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ÖZET

İnsan gastrointestinal ve genitoüriner sistem florasında yer alan mikroorganizmalardan biri olan en-
terokoklar, hastane kaynaklı enfeksiyonların önemli sebeplerinden biridir. Enterokokların tür düzeyinde
tanımlanması, hastaların uygun tedavisi, enfeksiyon kontrolü ve epidemiyolojik açıdan kritik öneme sa-
hiptir. Ancak konvansiyonel yöntemlerle tür düzeyinde tanımlama zor ve zaman alan bir süreçtir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarında saptanan enterokok izolatlarının tanısında konvansiyonel yöntemlerin
yerini yarı otomatik veya otomatik tanımlama yöntemleri ve moleküler yöntemler almaktadır. Bu çalışma-
da, klinik örneklerden izole edilen enterokok suşlarının tür düzeyinde tanımlanmasında, Phoenix otoma-
tize sistemi (BD Diagnostic Systems, ABD), API Rapid ID 32 Strep sistemi (bioMerieux, Fransa) ve gerçek
zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) kiti olan LightCycler Enterococcus MGRADE (Roche Mole-
cular Biochemicals, Almanya) sisteminin karşılaştırılması amaçlanmıştır. Her biri farklı hastaya ait klinik ör-
nekten izole edilmiş 90 vankomisine duyarlı enterokok suşu, konvansiyonel yöntemlerin yanı sıra her üç
ticari yöntemle de tanımlanmıştır. Konvansiyonel yöntemle 90 izolatın 59’u E.faecalis, 28’i E.faecium, bi-
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ri E.raffinosus, biri E.hirae, biri E.casseliflavus olarak tanımlanmıştır. Konvansiyonel yöntemle E.faecalis ola-
rak saptanan bir suş Phoenix sistemiyle E.faecium olarak, bir E.faecium suşu ise E.durans olarak tanımlan-
mıştır. Konvansiyonel yöntemle E.raffinosus olarak tanımlanan bir suş, API yöntemiyle E.avium olarak sap-
tanmıştır. Konvansiyonel yöntemle E.faecalis olarak saptanan dört suş, Rt-PCR yöntemiyle E.faecium ola-
rak; bir E.faecium, bir E.raffinosus ve bir E.casseliflavus suşu ise E.faecalis olarak tanımlanmıştır. Buna göre;
Phoenix, API Rapid ID 32 Strep ve LightCycler Enterococcus MGRADE sistemlerinin konvansiyonel tanım-
lama yöntemiyle uyumları sırasıyla; %97.8 (88/90), %98.9 (89/90) ve %92.2 (83/90) olarak saptanmış-
tır. Sonuç olarak, çalışılan ticari yöntemlerden her üçünün de, klinik örneklerden izole edilen enterokok-
ların tür düzeyinde tanımlanmasında konvansiyonel yöntemle yüksek düzeyde uyum göstermeleri ve ay-
nı gün içinde sonuç verilebilme özelliklerinden dolayı, rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında kulla-
nılabilecekleri sonucuna varılmıştır. 

Anahtar sözcükler: Enterococcus türleri; tanımlama; konvansiyonel yöntem; Phoenix otomatize sistemi;
API Rapid ID 32 Strep; gerçek zamanlı 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, API 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; API
Rapid ID 32 Strep; real-time PCR.

GİRİŞ

Enterokok türleri çevre şartlarına dayanıklı olmaları, çeşitli antibiyotiklere yapısal di-
renç göstermeleri ve başta vankomisine karşı olmak üzere yeni direnç geliştirme özellik-
leri nedeniyle, son yıllarda hastane enfeksiyonlarının önemli nedenleri arasında yer al-
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maktadır1. Enterokok türleri, hastadan hastaya veya kolonize hastane personeli tarafın-
dan hastalara bulaştırılabilmekte ve böylece hastane içinde veya hastaneler arasında ko-
laylıkla yayılabilmektedir2. Tüm klinik enterokok izolatlarının %80-90’ını E.faecalis, %8-
15’ini ise E.faecium oluşturmaktadır3. Bu türlerde, vankomisin direnci vanA, vanB, vanD
ve vanE genlerinin varlığı ile ilişkilidir. vanA ve vanB genleri, plazmid ve transpozonların
bakteriler arasında transferi ile kazanılır. E.gallinarum ve E.casseliflavus suşlarında vanC1
ve vanC2 ligaz genleri ile kodlanan intrensek, transfer edilmeyen vankomisin direnci bu-
lunmaktadır. Bu türler nadiren enfeksiyon oluşturur ve nadiren salgınlara yol açar. Bu ne-
denle enfeksiyon kontrol amaçlı ve kişiden kişiye bulaşın önlenmesi amacıyla özellikle
E.faecalis ve E.faecium suşlarının diğer türlerden ayrılması önem taşımaktadır4. 

Enterokok suşlarının fenotipik benzerlikleri nedeniyle tür düzeyinde tanımlanması zor-
dur. Bakterinin fenotipik ve biyokimyasal özelliklerinin araştırıldığı konvansiyonel yön-
temlerle tanımlama 2-7 gün sürmektedir5. Rutin laboratuvar çalışmalarında giderek ar-
tan sayıda hastane enfeksiyonu etkeni olarak karşılaşılan bu bakterinin tanısında zaman
ve iş gücü kaybını azaltmak için konvansiyonel yöntemlerin yerini yarı otomatik veya
otomatik tanımlama yöntemleri ve moleküler yöntemler almaktadır. Bu çalışmada, ente-
rokok suşlarının tanısında kullanılan gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR)
yöntemi olan LightCycler Enterococcus MGRADE® kiti ile, API Rapid ID 32 Strep® ve
Phoenix® otomatize sistemlerinin karşılaştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Akdeniz Üniversitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı Mikrobiyoloji Bölümünde her bi-
ri farklı hastaya ait klinik örneklerden izole edilmiş, 90 vankomisine duyarlı enterokok izo-
latı çalışmaya alındı. Klinik izolatların koloni morfolojileri, Gram boyanma özellikleri, ka-
talaz, L-pirolidonil-β-naftilamidi (PYR) enzimatik olarak hidrolize edebilme özellikleri test
edildikten sonra, izolatlar farklı tanımlama yöntemleriyle çalışılmak üzere -70°C’de sak-
landı. Tekrar çalışmaya alınmadan önce iki kez %5’lik koyun kanlı Columbia agara (BD,
ABD)  pasajlandı. Kalite kontrol suşları olarak E.faecalis ATCC 29212 ve E.faecalis ATCC
51299 kullanıldı. 

Koloni morfolojileri, Gram boyanma özellikleri, katalaz varlığı, %6.5 NaCl ve safra tuz-
ları varlığında üreyebilme özellikleri, eskülin ve PYR’yi hidroliz etme özellikleri, tellürit var-
lığında üreyebilme, pigment oluşturma, arjinin hidrolizi, mannitol, sorboz, sukroz, raffi-
noz, arabinoz, laktoz, sorbitol ve insülin şekerlerini fermente etme özellikleri, metil-alfa-
D-glukopiranozid (MGP)’den asit oluşturma ve hareket özellikleri test edilerek enterokok
cinsi ve türleri tanımlandı. Daha sonra E.faecium ve E.faecalis türlerine özgül primerler
kullanılarak tür tanımı doğrulandı6.

Enterococcus spp. olduğu düşünülen koloniler Phoenix sistemi (BD Diagnostics, ABD)
ve API Rapid ID 32 Strep (bioMérieux, Fransa) ile üretici firmanın önerileri doğrultusun-
da çalışıldı. 

DNA ekstraksiyonu, daha önce tarif edildiği gibi yapıldı7. Ekstrakte edilen DNA 50 µl
distile su ile süspanse edildikten sonra -20°C’de saklandı. LightCycler (version 1.0; Roc-
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he Diagnostics, Almanya) cihazında Enterococcus MGRADE (Roche Molecular Biochemi-
cals, Almanya) kiti ile 5 µl ekstrakte DNA kullanılarak üretici firmanın önerileri doğrultu-
sunda çalışıldı. Floresan rezonans enerji transferi (FRET) teknolojisinin kullanıldığı kitte
hedef DNA dizileri “red 640” ile saptanırken, aynı zamanda PCR inhibitörü varlığı da
farklı bir işaretleyici floresan (red 705) kullanılarak araştırıldı. Hibridizasyon prob tekno-
lojisiyle çalışan bu kit, erime eğrisi analizi yaparak elde edilen erime derecelerine (Tm)
göre E.faecalis ve E.faecium suşlarını tanımlarken, aynı zamanda E.mundtii ve E.du-
rans/E.hirae türlerinin varlığını da tespit edebilmektedir. Buna göre, erime eğrisiyle elde
edilen Tm dereceleri, üretici firmanın önerileri doğrultusunda E.faecalis için 58 ± 2°C,
E.faecium için 54 ± 2°C, E.durans ve E.mundtii için 45 ± 2°C ve E.hirae için 43 ± 2°C ola-
rak değerlendirildi.

Veri analizinde yöntemler karşılaştırılırken, verilerin kategorik olması nedeniyle yön-
temlerin birbirleriyle uyumunun (agreement) belirlenmesi için tutarlılık (consistency) he-
saplandı. Bu amaçla her iki yöntemin de aynı sonucu verdiği örnek sayısı, toplam çalışı-
lan örnek sayısına bölündü.

BULGULAR

Konvansiyonel yöntemle çalışılan 90 izolatın 59’u E.faecalis, 28’i E.faecium, biri E.raffi-
nosus, biri E.hirae ve biri E.casseliflavus olarak tanımlanmıştır (Tablo I). Enterokokların tür
düzeyinde tanımlanmasında Phoenix sistemi, API Rapid ID 32 Strep ve Rt-PCR sistemle-
ri ile konvansiyonel yöntem arasındaki uyum sırasıyla %97.8 (88/90), %98.9 (89/90) ve
%92.2 (83/90) olarak bulunmuştur.

Phoenix sistemiyle konvansiyonel yöntem karşılaştırıldığında, iki örnekte uyumsuzluk
saptanmıştır. Konvansiyonel yöntemle E.faecalis olarak saptanan bir suş, Phoenix siste-
miyle E.faecium olarak, bir E.faecium suşu ise E.durans olarak saptanmıştır. API yöntemiy-
le konvansiyonel yöntem karşılaştırıldığında, bir örnekte uyumsuzluk saptanmıştır. Kon-
vansiyonel yöntemle E.raffinosus olarak saptanan suş, API yöntemiyle E.avium olarak sap-
tanmıştır. Gerçek zamanlı PCR yöntemiyle konvansiyonel yöntem karşılaştırıldığında, ye-
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Tablo I. Enterokok Türlerinin Tanımlanmasında Phoenix (PNX) Otomatize Sistemi, API ID Sistemi ve
LightCycler Enterococcus MGRADE Testinin Konvansiyonel Yöntemlerle Uyumu*

Uyumlu izolat sayısı
Konvansiyonel İzolat sayısı PNX API Rt-PCR 
tanımlama 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)

*Sonuçlar konvansiyonel yöntemler referans alınarak karşılaştırılmıştır. Her bir ticari yöntemin sonuçları konvansiyo-

nel yöntemlere göre uyumlu ve uyumsuz olarak rapor edilmiştir.



di örnekte uyumsuzluk saptanmıştır. Konvansiyonel yöntemle E.faecalis olarak saptanan
dört suş, Rt-PCR yöntemiyle E.faecium olarak, bir E.faecium, bir E.raffinosus ve bir E.cas-
seliflavus suşu ise E.faecalis olarak tanımlanmıştır. 

TARTIŞMA

Enterokokların tür düzeyinde tanımlanması hastaların uygun tedavisi, enfeksiyon
kontrolü ve epidemiyolojik açıdan kritik öneme sahiptir. Çalışmamızda enterokokların tür
düzeyinde tanımlanmasında klinik mikrobiyoloji laboratuvarları için üretilmiş, Rt-PCR
yöntemi (LightCycler Enterococcus MGRADE kiti) ile otomatize sistemlerin konvansiyonel
yönteme göre performansları değerlendirilmiştir. Otomatize sistemler iş yükünü azalt-
maları ve kısa sürede sonuç verebilmeleri gibi avantajları nedeniyle klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarında yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. Bunun yanında sonuçların
tekrarlanabilirliği, tür düzeyinde tanının yapılabilmesi, aynı anda antibiyotik değerlerinin
verilebilmesi, kısa sürede sonuçların rapor edilmesi, epidemiyolojik verilere kolay ulaşıla-
bilmesi ve maliyetin azaltılması gibi avantajlar, otomatize tanımlama ve duyarlılık sapta-
ma yöntemlerinin tercih edilmesine neden olmaktadır. Literatürde otomatize yöntemle-
rin hem ID hem de AST panellerinin güvenilirliğini test eden farklı yayınlar bulunmakta-
dır8-11. Fahr ve arkadaşlarının8 yaptığı çalışmada Phoenix ve API ID sistemleri konvansi-
yonel yöntemlerle %98.9 uyum gösterirken, Donay ve arkadaşlarının9 yaptığı çalışmada
bu oran %86.2 olarak saptanmıştır. Carroll ve arkadaşlarının10 90 enterokok izolatını de-
ğerlendirdikleri çalışmada, Phoenix sistemi fenotipik yöntemlerle karşılaştırılmış ve arala-
rındaki uyum %100 olarak saptanmıştır. Fahr ve arkadaşları8, 179 enterokok izolatını
Phoenix, API Rapid ID 32 Strep ve Vitek-2 sistemleriyle tanımlamış; API ID ve Vitek-2 ile
E.faecalis olarak saptanan iki izolatın, Phoenix sistemiyle E.casseliflavus-E.gallinorum ola-
rak saptandığını bildirmişlerdir. Brigante ve arkadaşlarının11 yaptığı çalışmada, üç E.fa-
ecalis (3/25)  suşu Phoenix sistemiyle E.casseliflavus-E.gallinorum olarak yanlış tanımlan-
mıştır. Aynı çalışmada dört E.faecium (4/36) suşunun ikisi Phoenix sistemiyle E.casselifla-
vus-E.gallinorum olarak, ikisi ise E.durans olarak tanımlanmıştır11. Bizim çalışmamızda da
benzer şekilde, türe özgül primerlerle E.faecium olarak tanımlanan bir suş, Phoenix siste-
mi ile iki kez çalışılmış ve her ikisinde de E.durans olarak tanımlanmıştır.   

Chatzigeorgiou ve arkadaşlarının12 gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin tanım-
lanmasında Phoenix ve Vitek-2 sistemlerini karşılaştırdıkları meta-analizde; enterokok
suşlarının tür düzeyinde doğru tanımlanma oranı Phoenix sistemi için %96.9, Vitek-2 sis-
temi için %95.8 olarak saptanmıştır. Çalışmamızda Phoenix sistemi ile enterokok suşları-
nın tür düzeyinde doğru tanımlanma oranı diğer çalışmalarda elde edilen sonuçlarlarla
benzer bulunmuştur. Buna karşın çalışmamızda, API Rapid ID 32 Strep sistemi ile ente-
rokok suşlarının tür düzeyinde doğru tanımlanma oranı, diğer çalışmalarda bildirilen
oranlara göre daha yüksektir. Bu durum, çalışmaya dahil edilen suşların çoğunun vanko-
misine duyarlı E.faecium ve E.faecalis türlerinden oluşmasından kaynaklanmış olabilir. An-
cak, diğer çalışmaların aksine, Rt-PCR testinin konvansiyonel yöntemle uyumunun oto-
matize sistemlere göre nispeten daha düşük olduğu saptanmıştır6,7. Sonuç olarak, ente-
rokokların geleneksel fenotipik yöntemlerle tanımlanması, çok sayıda testin uygulanma-
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sını gerektiren zahmetli ve uzun bir süreçtir. Çalışmamızda Phoenix Sistemi, API Rapid ID
32 Strep Sistemi ve LightCycler Enterococcus MGRADE testinin, klinik örneklerden izole
edilen enterokokların tür düzeyinde tanımlanmasında konvansiyonel yöntemlerle yüksek
düzeyde uyum gösterdikleri ve ek olarak aynı gün içinde sonuç verilebilme özelliklerin-
den dolayı enterokokların tanımlanmasında rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında
kullanılabilecekleri sonucuna varılmıştır. 
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