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Amag: Kiiltiir bazli vankomisin direngli enterokok (VRE)
identifikasyon yontemleri genellikle 24-72 saat gerektir-
mektedir. VRE kolonizasyonu saptanan hastalarim hizla
izole edilmesi, diger hastalarin kolonize olmalarim engel-
lemek ve olast enfeksiyonlarin olusumunu énlemesi a¢isin-
dan degerlidir. Bu ¢alismamin amaci, VRE’yi daha kisa
siirede saptayan BD GeneOhm VanR testinin sonuglarinin
altin standart yontem olan VRE kiiltiirii ile karsilastirilma-
sudir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda yer alan toplam 704 peri-
rektal stiriintii orneginin VRE agara ekimi yapilmuigstir.
Eszamanli olarak tiim perirektal siiriintii ornekleri Real-
time PCR yontemi ile caligilmistir.

Bulgular: Degerlendirilen orneklerden 121°i (%17.2) VRE
agar ile 162’si (%23.0) Real-time PCR yontemi ile pozitif
bulunmugtur. Yontemlerinin her ikisi ile pozitif ¢ikan ornek
saywst 118°dir. Kirk dort ornek yalnizca Real-time PCR ile 3
ornek ise yalmizca kiiltiir yontemiyle pozitif bulunmugtur. Her
iki yontemle negatif bulunan drnek sayist 539 (%76.6) dur.
VRE pozitif saptanan drneklerden 3 tanesi haricinde tiimii,
VanA fenotipi tastyan Enterococcus faecium olarak, sozii
edilen 3 Ornek, hem kiiltiir hem de Real-Time PCR yontemi
ile VanB fenotipi tasiyan Enterococcus faecalis olarak
tammlannugtir. Bu sonuglara gore, BD GeneOhm VanR tes-
tinin VRE kiiltiirii ile karsilastirilarak belirlenen duyarlilik,
ozgiilliik, pozitif (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD)
swrastyla %98, %92, %73 ve %99 olarak saptannugtir.

Sonug: VRE belirlenmesi icin kullamlan kiiltiir bazli yon-
temler ve niikleik asit amplifikasyon testleri genellikle
24-72 saat gerektirmektedir. BD GeneOhm VanR testi dog-
rudan ornekten ¢alisilan basit bir yontem olup, sonug alma
asamasina kadar gegen toplam siire 3.5 saatten daha kisa-
dwr. Bunun yaminda farkli laboratuvarlarda ve hasta popii-
lasyonlarinda yinelenebilir sonuglar veren, yiiksek PPD ve
NPD olan bir testtir. VRE direng¢ genini de belirliyor olma-
st da diger bir avantajidr.

Anahtar kelimeler: Vankomisine direncli enterokok, kolo-
nizasyon, Real-Time PCR, siirveyans

ABSTRACT

Comparison of the Results of BD GeneOhm VanR Assay
with Those of the Culture for Screening of Vancomycin-
Resistant Enterococci

Objective: Culture-based vancomycin resistant enterococci
(VRE) identification methods generally require 24-72
hours. Rapid isolation of VRE colonised patients is crucial
to prevent colonisation of other patients and propable
infections. The aim of this study is to compare the results of
BD GeneOhm VanR test which identifies VRE in a short
time with the gold standard which is VRE culture.

Material and Methods: A total of 704 samples in the study
were cultivated on VRE agar. At the same time, all perirectal
swap samples were evaluated with real-time PCR.

Results: Among the evaluated samples, 121 (17.2%) were
positive with VRE agar and 162 (23.0%) were positive with
real-time PCR. The number of samples which were positive
with both diagnostic methods were 118. Of the samples, 44
were found to be positive only with real-time PCR and 3
with culture methods. The number of samples negative with
both methods were 539 (76.6%). All VRE positive samples
except 3 were Enterococcus faecium carrying VanA
phenotype, and the 3 samples mentioned were identified as
E. faecalis carrying VanB phenotype with both culture and
real-time PCR. According to these results; sensitivity,
specificity, positive predictive (PPV) and negative predictive
values (NPV) of BD GeneOhm VanR test compared to VRE
culture were 98, 92, 73, and 99%, respectively.

Conclusion: Culture-based methods and nucleic acid
amplification tests require 24-72 hours for VRE identification.
BD GeneOhm VanR test is a simple diagnostic method that
is directly carried out on the sample and takes less than 3.5
hours to obtain results. On the other hand, it gives repeatable
results in patient samples and in different laboratories, and
it has high PPV and NPV. Its other advantage is the
identification of the VRE-resistance gene.
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GIRIS

Enterokok tiirleri, son zamanlarda yiiksek olim
oranina sahip olan ve en sik saptanan nozokomi-
yal patojenlerden biri haline gelmistir. Insanlarda
gastrointestinal sistem flora eleman1 olan ente-
rokoklar, ligiincii kusak sefalosporinlerin kulla-
niminin artisina paralel bir sekilde hastane
enfeksiyonu etkeni olarak siklikla saptanmaya
baglanmistir. Enterokoklar genellikle hastane
ortamimda immun sistemi zayiflamig kisilerin
endojen florasindan kaynaklanan bakteriyemi,
endokardit, peritonit, menenjit, neonatal sepsis,
tiriner sistem enfeksiyonlari, cilt ve yumugak
doku enfeksiyonlari, intraabdominal veya pelvik
enfeksiyonlar gibi gesitli enfeksiyonlara neden
olabilmektedir!. Intrensek direngli olmalar
nedeniyle, 1970’li yillarin ortalarindan itibaren
ticlincii kusak sefalosporinlerin kullaniminda
artisa paralel olarak, enfeksiyon etkeni olarak
daha sik saptanmaya baglamiglardir®.

Enterokoklarin, Gram pozitif etkinligi olan bir-
cok antimikrobiyal ajana kargt kismi veya tam
diren¢ gosterdigi, bir¢cok antibiyotige intrensek
direncli oldugu, yeni mekanizmalarla antibiyo-
tik direnci olusturdugu ve bu direnci aktarabildi-
&i de bilinmektedir®®. Vankomisine direngli
enterokok enfeksiyonu ilk olarak 1988 yilinda
Uttley ve ark. tarafindan Ingiltere’den bildiril-
mistir. Hemen ardindan Fransa, Belcika,
Almanya gibi diger Avrupa iilkelerinden bildiril-
mig, daha sonra Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde saptanmis ve cok hizli bir yayilim
gostermistir”'®. Ulkemizde ilk direngli sus
Akdeniz Universitesi’nde izole edilmis ve yillar
icinde bunu diger olgular izlemistir'. Nozo-
komiyal enfeksiyonlarda en 6nemli vankomisin
direncli enterokok (VRE) kaynagi hastanede
yatan hastalardaki GIS kolonizasyonudur(>'?.
Hastanede yatig siiresinin uzamasi, antibiyotik
kullanim oykiisii ve altta yatan ciddi hastaliklar
kolonizasyon riskini artirmaktadir™. Ozellikle
direncli enterokoklarin etken oldugu enfeksi-
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yonlar hastane i¢inde hastadan hastaya kolaylik-
la yayilim gosterebilmektedir®!>.

Basarili bir VRE kontrol programinin en 6nemli
bilesenlerinden biri gastrointestinal kolonizas-
yonun hizli ve dogru belirlenmesidir. Bu neden-
le, VRE tasiyan hastalarin VRE rezervuarlari
kendi gastrointestinal sistemleri oldugu igin
diizenli araliklarla perirektal siiriintii ornekleri
almak, VRE belirlenmesinde altin standarttir.
VRE ile kolonize hastalar genellikle asempto-
matik oldugu icin yiiksek risk grubuna giren
hastalardan alinan siirveyans kiiltiirlerinin mik-
robiyoloji laboratuvar tarafindan en dogru ve en
kisa zamanda sonuclandirilmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir.

VRE belirlenmesi icin kullanilan kiiltiir bazh
yontemler genellikle izolasyon, tanimlama ve
duyarlilik testiicin 24-72 saat gerektirmektedir'®.
Ancak, VRE kolonizasyonunu 24 saatten daha
kisa siirede belirleyerek, VRE yayilmasini onle-
yecek olan bariyer 6nlemlerinin uygulanmasina
olanak saglayacak uygun bir tarama testinin kul-
lanilmas1 gerekmektedir. VRE belirlenmesi i¢in
cesitli niikleik asit amplifikasyon testleri gelisti-
rilmesine ragmen, bunlar komplike ekstraksiyon
ve saptama rejimleri icerdikleri i¢in veya kiiltiir
basamagina gereksinim duyduklar1 i¢cin zaman
kaybina neden olmaktadirlar®’-'.

BD GeneOhm VanR testi dogrudan perianal veya
rektal siiriintli orneklerinden VRE taramasi icin
kullanilan basit bir yontem olup, test Cepheid
SmartCycler® iizerinde gerceklestirilir. Ekstrak-
siyon asamasindan degerlendirme agamasina
kadar gecgen toplam siire 3.5 saatten daha kisadir.
Bu calismada, Gaziantep Cocuk Hastanesi’nde
yogun antibiyotik kullaniminin oldugu servisler-
de yatan hastalarin VRE taramas1 amaciyla alinan
perirektal siirlintli 6rneklerinden VRE saptanmasi
icin kullanilan selektif besiyeri saptama sonuclari
Real-Time PCR (BD GeneOhm VanR) test per-
formanst ile kargilagtirildi.



R. Yis, VRE Taramasi

GEREC ve YONTEM

Calismaya Gaziantep Cocuk Hastanesi’nde
yogun antibiyotik kullaniminin oldugu servisler-
de yatan toplam704 hastadan mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilmis olan perirektal siiriin-
tii ornekleri almmustir. Orneklerin gonderilen
servislere gore dagilimi Tablo 1°de yer almakta-
dur.

Tablo 1. Orneklerin gonderilen servislere gore dagilimi.

Hasta sayisi

Cocuk Cerrahi Servisi 87
Cocuk Cerrahi Yogun Bakim 32
Yan Dallar Servisi 49
Yan Dallar Yogun Bakim 98
Yeni Dogan Yogun Bakim 178
Yogun Bakim 242
Stit Cocugu Servisi 18
TOPLAM 704

Calismamizda yer alan toplam 704 perirektal
sirlintii orneginin 6 pug/ml vankomisin igeren
suplementli VRE Agar Base (Oxoid) ekimi
yapilmig ve 35°C’de 24-48 saat inkiibasyon son-
ras1 degerlendirmeye alinmustir. Identifikasyonda
konvansiyonel yontemlerin yaninda, API 20
Strep (BioMérieux, Fransa) bakteri identifikas-
yon kiti ve VITEK?2 (BioMérieux, Fransa) tam
otomatize identifikasyon sistemi kullanilmigtir.
Izolatlarin vankomisin (30 pg) ve teikoplanin
(30 pg) duyarhiliklar: Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle CLSI kriterlerine uygun olarak arag-
tirtlmigtir. Bunun yaninda, VITEK?2 antibiyog-
ram kartt AST-592 kullanilarak vankomisin ve
teikoplanin duyarliliklart belirlenmistir.

BD GeneOhm VanR: Eszamanl olarak tiim peri-
rektal siirtintii 6rnekleri BD GeneOhm VanR Kkiti
(BD Diagnostics) kullanilarak Real-Time PCR
cihazi SmartCycler® (Cepheid, ABD) ile iiretici
firmanin onerileri dogrultusunda caligilmigtir.

Istatistiksel analiz: Istatistiksel analiz icin
tanimlayici-deskriptif istatistikyontemi kullanil-

mugtir. Kategorik degiskenler yilizde (%) deger-
lerle belirtilmistir. BD GeneOhm VanR testinin
ozgiillik, duyarlilik, pozitif ve negatif prediktif
degerleri (PPV ve NPV) perianal siiriintii 6rnek-
leri ile yapilan VRE Kkiiltiirii ile karsilagtirilarak
belirlenmistir.

BULGULAR

Degerlendirilen 6rneklerden 121’1 (%17.2) VRE
Agar ile, 162’si (%23.0) Real-Time PCR yonte-
mi ile pozitif bulunmustur. Yontemlerin her ikisi
ile pozitif ¢ikan ornek sayisi 118 iken, 44 6rnek
yalnizca Real time PCR ile, 3 6rnek ise yalnizca
kiiltiir yontemiyle pozitif bulunmustur. Her iki
yontemle negatif bulunan ornek sayist 539
(%76.6)’dur. Yontemler arasi toplam uyum %93
(657/704) olarak belirlenmistir. Pozitif saptanan
orneklerden 3 tanesi haricinde tiimii, VanA feno-
tipi tasiyan E. faecium olarak saptanmig, sOzii
edilen 3 Ornek, hem kiiltiir hem de Real-Time
PCR yontemi ile VanB fenotipi tastyan E. faecalis
olarak tanimlanmistir. Bu sonuglara gore, BD
GeneOhm VanR testinin perianal siiriintii ornek-
leri ile yapilan VRE Kkiiltiirii ile karsilastirilarak
belirlenen duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif
prediktif degerleri (PPV ve NPV) sirasiyla %98,
%92, %73 ve %99 olarak saptanmigtir. Caligma-
daki kiiltiir ve Real-Time PCR sonuclar1 Tablo
2’de yer almaktadir.

Tablo 2. Kiiltiir ve Real-Time PCR sonuclari.

Kiiltiir
+ - Toplam
Real-Time PCR + 118 44 162
- 3 539 542
Toplam 121 583 704

TARTISMA

Ozellikle son yillarda hastane ortamindaki VRE
kolonizasyonu ve enfeksiyonu, hastadan hastaya
bulas riski ve ozellikle zor tedavi edilebilir
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nozokomiyal enfeksiyonlar acisindan 6nemli bir
sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hastalar
aras1 gecisi engelleyecek olan tiim izolasyon
caligsmalari laboratuvar sonuglarina gore planla-
nacagi i¢in, mikrobiyoloji laboratuvari tarafin-
dan VRE tanimlamasinin dogru ve hizli bir
sekilde yapilmasi, vankomisin direncinin sap-
tanmasi, VRE kolonizasyon ve enfeksiyonunun
belirlenmesi ve yayilmasinin 6nlenmesi igin
onemlidir. Daha 6nce ayni ¢cocuk hastanesinde
yapilan bir bagka caligmada, nokta prevalans
yontemi ile yapilan VRE taramasinda 6 pg/ml
vankomisin iceren VRE Agara ekilmig perirektal
siiriintii. orneklerinin VITEK2 (bioMérieux,
Fransa) tam otomatize sistemiyle identifikasyo-
nu sonucunda elde edilen %14.6’lik kolonizas-
yon oranmin siki temas izolasyonu, hastane
personelinin egitimi ve kisith antibiyotik kulla-
nim politikalar1 sonucunda %3.3’e gerilemis
oldugu bildirilmistir®. Bu agidan nozokomiyal
VRE kolonizasyonunun ve enfeksiyonlarinin
hizli ve dogru olarak belirlenmesi, etkenlerin
dogru tanimlanmasi, antibiyotik direng¢ profili-
nin belirlenmesi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi
acisindan 6nem tasimaktadir.

VRE’lerin izolasyonu icin laboratuvarlar kendi
kosullarma goére tarama metodlar: kullanmakta-
dirlar. Giiniimiizde ticari olarak mevcut olan
veya in-house olarak hazirlanan sivi veya kati
bir¢cok besiyeri kullanilmaktadir. Cesitli calig-
malarda bu tarama metodlarinin duyarlilik ve
Ozgiillikleri birbiriyle karsilastirilmaktadir®”.
Hazirlanan secici besiyerlerinde diisiik diizeyde
glikopeptid direncinin saptanabilmesi i¢in 6 pg/ml
vankomisin konsantrasyonunun uygun oldugu
belirlenmigtir'®2*??. Caligmamizda da, 6 pg/ml
vankomisin i¢eren suplementli VRE Agar kulla-
nilmistir. Enterokoklar, laboratuvarlarda genel
amacl besiyerlerinde kolayca diiretilseler de,
ozellikle VRE suslarinin, digki gibi normal flora
tiyesi olarak cok sayida ve cesitte bakterinin
bulundugu orneklerden izolasyonu sorun
yaratabilmektedir'®?*2), Niikleik asit amplifi-
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kasyon teknikleri, digki1 6rneklerinde VRE susla-
riin saptanmast i¢in giliniimiizde onem kazan-
mig olsa da, bu teknolojiyi kullanma olanagi
olmayan klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari
icin hélen giivenilir kiiltlir yontemlerine gereksi-
nim vardir’®. Ancak 6zellikle son yillarda
hizli tanida yaygin olarak kullanilan molekiiler
yontemler, tanimlama siiresini kisaltarak, onlem-
lerin daha erken donemde alinmasinda avantaj
saglamaktadir®.

VRE’nin saptanmasi icin molekiiler yontemlerle
klasik yontemleri karsilastiran ¢ok sayida calig-
ma bulunmaktadir. Marner ve ark.®® tarafindan,
perianal siiriintii 6rneklerinin GeneXpert VanA/
VanB PCR yontemiyle incelenmesinin hizli ve
giivenilir bir yontem oldugu bildirilmistir. Diger
bir calismada, nozokomiyal siirveyans ornekle-
rinin PCR ve konvansiyonel kiiltiir sonugclari
kargilagtirilmig, PCR yonteminin 6zgiilliik,
duyarlilik, PPD ve NPD sirasiyla %99.8, %95 4,
%98.8 ve %99.3 olarak bulunmustur. VRE’yi
saptamak i¢in gerekli zaman PCR ile 48 saat,
konvansiyonel yontem ile 96 saat olarak
belirlenmistir®. PCR’nin yogun rutin is yiikii
olan laboratuvarlarda VRE siirveyans: icin kiil-
tiire bir alternatif olabilecegi ve ozellikle VRE
prevalansinin diisiik oldugu hastanelerde
maliyet-etkin oldugunu arastiricilar tarafindan
vurgulanmigtir>29,

VRE taramasi i¢in hizli molekiiler tan1 yontem-
lerinden olan BD GeneOhm VanR testi (BD
GeneOhm, San Diego, ABD) ABD Gida ve llag
Kurumu tarafindan direkt perianal siiriintiiden
VRE taramast icin kullanilabilecek in vitro test
olarak onaylanmistir. Bu hizli molekiiler yon-
tem, sonuclanmasi giinlerce siirebilecek kiiltiir
temelli yontemlerle karsilastirildiginda VRE
tastyicilarinin kisa siirede saptanmasina yardim-
c1 olmakta, bu sekilde bir hastadan digerine
yayilim Onlenebilmektedir.

BD GeneOhm VanR testi direkt olarak rektal
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stirtintii ve gayta oOrneklerinden caligilabilinen
bir yontemdir. Test standart VRE kiiltiir teknik-
leri ile kargilastirildiinda % 95 duyarhilik
gostermektedir®. Uretici firmaya gore, VanR
testinin saptama limiti hem VanA hem de VanB
VRE i¢in, yaklagik olarak 2 CFU/reaksiyona
denk gelen, reaksiyon bagina 10 genom kopya-
dir. Bu saptama limiti testte yalanci negatiflikle-
re yol acan faktorlerden biridir.

Werner ve ark.®® selektif kati besiyerinde direkt
kiiltiir ile zenginlestirme sonras1 PCR ve tarama
orneklerinden direkt VRE tanimlanmasi i¢in BD
GeneOhm™ VanR testini karsilagtirmiglardir.
Toplam 1786 ornek calisilmig, genel duyarlilik
% 93.1, ozgiilliik yalanci pozitif VanB sonucla-
rina bagli olarak %87.0 olarak saptanmigtir®®.

Usacheva ve ark.*” ¢ok merkezli olarak perianal
ve rektal orneklerden VRE tiirlerinin dogrudan,
hizli belirlenmesinde BD GeneOhm VanR testi-
nin performansini degerlendirmislerdir. ABD’ nin
farkli iic cografi bolgesinden 1027 perianal ve
rektal siirlintii 6rnekleri BD GeneOhm VanR
testi ile calisilmig ve sonuglar dogrudan kiiltiir
yontemi ile karsilastirilmigtir. Testin duyarlilik,
ozgiillik, PPD ve NPD degerleri %93, %82,
%54 ve %98 olarak saptanmustir. Yazarlara gore
VanB yalanci pozitiflikleri nedeniyle testin
ozgiilliigi diistik olarak bulunmusgtur. Testin,
VanA genotip baskin olan ¢esitli popiilasyonla-
rin VRE taranmasi i¢in basit, hizli ve kabul edi-
lebilir bir yontem oldugu, yalanci pozitifliklerin
belirgin yliksek saptanmasi nedeniyle VanB
genotip pozitif saptanan sonuclarin kiiltiir ile
dogrulanmasi gerektigi sonucu vurgulanmigtir®®,
Caligmamizda BD GeneOhm VanR yonteminin
performans: selektif besiyerinin sonuglar1 ile
karsilagtirildiginda, duyarhilik %98, 6zgiilliik
%92 olarak saptanmistir. PPD %73 ve NPD
%99 olarak bulunmustur. Hastanemizde VanA
fenotip baskin oldugu i¢in VanB fenotip pozitif-
liklerine bagli yalanci pozitiflik nadirdir. Bu
nedenle 6zgiilliik diger calismalara gore, calis-

mamizda daha yiiksek olarak bulunmustur.
Kullandigimiz selektif besiyeri ile BD GeneOhm
VanR kiti kullanimi ile elde edilen sonuglar arasi
toplam uyum %93 (657/704) olarak belirlenmis
ve uyumun degerlendirilmesinde Cohen kappa
degeri 0.68 (iyi diizeyde uyumlu) olarak saptan-
migtir.

BD GeneOhm VanR testinin VanB genotipi ile
ilgili yanlig pozitiflik oranlarinin yiiksekligi, son
zamanlarda Clostridium spp, Eggerthella lenta,
Streptococcus spp ve Ruminococcus spp gibi
nonenterokokal anaerobik mikroorganizmalarin
VanB genetik elemani tasidiginin kanitlanmig
olmasiyla agiklanabilir. Yanlis pozitiflik oranla-
riin bilyiik kismindan VanB sorumlu olsa da,
ender olarak VanA yanlis pozitifliklerinin cansiz
VRE izolatlar1 veya Bacillus circulans,
Arcanobacterium haemolyticum, Oerskovia
turbata ve Staphylococcus aureus gibi kazanil-
mis VanA sekansi bulunduran bakterilerden kay-
naklandigi diistiniilmektedir”-33D,

Calismamizda, toplam olarak 704 izolatin 3
tanesinde (%0.43) her iki yontem ile VanB geno-
tipi tasityan E. fecalis saptanmig olup, VanA
genotipinin VRE’ler icinde baskin popiilasyon
oldugu soylenebilir. Ulkemizdeki durum deger-
lendirildiginde caligsmalarda, VanA fenotip bas-
kin oldugu goriilecegi igin testin iilkemizde
kullaniminin uygun olabilecegi agiktir®-23%,

Sonug olarak, BD GeneOhm VanR Testi farkli
laboratuvarlarda ve hasta popiilasyonlarinda
yinelenebilir sonuglar veren, 6zellikle VanA sap-
tanmast icin yiiksek NPD ve PPD olan bir testtir.
Bununla birlikte, VanB pozitif sonu¢, VRE var-
ligin1 dogrulamak igin kiiltiir ile dogrulanmali-
dir. Ancak hasta izolasyonu i¢in zamanla yarigi-
lan kolonizasyon taramalarinda, kar zarar hesabi
iyi yapilarak karar verilmesi gerektigi icin mole-
kiiler yontemlerle ¢ok kisa siirede saptanan pozi-
tifliklerin bildirilmesi gerektigini diislinmekte-
yiz. Tiim hastaneler VRE ile kolonize olan has-
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talar1 erken donemde saptayarak gerekli izolas-
yon Onlemlerini almak, hastane i¢i yayilimi ve

klinik enfeksiyonlarin ortaya ¢ikisint 6nlemek
amactyla uygun izolasyon ve identifikasyon
yontemini belirlemeli, gerekli durumlarda mole-

kiiler yontemlerden yararlanilmalidir.
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