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OZET

Pediatri klinifine pnomoni ve sepsis 6n tanisi ile yatirilan 5.5 aylik erkek bebegin kan kiiltiiriinden En-
terococcus faecium sugu izole edilmigtir. Laboratuvarimizda izole ettifimiz E.faecium susunun identifikas-
yonu klasik bakteriyolojik yéntem ve API 20 Strep (BioMerieux-France) otomatize sistemi ile yapilmustir.
Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemi ile yapilan antibiyogramda vankomisin, teikoplanin, penisilin, ampisilin,

- ampisilin/sulbaktam, eritromisin, gentamisin, imipenem, streptomisine direncli ve tetrasiklin, kloramfenikol,
. levofloksasin siprofloksasine duyarh sonug alinmugtir. E test ile MIK degerleri; ampisilin 256 pg/ml, teiko-

planin 64 pg/ml, vankomisin 128 pg/ml, imipenem 32 pg/ml, gentamisin >512 pg/ml ve streptomisin 2000

- pg/ml MIK olarak belirlenmistir. Izole edilen susun PCR yéntemi ile VanA direng geni tagidig1 belirlenmis-

tir. Glikopeptid direngli bu enterokok susunun aym zamanda goklu antibiyotik direnci gosterdigi ve beta-lak-
tamaz olusturmadigi gézlenmistir.

Anahtar stzciikler: Enterococcus faecium, glikopeptid direnci

SUMMARY

First glycopeptid resistant Enterococcus faecium strain isolated in the Hospital of Meram Faculty of
Medicine.

An Enterococcus faecium strain was isolated from the blood culture of a 5.5 months old boy with pneu-
monia and sepsis in pediatrics clinic. E.faecium was identified by classical bacteriological methods and API
20 Strep (BioMerieux-France) otomatized system. The antibiotic susceptibility of the isolate was determined
by Kirby-Bauer disk diffusion method. The isolate was resistant to vancomycin, teicoplanin, penicillin, am-
picillin, ampicillin/sulbactam, erythromycin, gentamicin, imipenem, streptomycin and susceptible to tet-
racycline, chloramphenicol, levofloxacin and ciprofloxacin. MICs were determined by E-test, and the results
were found as; ampicillin 256 pg/ml, teicoplanin 64 pg/ml, vancomycin 128 pg/ml, imipenem 32 pg/ml, gen-
tamicin >512 pg/ml and streptomycin 2000 pg/ml.

VanA resistance gene was identified by PCR in the isolate. This glycopeptid resistant Enterococcus iso-

 late was determined as a multiple resistant and had no beta-lactamase activity.

Key words: Enterococcus faecalis, glycopeptid resistance

GIRIS

Enterococcus faecium insanlarin normal barsak flora-
sinda bulunmasina ragmen bakteriyel endokardit, bakteremi,
yara infeksiyonu, iiriner sistem infeksiyonu ve intraabdomi-
nal infeksiyonlarin nemli patojenidir (20,21). Enterokoklar
virulansi diigiik mikroorganizmalardir ancak son yillarda no-
zokomiyal infeksiyonlarda en sik rastlanan patojen haline

gelmistir. Enterokok infeksiyonlarinda iigiincii siray: bakte-
remiler almakta ve 6lim oram % 31-37yi bulmaktadir
(2,6,11).

Son yillarda yapilan galigmalar ¢ogul direncli suglarin
sayisimin gittikge  arttifim gostermistir (2,6). Beta-laktam
antibiyotiklere dogal direncli olmalari, penisiline toleran ve
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ayrica aminoglikozidlere yiiksek diizeyde direng gdsteren en-
terokoklarin ortaya gikmasi ile en etkili silah olarak gliko-
peptid antibiyotikler kullamlmaya baslanmugtir. Ancak
1980°1i yillarmn sonlarina dogru Avrupa’da vankomisine di-
rengli enterokok (VRE) suslart bildirilmesine kargilik
ABD’de sporadik olarak gozlenen VRE suslari daha sonra
ortaya ¢ikmugtir. Yakin tarihte ABD’de direngli sug sayisinda
daha izl artis olmugtur (9,10). Son yillarda tilkemizde de

cesitli merkezlerde vankomisine direngli enterokoklar bildi-
rilmeye baslamustir (1,2,4,14,19,23). Kan kiiltiiriinden izole
ettigimiz Enterococcus faecium, glikopeptid antibiyotiklere
direncli hastanemizde izole edilen ilk sugtur. Hastanemizde
de epidemiyolojik yonden 6nemli bir tehlikenin yant bagi-
muzda olabileceginin gdstergesi olan bu izolat nedeniyle ko-
nunun dnemini tekrar giindeme getirmek amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Olgu: 3 Nisan 2002 tarihinde 5.5 aylik erkek bebek sep-
sis ve pnomoni 6n tanist ile gocuk klinigine yatinimstir. Fi-
zik muayenesinde genel durumu kétii, takipneli, interkostal
cekilmeleri olan hastanin, solunum sistemi muayenesinde bi-
lateral raller mevcut olup, rutin laboratuvar tetkikleri ile bir-
likte kan kiiltiirli hasta baginda alinarak laboratuvara gonde-
rilmistir. Hastaya vankomisin ve seftriakson tedavisine bag-
lanmis, on beg giin sonunda semptomlari diizelmeyen ve ate-
si diismeyen hastanin tedavi gemasi degigtirilerek imipenem
baglanmustir. Imipenem tedavisine de yamt alinamayan has-
tamn 3 Mayis 2002 tarihinde kan kiiltiirii tekrarlanmstir. Ge-
nel durumu bozuk olan hasta bir hafta sonra eksitus olmus-
fur.

Glikopeptid direncli Enterococcus faecium susunun
izolasyon ve identifikasyonu: Ilk yapilan kan kiiltiiriinde
ireme olmarmstir. Hastadan alinan ikinci kan orneginin
BACTEC 9050 kan kiiltiir sisteminde tireme sinyali alindik-
tan sonra (3 Mayis 2002°de saat 14.25"de kan kiiltiirii alin-
mis, 4 Mayis 2002 saat 7.00’de iireme sinyali vermistir) % 3
koyun kanli agar ve EMB agara pasaji yapilmistir. Ureyen
kolonilerin morfoloji, hemoliz ¢zelligi, Gram boyama, kata-
laz testi, klasik yontemler ve API 20 Strep (BioMerieux-
France) otomatize sistemi ile tiirii belirlenmigtir. Susun
NCCLS kriterlerine gore Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi
ile antibiyogrami ve E-test yontemi ile MIK degerleri belir-
lenmigtir (13). Beta-laktamaz varhigi nitrosefin diski (BBL
Becton Dickinson) ile arastirilmigtir,

Kalite kontrol igin E.faecalis ATCC 29212 ve S.aureus
ATCC 25923 suglar1 kullanilmustr, ;

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile direng tayini:
PCR ile VanA tipi direng geninin varhgi aragtinilmigtir.
E.faecium susundan DNA ekstraksiyonu igin bir gece Muel-
ler-Hinton buyyon besiyerinde iiretildikten sonra 10 dak.
3000 rpm’de santrifiije edilmigtir. Ust siv1 atildiktan sonra
pelet 1 ml TE tampon ile (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,

pH: 7.5) siispanse edilerek Eppendorf tiipe aktarilmig ve
10,000 rpm’de 10 dak. santrifiije edilmigtir. Ust siv1 tekrar
dokiilerek 4-100 pg/ml’lik lizostafinden 50 pl eklenip, vor-
teksledikten sonra 10 dak. 37°C’lik sicak su banyosunda
bekletilmistir. Uzerine 100 pg/ml proteinaz K’dan 50 pl ekle-
nip tekrar vortekslenmis, sonra 10 dak. 37°C’lik sicak su
banyosunda tutulmug, daha sonra da kaynayan suda 15 dak.
kaynatilmistir. Kaynadiktan sonra 10 dak. mikrosantrifiijde
cevirip, iist sivt pelete dokunmadan alinmig ve hazirlanan
DNA kullanilincaya kadar -20°C’de bekletilmigtir.

VanA tipi direng geninin varlign i¢in 10 mM Tris (pH
8,3), 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl,, 200 pM deoksiniik*eozid
trifosfatlar, 20 uM VanAl primeri (5° ATG AAT AGA ATA
AAA GTT GCA ATA C 3') ve VanA2 primeri (5’ CCC CTT
TAA CGC TAA TAC GAT 3'), | U Taq polimeraz ve 5 pl
DNA igeren toplam 50 ul'lik reaksiyon karigimit hazirlanmg-
tir. Thermal Cycler 1s1 dongiileri su sekilde ayarlanmgtir:

94°C 5 dakika

94°C 30 saniye
58°C 30 saniye
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika

30 siklus

Elde edilen amplifikasyon iiriinleri % 1’lik agaroza yiik-
lenerek 100 V’da 30 dak. elektroforez ile analiz edilmiglerdir.
Amplifikasyon iiriinii 1029 bp’de iiriin goriilmesi VanA geni
icin pozitif olarak degerlendirilmistir (15,22).

Cevre kontrolii: VRE saptanan hastamiz kan kiiltiir ali-

‘nimundan bir hafta sonra eksitus oldugu i¢in kontrol kiiltiirle-

ri yapilamamigtir. Sugun kaynagin belirlemek amact ile ol-
gunun yattig1 klinigin personelinden rektal siiriintli ve ayrica
hasta odalarindaki esya ve tibbi cihazlardan kiiltlir alinarak
VRE yéniinden aragtinlmsgtir.

BULGULAR

Kan kiiltiiriiniin koyun kanh agardaki pasajinda iireyen
alfa hemolizli kolonilerin, Gram pozitif zincir yapmig kok
seklinde morfolojileri, katalaz ve optokin deneylerinin nega-

tif olmasi, % 6.5 NaCl bulunan buyyonda iiremeleri ve ayri-
ca API 20 Strep kiti ile ¢alisma sonucu Enterococcus faeci-
um oldugu belirlenmistir. Bu susun beta-laktamaz olugturma-
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dig1 gdzlenmistir. _

Klinikte yapilan gevre kontrol kiiltiirlerinde VRE susu
iiretilememistir,

Disk difiizyon y6nteminde vankomisin, teikoplanin, pe-
nisilin, ampisilin, ampisilin/sulbaktam, eritromisin, imipe-
nem, gentamisin ve streptomisine direncli sonug elde edilir-
ken, tetrasiklin, kloramfenikol, levofloksasin ve siprofloksa-
sine duyarli sonug elde edilmistir.

E test ile MIK degerleri; teikoplanin 64 pg/ml, vankomi-
sin 128 pg/ml, imipenem 32 pg/ml, ampisilin 256 pg/ml,
gentamisin >512 pg/ml ve streptomisin 2000 pg/ml olarak
saptanmistir,

PCR ytnteminde VanAl ve VanA2 primerleri ile 1029 baz
¢iftinde bant goriilmesi pozitif sonucu géstermistir. Béylece bu
sugun VanA geni tastyan E.faecium oldufu dogrulanmustir,

TARTISMA

Enterokoklarda glikopeptid direnci, sadece vankomisine
direng olmasi veya hem vankomisine ve hem de teikoplanine
direng olmasi, direncin indiiklenebilir olup olmamasi ve di-
ger bakterilere gecirilip gecirilmemesine gére gruplandirilir,
VanA geni igeren bakteriler hem vankomisin hem de teikop-
lanine direnclidir. VanB ve VanC geni tagiyan enterokoklar
ise vankomisine direngli, teikoplanine duyarhidirlar. VRE
suglarindaki direncin plazmid ve transpozon (Tn1546) araci-
11g1 ile kazanilmig olmasi, direncin aktarilabilir olmasi, diger
Gram pozitif bakteriler arasmnda yayilabilecegini gstermek-
tedir (17,18). Enterokoklarin tedavide sik kullanilan aminog-
likozid ve beta-laktam antibiyotiklere dogal olarak direngli
olmalar1 nedeni ile uzun yillar tek secenek olarak vankomisi-
nin kullanilmas: direngli suglarin ortaya ¢ikmasina yol ag-
nugtir. Glikopeptid antibiyotikler ile digerleri arasinda gapraz
direng olmamasina ragmen, VRE suglarinda siklikla cogul
dirence rastlanmaktadir (2).

Hastane kaynakli infeksiyonlarda, glikopeptidlere di-
rengli suglarin sayisi gittikge artmaktadir. Ozellikle ampirik
tedavi ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi direngli en-
terokoklarin kolonizasyonunu artirmaktadir, NNISS (Nati-
onal Nosocomial Infection Surveillance System) verilerine
gore klinik izolatlardan izole edilen VRE suslarinin orani 6n-
celeri % 0.3 iken daha sonraki yillarda % 7.9’a yiikselmistir
(20). Vankomisine direngli E.faecium’un neden oldugu has-
tane kaynakli salginlarda penisiline ve gentamisine de diren-
cin yiiksek oldugu gosterilmistir (9).

Ulkemizde ilk vankomisine direncli enterokok susu Ak-
deniz Universitesinden bildirilmistir (19). Daha sonra gliko-
peptid antibiyotiklere direngli enterokoklar degisik merkez-
lerden bildirilmeye baglamig ve cesitli klinik orneklerden
izole edilen bu enterckok suslarinin E.faecium olarak belir-
lendigi, hepsinin de VanA direng geni tasidigi saptanmistir
(1,2,4,14).

Laboratuvarimizda izole ettifimiz sugun glikopeptid di-
renci 6nce disk diftizyon ile saptanmustir. Daha sonra E-test
yontemi ile MIK degerleri belirlenmis ve disk difiizyon yén-
temini destekleyen sonuglar alinmigtir. Hacettepe Universite-
si Tip Fakiiltesi Infeksiyon Hastahklart Unitesi Laboratuva-
ri’nda susun MIK degerleri dogrulannug ve VanA direng geni
tagidif1 gosterilmistir. Ayrica klinikte yapilan cevre kontrol
kiiltiirlerinde VRE {iretilememesi bu susun endojen kaynakl
oldugunu diisiindiirmiigtiir. Bu sonuglar bize gostermektedir
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ki hastanemizde de epidemiyolojik agidan ¢ok énemli bir teh-
like ile kars: karstyayiz. Hastanemiz kliniklerinde uygulanan
antibiyotik tedavi semasimi irdeleyecek olursak: 1- Hastane-
mizde hemodiyaliz tinitesi olgularinda, kateter infeksiyonu
diigiiniildiigiinde rutin olarak vankomisin tedavisi uygulan-
makta, 2- Periton diyalizi sirasinda infeksiyon bulgular go-
riildiigiinde tek doz rutin vankomisin verilmekte, 3- Diger kli-
niklerde stafilokok infeksiyonlarinda vankomisin ilk secenek
olarak kullanilmakta, 4- Hayat1 tehdit etmeyen MRSA infek-
siyonlarmn tedavisinde vankomisin rutin verilmektedir. Igte
hastanemiz kliniklerinin bu antibiyotik uygulama stratejisi
VRE suslarinin olugmas: ve sayisinin artmasina neden olabi-
Jir. Ulkemizde birgok merkezde VRE suglarinin izole edilme-
si ve bildirilmesi bazi ciddi ¢nlemlerin alinmasi acisindan
Gnemlidir. Konunun tekrar tekrar giindeme getirilmesinin bu
yanhig uygulamalar i¢in uyarict olacagi kanisindayiz.

Bir aminoglikozid grubu antibiyotikle hiicre duvarina etki-
1i olan antibiyotigin kombinasyonu enterokoklara in-vivo ve in-
vitro kogullarda bakterisit etkilidir. Ancak enterokoklarin ampi-
silin ve vankomisine direnc geligtirmesi ile birlikte yiiksek dii-
zey aminoglikozid direncinin goriilmesi bu mikroorganizmaya
karg1 antibiyotik tedavisini komplike hale getirmistir (12).

Son yillarda yapilan arastirmalarda vankomisin ve ampi-
siline direngli E. faecium izolatlarinin linezolid ve kinupristin-
dalfopristine duyarl: oldugu bildirilmektedir (3,7,8).  Kinup-
ristin-dalfopristin iki intravendz kullanilan streptogramin gru-
bu antibiyotigin kombinasyonudur, Preparatin hayvan modeli
¢aligmalarinda BOS’a gegiginin az oldugu ifade edilmektedir
(16). Buna karsilik Garey ve ark. (8) BOS’dan izole ettikleri
vankomisine diren¢li E.faecium infeksiyonlarinin tedavisi
igin intravendz kinupristin-dalfopristin kullanmislar ve 11
giin sonra steril BOS kiiltiirii elde etmislerdir. Linezolid ise
oksazolidon grubu antibiyotiklerin bir iiyesidir. Vankomisine
direngli Efaecium’a linezolid bakteriyostatik etki gostermek-
le birlikte diger streptokoklara bakterisit etki gosterir (3).
Babcock ve ark. (3) E.faecium’a bagli endokarditli bir hasta-
da oral linezolidi basar1 ile kullanmuglardir. Ancak bu antibi-
yotikler heniiz iilkemizde kullanima sunulmamustur.

Mikroorganizmalar hedef antibiyotiklere direng geligtir-
dikge insanoglu yeni arayislarim siirdiirmeye devam etmek-
tedir, Ancak diren¢li suglarin yaptig1 infeksiyonda bu alterna-
tif ilaglarin ne kadar siire ile etkili olacagi hakkinda fikir yii-
riitmek olduk¢a zordur.
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