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(074

Cevrede yaygin olarak bulunan enterokoklar iyi tanimlanmus viriilans faktorleri ve toksinleri olmamasina
ragmen ciddi enfeksiyonlara neden olur. Enterokoklarin virtilans 6zelliklerinin bilinmesi, karmasik patojenik
yapilarini anlamak icin 6nemlidir. Bu calismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Enterococcus faecium ve
Enterococcus faecalis izolatlarinin virtlans faktorlerinin (asal, hyl, cylA, efa, ebp, ace, esp, gelE, sprE, fsrA, fsrB,
fsrC genleri, jelatinaz aktivitesi, hemolizin, hidrojen peroksit ve biyofilm Uretimi) ve antibiyotik direncinin
arastinimasi amaglanmistir. Enfeksiyon etkeni olarak kabul edilen toplam 110 enterokok izolati calismaya
alinmistir. izolatlarin tiir tanisi ve viriilans genlerinin saptanmasi icin polimeraz zincir reaksiyonu yéntemi
kullanilmustir. izolatlarin hemoliz ézelligi, biyofilm yapimi, hidrojen peroksit iiretimi ve jelatinaz aktivitesi
fenotipik yontemlerle arastirilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi VITEK 2 otomatize sistemi ile yapilmistir. Tim
testlerde kalite kontrol olarak E.faecalis ATCC 29212 standart susu kullanilmistir. Calismaya alinan 110 en-
terokok izolatinin 61'i E.faecium, 49'u E.faecalis olarak tanimlanmustir. E.faecium ve E.faecalis izolatlarinda en
cok rastlanan viriilans geni %92.7’lik oran ile efa geni olmustur. Diger genlerden ace %83.6, esp %66.4, ebp
%60.0, cyl %50.9, hyl %46.4, asal %45.5, gelk, sprE ve fsrC genleri %33.6, fsrA %12.7 ve fsrB %11.8 ora-
ninda saptanmustir. E.faecalis izolatlarinda hyl disindaki tim genler daha yiiksek oranda saptanmis ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). E.faecalis izolatlarinin 25 (%51)inin, E.faecium izolat-
larinin 1 (%1.6)'inin beta-hemoliz yaptigi saptanmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.000). Yedi (%11.5) E.faecium ve 4 (%8.2) E.faecalis izolatinin biyofilm yaptigi saptanmis ancak aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p> 0.05). iki (%3.3) E.faecium ve 14 (%28.6) E.faecalis izolati-
nin jelatinaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmis ve iki tiir arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus-
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tur (p= 0.000). Calismaya alinan izolatlarin hicbirinde hidrojen peroksit tretimi saptanmamistir. En yiiksek
direnc orani siprofloksasine (%70.9) karsi tespit edilmistir. Ampisiline %69.1, tetrasikline %67.3, ylksek
dlzey streptomisine %65.1, yiiksek diizey gentamisine %39.4, vankomisin ve teikoplanine %4.5, linezolide
%71.8 oraninda diren¢ saptanmistir. Sonug olarak, calismamizda biyofilm Gretimi ve hyl geni haric viriilans
faktorlerinin E.faecalis izolatlarinda daha ytiksek oranda bulundugu ancak E.faecium tiirlerinin antibiyotiklere
daha direncli oldugu saptanmistir. Hastane ortaminda bu tiir viriilansi yiiksek veya direncli izolatlarin enfek-
siyonunu onlemek icin, enfeksiyon kontrol énlemlerine uyulmasi gerekmektedir. Enterokoklarin virtlansinin
daha iyi anlasiimasi icin in vivo calismalara gereksinim bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus faecalis; Enterococcus faecium; virtilans faktorleri.
ABSTRACT

Enterococci, which are commonly found in the environment, cause serious infections despite the absen-
ce of well-defined virulence factors and toxins. Knowing the virulence properties of enterococci is important
to understand the complex pathogenic structures. In this study, we aimed to investigate the virulence fac-
tors (asal, hyl, cylA, efa, ebp, ace, esp, gelk, sprE, fsrA, fsrB, fsrC genes, gelatinase activity, hemolysin, hydro-
gen peroxide and biofilm production) and antibiotic resistance of Enterococcus faecium and Enterococcus
faecalis strains isolated from clinical specimens. A total of 110 enterococcus isolates which were accepted
as infectious agents were included in the study. The polymerase chain reaction method was used to iden-
tify the isolates and to detect virulence genes. Characteristics of hemolysis, biofilm formation, hydrogen
peroxide production and gelatinase activity were investigated by phenotypic methods. The antibiotic sus-
ceptibility test was performed with VITEK 2 automated system. E.faecalis ATCC 29212 standard strain was
used as a quality control in all tests. Of the 110 enterococci isolates included in the study, 61 were identified
as E.faecium and 49 as E.faecalis. The efa gene was the most frequently detected virulence gene (92.7%),
followed by ace (83.6%), esp (66.4%), ebp (60.0%), cylA (50.9%), hyl (46.4%), asal (45.5%), gelE, sprE,
fsrC (33.6%), fsrA (12.7%) and fsrB (11.8%). All genes except hyl were higher in E.faecalis isolates and the
difference was statistically significant (p< 0.05). Twenty-five (51%) E.faecalis and 1 (1.6%) E.faecium isolates
had beta-hemolysis and the difference was statistically significant (p= 0.000). Seven (11.5%) E.faecium and
4 (8.2%) E.faecalis isolates formed biofilm, but the difference was not statistically significant (p> 0.05). Two
(3.3%) E.faecium and 14 (28.6%) E.faecalis isolates exhibited gelatinase activity and the difference between
the two species was statistically significant (p= 0.000). Hydrogen peroxide production was not detected in
any of the isolates. The highest resistance rate was determined against ciprofloxacin (70.9%). The resistan-
ce to ampicillin was 69.1%, high level streptomycin 65.1%, high level gentamicin 39.4%, vancomycin and
teicoplanin 4.5%, and linezolid 1.8%. In conclusion, our data indicated that virulence factors except hy/
gene and biofilm production were higher in E.faecalis isolates but E.faecium isolates were more resistant to
antibiotics. In order to prevent infection of such virulent or resistant isolates in the hospital setting, infection
control measures must be followed. In vivo studies are needed for the better understanding of the virulence
of enterococci.

Keywords: Enterococcus faecalis; Enterococcus faecium;, virulence factors.
GiRis

Enterokoklar insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistem florasi Gyeleridir. Dogada yay-
gin olarak bulunurlar. insanlarda esas olarak gastrointestinal florada bulunmalari nedeniy-
le gerek hastanede gerekse toplumda endojen kaynakli enfeksiyonlara neden olurlar. Pek
cok tiri olmasina karsin insan enfeksiyonlarindan siklikla Enterococcus faecalis ve Entero-
coccus faecium izole edilmektedir. Uriner sistem enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, endo-
kardit ve bakteriyemi etkenidirler. E.faecalis klinik 6rneklerden en sik izole edilen ve insan
enfeksiyonlarinda en sik gorilen tirdir. Son yillarda hastane enfeksiyonlarinin 6nemli bir

etkeni olan E.faecium, E.faecalis’e gére antimikrobiyal ajanlara daha direnclidir'-2,
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Enterokoklar klindamisin, penisilin, aminoglikozitler ve sefalosporinler dahil bircok
antibiyotige karsi intrensek direncli olmalarinin yani sira diger antibiyotiklere de kolay-
likla direng gelistirebilir. E.faecium izolatlarinin neredeyse timu ampisiline direnclidir ve
glinimuzde vankomisine de diren¢ kazanmaktadir. Ampisiline ve vankomisine direncli
enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi icin linezolid ve florokinolonlar gibi
yeni antibiyotikler gelistirilmistir. Maalesef linezolide diren¢ artmakta ve florokinolonlar
vankomisine direncli enterokok izolatlarina karsi zayif etki géstermektedir?>.

Firsatci patojen olan enterokoklarin klinikte artan 6Gnemine ragmen, virilanslari giinu-
muzde hala iyi anlagilabilmis degildir. Yakin zamanda yapilan calismalarda enterokoklar
biyofilm olusumu, jelatinaz tretimi, hemolizin, hiyaliironidaz, enterokok ytlizey proteini
ve agregasyon faktort gibi virtilans faktorleri ile iliskilendirilmistir. Enterokoklara 6zgu
virtlans faktorlerin blyltk cogunlugu plazmitler lzerinde kodlanir ve gastrointestinal
sistem gibi dogal cevrede bulunan izolatlar arasinda horizontal olarak hizla yayilmayi
saglar*>.

Literatlir taramas! yapildiginda tilkemizde enterokoklarda viriilans faktorlerinin aras-
tinldidi sinirh sayida calisma bulundugu ve virllans faktorlerinin bircogunun (biyofilm
olusumu, ebp, efa, ace, sprE, fsrA, fsrB ve fsrC) arastirlmadigi belirlenmistir. Bu calisma-
nin amaci, klinik 6rneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen E.faecium ve E.faecalis
izolatlarinin antibiyotiklere diren¢ oranlarinin ve virllans faktorlerinin (asal, hyl, cylA,
efa, ebp, ace, esp, gelk, fsrA, fsrB, fsrC, sprE genleri, jelatinaz aktivitesi, hemolizin varhgi,
hidrojen peroksit ve biyofilm lretimi) arastinlmasidir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulu onayr ile gerceklestirildi (Tarih: 04.11.2014 ve Karar no: 2014/284).

Bakterilerin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2013-2015 yil-
larinda yatan hastalarin klinik 6rneklerinden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 110
enterokok izolati calismaya alindi. Klinik 6rnekler, %5 koyun kanli Columbia agara (bio-
Merieux, Fransa) ekildi ve plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Ureyen bakteriler gelE-
neksel yontemlerle [Gram boyama, katalaz testi, eskilin hidrolizi, %6.5'lik NaCl iceren
besiyerinde treme ve PYR testi (L-pirolidonil-p-naftilamid)] ve VITEK 2 otomatize sistemi
(bioMerieux, Fransa) ile tanimlandi.

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

izolatlarin ampisilin, eritromisin, siprofloksasin, tetrasiklin, vankomisin, teikoplanin ve
linezolide kargi duyarlilik testleri VITEK 2 otomatize sistemi (bioMerieux, Fransa) ile yapil-
di ve “Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)” standartlarina gore degerlen-
dirildi. Yuksek diizey gentamisin (YDG) direnci 500 pg/ml, yiksek diizey streptomisin
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(YDS) direnci 1000 pg/ml diizeyinde VITEK 2 otomatize sistemi (bioMerieux, Fransa) ile
tarandi. Ureme olmasi halinde bakteri direncli kabul edildi.

Fenotipik Testler

Hemolizin varhi@inin arastirlmasi icin izolatlar %5 koyun kanl agara (bioMerieux,
Fransa) ekildi ve 37°C’de 48 saat inklibe edildi. Kolonilerin etrafinda seffaf bir zon olus-
mas! beta-hemoliz (hemolizin Uretimi) olarak degerlendirildi. Jelatinaz tretimi icin %5
koyun kanli agarda (bioMerieux, Fransa) Uremis bakteri bir 6ze ile alinarak %1.5 “skim
milk” ile zenginlestiriimis triptik soy agara (Oxoid, ingiltere) cizgi seklinde ekildi. Besiyeri
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tireyen kolonilerin etrafinda berrak
bir halo gériilmesi pozitif olarak degerlendirildi’.

Biyofilm Uretiminin Arastiriimasi

Biyofilm uretiminin arastiriimasi icin izolatlarin Luria Broth (LB) besiyerinde (Merck,
Almanya) (¢ giin arka arkaya pasajlari yapildi. Uciincii pasaji yapilan érneklerin absor-
bansi spektrofotometrede (S-22 UV/Vis. Cihazi BOECO-Almanya) 540 nm‘de 0.56-0.64
olacak sekilde ayarlandi. Absorbansi ayarlanan 6rneklerden 200 pl 96 kuyucuklu mikrop-
laga aktarildi ve kontrol kuyucuguna sadece LB besiyeri kondu. Mikroplak 25°C'de 24
saat inkiibe edildi. Her kuyucuga 25 pl kristal viyole eklendi. Mikroplak calkalandiktan
sonra 15 dakika bekletildi. Kuyucuklardaki besiyeri cikarilip otomatik yikama cihazinda
(BIOTEK-ABD ELx 50) fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile ii¢ kere yikandi. Her bir kuyucuga
200 ul %96lik etanol eklendi. 590 nm dalga boyunda absorbanslari élciildi (BIOTEK-
ABD ELx800). Bakteri iceren kuyucuklardan elde edilen absorbans degerlerinden kontrol
kuyucugundan elde edilen deger cikarildi. Sonug 0.1°in Ustiinde ise pozitif, 0.1’in altinda
ise negatif olarak kabul edildi®.

Hidrojen peroksit testi tretici firmanin (Quantofix Peroxide, Almanya) 6nerilerine gore
yapildi. 3 ml beyin kalp inflizyon buyyon iceren tiiplere birka¢ koloni bakteri konuldu.
Hidrojen peroksit test cubugu, buyyonlarin icerisine daldirilip 1-2 saniye sonra cikartildi.
On-on bes saniye icinde test cubugunda mavi renk olusmasi beklendi. Olusan renk tonu
kit icerigindeki renk skalasiyla karsilastinlarak hidrojen peroksit miktari belirlendi.

DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonu Qiagen DNA mini kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak yapildi. izolat-
larin tir tanisinin dogrulanmasi ve ebp, asal, esp, gelE, cylA, hyl, efa, ace, fsrA, fsrB, fsrC
ve sprE virlilans genlerinin saptanmasi icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi
kullanildi (Tablo I).

istatistiksel Analiz

Bu calismada E.faecium ve E.faecalis izolatlarinda antibiyotik direnci ve viriilans faktor-
lerinin dagilimi ki-kare ve Fisher kesin testi ile karsilastirildi ve p< 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo |. Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis izolatlarinin Tanimlanmasi ve Viriilans Genlerinin
Saptanmasi Icin Kullanilan Primerler

Hedef gen Primer Dizisi (5-37) Baz cifti Kaynak

Efaecalis  ddlE-1: ATC AAG TAC AGT TAG TCT TTA TTA G 941 Kafil ve ark®
ddIE-2: ACG ATT CAA AGC TAA CTG AAT CAG T (2013)

Efaecium  ddlF-1: TTG AGG CAG ACC AGA TTG ACG 658 Kafil ve ark®
ddIF-2: TAT GAC AGC GAC TCC GAT TCC (2013)

asal asa-1: GCA CGC TAT TAC GAA CTATGA 375 Vankerckhoven
asa-2: TAA GAA AGA ACA TCA CCA CGA ve ark'® (2004)

gelE gel-F: TAT GAC AAT GCT TTT TGG GAT 213 Vankerckhoven
gel-R: AGA TGC ACC CGA AAT AAT ATA ve ark'® (2004)

esp esp-F: AGA TTT CAT CTT TGATTC TTG G 510 Vankerckhoven
esp-R: AAT TGA TTC TTT AGC ATC TGG ve ark'® (2004)

cylA cyl-F: ACT CGG GGA TTG ATA GGC 688 Vankerckhoven
cyl-R: GCT GCT AAA GCT GCG CTT ve ar'? (2004)

hyl hyl-F: ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG 276 Vankerckhoven
hyl-R: GAC TGA CGT CCA AGT TTC CAA ve ark'? (2004)

ebp ebp-A: AAA AAT GAT TCG GCT CCA GAA 101 Kafil ve ark®
ebp-B: TGC CAG ATT CGC TCT CAA AG (2013)

ace ace-F: GGA GAG TCA AAT CAA GTA CGT TGG TT 101 Kafil ve ark®
ace-R: TGT TGA CCA CTT CCT TGT CGA T (2013)

efa efa-F: TGG GAC AGA CCC TCA CGA ATA 101 Kafil ve ark®
efa-R: CGC CTG TTT CTA AGT TCA AGC C (2013)

fsrA fsrA-F: GGG AGC TCT GAT GAT GAT TGA TTG ATG GAC 484 Qin ve ark!
fsrA-R: GGG GTA CCA TTA CAA GTG GCA CAC CAG GAC (2000)

fsrB fsrB-F: GGG AGC TCT GGA CAA AGT ATT ATC TAA CCG 574 Qin ve ark'’
fsrB-R: TTG GTA CCC ACA CCA TCA CTG ACT TTT GC (2000)

fsrC fsrC-F: GGG AGC TCA TCG TGT GTT AGA AAA TAG C 580 Qin ve ark'!
fsrC-R: GGG GTA CCA CGA ATC ACA ACC ACT AAG TC (2000)

sprE sprE-F: CTT GTC TGC AAA TGC AGA AG 660 Lindenstraub
sprE-R: CGC CAT TGG AAT GAA CAC CA ve ark'? (2011)

BULGULAR

Calismaya alinan toplam 110 Enterococcus spp. izolatinin 61°i E.faecium, 49'u E.faecalis
olarak tanimlanmistir. E.faecium ve E.faecalis izolatlarinin 6rneklere gore dagilimi Tablo
II'de gésterilmistir. Ureyen tiir ile klinik 6rnek arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamigtir (p> 0.05).

E.faecium ve E.faecalis izolatlarinda en yuksek direng orani siprofloksasine (%70.9) karsl
tespit edilmistir. Ampisiline %69.1, tetrasikline %67.3, YDS'ye %65.1, YDG'ye %39.4,
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Tablo Il. Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis izolatlarinin Orneklere Gére Dagilimi
E.faecium E.faecalis Toplam
Sayi Yiizde Sayi Yiizde Sayi Yiizde
idrar 43 70.5 38 77.6 81 73.6
Kan 15 24.6 7 143 22 20.0
Yara/Apse 3 4.9 4 8.2 7 6.4
Toplam 61 55.5 49 44.5 110 100

vankomisin ve teikoplanine %4.5, linezolide %1.8 oraninda diren¢ saptanmistir. Antibi-
yotiklere direng oranlarinin E.faecium izolatlarinda E.faecalis izolatlarina gore daha ytiksek
oldugu gorulmustur. Aradaki fark ampisilin, siprofloksasin, tetrasiklin ve YDS icin istatistik-
sel olarak anlamli bulunurken, diger antibiyotikler icin anlaml bulunmamistir (Tablo II1).

Enterokok izolatlarinin hemoliz 6zelligi degerlendirildiginde; 49 E.faecalis izolatinin 25
(%51)'inin, 61 E.faecium izolatinin 1 (%1.6)’inin beta-hemoliz yaptigi saptanmis ve ara-
daki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.000) (Resim 1).

E.faecium izolatlarinin 7 (%11.5)'sinin ve E.faecalis izolatlarinin 4 (%8.2)’Gnin biyofilm
yaptigi saptanmis ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0.752)
(Resim 2).

On dort (%28.6) E.faecalis ve 2 (%3.3) E.faecium izolatinin jelatinaz aktivitesi gos-
terdigi tespit edilmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.000)
(Resim 3).

Calismaya alinan enterokok izolatlarinin hicbirinde hidrojen peroksit tretimi saptan-
mamistir (Resim 4). Klinik 6rneklerle hemolizin varhg, jelatinaz aktivitesi ve biyofilm Gre-
timi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p> 0.05).

Tablo Ill. Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis izolatlarinin Antibiyotiklere Direng Oranlari

E.faecium (n= 61) E.faecalis (n= 49) Toplam (n=110)
Antibiyotik Sayi Yiizde Sayi Yiizde p Sayi Yiizde
Siprofloksasin 56 91.8 22 44.9 0.000 78 70.9
Ampisilin 57 93.4 19 38.8 0.000 76 69.1
Tetrasiklin 33 54.1 41 83.7 0.001 74 67.3
YDS 45 73.8 26 54.2 0.043 71 65.1
YDG 23 37.7 20 41.7 0.697 43 39.4
Vankomisin 5 8.2 0 0 0.064 5 4.5
Teikoplanin 5 8.2 0 0 0.064 5 4.5
Linezolid 2 3.3 0 0 0.728 2 1.8
YDS: Yiiksek diizey streptomisin, YDG: Yiiksek diizey gentamisin.
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Resim 1. Beta (sol) ve alfa (sag) hemoliz yapan Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium izolatlari.

v
A3

Resim 2. Mikroplak yéntemi ile biyofilm tiretimi saptanmasi.

Virtilans genleri arasinda efa (%92.7) ve ace (%83.6) en sik saptanan genler olmustur. hy/
disindaki tim genler E.faecalis izolatlarinda daha yiiksek oranda saptanmis ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). hyl geni ise E.faecium izolatlarinda daha
yuksek oranda tespit edilmis ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p= 0.085) (Tablo V). Klinik 6rneklerle efa hari¢ diger genler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p> 0.05). efa geni kan 6rneklerinde diger 6rneklere
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Resim 3. Jelatinaz aktivitesi pozitif (sol) ve negatif (sag) izolat.

Resim 4. Hidrojen peroksit aktivitesi negatif (sol) ve pozitif (sag)
(Enterococcus faecalis ATCC 29212 standart susunun hidrojen
peroksit aktivitesi pozitiftir).
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Tablo IV. Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis [zolatlarinda Viriilans Faktérlerinin Dagilimi
Viriilans E.faecium (n= 61) E.faecalis (n= 49) Toplam (n=110)
faktorleri Sayi Yiizde Sayi Yiizde p Sayi Yiizde
Hemolizin 1 1.6 25 51.0 0.000 26 23.6
Biyofilm 7 11.5 4 8.2 0.752 11 10.0
Jelatinaz 1 1.6 13 26.5 0.000 14 12.7
ebp 19 31.1 47 95.9 0.000 66 60.0
asal 22 36.1 28 571 0.035 50 45.5
esp 34 55.7 39 79.6 0.009 73 66.4
cylA 22 36.1 34 69.4 0.001 56 50.9
hyl 33 54.1 18 36.7 0.085 51 46.4
efa 53 86.9 49 100 0.008 102 92.7
ace 43 70.5 49 100 0.000 92 83.6
gelE 5 8.2 32 65.3 0.000 37 33.6
sprE 5 8.2 32 65.3 0.000 37 33.6
fsrA 1 1.6 13 26.5 0.000 14 12.7
fsrB 1 1.6 12 24.5 0.000 13 11.8
fsrC 5 8.2 32 65.3 0.000 37 33.6

1000 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Resim 5. Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium izolatlarinda PCR ile saptanan virtilans genlerinin jel
gortintiist. asa: 375 baz cifti (bp), ebp: 101 bp, cyl: 688 bp, ace: 101 bp, hyl: 276 bp, esp: 510 bp, efa: 101
bp, gelE: 213 bp, fsrA: 484 bp, fsrB: 574 bp, fsrC: 580 bp ve sprE: 660 bp.

gore daha dusuk oranda tespit edilmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamh bulun-
mustur (p= 0.013).

PCR ile saptanan viriilans genlerinin ornek jel gortintuleri Resim 5'te gosterilmistir.
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TARTISMA

Son yillarda enterokoklar ciddi hastane enfeksiyonlarina neden olan patojenler olarak
ortaya cikmislardir. Pek ¢ok antimikrobiyal ilaca karsi diren¢ gostermeleri, genis spekt-
rumlu antibiyotik tedavisi alan hastalarda tGremelerine ve stiperenfeksiyonlara neden ol-
maktadir. Klasik olarak E.faecalis'in daha cok enfeksiyon olusturdugu, E.faecium’un ise
antibiyotiklere daha direncli oldugu bilinmektedir'3. Calismamizda E.faecium izolatlarinin
ampisilin, siprofloksasin, YDS, vankomisin, teikoplanin ve linezolide E.faecalis izolatlarina
gore daha direncli, tetrasiklin ve YDG'ye ise daha duyarli olduklar tespit edilmistir. Bu
fark ampisilin, siprofloksasin, tetrasiklin ve YDS icin istatistiksel olarak anlamli bulunur-
ken, diger antibiyotikler icin anlamli bulunmamustir (Tablo Ill). Ulkemizde yapilan benzer
bir calismada da ampisilin, penisilin ve vankomisine E.faecium izolatlarinin E.faecalis izo-
latlarina gére daha direncli oldugu saptanmuistir'®.

Enterokoklarda plazmitlere diren¢ gosteren izolatlarin sayisi giderek artmaktadir. Kafil
ve arkadaslari’ iran’da yaptiklari calismada vankomisin direncini E.faecalis ve E.faecium
icin sirasiyla %16.3 ve %33.8 olarak bildirmislerdir. Ulkemizde Baylan ve arkadaslarinin’
yaptiklari calismada E.faecalis izolatlarinda vankomisine diren¢ goriilmezken, E.faecium
izolatlarinda %25.8 oraninda direng tespit edilmistir. Cahismamizda vankomisin ve tei-
koplanin direnci 5 (%8.2) E.faecium izolatinda tespit edilmis, E.faecalis izolatlarinda sap-
tanmamistir. Bu diistik glikopeptit direncinin nedeni, sadece enfeksiyon etkeni kabul edi-
len izolatlar calismaya dahil edildigi icin diski izolatlarinin ahnmamasi olabilir. Ayrica proje
kaynaklari kisith oldugu icin calisma belli sayida izolatla sinirlandiriimistir.

Enterokoklarda yulksek diizey aminoglikozit direnci, endokardit ve bakteriyemi gibi
ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara neden olmaktadir. Calismamizda YDG direnci
E.faecalis izolatlarinda (%41.7) E.faecium’a (%37.7) gore daha yliksek oranda tespit edilmis
ancak iki tir arasinda YDG direnci acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamis-
tir. YDS direnci ise E.faecium izolatlarinda (%73.8) E.faecalis'e (%54.2) gore daha yiiksek
saptanmis ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.043). Ulkemizde yapilan
bir calismada da benzer olarak YDG direnci E.faecalis’'de %47.1, E.faecium’da %40.7, YDS
direnci ise E.faecalis'de %55.8, E.faecium’da %63.7 olarak bildirilmistir'. Ancak Baylan ve
arkadaslar” hem YDG hem de YDS direncini E.faecium'da daha yiiksek oranda saptamislar-
dir. Bu farkin calismaya alinan izolat sayisina, izolatlarin soyutlandigi klinik orneklere, etken
ya da kolonizan olmalarina gore degiskenlik gosterebilecegi diistintlmustir.

Linezolid, gliniimiizde direngli gram-pozitif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlar
icin onemli bir tedavi secenegidir. Linezolide direng Tirkiye'de ilk defa Aktas ve arka-
daslan'® tarafindan E.faecium izolatlarinda %2 oraninda bildirilmistir. Calismamizda
E.faecium izolatlarinda %1.8 oraninda linezolide direng belirlenmis, E.faecalis izolatlarin-
da ise saptanmamustir. Patel ve arkadaslar'® da sadece E.faecium izolatlarinda linezolide
direng (%0.4) bildirmislerdir.

Enterokoklarda enfeksiyonun siddetini artirmasi nedeniyle hemolizin Gretimi virtilansta
biiyiik 5neme sahiptir. Hasani ve arkadaslan'” E.faecalis izolatlarinin %19.5'inin beta-he-
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molitik 6zellikte oldugunu tespit etmislerdir. Brezilya’da yapilan bir calismada izolatlarin
hemolizin iiretme orani %38 olarak bildirilmistir'®. Bizim calismamizda E.faecalis izolat-
larinin %51’inin, E.faecium izolatlarinin ise %71.6'sinin hemolizin Urettigi tespit edilmistir.
Ulkemizde Baylan ve arkadaslari” hemolizin iiretimini E.faecalis izolatlarinda %16.9 olarak
bildirmisler, E.faecium izolatlarinda saptamamiglardir. Ancak baska bir calismada E.faecalis
izolatlarinda bizim calismamiza benzer oranda (%42.8) tespit edilirken, E.faecium izolatla-
rinda oldukca yiiksek oranda (%31.9) saptanmistir'®. Bunun nedeninin fenotipik testlerin
degerlendirilmesinde kisisel yorum ve izolat farki olabilecegi duiglintilmustir.

Jelatinaz, kollajen, fibrinojen, fibrin ve kompleman bilesenleri gibi konak substratlarinin
parcalayarak virlilansa katkida bulundugu hicre disi bir cinko-metalloproteazdir. Soares
ve arkadaslari'? jelatinaz poxzitifligini E.faecalis izolatlarinda %33.5, E.faecium izolatlarin-
da ise %5.3 oraninda bildirmislerdir. Bizim ¢aliimamizda da jelatinaz pozitifligi E.faecalis
izolatlarinda %26.5, E.faecium izolatlarinda %?1.6 saptanmus, iki tur arasindaki fark istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.000). Ulkemizde yapilan calismalarda da benzer
sonuclar bildirilmistir’ 14,

Bakterilerdeki biyofilm yapisi, patojen bakterileri bircok dezenfektan ve antimikrobiyal-
lerden koruyarak tedavisi gli¢ kronik enfeksiyonlara yol acmaktadir. Soares ve arkadasla-
n'® E.faecalis izolatlarinin %87.3'liniin, E.faecium izolatlarinin %10.5'inin biyofilm retti-
gini, noninvaziv izolatlar ve biyofilm olusumu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda E.faecium izolatlarinin 7 (%11.5)'sinde, E.faecalis
izolatlarinin 4 (%8.2)’linde biyofilm Uretimi tespit edilmis ancak aradaki fark istatistiksel
olarak anlaml bulunmamistir (p= 0.752). Enterokoklarda biyofilm olusumu karmasik ve
cok faktorlidiir; bu nedenle viriilans faktérleri arasindaki yeri tartismalidir?®,

Bir plazmit (asal geni) tarafindan kodlanan agregasyon faktord, bakterinin renal tu-
biler hiicrelere adezyonunu ve insan makrofajlarina baglanmasini saglamaktadir. Sharifi
ve arkadaslari yaptiklari calismada'?® asal gen pozitifligini E.faecalis izolatlarinda %69.8,
E.faecium izolatlarinda ise %8 olarak bildirmislerdir. Calismamizda da asal gen pozitifligi
E.faecalis izolatlarinda (%57.1), E.faecium izolatlarina (%36.1) gore yiksek oranda tespit
edilmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.035). Ulkemizde ya-
pilan bir calismada da asal geni E.faecalis izolatlarinda E.faecium izolatlarina gore anlam-
Ii diizeyde yiiksek bulunmustur'. Bu veriler asal geninin E.faecalis'de E.faecium’a gére
daha yaygin bir viriilans faktori oldugunu gostermektedir.

Enterokoklarin kolonizasyonu ve biyofilm olusumunda rol alan hicre duvari ile iliskili
proteinlerden biri enterokok ylizey proteinidir (esp). Malezya’da yapilan bir calismada
esp geni E.faecalis izolatlarinda %49.2, E.faecium izolatlarinda ise %30.8 oraninda bil-
dirilmistir?’. Calismamizda esp geni E.faecalis izolatlarinda %79.6, E.faecium izolatla-
rinda %55.7 oraninda saptanmistir. Saba Copur ve arkadaslari?? E.faecalis izolatlarinda
%73.9, E.faecium izolatlarinda ise %79.6 oraninda esp pozitifligi bildirmislerdir. esp’nin
E.faecium’da saptanan tek viriilans geni oldugu ve diinyadaki hastane salginlariyla iliskili
olan E.faecium’un 6zel bir soyu olan klonal kompleks 17'nin 6nemli bir 6zelli§i oldugu bil-
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dirilmistir?>. Ancak bizim calismamizda ve iilkemizde yapilan diger calismada E.faecium
izolatlarinda esp ile birlikte bircok viriilans geni saptanmistir?2,

Prokaryot ve okaryot hiicreleri lizise ugratma yetenegine sahip olan sitolizin cy/ genleri
tarafindan kodlanir. iran’da yapilan bir calismada cy/ gen pozitifligi E.faecalis izolatlarinda
%30.4, E.faecium izolatlarinda ise %11 olarak bildirilmistir?>. Calismamizda, E.faecalis
izolatlarinda %69.4, E.faecium izolatlarinda %36.1 oraninda cylA geni tespit edilmis-
tir. Saba Copur ve arkadaslan?? yaptiklari calismada E.faecalis izolatlarinda cylA genini
%27.3, E.faecium'da ise %2.2 oraninda bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan bu iki calisma
arasindaki farkin calismaya alinan izolatlarin soyutlandidi klinik 6rneklerden, etken ya da
kolonizan olmalarindan kaynaklanabilecegi disiindlmastir.

Hiyaliironidaz enzimi bag dokusundaki mukopolisakkaritleri ve hiyaltronik asidi parca-
layarak doku hasarina ve bakterinin yayllmasina neden olmaktadir. Calismamizda hy/ geni
diger genlerden farkl olarak E.faecium izolatlarinda (%54.1) E.faecalis izolatlarina (%36.7)
gore daha ylksek oranda saptanmis ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunma-
mustir. Ulkemizde yapilan calismalarda da hyl geni E.faecium izolatlarinda (%38.7-15.1)
E.faecalis'e (%1.7-4.3) gore oldukca yiiksek bildirilmistir’-?2. Arabestani ve arkadaslari®* da
hyl genini E.faecium’'da (%71.6) E.faecalis’e (%56.6) gore daha ytuiksek tespit etmislerdir. Bu
durum, bakterinin dokulara invazyonunu saglayan hiyaliironidaz enziminin E.faecium’un
invaziv orneklerden daha ¢ok izole edilmesinin bir nedeni olabilecegini gostermektedir.

E.faecalis antijen A proteinin, enterokoklarin adezyonunu sagladigi bildirilmekle
birlikte enfeksiyondaki rolii hala tartismalidir. Lindenstraub ve arkadaslari'? efa genini
E.faecalis izolatlarinin %65’inde, 10 E.faecium izolatinin timiinde tespit etmislerdir. He-
idari ve arkadaslan?® da E.faecalis izolatlarinda %100, E.faecium izolatlarinda ise %22
oraninda efa gen pozitifligi saptamislardir. Bizim calismamizda efa en yiiksek oranda be-
lirlenen virtilans genidir ve E.faecalis izolatlarinin tamaminda, E.faecium izolatlarinin ise
%86.9'unda tespit edilmistir. Ayrica efa geni kan orneklerinde diger 6rneklere gore daha
distk oranda tespit edilmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=
0.013). Bunun nedeni enterokoklarin cografi kdkenlerine gore genetik olarak birbirlerin-
den farkli olmasi ve izole edilen 6rneklerin cesitliligi olabilir.

Adeziv matriks molekiilleri ailesine ait kollajen baglayan protein olan ace’nin klinik izo-
latlarda fekal izolatlardan daha fazla oldugu belirtilmistir?>. iran’da yapilan bir calismada
ace geni E.faecalis izolatlarinda %89.1 oraninda, E.faecium’da ise bir izolatta tespit edil-
mistir?3. Tunus’ta yapilan bir calismada ace geni E.faecalis'de %64.7, E.faecium'da %35
oraninda bildirilmistir?6. Calismamizda ace geni E.faecalis izolatlarinda %100, E.faecium
izolatlarinda %70.5 oraninda saptanmistir.

Jelatinaz, gelE tarafindan kodlanan bir ¢cinko metalloproteazdir ve doku invazyonunda
onemli bir rold vardir. Bizim calismamizda E.faecalis izolatlarinda %65.3, E.faecium izolatla-
rinda %8.2 oraninda gelE geni tespit edilmis ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Soares ve arkadaslan'® E.faecalis izolatlarinda %78.7, E.faecium’da %10.5 oraninda sapta-
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mislardir. Ulkemizde Saba Copur ve arkadaslan?? E.faecalis'de %52.2, E.faecium'da %3.2;
Mete ve arkadaslar'* E.faecalis’de %12.3, E.faecium’da %1.1 oraninda gelE geni tespit et-
tiklerini bildirmislerdir. Bu durum, E.faecalis’in viriilansinda gelE'nin énemini gostermektedir.

Serin proteaz E.faecalis tarafindan salgilanan proteazlardan biridir ve Uriner sistem en-
feksiyonlarinda viriilans icin gereklidir. Al-Talib ve arkadaslar®' yaptiklari bir calismada
sprE genini E.faecalis izolatlarinda %76, E.faecium’da ise %66.7 oraninda bildirmisler-
dir. Calismamizda E.faecalis'de %65.3, E.faecium’da %8.2 oraninda sprE geni pozitifligi
tespit edilmistir. gelE-sprE genleri ayni operonda transkript edilmekte ve ekspresyonlari
Fsr-quorum sensing systemi tarafindan kontrol edilmektedir?’. Golinska ve arkadaslari?®
yaptiklari calismada 16 E.faecalis izolatinda bir fsrA, iki fsrB ve alti fsrC; sekiz E.faecium izo-
latinda ise iki fsrA, bir fsrB ve bir fsrC bildirmislerdir. Calismamizda, E.faecalis izolatlarinda
13 fsrA, 12 fsrC, 32 fsrC; E.faecium izolatlarinda ise bir fsrA, bir fsrB ve bes fsrC geni tespit
edilmistir. Bu sonug calismaya alinan izolatlarda gelE-sprE genlerinin ekspresyonlarinin fsr
genleri tarafindan kontrol edildigini géstermektedir.

Sonug olarak, calismamizda biyofilm uretimi ve hyl geni haric virlilans faktorlerinin
E.faecalis izolatlarinda daha yuksek oranda bulundugu ve E.faecium turlerinin ise anti-
biyotiklere daha direncli oldugu saptanmistir. Hastane ortaminda bu tir virilans veya
direncli izolatlarin enfeksiyonunu 6nlemek icin enfeksiyon kontrol énlemlerine uyulmasi
gerekmektedir. Enterokoklarin viriilansinin daha iyi anlasiimasi icin in vivo calismalara
gereksinim bulunmaktadir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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