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OZET

insan gastrointestinal ve genitotiriner sistem florasinda yer alan mikroorganizmalardan biri olan en-
terokoklar, hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli sebeplerinden biridir. Enterokoklarin tiir diizeyinde
tanimlanmasi, hastalarin uygun tedavisi, enfeksiyon kontroll ve epidemiyolojik acidan kritik 6neme sa-
hiptir. Ancak konvansiyonel yontemlerle tiir diizeyinde tanimlama zor ve zaman alan bir sirectir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda saptanan enterokok izolatlarinin tanisinda konvansiyonel yontemlerin
yerini yari otomatik veya otomatik tanimlama yontemleri ve molekiler yontemler almaktadir. Bu calisma-
da, klinik 6rneklerden izole edilen enterokok suslarinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda, Phoenix otoma-
tize sistemi (BD Diagnostic Systems, ABD), APl Rapid ID 32 Strep sistemi (bioMerieux, Fransa) ve gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) kiti olan LightCycler Enterococcus MGRADE (Roche Mole-
cular Biochemicals, Almanya) sisteminin karsilastirilmasi amaclanmistir. Her biri farkl hastaya ait klinik or-
nekten izole edilmis 90 vankomisine duyarl enterokok susu, konvansiyonel yontemlerin yani sira her ti¢
ticari yontemle de tanimlanmistir. Konvansiyonel yontemle 90 izolatin 59'u E.faecalis, 28'i E.faecium, bi-
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ri E.raffinosus, biri E.hirae, biri E.casseliflavus olarak tanimlanmistir. Konvansiyonel yontemle E.faecalis ola-
rak saptanan bir sus Phoenix sistemiyle E.faecium olarak, bir E.faecium susu ise E.durans olarak tanimlan-
mistir. Konvansiyonel yontemle E.raffinosus olarak tanimlanan bir sus, APl yontemiyle E.avium olarak sap-
tanmistir. Konvansiyonel yontemle E.faecalis olarak saptanan dort sus, Rt-PCR yontemiyle E.faecium ola-
rak; bir E.faecium, bir E.raffinosus ve bir E.casseliflavus susu ise E.faecalis olarak tanimlanmistir. Buna gore;
Phoenix, APl Rapid ID 32 Strep ve LightCycler Enterococcus MGRADE sistemlerinin konvansiyonel tanim-
lama yontemiyle uyumlari sirasiyla; %97.8 (88/90), %98.9 (89/90) ve %92.2 (83/90) olarak saptanmis-
tir. Sonug olarak, calisilan ticari yontemlerden her Ggtiniin de, klinik 6rneklerden izole edilen enterokok-
larin tir diizeyinde tanimlanmasinda konvansiyonel yontemle yiiksek diizeyde uyum gostermeleri ve ay-
ni glin icinde sonug verilebilme &zelliklerinden dolayi, rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kulla-
nilabilecekleri sonucuna varilmistir.

Anahtar sézciikler: Enterococcus tiirleri; tanimlama; konvansiyonel yéntem; Phoenix otomatize sistemi;
API Rapid ID 32 Strep; gercek zamanli PCR.

ABSTRACT

Enterococci which are part of the commensal flora of the human gastrointestinal and genitourinary
tracts, are increasing in importance as the cause of hospital-acquired infections. Identification of Entero-
coccus spp. at the species level is of great importance, for appropriate treatment of patients, infection
control and to supply epidemiological data. Conventional methods for the identification of enterococ-
cus isolates at species level is difficult and time consuming. Correct identification of enterococcus isola-
tes in clinical microbiology laboratory by conventional methods is replaced by semi-automated or auto-
mated identification and molecular methods. The aim of this study was to evaluate the performance of
Phoenix automated system (BD Diagnostic Systems, USA), API Rapid ID 32 Strep System (bioMerieux,
France) and Enterococcus MGRADE LightCycler kit (Roche Molecular Biochemicals, Germany) used in re-
al-time polymerase chain reaction (Rt-PCR), for the species level identification of enterococcus strains iso-
lated from clinical specimens. A total of 90 vancomycin susceptible enterococci isolated from different
patients were identified by all of the three commercial systems, together with conventional methods. Of
the strains, 59 were identified as E.faecalis, 28 were E.faecium, and one of each as E.raffinosus, E.hirae and
E.casseliflavus with conventional methods. One E.faecalis strain identified by the conventional system was
identified as E.faecium by Phoenix system and one E.faecium strain as E.durans. One E.raffinosus strain
identifed by the conventional method was identified as E.avium by API. Conventionally identified four
E.faecalis strains were determined to be E.faecium by Rt-PCR and one E.faecium, one E.raffinosus and one
E.casseliflavus as E.faecalis. Accordingly, the consistency of Phoenix, APl Rapid ID 32 Strep and LightCyc-
ler Enterococcus MGRADE systems with the conventional methods were detected as 97.8% (88/90),
98.9% (89/90), and 92.2% (83/90), respectively. In conclusion, all of those three commercial assays are
appropriate methods to be used for the identification of enterococci at the species level in the routine
clinical microbiology laboratories, due to their high compliance with the conventional method, and the-
ir ability to yield the results at the same day.

Key words: Enterococcus species; identification; conventional methods; Phoenix automated system; APl
Rapid ID 32 Strep; real-time PCR.

GIRis
Enterokok turleri cevre sartlarina dayanikh olmalari, cesitli antibiyotiklere yapisal di-

reng gostermeleri ve basta vankomisine karsi olmak tzere yeni direng gelistirme 6zellik-
leri nedeniyle, son yillarda hastane enfeksiyonlarinin 6nemli nedenleri arasinda yer al-
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maktadir'. Enterokok tiirleri, hastadan hastaya veya kolonize hastane personeli tarafin-
dan hastalara bulastinlabilmekte ve boylece hastane icinde veya hastaneler arasinda ko-
laylikla yayilabilmektedir?. Tiim klinik enterokok izolatlarinin %80-90"ini E.faecalis, %8-
15'ini ise E.faecium olusturmaktadir®. Bu tiirlerde, vankomisin direnci vanA, vanB, vanD
ve vanE genlerinin varlidi ile iligkilidir. vanA ve vanB genleri, plazmid ve transpozonlarin
bakteriler arasinda transferi ile kazanilir. E.gallinarum ve E.casseliflavus suslarinda vanC1
ve vanC2 ligaz genleri ile kodlanan intrensek, transfer edilmeyen vankomisin direnci bu-
lunmaktadir. Bu tiirler nadiren enfeksiyon olusturur ve nadiren salginlara yol acar. Bu ne-
denle enfeksiyon kontrol amacli ve kisiden kisiye bulasin énlenmesi amaciyla 6zellikle
E.faecalis ve E.faecium suslarinin diger tiirlerden ayrilmasi dnem tasimaktadir®.

Enterokok suslarinin fenotipik benzerlikleri nedeniyle tiir diizeyinde tanimlanmasi zor-
dur. Bakterinin fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklerinin arastirildigi konvansiyonel yon-
temlerle tanimlama 2-7 giin siirmektedir’. Rutin laboratuvar calismalarinda giderek ar-
tan sayida hastane enfeksiyonu etkeni olarak karsilasilan bu bakterinin tanisinda zaman
ve is gucl kaybini azaltmak icin konvansiyonel yontemlerin yerini yari otomatik veya
otomatik tanimlama yontemleri ve molekdler yontemler almaktadir. Bu ¢alismada, ente-
rokok suslarinin tanisinda kullanilan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR)
yoéntemi olan LightCycler Enterococcus MGRADE® kiti ile, APl Rapid ID 32 Strep® ve
Phoenix® otomatize sistemlerinin karsilastiriimasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Bliimiinde her bi-
ri farkli hastaya ait klinik 6rneklerden izole edilmis, 90 vankomisine duyarl enterokok izo-
lati calismaya alindi. Klinik izolatlarin koloni morfolojileri, Gram boyanma o6zellikleri, ka-
talaz, L-pirolidonil-B-naftilamidi (PYR) enzimatik olarak hidrolize edebilme 6zellikleri test
edildikten sonra, izolatlar farkh tanimlama yontemleriyle calisiimak lizere -70°C’de sak-
landi. Tekrar calismaya alinmadan once iki kez %5’lik koyun kanli Columbia agara (BD,
ABD) pasajlandi. Kalite kontrol suslari olarak E.faecalis ATCC 29212 ve E.faecalis ATCC
51299 kullanildi.

Koloni morfolojileri, Gram boyanma 6zellikleri, katalaz varhgi, %6.5 NaCl ve safra tuz-
lari varliginda treyebilme 6zellikleri, eskilin ve PYR'yi hidroliz etme 6zellikleri, tellirit var-
hginda treyebilme, pigment olusturma, arjinin hidrolizi, mannitol, sorboz, sukroz, raffi-
noz, arabinoz, laktoz, sorbitol ve insiilin sekerlerini fermente etme ozellikleri, metil-alfa-
D-glukopiranozid (MGP)’den asit olusturma ve hareket 6zellikleri test edilerek enterokok
cinsi ve turleri tanimlandi. Daha sonra E.faecium ve E.faecalis tirlerine 6zgul primerler
kullanilarak tiir tanimi dogrulandi®.

Enterococcus spp. oldugu dustinilen koloniler Phoenix sistemi (BD Diagnostics, ABD)
ve API Rapid ID 32 Strep (bioMérieux, Fransa) ile Uretici firmanin 6nerileri dogrultusun-
da caligildi.

DNA ekstraksiyonu, daha énce tarif edildigi gibi yapildi’. Ekstrakte edilen DNA 50 pl
distile su ile suspanse edildikten sonra -20°C’de saklandi. LightCycler (version 1.0; Roc-
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he Diagnostics, Almanya) cihazinda Enterococcus MGRADE (Roche Molecular Biochemi-
cals, Almanya) kiti ile 5 pl ekstrakte DNA kullanilarak Uretici firmanin 6nerileri dogrultu-
sunda calisildi. Floresan rezonans enerji transferi (FRET) teknolojisinin kullanildigi kitte
hedef DNA dizileri “red 640" ile saptanirken, ayni zamanda PCR inhibitora varhgr da
farkl bir isaretleyici floresan (red 705) kullanilarak arastirildi. Hibridizasyon prob tekno-
lojisiyle calisan bu kit, erime egrisi analizi yaparak elde edilen erime derecelerine (Tm)
gore E.faecalis ve E.faecium suslarini tanimlarken, ayni zamanda E.mundtii ve E.du-
rans/E.hirae turlerinin varhgini da tespit edebilmektedir. Buna gore, erime egrisiyle elde
edilen Tm dereceleri, Uretici firmanin onerileri dogrultusunda E.faecalis icin 58 + 2°C,
E.faecium icin 54 + 2°C, E.durans ve E.mundltii icin 45 £ 2°C ve E.hirae icin 43 £ 2°C ola-
rak degerlendirildi.

Veri analizinde yontemler karsilastirilirken, verilerin kategorik olmasi nedeniyle yon-
temlerin birbirleriyle uyumunun (agreement) belirlenmesi icin tutarllik (consistency) he-
saplandi. Bu amacla her iki yontemin de ayni sonucu verdigi 6rnek sayisi, toplam calisi-
lan 6rnek sayisina boltndu.

BULGULAR

Konvansiyonel yontemle calisilan 90 izolatin 59'u E.faecalis, 28'i E.faecium, biri E.raffi-
nosus, biri E.hirae ve biri E.casseliflavus olarak tanimlanmustir (Tablo I). Enterokoklarin tir
diizeyinde tanimlanmasinda Phoenix sistemi, APl Rapid ID 32 Strep ve Rt-PCR sistemle-
ri ile konvansiyonel yontem arasindaki uyum sirasiyla %97.8 (88/90), %98.9 (89/90) ve
%92.2 (83/90) olarak bulunmustur.

Phoenix sistemiyle konvansiyonel yontem karsilastirildiginda, iki 6rnekte uyumsuzluk
saptanmistir. Konvansiyonel yontemle E.faecalis olarak saptanan bir sug, Phoenix siste-
miyle E.faecium olarak, bir E.faecium susu ise E.durans olarak saptanmistir. APl yontemiy-
le konvansiyonel yontem karsilastirildiginda, bir 6rnekte uyumsuzluk saptanmistir. Kon-
vansiyonel yontemle E.raffinosus olarak saptanan sus, APl yontemiyle E.avium olarak sap-
tanmigtir. Gercek zamanli PCR yontemiyle konvansiyonel yontem karsilastinildiginda, ye-

Tablo I. Enterokok Tiirlerinin Tanimlanmasinda Phoenix (PNX) Otomatize Sistemi, APl ID Sistemi ve
LightCycler Enterococcus MGRADE Testinin Konvansiyonel Yontemlerle Uyumu*

Uyumlu izolat sayisi

Konvansiyonel izolat sayisi PNX API Rt-PCR
tanimlama n (%) n (%) n (%)
E.faecalis 59 58 (98.3) 59 (100) 55(93.2)
E.faecium 28 27 (96.4) 28 (100) 27 (96.4)
E.raffinosus 1 1 (100) - -
E.hirae 1 1 (100) 1 (100) 1(100)
E.casseliflavus 1 1 (100) 1 (100) -
Toplam 90 88 (97.8) 89 (98.9) 83 (92.2)

*Sonuglar konvansiyonel yontemler referans alinarak karsilastirilmistir. Her bir ticari yéntemin sonuglari konvansiyo-
nel yontemlere gore uyumlu ve uyumsuz olarak rapor edilmistir.
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di ornekte uyumsuzluk saptanmistir. Konvansiyonel yontemle E.faecalis olarak saptanan
dort sug, Rt-PCR yontemiyle E.faecium olarak, bir E.faecium, bir E.raffinosus ve bir E.cas-
seliflavus susu ise E.faecalis olarak tanimlanmistir.

TARTISMA

Enterokoklarin tir diizeyinde tanimlanmasi hastalarin uygun tedavisi, enfeksiyon
kontroli ve epidemiyolojik acidan kritik 6neme sahiptir. Calismamizda enterokoklarin tiir
diizeyinde tanimlanmasinda klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari icin Gretilmis, Rt-PCR
yontemi (LightCycler Enterococcus MGRADE kiti) ile otomatize sistemlerin konvansiyonel
yonteme gore performanslari degerlendirilmistir. Otomatize sistemler is yukinu azalt-
malari ve kisa strede sonug verebilmeleri gibi avantajlari nedeniyle klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bunun yaninda sonuglarin
tekrarlanabilirligi, tur diizeyinde taninin yapilabilmesi, ayni anda antibiyotik degerlerinin
verilebilmesi, kisa siirede sonugclarin rapor edilmesi, epidemiyolojik verilere kolay ulasila-
bilmesi ve maliyetin azaltiimasi gibi avantajlar, otomatize tanimlama ve duyarlilik sapta-
ma yontemlerinin tercih edilmesine neden olmaktadir. Literatiirde otomatize yontemle-
rin hem ID hem de AST panellerinin givenilirligini test eden farkl yayinlar bulunmakta-
dir¥1!, Fahr ve arkadaslarinin® yaptigi calismada Phoenix ve API ID sistemleri konvansi-
yonel yéntemlerle %98.9 uyum gésterirken, Donay ve arkadaslarinin® yaptigi calismada
bu oran %86.2 olarak saptanmustir. Carroll ve arkadaslarinin'® 90 enterokok izolatini de-
gerlendirdikleri cahismada, Phoenix sistemi fenotipik yontemlerle karsilastiriimis ve arala-
rindaki uyum %100 olarak saptanmustir. Fahr ve arkadaslari®, 179 enterokok izolatini
Phoenix, APl Rapid ID 32 Strep ve Vitek-2 sistemleriyle tanimlamis; APl ID ve Vitek-2 ile
E.faecalis olarak saptanan iki izolatin, Phoenix sistemiyle E.casseliflavus-E.gallinorum ola-
rak saptandigini bildirmislerdir. Brigante ve arkadaslarinin'' yaptigi calismada, ii¢ E.fa-
ecalis (3/25) susu Phoenix sistemiyle E.casseliflavus-E.gallinorum olarak yanls tanimlan-
mugtir. Ayni calismada dort E.faecium (4/36) susunun ikisi Phoenix sistemiyle E.casselifla-
vus-E.gallinorum olarak, ikisi ise E.durans olarak tanimlanmustir''. Bizim calismamizda da
benzer sekilde, tiire 6zgtil primerlerle E.faecium olarak tanimlanan bir sug, Phoenix siste-
mi ile iki kez calisiimis ve her ikisinde de E.durans olarak tanimlanmistir.

Chatzigeorgiou ve arkadaslarinin'? gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin tanim-
lanmasinda Phoenix ve Vitek-2 sistemlerini karsilastirdiklari meta-analizde; enterokok
suslarinin tur diizeyinde dogru tanimlanma orani Phoenix sistemi icin %96.9, Vitek-2 sis-
temi icin %95.8 olarak saptanmistir. Calismamizda Phoenix sistemi ile enterokok suglari-
nin tir dizeyinde dogru tanimlanma orani diger calismalarda elde edilen sonuglarlarla
benzer bulunmustur. Buna karsin calismamizda, API Rapid ID 32 Strep sistemi ile ente-
rokok suslarinin tiir diizeyinde dogru tanimlanma orani, diger calismalarda bildirilen
oranlara gore daha yuksektir. Bu durum, calismaya dahil edilen suglarin cogunun vanko-
misine duyarl E.faecium ve E.faecalis tiirlerinden olusmasindan kaynaklanmis olabilir. An-
cak, diger calismalarin aksine, Rt-PCR testinin konvansiyonel yontemle uyumunun oto-
matize sistemlere gore nispeten daha diisiik oldugu saptanmistir®”. Sonug olarak, ente-
rokoklarin geleneksel fenotipik yontemlerle tanimlanmasi, ¢cok sayida testin uygulanma-
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sini gerektiren zahmetli ve uzun bir surectir. Calismamizda Phoenix Sistemi, API Rapid ID
32 Strep Sistemi ve LightCycler Enterococcus MGRADE testinin, klinik érneklerden izole
edilen enterokoklarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda konvansiyonel yontemlerle yiiksek
diizeyde uyum gosterdikleri ve ek olarak ayni glin icinde sonug verilebilme 6zelliklerin-
den dolayi enterokoklarin tanimlanmasinda rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilabilecekleri sonucuna varilmistir.
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