidir (2).
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Tablo 4. Klinik Enterokok izolatlarinin Kiiltiir ve Molekiiler Yonteme Gére Tiir ve Direng Profilleri

izolat no Ornek tipi Servis Kaltiir Tani (tir) Vankomisin MiK Molekiiler Tani (tiir-direng)
1 Kan Nefroloji E. faecium >32 E. faecium / vanA
2 Rektal strantd YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
3 Rektal strdntd YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
4 Rektal struntu YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
5 Rektal struntd YB E. gallinarum >32 E. gallinarum / vanC-1
6 Rektal strtntd YB E. casseliflavus =32 E. gallinarum / vanC-1
7 Rektal struntu YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
8 Rektal strtntl YB TE >32 E. gallinarum / vanC-1
9 Rektal strdntd YB TE >32 E. gallinarum / vanA
10 Kan YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
11 Rektal strtnta YB E. casseliflavus >32 E. gallinarum / vanC-1
12 Rektal strtntd YB E. faecalis >32 E. faecalis / vanA
13 Rektal strunta YB E. faecalis >32 E. faecalis
14 Rektal strtinta YB TE >32 TE
15 idrar FTR E. faecium >32 E. faecium
16 Rektal strdntd YB TE 232 E. gallinarum / vanC-1
17 Kan Dahiliye E. faecium >32 E. faecium / vanA
18 Rektal strtntd YB E. gallinarum >32 E. gallinarum / vanC-1
19 Rektal struntl YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
20 Rektal strtintd YB E. faecium >32 E. gallinarum / vanC-1
21 Rektal struntd YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
22 Rektal strdntd YB E. gallinarum >32 E. gallinarum / vanC-1
23 Kan YB E. faecium >32 E. faecium / VanA
24 Rektal strtntd YB E. faecium =232 E. faecium / vanA
25 idrar infeksiyon hastaliklari E. faecium >32 E. faecium / vanA
26 Kan YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
27 Kan YB E. faecium =232 E. faecium / vanA
28 Rektal strtintl YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
29 Rektal strunta YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
30 Rektal strtntd YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
31 idrar YB E. faecalis 4 E. faecalis
32 Rektal strtintd YB E. faecium >32 E. faecium/ vanA
33 Rektal strtntd YB E. faecium >32 E. faecium/ vanA
34 Rektal strdntd YB E. faecium >32 E. faecium/ vanA
35 idrar YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
36 Rektal strtntd YB E. gallinarum >32 E. gallinarum / vanC-1
37 Rektal strdntd YB E. faecium >32 E. faecium / vanA
38 Rektal strtnta YB E. faecium >32 E. faecium / vanA

MIiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu, TE: Tespit edilemeyen, YB: Yogun bakim, FTR: Fizik tedavi ve rehabilitasyon.
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Sekil 1. Referans suslar ve klinik izolatlarin 6rnek agaroz jel elektroforez goriintisu.
1; E. faecium (vanA), 13; E. faecalis, 21; E. faecium (vanA), 5; E. gallinarum (vanC-1), 9; E. gallinarum (vanC-1 ve vanA), 25; E. faecium (vanA),
34; E. faecium (vanA), 22; E. gallinarum (vanC-1), 38; E. faecium (vanA), 12; E. faecalis (vanA), 36; E. gallinarum (vanC-1), 15; E. faecium,

14; tlru tespit edilemeyen, 31; E. faecalis.

Enterococcus tiirlerinde vankomisine direng gelisimine katkida bulunan
dokuz farkl: tipte direng operonu (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG,
vanL, vanM ve vanN) tanlmlanm1§t1r. Bunlar arasinda VanA ve VanB
kaynakli direng klinik olarak en 6nemlileridir. VanA tipi diren¢ hem
vankomisine hem de teikoplanine yiiksek diizeyde direng kazandirirken,
VanB tipi direng yalnizca vankomisine kars etkilidir. Hem vanA hem de
vanB gen kiimeleri sirastyla Tn1546 ve Tn1549 mobil elementleri (transpo-
zonlar) iizerinde yerlesik oldugundan vanA ve vanB aracili vankomisin
direnci dogrudan bu mobil elementler ya da bunlari tagiyan plazmidle-
rin izolatlar arasinda transferi ile yayilmaktadir (15). Buna karsilik, kro-
mozomal lokasyonu nedeniyle aktarilamayan bir operon olan vanC gen
kiimesi E. gallinarum ve E. casseliflavus izolatlarinda vankomisine diisiik
diizeyde direng olusturur (16).

Insan klinik 6rneklerinden izole edilen VRE’ler arasinda en sik rastlanan
tiir VanA tipi direngli E. faecium'dur; bunu VanB direngli E. faecalis izle-
mektedir. Klinik 6rneklerde daha seyrek goriilen ve bu nedenle 6nemsiz
oldugu diistiniilen VanC grubu direng tastyan E. gallinarum ve E. casselif-
lavus tirlerinden 6zellikle E. gallinarum’un immiin yetmezlik sorunu olan
hastalarda bakteriyemi, endokardit ve menenjit gibi ciddi infeksiyonlara
neden olabildigi bildirilmistir (17). Bu tiirlerin dogru tanimlanmasi yal-
nizca tedavi i¢in degil, ayni zamanda hastane i¢i bulagmanin 6nlenmesi
acisindan da 6nemlidir.

Son yillarda yurtdisinda ve iilkemizde yapilan bazi ¢alismalarda VanA
tipi direngli E. faecium etkenli VRE infeksiyonlarinin oranlarinda artig

Tablo 5. Kiiltur ve Molekuler Yontem Sonuglari

Konvansiyonel Kiiltiir ~ Molekiiler Yontem

n (%) n (%)
VR E. faecium 25 (66) 23 (61)
VS E. faecium 1(2.6)
VR E. gallinarum 4(11) 10 (26)
VR E. faecalis 2(5.3) 1(2.6)
VS E. faecalis 1(2.6) 2(5.3)
VR E. casseliflavus 2(5.3)
Tespit Edilemeyen 4(11) 1(2.6)
Toplam izolat Sayisi 38 38

VR: Vankomisin direncli, VS: Vankomisin duyarl

bildirilmektedir (18-22). Benzer sekilde, ¢aliymamizda da 2015-2019
yillar1 arasinda izole edilen 38 klinik Enterococcus izolat1 arasinda, kon-
vansiyonel kiiltiir testleriyle %66, mPCR analizleriyle %61 oraninda VanA
direngli E. faecium saptanmis ve bu tiir en yiiksek oranda belirlenmistir.

Tiir ve direng belirlemede konvansiyonel testler ile mPCR y6ntemi ara-
sinda 38 6rnegin 31 (%82)’inde tam uyum saptanmustir. Elde edilen

214



sonuglar, ¢alismada kullanilan optimize mPCR testinin bagarili, hizly,
pratik ve ekonomik bir yéntem oldugunu géstermektedir. Konvansiyonel
ve otomatize kiiltiir sistemleri, VRE izolatlarinin yalnizca vankomisi-
ne direngli veya duyarli oldugunu belirleyebilirken, mPCR testi direng
geninin tipini (vanA, vanB ve vanC-1) de ortaya koyabilmektedir. Bu
durum tedavi se¢imini degistirmese de olas1 gen transferinin ve VRE
yayiliminin izlenmesi agisindan klinik ve epidemiyolojik agidan 6nem
tasimaktadir.

Caligmamizda iki yontem arasinda %18 oraninda tanisal farklilik gézlen-
mesi tiir ve direng tespitinde konvansiyonel testler ile birlikte molekiiler
taninin 6nemli ve gerekli oldugunu gostermektedir. Tiir diizeyinde karsi-
lastirildiginda 6zellikle E. gallinarum tanimlamasinda farkliliklar saptandi.
Kiiltiir yéntemiyle E. faecium olarak tanimlanan bir izolat, E. casseliflavus
olarak tanimlanan 2 izolat ve tanimlanamayan 3 izolat, mPCR yontemiyle
E. gallinarum olarak belirlendi.

Fang ve arkadaslari (23) tarafindan yapilan bir alismada, Bruker MS, VITEK
MS, VITEK 2 sistemleri ve mPCR y6ntemi karsilastirilmig; VITEK 2’nin

132 Enterococcus izolatin %91.7’sini tiir diizeyinde dogru tanimlayabildigi

bildirilmistir. Ancak, 21 E. gallinarum izolatindan 17’si dogru tanimlan-
mus, 9 izolat E. casseliflavus ile E. gallinarum arasinda ayirt edilememis-
tir. VITEK 2 sisteminin E. faecalis ve E. faecium disgindaki Enterococcus

tirlerini tanimlamada daha az verimli oldugu bildirilmistir (23). Bagka

bir ¢alismada, VITEK 2 ve MALDI-TOF MS sistemleri ile 16S rRNA gen

dizi analizi yontemi karsilastirilmus; E. gallinarum izolatlarinin VITEK 2

sistemi tarafindan dogru tanimlandigy, ancak, sistemin genel olarak daha

disiik ayirt edicilige sahip oldugu ve 39 izolatin 10’unun yanls tanimla-
dig1 bildirilmistir. Ornegin, 6 Enterococcus durans izolatindan 2’si E. gal-
linarum olarak yanlis tanimlanmigtir. Bu bulgular sonucunda ¢aligmada,
otomatize tanimlama sistemlerinin benzer biyokimyasal 6zelliklere sahip

tiirlerde sinirh ayirt edicilige sahip oldugu ve veritabanlarinin giincellen-
mesi gerektigi ifade edilmistir (24).

Caligmamizda, konvansiyonel kiiltiir yontemleriyle vankomisin direngli
olarak saptanan 3 izolatta mPCR y6ntemiyle direng geni saptanamadi.
Benzer sekilde, literatiirde de konvansiyonel ve molekiiler yéntemlerin
degerlendirildigi caligmalarda direng saptanamayan veya hatali saptanan
izolatlar bildirilmistir. Bilen ve arkadaslar1 (22) tarafindan yapilan bir ¢a-
ligmada, otomatize identifikasyon sistemi ile tiim Enterococcus suglarinin
vankomisin ve teikoplanine direngli bulundugu; ancak gradyan test yon-
temine gore {i¢ izolatin her iki antibiyotige de duyarli oldugu, bu suglarda
vanA, vanB ve vanC genlerinin higbirinin saptanmadig1 bildirilmistir (25).
Ayrica bu durum, kullanilan molekiiler testin kapsayiciligina (6rnegin
vanC2-C3 gen bolgelerini hedeflemesi) bagli olarak da degisebilir. Farkl
PCR yontemlerinin gen tespit kapasitelerindeki degiskenlik nedeniyle,
diren¢ geni saptanamamuis olabilir.

Bu bulgular, Enterococcus tiirlerine 6zgii genlerin ve antibiyotik diren-
cinden sorumlu genlerin klinik laboratuvarlarda molekiiler yontemlerle
saptanmasinin yararl oldugunu gostermektedir. Ancak yontemin rutin
kullanima gegebilmesi i¢in kitin maliyet etkinligi agisindan gelistirilmesi
ve kapsamli validasyon ¢alismalar1 gerekmektedir.

Yapilan ¢aligmalar, VRE’lerde yiiksek diizeyde glikopeptid direncine
neden olan genlerin, genellikle yiiksek kopya sayisina ve yiiksek stabiliteye
sahip plazmidler ile bu plazmidlere entegre olmus transpozonlar iizerin-
de bulundugunu gostermektedir. Ayrica bu direng genleri, plazmid veya
kromozomlara entegre olabilen konjugatif transpozonlar araciligiyla da
kazanilabilir. Bu transpozonlar, igerdikleri insersiyon dizileri araciligryla
farkli konak DNAlara entegre olma yetenegine sahiptir (26). Literatiirde,
insan klinik 6rneklerinden hem vanC-1 hem vanA direng genlerini bir-
likte tagtyan E. gallinarum (27-29) ve VanA direngli E. faecalis (30) izo-
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latlarinin bildirildigi az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Caligmamizda da
benzer sekilde, 6zel bir direng profili kapsaminda sayilan VanC-1 ve vanA
direng birlikteligine sahip bir E. gallinarum izolat1 ve ayrica vanB direnci
yerine vanA direnci tasiyan bir E. faecalis izolat1 saptand1. Bu bulgu son
derece 6nemlidir; ¢iinkii normalde VanC-1 fenotipi ile diigiik diizeyde
intrensek direng gostermesi beklenen E. gallinarum tiiriinde vanA tipi
direng geni bulunmast ve orta diizey direngten sorumlu vanB tipi direng
geni yerine vanA direnci tastyan E. faecalis izolat: bulunmasi vanA direng
geninin {ilkemizde de enterokok tiirleri arasinda aktarilabildiginin kanit
niteligindedir. Bu tiir izolatlarin ayrintil olarak incelenmesi ve bu tiirlerin
yayilimini 6nlemek amaciyla hastanelerde diizenli tarama programlarinin
stirdiiriilmesi gereklidir.

Sonug olarak; bu ¢alisma, hastane infeksiyon etkeni klinik Enterococcus
izolatlar1 arasinda en sik goriilen E. faecium, E. faecalis ve E. gallinarum
tiirlerinin ve bunlarin tasidig1 vanA, vanB ve vanC-1 direng genlerinin,
optimize edilmis bir mPCR protokolil ile kisa siirede ve yiiksek duyarli-
likla saptanabilecegini gostermistir. Bu yontem, VRE tarama ve siirveyans
caligmalarinda etkin bi¢imde kullanilabilir.

Veriler retrospektif olarak degerlendirildigi igin hasta onam1 alinmamustir.

Bu calisma ici icin Ahi Evran Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Aras-
tirmalar Etik Kurulu'ndan 20 Ekim 2020 tarih ve 2020-15/106 karar numa-
rastyla onay alinmigtir.
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