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Onemli nozokomiyal patojenlerden olan vankomisine direncli enterokoklarin (VRE) hastanede yayilma-
sinda kolonize yiizeyler, ekipmanlar, bireyler ve enfekte hastalar kaynak olabilirler. Hastane kaynakli enfek-
siyonlarin 6nlenmesi ve kontroliinde temel epidemiyolojik araglar tiplendirme yontemleridir. “Pulsed field”
jel elektroforezi (PFGE), salginlarda ve hastane kaynakli VRE enfeksiyonlarinin klonal iliskilerinin tespitinde sik
kullanilir ve ayirt ediciligi yiiksek bir yontemdir. Bu calismada, PFGE yéntemi ile istanbul Universitesi istanbul
Tip Fakultesi Hastanesinin cesitli kliniklerinden iki farkli donemde alinan rektal siriintd, klinik 6rnek ve cevre
strtintlsti 6rneklerinden izole edilen VRE izolatlari arasindaki klonal iliskinin, capraz bulas varliginin ve bu
bulas sirasinda hangi servis ya da servislerin olasi capraz bulasta 6n plana ¢iktiginin arastirilmasi amaclan-
mistir. Calismaya, iki farkl donemde izole edilen toplam 125 VRE dahil edilmistir. Rektal ve cevre striintusi
ornekleri Enterococcosel agara ve sodyum azitli sivi besiyerine, idrar 6rnekleri kromojenik agara, diger klinik
ornekler ise %5 koyun kanli agara ekilmis ve 18-24 saat inkiibe edilmistir. Katalaz negatif, gram-pozitif ko-
lonilerin tir tanisi icin VITEK 2 Compact (bioMérieux, MarcyL’Etoile, Fransa) otomasyon sistemi GP paneli,
vankomisin duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla disk diftizyon testi ile minimal inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) belirleyen gradiyent serit testi kullanilmistir. VRE olarak saptanmis izolatlarda vanA ve vanB direng
genlerinin arastinlmasi icin multipleks polimeraz zincir reaksiyonu, klonal iligkinin saptanmasi amaciyla PFGE
deneyleri uygulanmustir. izolatlarin tiimii vanA direng genine sahip Enterococcus faecium olarak tanimlan-
mustir. PFGE klonlarinin %65 benzerlikte alti tipe ayrildigini (A-F) ve bu poliklonal yayillimda major tipin 37
alt tipte 108 izolati barindiran ve hastanede yillardir varhigini siirdiiren A tipi oldugu gésterilmistir. identik
izolatlarin elde edildigi hastalarda, birbirine yakin zamanlarda ayni acil servis ya da ayni binadaki farkl acil
servislerde yatis hikayelerinin yiiksekligi dikkat cekmistir. Sonuclarimiz, hastanemizde VRE varliginin yerlesik
oldugunu, zaman zaman yeni izolatlar eklendigini ve capraz bulaslarin varligini gostermistir. Calisma kosul-
lari nedeniyle, enfeksiyon kontrol 6nlemlerinde ihmal ihtimalinin yilksek oldugu acil servislerin, VRE konta-
minasyonu acisindan yiiksek riskli alanlardan oldugu gériilmektedir. Capraz bulasta acil servislerin Gneminin
daha iyi anlasilabilmesi icin acil servislerde yatisi yapilan hastalar arasinda stirveyans calismalarinin yapilmasi
ve pozitif hastalarin nakledildikleri servislerde VRE oraninin takip edilmesi faydali olacaktir.
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ABSTRACT

Colonized surfaces, equipment, individuals, and infected patients can be sources for the hospital spread
of vancomycin-resistant enterococci (VRE), which is one of the important nosocomial pathogens. The
basic epidemiological tools for the prevention and control of hospital-acquired infections are the typing
methods. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) is a highly discriminating method used frequently to de-
tect clonal associations in epidemics and hospital-acquired VRE infections. This study aimed to investigate
the presence of cross-contamination, which service or services come to the forefront in case of possible
cross-contamination and clonal relationship between VRE strains isolated from rectal swab, clinical and
environmental swab samples taken in two different periods in various clinics of Istanbul University Istanbul
Medical Faculty Hospital by PFGE method. A total of 125 VREs isolated in two different periods were in-
cluded in the study. Rectal and environmental swab samples were inoculated on Enterococcosel agar and
sodium azide broth, urine samples were inoculated on chromogenic agar, and other clinical samples were
inoculated on 5% sheep blood agar and incubated for 18-24 hours. VITEK 2 Compact automation system
GP panel (bioMerieux, MarcyL’Etoile, France) was used for the species identification of catalase-negative,
gram-positive colonies and disc diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) gradient tests were
used to determine vancomycin susceptibility. Multiplex polymerase chain reaction was used to search for
vanA and vanB resistance genes in isolates identified as VRE, and PFGE was used to determine clonal as-
sociation. All isolates were identified as Enterococcus faecium with the vanA resistance gene. It was shown
that PFGE clones were divided into six types with 65% similarity (A-F), and in this polyclonal spread, the
major type was type A, which contained 108 isolates in 37 subtypes existed in the hospital for years. In
patients from whom similar isolates were obtained, the high rate of hospitalizations in the same emergency
room or in different emergency services in the same building drew attention. Our results showed that the
presence of VRE was established in our hospital, new isolates were added from time to time, and there was
a cross-contamination. It was observed that emergency services, where infection control measures were
neglected due to working conditions, were among the high-risk areas for VRE contamination. In order to
better understand the importance of emergency services in cross-contamination, it would be useful to con-
duct surveillance studies among patients hospitalized in emergency services and monitor the rate of VRE in
the services where positive patients were transferred.

Keywords: Genotyping; emergency department; vancomycin-resistant enterococci; pulsed-field gel electrophoresis.

GiRis

Hastane enfeksiyonlarinin dnemli etkenlerinden olan enterokok tiirleri, insan gastroin-
testinal ve Urogenital sisteminde ve agiz boslugunda flora elemani olarak bulunabilirler.
Enterokoklar, bazi antibiyotiklere dogal direncli olmakla birlikte, pek ¢ok antibiyotige
kargi da diren¢ determinantlarini kazanma yeteneklerine sahiptirler. Hastane gibi fazla
antibiyotik kullanilan ortamlarda direncli enterokok suslarinin secilimi ve invaziv enfeksi-
yonlara neden olmasi s6z konusudur. Ayni zamanda ortam kosullarina direncli olan bu
bakterilerin cevrede yayillmak suretiyle de duyarl hastalarda ekzojen kékenli enfeksiyon-
lara yol acabildigi bilinmektedir'-2,

Vankomisine direncli enterokoklar (VRE) 6nemli nozokomiyal patojenlerdendir. Kolo-
nize yuzeyler, ekipmanlar, hastane calisanlari, refakatcilar ve enfekte hastalar hastanede
VRE yayilimina kisa veya uzun sireli kaynak olabilirler. Hastane kaynakli VRE epidemiyo-
lojisinin ortaya konmasi ve bulasma dinamiklerinin aydinlatiimasi, hastane ici yayihmin
kontrol altina alinmasinda kritik 65nem tasir'.

Enfeksiyon 6nleme ve kontroliinde temel epidemiyolojik araclar tiplendirme yontem-
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leridir. “Pulsed field” jel elektroforezi (PFGE), salginlarda ve hastane kaynakli VRE enfeksi-
yonlarinin klonal iliskilerinin tespitinde sik kullanilan, ayirt ediciligi yiiksek bir yontemdir>.
PFGE yonteminin kisa sreli stirveyans calismalarinda oldugu kadar, uzun sireli siirveyans
calismalari icin de énemli oldugu vurgulanmistir®>,

Bu calismada, istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi yogun bakim (ini-
teleri ve cesitli servislerinde yatan hastalardan alinan rektal siiriinti (RS), klinik érnek (KO)
ve cevre siriinti (CS) orneklerinden iki farkli donemde izole edilen VRE izolatlari arasindaki
klonal iliski, capraz bulas varliyi ve hangi servis ya da servislerin olasi capraz bulas duru-
munda on plana c¢iktiginin PFGE yontemi kullanilarak arastirnlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay
ile gerceklestirildi (Tarih: 28.08.2012 ve Karar No: 2012/1298-1170.)

Vankomisine Direngli Enterokok izolasyonu ve Tanimlanmasi

Calismaya, iki farkl dénemde; RS, KO ve CS 6rneklerinden izole edilen toplam 125 VRE
dahil edildi. RS ve CS 6rnekleri Enterococcosel agara (Becton Dickinson, New Jersey, ABD) ve
sodyum azitli (BioMatic, Ontario, Kanada) sivi besiyerine (Oxoid, Hampshire, Birlesik Krallik)
ekilip 18-24 saat inkilibe edildikten sonra agarinda tireme olmayan orneklerin sivi besiyerleri
Enterococcosel agara ekildikten sonra inkiibe edildi®. idrar 6rnekleri BBL Chromagar (Bec-
ton Dickinson, Cockeysville, ABD)’a, diger klinik 6rnekler ise %5 koyun kanli agara ekildi ve
katalaz negatif, gram-pozitif kolonilerin tir tanisi i¢in VITEK 2 Compact otomasyon sistemi
GP paneli (bioMerieux, MarcyL'Etoile, Fransa) kullanildi. Vankomisin duyarliliklarinin belir-
lenmesi icin yapilan disk diftizyon ve E-test (bioMerieux, MarcyL'Etoile, Fransa) ile sonuglarin
degerlendirilmesi “Clinical Laboratory Stantdards Institute (CLSI)” nerileri dogrultusunda
yapildr’.

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi ile Diren¢ Genotipinin Belirlenmesi

VRE'lerde vanA ve vanB direng genleri arastinlmasi multipleks PCR ile yapildi®. DNA eks-
traksiyonu (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, Mannheim, Aimanya) ve ampli-
fikasyon (Maxima Hot Start Green PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
ABD) kit prosediirlerine uygun olarak yapildi. Amplifikasyon icin hedefe uygun primerler®
kullanildi ve Urinler, %1.8’lik agaroz jelde (Sigma, Missouri, ABD) bir saat yuritildu. Pozitif
kontrol olarak E.faecium B7641 (vanA geni pozitif) ve E.faecalis V583 (vanB geni pozitif)
suslar kullanild.

“Pulsed Field” Jel Elektroforez Yontemi ile Klonal iliskinin Saptanmasi

PFGE ile klonal iliskinin saptanmasi amaciyla Murray ve arkadaslarinin® protokolii uygu-
landi. Elektroforez icin CHEF-DR Il (BioRad, Kaliforniya, ABD) cihazi ve Hastalik Kontrol ve
Korunma Merkezleri [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)] protokolu kulla-
nildi'®. Sonrasinda jel gériintiileme sistemi (Kodak, NewYork, ABD) ile bantlar UV altinda
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incelenip BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belcika) programi kullani-
larak kiime analizi, Dice benzerlik katsayisi ve “Unweighted Pair Group Method Average
(UPGMA)" iliski kurali parametreleriyle dendrogram olusturuldu ve PFGE klonlarini tiplendir-
mek icin %65 benzerlikte makrorestriksiyon ile tipler ve %90 benzerlikte mikrorestriksiyon ile
alttipler belirlendi.

Genotiplendirme ile identik olduklari saptanan izolatlari tasiyan hastalarin kayitlari incelen-
di ve gecmiste ayni servis veya binada bulunma oykiileri arastirildi.

BULGULAR

Sekiz aylik bir siireyi kapsayan birinci dénem 94 (RS, n= 85; KO, n=9), birinci dénem-
den bir ile {i¢ sene sonrasi araligini kapsayan ikinci dénem ise 31 (KO, n= 20; RS, n=5;
CS, n= 6) VRE izolatini icermistir. Dokuz hastanin hem RS, hem de KO’lerinden VRE izolati
saptanmustir. Cevre &rneklerindeki tiremelerin besinin i¢ Hastaliklar Yogun Bakim (IHYB)
Servisi, (hasta yataklari, n= 3; hemsire bankosu, n= 1; klavye, n= 1) ve birinin Ortopedi
ve Travmatoloji Ameliyathanesinden (monitér, n= 1) oldugu tespit edilmistir. Donemlere
gore ornek tirleri ve sayilari Tablo I'de gosterilmistir.

VRE izolatlari incelenen 110 hastanin 60’inin erkek, 50’sinin kadin oldugu ve yas ortala-
masinin 39.3 oldugu belirlenmistir. TGm izolatlar vanA direng genine sahip olup E.faecium
olarak tanimlanmustir.

VRE pozitif hastalarin yas ve cinsiyet dagihmi Tablo II'de, kliniklere gore dagilimi ise
Tablo Ill'te gosterilmistir.

Tablo I. Dénemlere gére Ornek Tiirleri ve Sayilari (n=125)

Donem B i HK A PS BA BOS RS (&)
1 1 6 2 - - - 85 -
2 - 11 3 3 1 1 1 5 6

B: Biyopsi, i: idrar, HK: Hemokiiltiir, A: Apse, PS: Plevral sivi, BA: Bronsiyal aspirat, BOS: Beyin-omurilik sivisi, RS:
Rektal stirlintli, CS: Cevre siriintl 6rnegi.

Tablo II. VRE Pozitif Hastalarin Cinsiyet ve Yas Dagilimlari

Cinsiyet
Yas Erkek Kadin Toplam
0 3 2 5
1-18 19 8 27
19-45 15 15 30
46-60 7 9 16
> 60 16 16 32
Toplam 60 50 110
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Tablo Ill. VRE Pozitif Hastalarin Kliniklere gére Dagilimi

Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
Klinik Hasta Klinik Hasta Klinik Hasta Klinik Hasta Klinik Hasta
H 27 YDYB 4 KO 2 CcG 1 KYB 1
OTA 12 CA 3 KIT 2 CK 1 oT 1
AR 10 cC 3 KHT 2 GoC 1 PC 1
CH 8 G 3 KDYB 2 GH 1 TU 1
iHA 7 GeC 3 N 2 iH 1 up 1
CYB 6 CNP 2 BC 1 iHP 1

AR: Anestezi ve Reanimasyon, BC: Beyin, Sinir Cerrahisi, CA: Cocuk Sagligi ve Hastaliklari-Acil Birimi, CC: Cocuk
Cerrahisi, CG: Cocuk Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme, CH: Cocuk Hematoloji ve Onkoloji, CK: Cocuk
Saghgi ve Hastaliklari Kardiyoloji, CNP: Cocuk Saghgi ve Hastaliklari-Nefroloji Poliklinik, CYB: Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari-Yogun Bakim, G: ig Hastaliklari Gastroenteroloji, GeC: Genel Cerrahi, GH: Gogiis Hastaliklar, GoC:
Gogis Cerrahisi, H: i¢ Hastaliklari Hematoloji, iH: i¢ Hastaliklari, IHA: i¢ Hastaliklari-Acil, iHP: i¢ Hastaliklari-Poliklinik,
KDYB: Kalp, Damar Cerrahisi-Yogun Bakim, KHT: Otolog K&k Hiicre Transplantasyon Unitesi, KO: Kadin Hastaliklari
ve Dogum-Onkoloji, KiT: Kemik iligi Transplantasyon Unitesi, KYB: Kardiyoloji-Yogun Bakim, N: i¢ Hastaliklari
Nefroloji, OT: Ortopedi ve Travmatoloji, OTA: Ortopedi ve Travmatoloji-Acil, PC: Plastik, Rekonstruktif ve Estetik
Cerrahi, TU: Transplantasyon Unitesi, UP: Uroloji Poliklinik, YDYB: Yeni Dogan-Yogun Bakim.

Calismamizdaki VRE pozitif hastalarin li¢ bolimde yogunlastigi, bunlarin hematoloji ser-
visi (%31.8), yogun bakim uniteleri (%21) ve acil servisler (%20) oldugu gorilmektedir.

Orneklerin numaralari, tirleri, geldikleri béliim/tarih, ait olduklari klonal tipler ve iden-
tik suslardan ortak bina ya da servis ge¢misi olanlar PFGE dendrograminda gosterilmistir

(Sekil 1).

PFGE klonlarinin %65 benzerlikte alti tipe ayrldigi (A-F) ve bu tiplerden en buyiik ola-
ninin 37 alttipte 108 izolati barindiran A tipi (anatip) oldugu, A tipinin en buytk alttipinin
22 izolat iceren A7 oldugu belirlenmistir. E tipi alti alttipte dokuz izolat icerirken, D tipi
iki alttipte Ug izolat, F tipi iki alttipte iki izolat, C tipi iki alttipte iki izolat ve B tipi bir izolat
icermistir.

TARTISMA

Enterokoklar, baslica hastane enfeksiyonu etkenleri arasindadirlar ve hareketli genetik
elementleri kazanip, transfer edebilirler. Hastanede VRE varli§i ve yayihm dinamiklerinin
tespiti yayihmi ve kolonize hastalarda enfeksiyonu onlemek agisindan buyik onem arz
etmektedir'2.

Calismamizda izole ettigimiz VRE izolatlarinin tamami, diinyada ve llkemizde en sik
saptanan vanA geni taslyan E.faecium olarak tanimlanmis' "' ve bir cok calismayla benzer
sekilde® 21416 poliklonal yayilim gésterdikleri belirlenmistir.

Bazi identik izolatlar (izolat no: 26-27/28-29/52-53/75-76) ve bazi ayni alttipte (A16,
A20,A22, A26, A34, E1, E2) ancak identik olmayan izolatlar, iki farkli izolasyon doneminde
de gorilmustur. Bu bulgular enterokoklarin yiizeylerde bes giin - > 46 ay yasayabildikleri,
kuruluk, ¢6ziicl, deterjan ve biyositlere diren¢ gosterebildikleri, bunun yiizey-hasta-saglik
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Sekil 1. PFGE sonucu olusturulan dendrogram.
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personeli licgeninde capraz bulaslara yol acabilecegi'’"'® ve epidemik bir klonun yogun

secici baskiya maruz kalarak genetik altyapisinda yeniden diizenleme yaparak hastanede
uzun siire varligini siirdiirebilecegi bilgileriyle uyumlu bulunmugtur®.

Calismamizda da tim cevresel izolatlarin A18 klonal alttipine dahil olduklari gorl-
mustur. A18 alttipindeki klinik izolatlar birinci donemde goérilirken ayni alttipteki cev-
resel siirintiilerden elde edilen izolatlarin ikinci donemde de saptanmasi, hasta izolatlari
ile cevre kontaminasyonunu ve uzun sureli kolonizasyonlardaki etkisini gostermesi acisin-
dan anlamli bulunmustur.

Dokuz hastanin hem RS hem de KO’lerinden izole edilmis VRE izolatlarindan 69-70 ve
82-83 numarali izolatlarin identik oldugu, 1-122, 54-121, 12-60, 117-28, 114-97, 113-
88 ve 116-85 numarali izolatlarin ise farkh klonal tipte olduklari goértlmistir. Bu bulgu
VRE tastyicilarinda eksojen VRE enfeksiyonlarinin gelisebilecegini gostermesi acisindan
o6nemlidir.

VRE pozitif 6rneklerimizin servislere gore dagilimina bakildiginda hematoloji ve yogun
bakim servislerinde yiiksek oranda gériilmesi beklenilecek bir durumken'?, acil servisler-
de benzer oranlarda olusu, acil servis verilerinin de paylasildigi bir epidemiyoloji calisma-
sina'? kiyasla (%6.3) yiiksek bulunmustur.

Pulsotiplendirme sonuclarimiz, acil servislerin VRE capraz bulasinda dnemli alanlar ol-
dugunu diistindiirmektedir. identik olan 10-11 numarali izolatlarin ayni tarihte ayni acil
servisten izole edilmis olduklari ve farkli servislerden izole edilmis 9-10-11-12, 20-22-23,
50-51, 59-60, 72-73 ve 88-89 numarali identik izolatlar tasiyan hastalarin birbirine yakin
zamanlarda ayni acil servis ya da ayni binadaki farkl acil servislerde yatis gecmislerinin ol-
dugu gorilmektedir. Acil servislerin capraz bulastaki kritik 5nemini destekleyen diger bir
bulgumuz da, birinci donemde Ortopedi ve Travmatoloji Acil Servisinden izole edilen 59
numarali izolat ile bir yil sonra ikinci donemde Ortopedi ve Travmatoloji Ameliyathanesi
ve eriskin yogun bakim servisi cevre surintilerinden izole edilen 55 ve 56 numarali VRE
izolatlarinin identik olmasidir. Bu durum ayni zamanda hasta kaynakli cevre kontaminas-
yonunu da gostermektedir. Bunun yaninda 82 ve 84 numarali suslarin izole edildigi has-
talarin, VRE izolasyon tarihlerine yakin zamanlarda iniversitemiz acil servislerine yatislari
da saptanmustir. Acil servis ylizeyleri ve calisanlari; yogun is yiiki, yetersiz zaman, sinirli
calisma alani, calisan cesitliligi, yiksek eylem hizi gibi hijyen uygulamalarinda uygun-
suzluklara yol acabilen kosullari nedeniyle'®?° potansiyel patojen kaynaklaridir. Calisma
sonuglarimiz; 6zel kosullari olan bu alanlarin capraz bulastaki roltint kanitlar niteliktedir.

Calismamizda surveyans calismalarinin hastane genelinde yapilamamasi, surveyans
yapilan servislerde personelden 6rnek alinmamis olmasi ve slirveyans yapilan butiin ser-
vislerden cevre surlintlisi 6rneginin alinmamis olmasi gibi kisitlamalar mevcut olmakla
birlikte, hastanemizdeki VRE izolatlarinin bireyler ve birimler arasindaki yayginhgina ve
capraz bulasinin yogun hasta trafigi, hasta yakinlari, farkli birimler arasinda giris-cikis
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yapan ¢ok sayida personel (6rnegin; laboratuvara ornek tasiyanlar, temizlik gorevlileri)
ortak kullanim alanlari (tuvaletler, asansorler, bekleme salonlari vb.) ve temizlik uygula-
malarindaki hatalar gibi olumsuz etkenlere bagli oldugu dusiintlmustir

Bu calismada VRE izolatlarinin vanA geni barindiran E.faecium oldugu, poliklonal ya-
ythm gosterdikleri ve hastanemizdeki VRE varliginin yeni izolatlar eklenerek devam ettigi
gosterilmistir. Kendine 6zgu calisma kosullari nedeniyle, enfeksiyon kontrol onlemlerine
uyumun daha dislik olma ihtimalinin yiiksek oldugu acil servislerin, VRE kontaminasyo-
nu acisindan yuksek riskli alanlardan oldugu gorilmektedir. Capraz bulasta acil servislerin
oneminin daha iyi anlagilabilmesi icin acil servislerde yatisi yapilan hastalar arasinda stir-
veyans calismalarinin yapilmasi ve pozitif hastalarin nakledildikleri servislerde VRE orani-
nin takip edilmesi faydali olacaktir.
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