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ÖZ

Amaç: Enterokoklar, bircok antibiyotiğe doğal dirençli olmaları, özellikle glikopeptitlere (vankomisin, teikopla-
nin) karşı oluşturdukları kazanılmış direnç mekanizmaları nedeniyle dünya genelinde önemli mikroorganizma 
grubu içerisinde yer alır. Bu çalışmada, çeşitli klinik örneklerden elde edilen Vankomisine dirençli Enterokok 
suşlarında fenotipik olarak vankomisin ile teikoplanin direnci belirlenmiş ve moleküler yöntemlerle VanA, VanB 
ve VanC varlığı araştırılmıştır.
Yöntem: 2015-2018 yılları arasında Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Tıp Fakültesi Hastanesi, Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’nda çeşitli klinik örneklerden izole edilen 30 adet Vankomisine dirençli Enterococcus ssp. suşu 
çalışmaya dâhil edilmiştir. Suşların identifikasyonu ve antibiyotik duyarlılık sonuçlarının belirlenmesi için 
MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter, ABD) otomatize sistem kullanılmıştır. Vankomisin ve teikopla-
nin direnci ayrıca gradient test yöntemi ile çalışılmıştır. Direnç genleri, uygun primerler kullanılarak in-house 
PCR yöntemi ile araştırılmıştır. PCR testleri İnönü Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 
Moleküler Laboratuvarı’nda yürütülmüştür. 
Bulgular: İdentifikasyon testleri sonucunda suşların 29’u Enterococcus faecium, bir tanesi Enterococcus faecalis 
olarak tanımlanmıştır. Otomatize identifikasyon sistemi ile suşların tümü vankomisin ve teikoplanine karşı 
dirençli bulunurken gradient test yöntemi izolatların üç tanesi her iki antibiyotiğe de duyarlı olarak bulunmuş-
tur. Bu üç suşta VanA, VanB ve VanC genlerinin hiçbirisine rastlanmamıştır. Moleküler yöntemle 27 suşta VanA, 
bir suşta VanB geni saptanırken, hiçbir suşta VanC genine rastlanmamıştır. Enterokok izolatlarında glikopeptit 
direncinin belirlenmesinde gradient test yöntemi ile moleküler yöntemin %100 uyumlu olduğu görülmüştür.
Sonuç: Gradient test yöntemi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarında enterokok izolatlarının glikopeptit direncini 
saptamada güvenilir sonuç vermektedir.

Anahtar kelimeler: Vankomisine dirençli Enterokok, Gradient test, VanA, VanB, VanC

ABSTRACT

Objective: Enterococci are among the important microorganism group worldwide due to their natural 
resistance to many antibiotics, especially their acquired resistance mechanisms against glycopeptides 
(vancomycin, teicoplanin). In this study, vancomycin and teicoplanin resistance were phenotypically determined 
in Vancomycin-resistant Enterococci strains obtained from various clinical specimens, and the presence of 
VanA, VanB and VanC was investigated by molecular methods. 
Method: A total of 30 VRE strains isolated from various clinical specimens at Microbiology Laboratory of Van 
Yuzuncu Yil University Faculty of Medicine Hospital between 2015 and 2018 were included in the study. 
MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter, USA) automated system was used for the identification of 
strains and determination of antibiotic resistance. Antimicrobial resistance to vancomycin and teicoplanin were 
also determined by gradient test method. Resistance genes were investigated by in-house PCR method 
performed in Inonu University Faculty of Medicine, Molecular Diagnostics  Laboratory of The Department of 
Medical  Microbiology  using appropriate primers. 
Results: Identification tests revealed 29 strains as Enterococcus faecium and 1 as Enterococcus faecalis. While 
all strains were resistant to vancomycin and teicoplanin in the automated identification system, three isolates 
tested by gradient test method were found to be susceptible to these antibiotics. Molecular method of these 
three strains showed that there were no VanA, VanB and VanC genes. While VanA gene was detected in 27 
strains, VanB gene was detected in one strain, and VanC gene was not detected. Resistance detection by 
gradient test and molecular method were found to be 100% compatible in the identification of  vancomycin- 
resistance in enterococci isolates.
Conclusion: Gradient test method is reliable in determining glycopeptide resistance of enterococcal isolates in 
clinical microbiology laboratory.
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GİRİŞ

Enterokoklar, insan ve hayvanların gastrointestinal 
sisteminin flora elemanı olarak bulunmakla beraber, 
doğada (toprak, su, yiyecek vb.) çok yaygın olarak 
bulunmaktadır. Bununla birlikte, bakteri yemi, endo-
kardit, yara enfeksiyonları, safra kesesi enfeksiyonla-
rı, menenjit, nozokomiyal pnömoni ve çoğunlukla 
üriner sistemi enfeksiyonları gibi çeşitli hastalıklara 
neden olabilirler(1). Enfeksiyon etkeni olarak %80-90 
oranında birinci sırada Enterococcus faecalis sorumlu 
tutulurken, ikincil en sık etken ise %5-15 oranında 
Enterococcus faecium’dur(2). Enterokoklar nadiren 
endokardite neden olurken, nozokomiyal enfeksi-
yonların en sık etkenleri arasında ikinci veya üçüncü 
sırada yer alırlar(3). 

Enterokokların hastane enfeksiyonu olarak bilinmesi-
nin ve hastane enfeksiyonlarının tedavisinde önemli 
bir sorun olmasının nedeni son zamanlarda birden 
fazla antibiyotiğe direnç gösteren enterokokal enfek-
siyonların sayıca artısıdır(4). Özellikle glikopeptitlere 
karşı kazandıkları direnç mekanizmaları nedeniyle 
(VRE) enterokoklar, dünya genelinde önemi artan 
mikroorganizma grubu içerisinde yerini almıştır(5). 
Geniş spektrumlu antibiyotik kullanımı ve uzun süre-
li hastane yatışı VRE kolonizasyon riskini arttıran fak-
törlerden bazılarıdır(6). 

VRE ilk olarak 1988 yılında İngiltere’den ve sonrasın-
da da Fransa’dan bildirilmiştir(7,8). Ülkemizde ilk VRE 
izolatı 1998 yılında Akdeniz Üniversite’sinden bildiril-
miş olup, ardından birçok merkezden bildirim yapıl-
maya başlanmıştır(9). VRE enfeksiyonlarının yatan 
hastalarda yayılmasının önlenmesi için kolonize has-
taların saptanması ve bu hastaların izole edilmeleri 
gerekmektedir(10). VRE ile enfeksiyon sıklığı düşük 
olmasına rağmen, mortalitesi daha yüksektir(11). Bu 
nedenle enterokoklarda glikopeptit grubu antibiyotik 
direncinin saptanması, tarama yöntemleri ve alına-
cak önlemler büyük önem taşımaktadır. 

Çalışmada, Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Tıp Fakültesi, 
Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda çeşitli klinik örnekler-
den izole edilen Vankomisine dirençli olduğu belirle-
nen 30 adet enterokok suşunda fenotipik ve genoti-

pik yöntemlerle VanA, VanB ve VanC varlığı araştırıl-
mıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Hasta Örneklerinden VRE Suşlarının İzole Edilmesi: 
2015-2018 yılları arasında Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, 
Tıp Fakültesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda 
çeşitli klinik örneklerden izole edilen vankomisine 
dirençli olduğu belirlenen 30 adet enterokok (VRE) 
suşu çalışmaya dâhil edildi. 

Çalışmada kullanılan izolatlar gradient testleri ve 
moleküler testler çalışılıncaya kadar %20 gliserollü 
buyyonda -80oC’de saklandı. Laboratuvara gönderi-
len örnekler %5 koyun kanlı agara ekimi yapıldıktan 
sonra 37oC’de 24-48 saat inkübe edildi. Bu süre 
sonunda üreme saptanan ve uygun koloni morfoloji-
sine sahip, Gram pozitif, pyrolidonyl arylamidaz (PYR) 
testi pozitif, katalaz testi negatif koklar enterokok 
olarak tanımlandı. 

Suşların tür düzeyinde identifikasyonu ile antibiyotik 
duyarlılık testlerinin belirlenmesi, üretici firmanın 
önerileri doğrultusunda MicroScan WalkAway 96 
Plus (Beckman Coulter, ABD) kullanılarak EUCAST 
kriterlerine göre değerlendirildi. Ayrıca izolatlar 
İnönü Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’nda Matriks Aracılı Lazer Desorbsiyon 
İyonizasyon-Uçuş Zamanlı Kütle Spektrometresi 
(MALDI-TOF MS) temelli bir sistem olan VITEK MS 
(BioMerieux, Fransa) (database v2.0) ile tanımlandı.

Gradient test ile Vankomisin ve Teikoplanin direnci-
nin saptanması: Çalışma zamanına kadar %20 glise-
rollü buyyonda -80oC’de saklanan VRE izolatları iki 
kez pasajlandıktan sonra gradient test yöntemi ile 
fenotipik olarak vankomisin ve teikoplanin direnci 
araştırıldı. Bu amaçla bakteriden 0.5 McFarland bula-
nıklığında hazırlanan süspansiyonlar Müeller-Hinton 
agar besiyeri yüzeyine steril eküvyon çubuğu yardı-
mıyla sürüntü ekimi yapıldı. Daha sonra vankomisin 
ve teikoplanin gradient test stripleri yerleştirilerek 
plaklar 37oC’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. Bu süre 
sonunda üremenin görülmediği hattın gradient testi 
üzerindeki MİK değeri ile kesiştiği nokta kaydedildi.
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Moleküler Yöntemle Direnç Genlerinin Tespiti: DNA 
ekstraksiyonu kaynatma yöntemiyle uygulanmıştır. 
Koyun kanlı agar plaklarında üreyen bakterilerden 
eküvyon çubuğu yardımı ile toplanarak 1 ml steril 
serum fizyolojik içerisinde 1-2 McFarland yoğunlu-
ğunda bakteri süspansiyonu hazırlanmıştır. 
Mikrosantrifüj tüplerine alınan bu süspansiyon 
15000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildikten sonra 
süpernatant aaspire edilerek pellet 100 µl TE tam-
ponu ile resüspanse edilmiştir. Isı bloğunda 100oC’de 
5 dakika kaynatılarak -20oC derin dondurucuda sak-
lanmıştır.

PCR karışımı, primerleri, 2X Master Mix ve H2O içeri-
yordu. 0.2 ml PCR tüpünde hazırlanarak PCR cihazına 
yerleştirildi. Her amplifikasyon örneği için 2X Master 
Mix ve primer karışımına 5 µl kalıp DNA eklenerek 
amplifikasyon döngüleri uygulandı [94°C’de 5 dakika 
başlangıç denatürasyon adımı; 30 döngü amplifikas-
yon (45 saniye süreyle 95°C’de denatürasyon, 30 
saniye süreyle 56°C’de bağlanma ve 2 dakika için 
65°C’de uzatma) ve 65°C’de son uzatma 10 dakika]. 
PCR işleminden sonra örneklerden 10 µl alınarak 
agaroz jele yüklendi. Jel 150 voltta üç saat elektrofo-
rez işlemine tabi tutuldu. Daha sonra görüntüleme 
sistemine aktarılmıştır. Kullanılan primerler Tablo 
1’de verilmiştir.

İstatistik Yöntem: Oranlar arası fark için Z testi ile 
oran karşılaştırması yapılmıştır. Hesaplamalarda ista-

Tablo 1. Çalışmada kullanılan primerler.

Amplified gene

Enterococcus 
faecalis

Enterococcus 
faecium

vanA

vanB

vanC

Sequence (5’ - 3’)

F: ATCAAGTACAGTTAGTCT
R: ACGATTCAAAGCTAACTG

F: TAGAGACATTGAATATGCC
R: TCGAATGTGCTACAATC

F: GGGAAAACGACAATTGC
R: GTACAATGCGGCCGTTA

F: ACGGAATGGGAAGCCGA
R: TGCACCCGATTTCGTTC

F: ATGGATTGGTAYTKGTAT*
R: TAGCGGGAGTGMCYMGTAA*

* K = G veya T; M = A veya C; Y = C veya T

Tablo 2. Vankomisin ve teikoplanin için gradient testi sonuçları.

Suş No

9
11
20
Diğer suşlar

Suş Adı

 E. faecium
 E. faecium
E. faecalis
E. faecium

Vankomisin

0.5
0.5
0.5

>256

Teikoplanin

0.25
0.25
0.5

>256

Antibiyotikler

tistik anlamlılık düzeyi %5 olarak alınmış ve hesapla-
malar için Minitab v14 (Köln, Almanya) istatistik 
paket programı kullanılmıştır.

BULGULAR

Çalışmaya çeşitli kliniklerden gönderilen materyaller-
den izole edilen 30 enterokok suşu dâhil edildi. 
Gönderilen materyallerin dağılımı ise 15’i idrar, 9’u 
kan, 3’ü beyin omurilik sıvısı (BOS), 2’si kateter ve 1’i 
yara örneği şeklindedir. Enterokok izolatlarının 
MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter, 
ABD) kullanılarak yapılan identifikasyon işlemi sonu-
cu 29’u E. faecium ve bir adedi E. faecalis olarak 
belirlendi. VITEK MS sistemi ile de (BioMérieux, 
Fransa) suşlar aynı şekilde tanımlandı. Çalışılan ente-
rokok suşlarının MicroScan WalkAway 96 Plus 
(Beckman Coulter, ABD) kullanılarak yapılan vanko-
misin ve teikoplanine karşı duyarlılık test sonuçlarına 
göre tüm izolatlarda vankomisin ve teikoplaninin her 
ikisi için MİK değerleri >16 mg/L bulundu.

Vankomisin ve Teikoplanin için yapılan gradient testi 
sonuçlarına göre 3 suş için (9-11-20 numaralı suşlar) 
elde edilen MİK değerleri, EUCAST kriterlerine göre 
kıyaslandığında vankomisin ve teikoplanine karşı 
duyarlı olarak saptandı. Diğer suşların tamamı vanko-
misin ve teikoplanine dirençli belirlendi (MİK > 256). 
Vankomisin ve teikoplanin için elde edilen MİK değer-
leri Tablo 2’de verilmiştir. 

Moleküler yöntemlerle yapılan direnç genlerinin 
belirlenmesinde 30 suşun 27’sinde VanA, 1’inde (23 
No.lu suş) VanB geni saptandı. Hiçbir suşta VanC 
genine rastlanmadı. Direnç genlerinin jel görüntüleri 
Şekil 1 ve 2’de verilmiştir.
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Şekil 1. PCR yöntemi ile direnç genlerinin jel görüntüsü. 

 Şekil 2. PCR yöntemi ile direnç genlerinin jel görüntüsü.

1.000 bç

500 bç

100 bç

1.000 bç

500 bç

100 bç

VanA (+)

Non-spesifik bant

VanB (+)

VanA (+)

Non-spesifik bant

VanB (+)

VanA (+)
Non-spesifik bant

1.000 bç

500 bç

100 bç

1.000 bç

500 bç

100 bç
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Otomatize sistem ve moleküler yöntemle suşların 
identifikasyonu uyumlu olarak belirlendi. Her iki yön-
temle de toplam 30 suşun 29’u E. faecium; bir adedi 
E. faecalis olarak izole edildi. Otomatize sistemle tüm 
suşlar vankomisin ve teikoplanine karşı dirençli 
bulundu. Gradient test yöntemi ile 3 adet suş vanko-
misin ve teikoplanine duyarlı olarak saptandı. 
Moleküler yöntemle de bu suşlarda VanA, VanB ve 
VanC direnç genlerinin hiçbirisine rastlanmadı. Buna 
göre moleküler yöntem standart olarak kabul edildi-
ğinde otomatize sistemin ve gradient test yöntemi-
nin duyarlılık ve özgüllükleri Tablo 3’te verilmiştir.

TARTIŞMA

Enterokoklar, direnç sorunu nedeniyle son yıllarda 
hastane enfeksiyonu etkeni olarak giderek artan 
oranlarda görülmektedir(12). Bunun sonucunda tedavi 
maliyetleri ve hastanede yatış oranları artmaktadır(13). 
Enterokokal enfeksiyonların tedavisinde büyük 
öneme sahip glikopeptidlere dirençli bakteri oluşum-
ları çok daha ciddi bir sorun olarak karşımıza 
çıkmaktadır(14). Enterokok enfeksiyonları arasında 
E. faecalis’in oranı diğer türlere göre fazla olmasına 
rağmen, VRE’lerin ortaya çıkmasıyla birlikte bu oran 
gittikçe düşmüş ve E. faecium izolatları daha ön 
plana çıkmaya başlamıştır(15). Yıllık EARS-NET rapo-
runda E. faecium izolatlarında VRE oranının %14.9, 
E. faecalis izolatlarında ise %0-5 arasında olduğu 
bildirilmiştir(16). ABD’de 1995-2002 yılları arasında 
yapılan bir çalışmada, E. faecium ve E. faecalis izolat-
ları karşılaştırıldığında bütün glikopeptit türevlerine 
karşı E. faecium izolatlarında ciddi bir direnç artışı 

saptanmıştır(17). Ülkemizde de Ankara ve İstanbul’da 
yürütülen çalışmalarda, 467 hastanın %1.9’unda VRE 
kolonizasyonu belirlenmiş ve bunların tamamının 
vankomisin ve teikoplanine dirençli E. faecium oldu-
ğu saptanmıştır(18). Bizim çalışmamızda ise, çalışmaya 
dâhil edilen 30 VRE suşunun 29 (%96,6)’u E. faecium 
ve 1 tanesi (% 3,3) E. faecalis olarak bulunmuştur.

Glikopeptitlere dirençli ilk enterokok olgusu 1988 
yılında Uttley ve ark.(7) tarafından tanımlandıktan 
sonra dünyada sıklıkla gözlenmiştir. Avrupa ülkelerin-
de ve Amerika Birleşik Devletleri’nde VRE izolatları 
arasında en çok rastlanan genotip VanA tipidir. 
Dünyada olduğu gibi ülkemizde de en sık gözlenen 
tip VanA olarak belirlenmiştir(19). Bourdon ve 
ark.’nın(20) Fransa’da yaptığı bir çalışmada, 2006-2008 
arasında 902 VRE suşu incelenmiş, bu suşların 
%95’inin E. faecium, %4.5’i E. faecalis olduğu bildiril-
miştir. E. faecium suşlarının %66’sında VanA ve 
%34’ünde VanB geni saptanmıştır. E. faecalis suşla-
rında ise %83 oranında VanA ve %17 oranında VanB 
geni belirlenmiştir. Çalışmamızda tanımlanan 29 
E. faecium suşunun 27’sinde VanA geni saptanırken, 
yalnızca bir E. faecium suşunda VanA ve VanB geni 
birlikte saptanmıştır. Hiçbir suşta VanC geni saptan-
mamıştır. 

Dombrádi ve ark.’nın(21) yapmış olduğu bir çalışmada, 
17 VRE izolatı Vitek 2 otomatize sistem ve gradient 
test ile çalışılmıştır. Otomatize sistemle çalışılan 
örneklerin 10’u hata vermiş ve yanlış fenotiple sonuç-
lanmıştır. Bu nedenle en güvenilir testin gradient test 
olduğu saptanmıştır. Yapılan başka bir çalışmada da 

Tablo 3. Yöntemlerin birbirleriyle karşılaştırılması.

Yöntem Adı

Otomatize Sistem
 Vankomisin
 Teikoplanin

Gradient Test
 Vankomisin
 Teikoplanin

Moleküler Yöntem
 VanA
 VanB
 VanC

Dirençli (R)

30
30

27
27

27

Duyarlı (S)

0
0

3
3

3

Duyarlılık (%)

100
100

100
100

Özgüllük (%)

0*
0*

100
100

*: Duyarlı suş sayısı az olduğu için değerlendirme yapılamadı.
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enterokoklarda vankomisin direnci Vitek 2 otomatize 
sistem ve gradient test yöntemleriyle araştırılmış, iki 
yöntemin %100 uyumlu olduğu bulunmuştur. 
Çalışılan 199 enterokok suşunun 25’i her iki yöntem-
le de vankomisine dirençli olarak saptanmıştır(22). 
Vitek 2 otomatize sistem ve E-test yönteminin kulla-
nılarak enterokoklarda glikopeptit direncinin araştı-
rıldığı bir çalışmada, 536 enterokok suşunun 79’u 
(%14.7) her iki yöntemle de vankomisine dirençli 
olarak belirlenmiştir(23). Shalaby ve ark.(24) tarafından 
112 hastadan alınan örneklerde Vitek 2 otomatize 
sistem ile enterokok türleri tanımlanmıştır. 
Vankomisin direnci E test ile belirlenmiş ve molekü-
ler yöntemle (PCR) VanA geninin varlığı saptanmıştır. 
PCR referans olarak alınmış ve hem E-test hem de 
Vitek 2 için duyarlılık ve özgüllük %100 olarak saptan-
mıştır. Çalışmamızda, vankomisin ve teikoplanin 
direncini belirlemede moleküler yöntem standart 
olarak kabul edildiğinde gradient testin hem duyarlı-
lığı hem özgüllüğü %100’dür. Çalışmamızda otomati-
ze sistem duyarlı olması gereken 3 suşun tamamını 
dirençli olarak saptamıştır.

Sonuç olarak, Gradient test yöntemi, klinik mikrobi-
yoloji laboratuvarında enterokok izolatlarının gliko-
peptit direncini saptamada güvenilir sonuç vermek-
tedir.
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