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GENEL OZELLIKLER

Genetik olarak
Vagococcus, Tetragenococcus
Fenotipik olarak
Streptococcus , Lactococcus ile benzerlik gosterir.

Kati by. de kokobasiller,

Tiyoglukolath by. de ovoid veya zincirler halinde
gorulebilir.



Fakultatif anaerob,

10-45 ©C’da Urer,

%6.5 NaCl varliginda ureyebilir,
bile esculin poazitif,

bazilari motil,

cogu PYR pozitif,

tumu LAP poazitif,

bazi E. faecalis suslari psodokatalaz
olusturur.

fermentatif, gaz olusturmaz,

cogu Lancefield grup D antijeni ile
aglutinasyon verir.



%6.5 NaCl besiyerinde ureme; sari1 +, pembe —



Bile esculin besiyerinde ureme; siyah +
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> triptikaz soya+%5 koyun kanli agar,

beyin kalp infuzyon+%35 koyun kanli agar
vb. by.de ureyebilir.

> selektif by. icin safra-eskulin, nalidiksik
asit, sefalotin, kolistin, Na-azid, kanamisin,
aztreonam, amfoterisin ilave edilebilir.

> mannitol ve sorbozdan asit yapimi ve
arjinin hidrolizi testlerine gore 5 fizyolojik
tur grubuna ayrilir.



Tanida ticari yontemler
> Api 20S
> Api Rapid ID 32 strep (bio Merieux)
> Crystal gram pozitif (BD)

> Vitek sisteminin gram pozitif tanimlama
karti (bio Merieux)

> Microscan Walkaway System Gram pozitif
tanimlama paneli (Dade Microscan)



Tanida Molekuler Yontemler

DNA-DNA hibridizasyon,

Sodyum-dodesil sulfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)

Tum hucre protein profili (WCP)
Randomize amplifiye polimorfik DNA analizi
16 S rRNA geninin sekans analizi

D-ala, D-ala ligazlarinin ve vankomisin direng
genlerinin amplifikasyonu

Enterococcus protein A genlerinin veya E.
faecalis kollagen adezin geninin problanmasi vb.



Salgin suslarinda

> Kromozomal DNA restriksiyon
endonukleaz profillerinin pulsed field jel
elektroforezi (PFGE) ile tayini

> MLST

> Ribotiplendirme

> RAPDNA PCR

> PCR urunlerinin sekanslanmasi

> PCR urunlerinin restriksiyon fragman
uzunluk polimorfizm analizleri vb. kullantlir.



Antimikrobiyal duyarlilik

Intrinsik direng:  sefalosporinler
aminoglikozidler (dusuk duzey)
linkozamidler
Kazanilmis direng: ampisilin (>%80 E. faecium)
aminoglikozidler (yUksek duzey)
makrolidler
tetrasiklinler
kloramfenikol
tmp-sxt
glikopeptidler (van-genleri)
florokinolonlar (parC mutasyonu)



Antimikrobiyal duyarhlik

Disk diflizyon
-Besiyeri: Mueller-Hinton agar

-Inokulum: Ureme yontemi veya dogrudan
0.5 McFarland standardina esdeger koloni
suspansiyonu

-Inktibasyon: 35°C’de normal atmosferde,
16-18 saat; vankomisin icin 24 saat



> VVankomisin test edilirken;
-24 saat inkubasyon
-1sik onunde inceleme

> Inhibisyon zonu i¢indeki her cesit
ureme
ince yayllma
varligl direnc gostergesidir.



MikrodilUsyon:

-Besiyeri:
Sivi dilusyon: katyon ayarli Mueller-Hinton
buyyon
Agar dilusyon: Mueller-Hinton agar

-Inokulum: Ureme yontemi veya dogrudan 0.5
McFarland standardina esdeger koloni
suspansiyonu

-Inkiibasyon: 35°C’de normal atmosferde, 16-18
saat; vankomisin icin 24 saat

Vankomisin: S: <4 |: 8-16 R: =232



Vankomisin test edildiginde,
plaklar 24 saatin sonunda
degerlendirilmelidir.

Vankomisin MIK'leri 8-16 pg/ml
olan izolatlarda Ek D’'de
'vankomisin direnci’ basligi ile
verilen biyokimyasal testler ile
tanimlama tekrarlanmalidir.



EKD

> Edinsel direnci (VanA ve VanB) olan turleri
vankomisine orta duzeyde direng gosteren,

icsel olarak direncli olan ve siklikla vankomisin
tarama plaginda ureyen E. casseliflavus ve E.
gallinarum gibi turlerden ayirt etmek icin
vankomisin MIK bakin ve hareket ve pigment
yapimi yonunden test edin. Diger enterokoklarin
aksine vankomisin MIK’leri 8-16 pg/ml E.
casseliflavus ve E. gallinarum enfeksiyon
kontrolu yonunden vankomisine direncili
enterokoklardan ayrilmaktadir.



VRE Epidemiyolojisi

>[Ik 1988'de Avrupa’da saptandi

> Enterokoklar cansiz yuzeylerde haftalarca
yasayabilir, her ortama Iyl adapte olur.

> Avoparcin kullanimi Avrupa’da 1997°de
yasaklanmistir

> Asya ulkelerinde kullaniimaya devam
etmektedir.



Risk faktorleri

> Ampisilin direncli hastane kaynakli £.
faecium suslari,

> Antibiyotik kullanimi,

> Uzun sureli hastanede yatis,
> Yetersiz personel,

> Yetersiz el hijyeni

> Enfeksiyon kontrol onlemlerine
uyulmamasi



> Penisilin/Ampisilin, aminoglikozid ve
glikopeptidlere kazaniimis direnc
giderek artmakta

> Quinopristin/dalfopristin, linezolid,
tigesiklin, daptomisin gibi
antibiyotikler segenek



>[Ik VRSA vakasi 2003 yilinda
> Yarada VRE ile VRSA kolonizasyonu

> ABD’den bildirilen 7 vakanin 5'i
Michigan'da saptanmis



Glikopeptid direnci

> Vankomisin ve teikoplanin, UDP-N-
asetilmuramil-pentapeptidin D-ala-D-
ala terminaline yuksek afiniteyle
baglanarak peptidoglikan sentezinin
transglikolizasyon asamasini inhibe
eder.
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> D-Ala-D-Ala yerine D-Ala-D-Lac (VanA ve VanB)
veya D-Ala-D-Ser (VanC) ile biten peptidoglikan
prekursorlerinin sentezlenmesi sonucu
vankomisin ve teikoplanin baglanmasi ve duvar
sentezi inhibisyonu olmaz.

> Kazanilmis:

VanA, B (En sik, E. faecium ve E. faecalis)
D, E,G,L

> Intrinsik:

VanC; E. gallinarum (vanC1 genotipi) ve E.
casseliflavus (vanC2 ve vanC3 genotipleri)



Normal koloni VRE



\_ —

Pinpoint koloni VRE




VanA

> Hem vankomisine hem de teikoplanine yuksek
duzeyde direncli

> Tn1546 transpozonu ve bu transpozonla iligkili
elemanlar uzerinde tasinan vanA gen kumesi
sorumiudur.

> vanA gen kumesi hem transfer edilebilen hem
de transfer edilemeyen plazmidler

bakteriyel kromozomlar uzerinde bulunabilir
> Esas olarak E. faecium’da bulunur.



TABLE 1

Vancomycin resistance in enterococci. See cited reviews for details [96;97]

. Intrinsic
Acquired resistance e

phenotype Van{ Vank VanC
ligase gene vanA vang’ vanl’ vank vant’ vanl vanC
MIC e I MEIL 16 - 1000 4 - 32 [-1000] b4 - 128 B-32 16 B 2-3
MIC ke inmgil (4] 16 - 512 05-1 4 - BY 0,5 0,5 5 05-1
expression inducible inducible constitutive inducible inducible inducible Eﬂ:ﬁﬂ;ﬂ“
localisation plasmid/ plasmid chromosome | chromosome | chromosome | chromosomes chromosame

chromosome chromosome :
transferable by conjugation 4= #- +

E. faecium

E. foecalis

E. durans .

E. hirge E }Eﬁgﬁfé E. faecium E. gollingrum: vanC1
distribution among E. gallinarum'’ £ e F. faecalis E. faecalis £, faecalls E. faecalis E. casseliflavus:
enterococcal species A £ callinarum? £, raffinosus vanc/3

cosseliflovus’ £ el
. raffinosus

E. avium

E. mundtii

' acquisttion of vonA or van8 cluster in addition to vanC1 or vanC2/3 genes = rare event

 subtypes exist (vanB1-3, vanD1-5, vanG1-2); 5, susceptible to teicoplanin (no value given in the correspanding paper)




VanB

> Vankomisine degisken duzeyde direncli,

teikoplanine duyar

> Gen kumesi genel
lokalizasyona sahi

> vanB gen kumesin

1dir.

Ikle kromozomal bir
otir.

In Tn1547 transpozonu ve

plazmidler uzerinde tasinarak transfer
edilebildigi de bildiriimigtir.
> Esas olarak E. faecalis, ve E. faecium’da

tanimlanmistir.

> VanA'dan farki teikoplaninin degil vankomisinin

vanB gen kumesini

In indukleyicisi olmasidir.



VanC

> Genellikle disk difuzyon yontemi ile
saptanamaz, siklikla vankomisin agar
tarama plaklarinda urer.

> Enfeksiyon kontrol ve surveyans igcin VanA
veya VanB izolatlarini VanC den ayirt
etmek gereklidir.

> E. feacalis ve E. faecium turlerinde VanC
tanimlanmamistir.

> E. gallinarum’da VanA tanimlanmistir.

> Ampisilin ve aminoglikozid direnci daha az
gorulur.



E. gallinarum ve E. casseliflavus- E. flavescens
turlerinde intrinsik olarak vankomisine dusuk
duzeyde direng, teikoplanine duyarlilik vardir.

E. gallinarum-vanC-1, E. casseliflavus- vanC-2
ve E. flavescens-vanC-3

vanC-2 ile vanC-3'un %98 oraninda benzer
oldugu gosterilimistir.

vanC-1, vanC-2/vanC-3 ile %73, vanA veya
vanB ile %37-39 oraninda benzerlik gosterir.
Peptidoglikan prekursorleri D-Ala-D-Ser ile
sonlanir.

E. casseliflavus ve E. gallinarum D-Ala-D-Ala
sentezler.

Fazla miktarda D-Ala-D-Ala: Vankomisine daha
fazla duyarlilik var.



Van D

Vankomisin ve teikoplanine direnclidir.

Peptidoglikan prektrsort D-Lac ile biten bir
pentadepsipeptiddir

vanD kromozomlarda lokalize olup, vanA ve
vanB ile benzerdir,

Direnc yapisal olup, konjugasyon ile aktarilamaz.

D-Ala ile biten normal pentapeptid sentezi
minimum duzeydedir.

Dusuk duzeyde D,D-dipeptidaz aktivitesi, duyarl
fenotipe yol acabilir.



Van E

> E. faecalis suslarinda tanimlanmistir.

> Vankomisine dusuk dizeyde direncli,
teikoplanine ise duyarldir.

> vanE geni kromozom uzerinde lokalizedir ve
transfer edilemez.

> Vankomisin direnci D-Ala-D-Ser ile sonlanan
peptidoglikan prekursorlerinin sentezi ile
iliskilidir.

> Intrinsik direnc degildir.



VanG

Kazanilmis direnctir

Vankomisine dustk duzeyde direncg,
teikoplanine duyarlilik vardir.

Indiiklenebilirdir.

Peptidoglikan prekursorleri D-Ala-D-ser ile
sonlanir,

Kromozomlarda lokalizedir.
Konjugasyonla aktarilabilir



Van L

Vankomisine dusuk duzeyde direncli (8 mcg/mil)
Teikoplanine duyarli,

E. faecalis susunda saptanmis

Yeni bir D-ALa-D-Ser gen kumesi bulunuyor.
Yapisal organizasyon olarak vanC’ye benziyor.

Plazmidler gosterilememis, alici susa gen
kumesi aktarilamamistir.

Kromozomlarda lokalize gibi gorunmektedir.

vanL fonksiyonu klonlama, transfer deneyleri ve
hucre duvar oncullerinin klmyasal analizi
sonrasinda tanimlanabilecektir.

AAC 2008;52:2667-2672



Glikopeptid bagimli suslar

Vankomisin veya hem vankomisin hem de teikoplanine
direncli olmasina karsin ayni zamanda uremeleri icin
onlara intiya¢ duyarlar.

Vankomisin varliginda vanA veya vanB ile kodlanan D-
Ala-D-Lac ligaz induklenir ve sonug olarak D-Ala-D-Ala
Ile sonlanan peptidoglikan oncullerinin sentezindeki
hgtanln ustesinden gelinir ve bakteri uremeye devam
eder.

Uremesi icin 6zel kosullar gerektiginden rutin
laboratuvarlarda tespit edilmeyedbilir.

Vankomisin bagimliligi sonradan vankomisin
bagimsizligina da donusebilir.

Clin Infect Dis 2006;42(Suppl1):S25-S34
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Vankomisin agar tarama testi

1993’te CLSI tarafindan benimsenmistir.

%96-99 duyarlilik ve %100 6zgulluk
belirtilmistir.

6ug/ml vankomisin katilmis BKi agar plaklari
hazirlanir,

0.5 McFarland standardi bulanikliginda
suspansiyondan 1-10 yl nokta ekim ya da 10-15
mm’lik bir alana spot inokulasyon yapilir.

350C’da tam 24 saat inkubasyonu takiben

koloni varligi ya da ince puslu tireme direnci
gosterir.



Vankomisin agar tarama testi

VanC taglyan enterokoklar olan E. gallinarum ve E.
casseliflavus’un duyarlihgini belirlemede sorun,
vankomisin MIK 2-32 pug/ml arasinda degisir.

Genelde MIK >4 ug/ml oldugu igin, Gremeyi destekleyen
zengin besiyerlerinde ve daha yogun inokulumda
vankomisin agar tarama plaklarinda uremeleri olasidir.

Bazi E. gallinarum ve E. casseliflavus kokenleri
hareketsizdir.

E. feacalis ve E. faecium’dan daha iyi ayiracak test %1
metil-a-D-glikopiranozid (MDG) fermentasyonu ile ayrilir.

Butun vanC iceren enterokoklar MDG'yi asidifiye eder,
buna karsin E. faecalis ve E. faecium etmez.



Vankomisin tarama plaginda ureyen
E. gallinarum ve E. casseliflavus gibi
turlerden ayirt etmek icin;

-vankomisin MIK
-hareket
-pigment yapimi

E. gallinarum hareketli-pigmentsiz,
E. casseliflavus hareketli-pigmentli (sari),
E. faecium hareketsiz-pigmentsiz.



Kromojenik Besiyeri

> Direkt inokulasyonu takiben besiyerinde
bulunan ve spesifik enzimler varliginda
renk degistiren iki kromojen E. faecium ve
E. faecalis uremesi hakkinda 24 saat
icerisinde bilgi verir.

> Vankomisinin yanisira baska antibiyotikler
vankomisine intrinsik direncli E. gallinarum
ve E. casseliflavus da dahil florayi
baskilar.



VRE tespiti icin kromojenik

besiyerler;

Inkiibasyon Besiyeri Sensitivite

chrom|D %86(44/51)
24 Saat
BEAV %90.2(46/51)

chromIlD  %88.2(45/51)
48 Saat
BEAV %92.2(47/51)

Spesifite PPV

%100(69/69) %100

%73.9(51/69)  %71.9

%98.6(68/69)  %97.8

%72.4(50/69)  %71.2

NPV

%90.8

%91.1

%90.7

%92.6

Diagn. Microbial and Infect Disease 2007



Kromojenik Besiyeri

> 120 gaita 6rnegi

> ChromID VRE spesifite ve PPV daha yuksek.

> Sensitivite benzer

o> ChromID VRE ile tir dlzeyinde tani

> Zenginlestirme sonrasi tespit orani daha yuksek

> En iyi spesifite ve PPV 24 saatlik inktibasyon
sonrasinda



Spesifite ChromID VRE %99.4
EVA %83 .4
Sensitivite ChromID VRE 9%96.9
EVA %93.9

PPV ChromID VRE % 91.4
EVA %28.7

JCM 2008;46:2442-2444



ChromlID VRE besiyerinde E. faecalis, E.faecium ve EVA besiyerinde E. faecium












Otomatize tani yontemleri

Rapid fenotipik test, Raman spektroskopi, API
Strep 20, BD Phoenix ve VITEK 2
karsilastiriilmis, dogru tani % 92,96,39,86,88

E.faecium/faecalis ve E. casseliflavus/gallinarum
belirleme sensitivite ve spesifiteleri; %100-100,
99.5-36.1, 93.6-41.7, 98.4-100, 98.5-91.7

Top et al. ECCMID 2007



Buyyon dilusyon ile VITEK2 4.01 versiyonu
karsilastiriimis

121 sustan 114 (%94.2)u tur duzeyinde dogru
olarak saptanmis

119’unda da glikopeptid direnci saptanmistir.
1 VanA, VanB olarak tanimlanmis

1 E. faecium susu da glikopeptid direncli olarak
saptanmis

Antimikrobiyal duyarlilik uyumu vankomisin %
94 .2, teikoplanin %95.9 bulunmus

JCM 2006,44:71-76



EVIGENE VRE TESPIT KITI

Bakterinin hedef DNA sekansina spesifik
DNA problari mikroplaklara tespit
edilmistir.

Sonuclar 3-5 saat sonra gozle veya eliza
okuyucusu ile degerlendirilir.

%100 sensitivite ve spesifite tespit
edilmistir.

JCM 2007;45:1611-3



Evigene VRE Kkiti



Evaluation of the EVIGENE VRE Detection kit for
detection of vanA and vanB genes in vancomycin-
resistant enterococci

Abdullah Kilic," Mehmet Baysallar,' Gul Bahar,? Ayten Kucukkaraaslan,’

Feriha Cilli® and Levent Doganci’

"Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Gulhane Military Medical Academy and
achool of Medicine, 06018, Ankara, Turkey

?Department of Microbiology, Social Security Education Hospital, Ankara, Turkey

?Department of Min:ru::-l::-iu::-lu::-g;,f and Clinical Min:ru::-l::-in::-ln::-g;,*, Ege University Medical Facuky, lzmir, Turkey

Table 2. Genotypes and in vifro activity of two antimicrobial agents against enterococci

[solate MIC breakpoint (g ml™") Genotype determined Genotype determined
by PCR by kit
Vancomycin Teicoplanin
E. faccium (n =104) =25 (n= 104) =32 (n=74), 12 to < 32i(n=30) vand (n= 104) vand (n = 104)
E. faccium (n = 45) =4 (n = 45) =8 (n=45) (n=10) n=10)
E. faccalis (n = 6) =156 (n=06) =32(n=1),12t0 < 32(n=>5) vand in=6) vand (n=6)




Velogene (VEL) yontemi

VanA ve VanB icin gelistirilmis kalitatif bir DNA
probudur.

Kucuk miktarlarda DNA'yi bile tespit etmektedir.
150 ornekten 73'unde VRE +

Tum VanA ve VanB VRE'ler dogru saptanmis
Multipleks PCR ile dogrulama yapilmis
%100 sensitivite ve %100 spesifite

JCM 2004;42:1751-2



Molekuler tani yontemleri

VRE salginlarinda tarama testlerinde
rektal surtntt ornekleri

Standart kdltur yontemi ile VRE izolasyonu
ve tanimlanmasl zaman alic

Hizli, sensitif nukleik asit amplifikasyon
temelli testlere ihtiyac var



Molekiler tani yontemleri

> Avantajlari
-Direnci hizli tespit edebillir.,

-Farkli mekanizmalarin yol agabilecegi fenotiplerin genetik
temelini dogru tanimlar

-Birden fazla mekanizmanin yol agabilecegi farkli,
kompleks antibiyogram sonugclarinin agiklanmasini
saglar.

Kisitlamalari

-Sadece bilinen mekanizmalar tespit eder, yeni
mekanizmalar kacirilabilir

-Yalanci sonuclara yol acabilir.

VRE mo.larin az sayida olmasi,canli olmayan
enterokoklarin bulunmasi

Barsakta vanB bulunan Clostridium ve Ruminococcus
lactaris benzeri mikroorganizmalarin varligi vanB
primerlerinin spesifitesini ddsurdr.



Multipleks PCR yontemi son birkag yilda ayni anda
vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/C3'l tespit edebiliyor.

Kulturden izole edilen VRE’lerin tespitinde ¢ok yararli.
Direkt surtntu orneklerinde farkli sonuglar

Kulturle kiyaslandiginda iki calismada sensitivitesi dusuk
saptanmis,

-gaitada polimeraz enzimini inhibe eden maddelerin
varligina baglanmis.

-vanA genotipinde % 99.6 kadar spesifite saptanmis, vanB
genotipinde konvansiyonel ve real time PCR ile yalanci
pozitiflikler saptanmis

JCM 2003;41:2483-6

JCM 2003;41:4805-7

JCM 2004;42:2636-43
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2008;27:321-2



Oneriler

Tum klinik izolatlarda

> |dentifikasyon ve duyarlilik yontemi icin dogru
metodu kullanin

> VRE izole edilmisse
-Baska bir yontemle direnci dogrulayin

-Genotipik tanimlama ve direncin tiplendirilmesi
icin referans laboratuvara gonderin.

> Tarama yontemleri

-Gaita ve rektal ekuvyon ornekleri; rutin olarak
onerilmemektedir.

-Ozellikle salgin sirasinda klonal yayilim icin
onerilebilir.




Mikrobiyoloji lab. roll

> Dogru yontem
-tani
-antibiyogram
> VRE ise
-referans yontemle dogrulama

-Personelin ve yogun bakim calisanlarinin
bilgilendirilmesi

-Raporlarin hazirlanmasi

> Tarama
- Gaita ve rektal orneklerin taranmasi
-Antimikrobiyal duyarlilik taramasi

HICPAC Infect Control Hosp Epidemiol 1995;16:105-113



Sonuc olarak

Gaita orneklerinden enterokok izolasyon hizi rektal
suruntulerden daha yuksektir.

Zenginlestirme sonrasi orneklerden VRE izole etme
sansi artar.

Molekuler tekniklerin spesifite ve pozitif prediktif
degeri dusuktur.

Antimikrobiyaller VRE’yi GIS’dan guvenli bir sekilde
eradike edemeyebilir. Negatif gaita kulturu azalmis
bakteri miktarini gosterip ve genis spektrumlu atb

kullanimi bu hastalarda VRE konsantrasyonunu
artirabilir.

HICPAC rehberlerine gore onceden kolonize olan bir
hasta birer hafta araliklarla test edilen 3 ardisik
negatif kultur sonucu temizlenmis kabul edilir.

Kolonizasyon suresi 7 hafta ile 3 yil arasinda degisir.



Umudunu kaybetme sabrin 6dullendirilecek!



