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Enterokoklar son zamanlarda toplum kaynakl ve nozokomiyal enfeksiyonlarda izolasyon oranlarinin
artmasi ve glikopeptitler de dahil olmak Ulizere bircok antibiyotige karsi direng gelistirmis olmalari nedeniyle
onemli hale gelmistir. Bu ¢calismada hastanemizde idrar (n= 149), kan (n= 38), yara (n=17), gaita (n=13)
ve diger (n=12) cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 138'i Enterococcus faecalis, 91'i Enterococcus faecium
olan 229 enterokok izolatinin virulans faktorlerinin ve antibiyotik duyarlilik paternlerinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Bunun icin agregasyon faktorii (AF)'nd, enterokok ylizey proteinini (esp), sitolizinleri ve
jelatinazi kodlayan genler (sirasiyla asal, esp, cylM, cylB, cylA, cylL,, cylL, gelE) molekiler yontemlerle
arastirilmis, ayrica hemolizin Gretimi ve jelatinaz varligi fenotipik olarak calisiimistir. Yirmi dokuz E.faecium
ve bir E.faecalisizolati olmak tizere toplam 30 izolat vankomisine direncli olarak bulunmustur. Calismamizda
E.faecium izolatlarinda yiiksek diizey gentamisin (YDG) ve yiiksek diizey streptomisin (YDS) direnci sirasiyla
%40.7 ve %63.7 iken, E.faecalis izolatlarinda sirasiyla %47.1 ve %55.8 olarak belirlenmistir. Calismamizda
tiim izolatlar linezolide duyarli bulunmustur. Ampisilin, penisilin ve vankomisine E.faecium izolatlarinin
E.faecalis izolatlarina gore daha direncli (p=0.001, p= 0.008 ve p< 0.001) olduklar saptanmustir. E.faecalis
izolatlarinda asal (p< 0.001), cyll, (p= 0.002) ve cylL, (p< 0.00T) gen pozitifliginin yani sira jelatinaz
aktivitesi E.faecium izolatlarina gére anlamli dlizeyde yiiksek bulunmustur (p< 0.001). Calismamiza dahil
edilen izolatlarda en sik virulans genleri olarak asal (%45), cyILS(%33.2) ve esp (%32.3) geni saptanmistir.
Siprofloksasine direng oranlari, cylL, ve cylL; geni pozitif E.faecalis izolatlarinda bu genleri icermeyen
izolatlara gore sirasiyla p= 0.035 ve p= 0.047 seklinde istatistiksel olarak anlaml bulunmustur. Ayni sekilde,
hemolizin Ureten E.faecium izolatlarinda vankomisin direnci, hemolizin tretmeyenlere goére anlamli
dizeyde yiksek bulunmustur (p< 0.001). Vankomisin direncli ve duyarl izolatlarin virulans faktorleri
karsilastinldiginda; vankomisin direncli enterokok (VRE) E.faecium izolatlarinda esp gen diizeyi %24.1
olarak bulunurken, VRE E.faecalis izolatlarinda esp geni bulunamamistir. Asal hem VRE E.faecium hem de
VRE E.faecalis izolatlarinda pozitif bulunamamistir. Hemoliz inaktivitesi E.faecalis icin %42.3, E.faecium icin
%19.3 pozitif bulunmustur. Vankomisin duyarl enterokok (VSE) izolatlarinda ise, esp gen varligi E.faecalis
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icin %35.1, E.faecium icin %29.4, asal gen varhigi E.faecalis icin %60.8, E.faecium icin %47.1, hemolizin
aktivitesi E.faecalis icin %52.8, E.faecium icin %23.5 olarak bulunmustur. Calismamizda VSE izolatlarinin
VRE izolatlarindan daha fazla virulans genine sahip oldugu bulunmustur. VRE, 6zellikle hastanede yatan
hastalarda tedavisi zor enfeksiyonlara, VSE’nin ise dnemli virulans faktorlerine sahip olmasi nedeniyle ciddi
enfeksiyonlara sebep olabilecegi akilda tutulmalidir.

Anahtar sozciikler: Enterokok tirleri; virlilans faktorleri; antimikrobiyal direng; vankomisin direncli
enterokok.

ABSTRACT

Enterococci have recently become important due to their increased isolation rates in community-
based and nosocomial infections and resistance to many antibiotics, including glycopeptides. The aim of
this study was to evaluate the antimicrobial susceptible patterns and virulence factors of various clinical
specimens; urine (n=149), blood (n= 38), wound (n=17), stool (n=13), and other (n=12) with a total of
229 enterococci including 138 E.faecalis and 91 E.faecium isolates. Aggregation factor (AF), enterococcus
surface protein (esp), cytolysins and gelatinase encoding genes (asal, esp, cyIM, cylBcyl A, cylll, cylls,
gelE, respectively) were investigated by molecular methods. Haemolysin production and gelatinase were
studied phenotypically. A total of 30 isolates, 29 of E.faecium and one of E.faecalis isolates were resistant
to vancomycin. High-level gentamicin and high-level streptomycin resistance in E.faecalis were 40.7%
and 63.7% however, they were 47.1% and 55.8% in E.faecalis isolates. All strains were susceptible to
linezolid. Ampicillin, penicillin and vancomycin resistance in E.faecium isolates were found to be higher
than E.faecalis isolates (p= 0.001, p= 0.008 and p< 0.001). Asal (p< 0.001), cylll (p= 0.002) and cylls
(p< 0.001) as well as gelatinase activity in isolates of E.faecalis were significantly higher than the isolates
of E.faecium (p< 0.001). The most common virulence genes in our study were asal gene (45%), cyls
gene (33.2%) and esp gene (32.3%). Ciprofloxacin resistance in cylLL and cyLs gene positive isolates
of E.faecalis were significantly higher compared to isolates that do not contain these genes (p= 0.035
and p= 0.047). Likewise, haemolysin producing E.faecium isolates were significantly more resistant to
vancomycin compared to isolates that do not produce hemolysin (p< 0.001). When the virulence factors
of vancomycin resistant and susceptible isolates were compared, the esp gene level in VRE E.faecium
isolates was found to be 24.1%, while no esp gene was found in VRE E.faecalis isolates. The existence of
asalwas negative in both VRE E.faecium and VRE E.faecalis isolates. The activity of hemolysin was found
42.3% for E.faecalis and 19.3% for E.faecium. In vancomycin-sensitive enterococcus (VSE) species, esp
gene activity was 35.1% for E.faecalis, 29.4% for E.faecium, asal gene activity was 60.8% for E.faecalis
and 47.1% for E.faecium, hemolysin activity was 52.8% for E.faecalis and 23.5% for E.faecium. In our
study, it was found that VSE isolates have more virulence genes than VRE isolates. It should be kept in
mind that VRE can causeinfections which are difficult-to-treat especially in hospitalized patients and VSE
have significant virulence factors that can cause severe infections.

Keywords: Enterococcus spp.; virulence factors; antimicrobial resistance; vancomycin resistant enterococci.

GiRiS
Enterokok, agiz boslugu, bagirsak ve kadin genital sistemi normal flora tiyesi olarak yer

almakla birlikte, firsatci patojen olarak endokardit, septisemi gibi ciddi enfeksiyonlarin
énemli etkenleri arasinda bulunan ve sik izole edilen nozokomiyal bir patojendir'-2.

Enterokoklara bagli ciddi enfeksiyonlarin sebebi, adezyon ve salgisal virtlans genleri-
nin varligindan kaynaklanmaktadir. Virulans faktorleri konak dokuya yapisma, kolonizas-
yon, invazyonu artirmak ve konak bagisiklik sisteminin modilasyonunu gerceklestirmek
yoluyla enfeksiyonun siddetini artirir ve enterokok enfeksiyonlarinin patogenezine katki-
da bulunur'.
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Sitolizin (hemolizin/bakteriyosin) sistemi enfeksiyon modellerinde bakteri virtilansina
katki saglayan ekstraseliiler Griiniin Gretimine yol acar?. Sitolizinler cylR1, cylR2, cylLL,
cylLS, cylM, cylB, cylA ve cyll olarak tanimlanan sekiz genin kontroliinde {retilirler®. Sito-
lizin ayni zamanda hemolizin olarak adlandirilir. Sitolizinler, E.faecalis’in bir¢ok klinik izo-
latlari tarafindan Uretilen, L ve S sitolizin olarak adlandirilan iki posttranslasyonel modifiye
peptitlerdir. Bu peptitler, bagisiklik hiicreleri de dahil olmak tizere okaryotik hiicrelerde
litik aktiviteye sahiptir. E.faecalis sitolizini ile ilgili bircok calisma, bu molekilin deneysel
modellerde enfeksiyonu siddetlendirdigini géstermektedir®.

E.faecalis’in indiiklenebilir ylizey proteini olan, asal geni tarafindan kodlanan agre-
gasyon faktorl; okaryotik hiicrelere adezyon ve konjugasyon sirasinda hticreler arasi te-
mas icin gereklidir. Agregasyon faktort enterokoklarin notrofil, kalp, endokard ve bob-
rek epitel hiicreleri gibi cesitli 6karyotik hiicre yiizeylerine adezyonunu artirir. Esp geni
tarafindan kodlanan hiicre disi ylizey proteini (esp), hiicre duvari iligkili bir proteindir.
Enterokoklarin kolonizasyonu ve artmus viriilansi ile iliskilidir®. Konagin bagisiklik siste-
minden bakteriyi korudugu dstiniilen esp’nin Uriner sistemde kolonizasyonu arttirdig
bilinmektedir'.

Jelatinaz, ekstraselller ¢cinko iceren metalloproteinazdir ve konak dokusunu yikima ug-
ratarak bakteriye besin sadlar. Ayni zamanda, biyofilm olusumunda fonksiyonu vardir’. En-
terokoklarin yiiksek diizey aminoglikozit direnci (HLAR) tedavide sorunlara yol agmaktadir.
Aminoglikozit direncli izolatlar genellikle aminoglikozit modifiye eden enzimleri kodlayan
plazmit kaynakli genlerin kazanilmasi sonucu ortaya c¢ikar. Ayrica, bu genlerin cogu turler
arasinda ilag direncinin hizli yayilmasina yardim eden transpozonlarla iligkilidir®.

Bu calismada hastanemizde cesitli klinik drneklerden izole edilen enterokoklarin an-
tibiyotik duyarllk paternleri ile virtlans faktorlerinin birlikte degerlendirilmesi amaclan-
mistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlari

Calismaya, hastanemizde cesitli klinik drneklerden izole edilen gram-pozitif kok morfolo-
jisinde, katalaz-negatif, eskulin besiyerini karartan, %6.5’lik NaCl iceren besiyerinde Ure-
yebilen ve PYR testi pozitif olmasi nedeniyle cins diizeyinde enterokok olarak tanimlanan
229 bakteri alind. izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi, VITEK 2 Compact (bioMerieux,
Fransa) otomatize sisteminin GP kolorimetrik tanimlama kartlari kullanilarak yapildi.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Tur diizeyinde tanimlanan enterokoklarin antibiyotiklere diren¢ durumlar, “Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)”? 6nerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk di-
fizyon yontemi ile Mueller Hinton agar besiyeri kullanilarak arastirildi. Vankomisin di-
rencli bulunan izolatlarda agar gradient yontemi (Etest-bio-Merieux, Fransa) ile MiK de-
gerleri calisildi ve vankomisin direnci dogrulanmis olan izolatlar VRE olarak kabul edildi.
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Virulans Faktorlerinin Saptanmasi

Enterokok izolatlarinin esp, asal, cyl (cylM, cylB, cylA, cylL, cylLy) ve gelE virulans genle-
rinin varligi daha 6nce tanimlanmis olan in-house polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yon-
temiyle arastirildi. Arastinlan gen bolgeleri ve kullanilan primerler Tablo I'de verilmistir.

Agregasyon Faktorii, Enterokal Yiizey Proteini, Jelatinaz Genlerinin Varliginin
Arastinlmasi

Daha once tanimlanmig olan PCR yontemi ile asal, esp ve gelE genlerinin varlig aras-
tinldi'®'2, asal, esp ve gelF icinde fibrine %5’lik koyun kani ile zenginlestirilmis Colom-
bia agarin bir gecelik inkiibasyonu sonrasinda olusan kolonilerden alinan birka¢ koloni
bakteri, 1 pl steril distile su icinde stspanse edildi. Her bir primerden 20 pmol alinarak 25
pl’lik hacime tamamlandi. PCR amplifikasyon kosullari Tablo II'de verilmistir.

Sitolizin Genlerinin Varliginin Arastiriimasi

Sitolizin operonlarinin 5 non-regtilator geni (cy/A, cylB, cylM, cylL ve cylL,) Eaton ve Gas-
son' (cylA, cylB, cylM), Semedo ve arkadaslari'* (cylL,) ve Hallgren ve arkadaslarinin'> (cylL,)
tanimladiklari primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu ile tespit edildi. Her bir primer-
den 5-10 pmol alinarak ve defibrine %5'lik koyun kani ile zenginlestirilmis Colombia agarin
bir gecelik inkiibasyonu sonrasinda olusan kolonilerden alinan birkac koloni bakteri, 1 pl
steril distile su icinde stspanse edilerek 25 pl’lik hacime tamamlandi. PCR amplifikasyon
kosullari Tablo II'de verilmistir.

PCR amplikonlari, etidyum bromiir ile boyandi ve agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

Tablo I. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile asal, esp, gelE ve Sitolizin Gen Bélgelerinin Taranmasinda
Kullanilan Primerler

Gen Bolgesi Primer Sekans(5' to 3') Baz cifti (b¢) Referans

asal Agg1 (forward) 5'-ggt gcc aca ate aaa tta gg-3' 379 Huycke ve Gilmore'® (1995)
Agg2 (reverse) 5'-gat tct teg att gtg ttg taa acg-3'

esp Esp 11 (forward) 5'ttg eta atg eta gtc cac gacc 3' 954 Shankar ve ark'! (1999)
Esp 12 (reverse)  5'-gcg tea aca ctt gca ttg ccg aa-3'

cylM TE13 (forward) 5'-ctg atg gaa aga aga tag tat-3' 742 Eaton ve Gasson'2 (2001)
TE14 (rewerse) 5'-tga gtt ggt ctg att aca ttt-3'

cylB TE15 (forward) 5'-att cct ace tat gtt ctg tta-3' 843 Eaton ve Gasson'? (2001)
TE16 (rewerse) 5'-aat aaa etc ttc ttt tec aac-3'

cylA TE17 (forward) 5'-tgg atg ata gtg ata gga agt-3' 517 Eaton ve Gasson'2 (2001)

TE18 (rewerse) 5'-tct aca gta aat ctt teg tca-3'

cylL, CylL 1 (forward)  5'-gat gga ggg taa gaa tta tgg-3' 253 Semedo ve ark'> (2003)
CylL 2 (reverse) 5'-gct tea cct cac taa gtt tta tag-3'

cylLs CylLs1 (forward)  5'- tgc taa ata agg aaa ate aag-3' 157 Hallgren ve ark' (2009)
CylLs2 (reverse) 5’-cct aag cct atg gta aaa ca-3’

gelE gel E1 (forward)  5’-agt tca tgt cta ttt tctt cac-3’ 402 Mannu ve ark' (2003)

gel E2 (reverse) 5'-ctt cat tat tta cac gtt tg-3’
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Tablo Il. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Amplifikasyon Kosullari
Baslangi¢
denatiirasyon Denatiirasyon Baglanma Uzama Son Uzama
Is1 Zaman Is1 Zaman Iss  Zaman Is1 Zaman Déngii Isi Zaman

Gen (&) (dk) (§(®) (sn) (°Q) (sn) (49} (sn) sayIisi (&9} (sn)
asal 95 10 95 45 46 45 72 60 25 72 10
esp 95 10 94 45 63 45 72 60 30 72 10
cylA + cylL 94 15 94 60 52 60 72 120 30 72 10
cyIM + cylL, 94 15 94 60 52 60 72 120 30 72 10
cylB 94 15 94 60 52 60 72 120 30 72 10
gelE 94 10 94 60 56 60 72 60 30 72 10

Virulans Faktorlerinin Fenotipik Olarak Arastirilmasi

Hemolizin Uretimi, %5 defibrine koyun kani eklenmis Colombia kanli agar (Oxoid,
ingiltere) kullanilarak tespit edildi. Plaklara ekilen izolatlardaki hemolizin varligi, 37°C’de,
48 saat inkiibasyondan sonra kolonilerin etrafinda beta-hemolitik reaksiyon olusumuyla
saptandi'3. Jelatinaz aktivitesi ise %1.5 “skim milk” ile zenginlestirilmis triptik soy agarda
(Oxoid, ingiltere) iireyen koloniler etrafinda berrak bir halo gériilmesi ile saptandi'®.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, SPSS for Windows Version 21.0 (SPSS Inc., ABD) kullanilarak yapildi.
Direnc oranlari ve virtilans faktorlerinin dagilimi, ki-kare ve Fisher kesin testi ile karsilasti-
rildi ve p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 229 enterokok izolatinin 138 (%60.3)'i E.faecalis, 91 (%39.7)'i
E.faecium olarak belirlenmistir. Enterokok izolatlarinin test edilen antibiyotiklere direng
durumlari Tablo llI'te sunulmustur.

Calismamizda tim izolatlar linezolide duyarli bulunmustur. E.faecium izolatlarinin
E.faecalis izolatlarina gore ampisilin, penisilin ve vankomisine daha direncli (p= 0.001,
p= 0.008 ve p< 0.001) olduklari saptanmistir. E.faecium izolatlarinin, ampisilin (%76.9),
penisilin (%80.2) ve vankomisin (%31.9)'in yani sira ylksek dizey gentamisin (%40.7)
ve yliksek diizey streptomisin (%63.7)'e direncli olduklari saptanmistir (Tablo IIl). Hem
YDG hem de YDS direnci gosteren izolatlarin orani, E.faecium ve E.faecalis izolatlari icinde
sirasiyla %38.5 (35/91) ve %41.3 (57/138) olarak saptanmistir. Vankomisin direncli en-
terokok izolatlarinin diger antibiyotiklere direng durumlar Tablo IV'te verilmistir.

Orneklere ve enterokok tiirlerine gére virulans faktérlerinin dagiimi Tablo V'te ve-
rilmistir. Calismamizda, en sik virulans genleri olarak asal (%45), cylLS (%33.2) ve esp
(%32.3) geni saptanmustir. istatistiksel analizde, E.faecalis izolatlarinda asal (p< 0.001),
cylL, (p=0.002) ve cylL;(p< 0.001) gen pozitifliginin yani sira jelatinaz aktivitesi E.faecium
izolatlarina gore anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p< 0.00T1).
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Tablo Ill. Enterokok izolatlarinin Antimikrobiyal Duyarliliklari

E.faecalis (n= 138) E.faecium (n=91)
S R 1 S R 1
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)  Sayi (%) p

Ampisilin 61 (44.2) 76 (55.1) 1(0.7) 21(23.1) 70(769) O p= 0.001
Penisilin 50(36.2) 87(63.1) 1(0.7) 18 (19.8) 73(80.2) O p=0.008
Vankomisin 137 (99.3) 1(0.7) 0 62(68.1) 29(31.9) 0 p< 0.001
Gentamisin'P 73(52.9) 65@¢7.1) 0 52 (57.1) 37 (40.7) 2(2.2) p=0.528
Streptomisin'™® 61 (44.2) 77 (55.8) 0 32(35.2) 58(63.7) 1(1.1) p=0.173
Siprofloksasin 38 (27.5) 92(66.7) 8(5.8) 17 (18.7) 70 (76.9) 4 (4.4) p=0.125
Linezolid 138 (100) O 0 91 (100) 0 0 NA

S: Duyarli; I: Orta duyarli; R: Direncli; YD: Yiiksek diizey; NA: Uygulanamadi.

Tablo IV. Vankomisin Direngli Enterokok izolatlarinin Diger Antimikrobiyallere Duyarliliklari

VRE E.faecium VRE E.faecalis

Gaita idrar Toplam idrar

(n=11) (n=18) (n=29) (n=1)
R R R R

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Sayi
Ampisilin 11 (100) 18 (100) 100 1
Penisilin 11 (100) 18 (100) 100 1
Gentamisin'P 3(27.3) 5(27.7) 8 (27.6) 0
Streptomisin'® 8(72.7) 10 (55.5) 18 (62.1) 1
Siprofloksasin 8(72.7) 17 (94.4) 25 (86.2) 1
Linezolid 0 0 0 0

R: Direngli, YD: Yiiksek diizey.

Fenotipik olarak hemolizin (sitolizin) pozitif olanlarda cylL geni pozitifligi E.faecalis ve
E.faecium icin sirasiyla %74.1, %11.1, cylL, geni pozitifligi ise E.faecalis icin %29.3 olarak
saptanirken, E.faecium izolatlarinda pozitif bulunmamistir.

Fenotipik olarak hemolizin (sitolizin) negatif olan izolatlarda cy/ genleri de (cylA, cylB,
cylM, cylL,, cylL o) negatif bulunmustur.

Calismamizda, cylL, ve cylL geni pozitif E.faecalis izolatlarinin bu genleri icermeyen izo-
latlara gore anlamli diizeyde siprofloksasine daha direncli olduklar saptanmustir (sirasiyla,
p= 0.035 ve p= 0.017). Ayni sekilde hemolizin pozitif E.faecium izolatlarinda, hemolizin
negatif olanlara gore vankomisin direncinin anlamli diizeyde yiiksek bulundugu tespit
edilmistir (p< 0.001).

Vankomisin direncli ve duyarli izolatlarin virulans faktorleri karsilastinldiginda; VRE
E.faecium izolatlarinda esp orani %24.1 olarak bulunurken, E.faecalis izolatlarinda esp
geni bulunamamistir. Asal geni hem VRE E.faecium hem de VRE E.faecalis izolatlarin-
da pozitif bulunamamistir. E.faecalis izolatlarinin %42.3’tinde, E.faecium izolatlarinin
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%19.3'Uinde hemolizin aktivitesi pozitif bulunmustur. VSE izolatlarinda ise esp gen varligi
E.faecalis izolatlarinin %35.1'inde, E.faecium izolatlarinin %29.4’tnde, asal gen varhg
E.faecalis izolatlarinin %60.8’inde, E.faecium izolatlarinin %47.1'inde, hemolizin aktivitesi
E.faecalis izolatlarinin %52.8’inde, E.faecium izolatlarinin %23.5’inde tespit edilmistir.

izolatlarin antibiyotiklere diren¢ durumlari ile icerdikleri virulans faktérleri arasindaki
istatistiksel iliski, E.faecalis icin Tablo VI, E.faecium icin ise Tablo VIlI'de sunulmustur.

TARTISMA

Enterokoklar son zamanlarda toplum kokenli ve nozokomiyal enfeksiyonlarda izolas-
yon oranlarinin artmasi ve glikopeptitler de dahil olmak tzere bircok antibiyotige karsi
direnc gelistirmis olmalari nedeniyle 6nemli hale gelmistir'”. Enterokoklar Amerika Bir-
lesik Devletleri'nde hastanelerde, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, kan, idrar yolu ve
kateter iliskili enfeksiyonlarda ikinci en yaygin organizmalardir?.

Enterokoklar arasinda, E.faecalis enfeksiyonlarin en sik nedenidir, fakat E.faecium
ABD’de nozokomiyal izolatlarin yansindan fazlasinda ampisilin, vankomisin ve ytiksek
diizey aminoglikozitlere daha direnclidir'®.

Calismaya alinan 229 enterokok izolatinin 138 (%60.3)'i  E.faecalis, 91 (%39.7)'i
E.faecium’dur. Ampisilin, penisilin ve vankomisine E.faecium izolatlarinin E.faecalis izo-
latlarina gore daha direncli (p= 0.001, p= 0.008 ve p< 0.001) olduklari saptanmustir.
E.faecium izolatlarinin, ampisilin (%76.9), penisilin (%80.2) ve vankomisinin (%31.9)
yani sira yuksek dlizey gentamisin (%40.7) ve yiiksek diizey streptomisine (%63.7) de-
gisik oranlarda direncli olduklari saptanmistir. Calismamizda E.faecalis izolatlarinda YDG
ve YDS direnci %47.1 ve %55.8 olarak belirlenmistir. Hem YDG hem de YDS direnci
gosteren izolatlarin orani, E.faecium ve E.faecalis izolatlari icin sirasiyla %38.5 (35/91) ve
%41.3 (57/138) olarak saptanmistir.

Benzer bir calismada, Baylan ve arkadaslar'® E.faecium izolatlarinin ampisilin (%77.4),
penisilin (%96.8), vankomisin (%25.8), yuksek diizey gentamisin (%74.2) ve yiiksek
diizey streptomisin (%61.3) direncini degisik oranlarda bulmuslardir. Fernandes ve
Dhanashree?® calismalarinda izolatlarin yaklasik %50’sinde yiiksek diizey aminoglikozit
direnci (HLAR) pozitif bulmuslardir. Toplam 13 (%8.6) izolatta vankomisin direnci belir-
lenmistir. Schouten ve arkadaslari?! Avrupa tilkelerinde yiiksek diizey gentamisin direnci-
nin %1-48 (ortalama, %22.6 + 12.3) arasinda degisen prevalansi ile tespit edildigini bil-
dirmislerdir. Li ve arkadaslan?? yaptiklari calismada YDG direncini %58.8, YDS direncini
%50 ve her iki antibiyotik icin direnci %34.4 olarak tespit etmislerdir.

Bizim calijmamizda, vankomisin direncli izolatlar idrar ve gaita orneklerinden 29'u
E.faecium, biri E.faecalis olarak izole edilmistir. Vankomisin direncli E.faecium izolatlari-
nin tamami ampisilin ve penisiline diren¢li bulunmustur. Sekiz (%27.6) izolat YDG, 18
(%62.1) izolat YDS, 25 (%86.2) izolat siprofloksasine direncli, hepsi linezolide duyarli
bulunmustur. Vankomisin direncli bir E.faecalis izolatinin YDG'ye ve linezolide duyarli
oldugu, penisilin G, ampisilin, YDS ve siprofloksasine direncli oldugu saptanmustir.
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Tablo VI. E.faecalis [zolatlarinin Antibiyotik Direng Durumlari ve Virulans Faktrlerinin iliskisi (n= 138)

n esp asal gelE cylM cylB cylA cylL, cylL J H
Ampisilin
S+1 62 24 40 9 1 1 4 14 28 38 29
R 76 32 42 2 0 0 5 11 40 35 29
T 138 56 82 11 1 1 9 25 68 73 58
P 0.472 0.450 0.197* 0.484* 0.484* 1.000* 0.341 0.461 0.105 0.243
Penisilin G
S+1 51 24 32 9 2 2 3 12 23 27 23
R 87 24 50 4 0 0 6 13 44 46 35
T 138 48 82 13 2 2 9 25 67 73 58
P 0.099 0.630 0.092 0.196 0.196 0.822 0.375 0.689 0.906 0.476
Vankomisin
S+1 137 48 83 12 2 2 9 25 67 72 58
R 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T 138 48 83 12 2 2 9 25 67 72 58
P 0.463 0.400* 1.000* 1.000* 1.000* 1.000* 1.000* 1.000* 0.472 1.000*
Gentamisin'?
S+1 73 35 38 10 0 0 6 10 29 40 31
R 65 14 44 2 1 1 3 15 39 33 27
T 138 49 82 12 1 1 9 25 68 73 58
P 0.019° 0.187 0.203 0.452 0.452 0.686 0.211 0.051 0.688 0912
Streptomisin'?
S+1 61 32 31 6 0 0 3 8 24 30 26
R 77 17 51 6 1 1 3 17 44 43 32
T 138 49 82 12 1 1 6 25 66 73 58
P 0.010° 0.213 1.000* 1.000* 1.000* 0.680 0.272 0.075 0.459  0.900
Siprofloksasin
S+1 46 22 24 5 0 0 0 2 13 21 17
R 92 29 57 7 1 1 6 22 51 51 40
T 138 51 81 12 1 1 6 24 64 72 57
P 0.222 0.448 0.635 1.000* 1.000* 0.186 0.035% 0.0178% 0.432 0.447
Linezolid
S+1 137 47 82 12 1 1 9 25 66 73 58
R 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T 138 47 82 12 1 1 9 25 66 73 58
P 0.463 0.400 1.000* 1.000* 1.000* 1.000* 1.000* 1.000* 0.472 1.000*

* Fisher’s exact test.

S: Duyarly; I: Orta duyarli; R: Direngli; T: Toplam; n: izolat sayisi; esp: Enterokok yiizey proteinini kodlayan gen;

asal: Agregasyon faktoriini kodlayan gen; gelE: Jelatinazi kodlayan gen; cyl: Sitolizini kodlayan gen; |: Jelatinaz;
H: Hemolizin; NA: Uygulanamadi; D= Duyarli; R= Direncli.
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Tablo VII. E.faecium izolatlaninin Antibiyotik Direnc Durumlar ve Virulans Faktérlerinin fliskisi (n= 91)

n esp asal gelE  cyIM cylB cylA cylL, cylL J H
Ampisilin

S+l 21 6 12 0 0 0 0 4 6 5

R 70 18 7 0 2 0 0 4 14 26

T 91 24 19 0 2 0 0 8 20 31

P 1.000* 0.012*° NA 1.000* NA NA NA 0.349* 0.503*  0.246

Penisilin G

S+l 18 0 5 0 0 0 4 3 2

R 73 21 12 2 0 4 20 27

T 91 21 17 2 0 8 23 29

P 0.560*  0.548* NA  1.000* NA NA NA 0.298* 0.471*  0.066

Vankomisin

S+1 62 18 29 0 0 11 15 12

R 29 7 0 1 0 0 0 18

T 91 25 29 1 0 11 15 30

P 0.737* <0.001° NA 1.000* NA NA NA  0.045* NA  <0.001%
Gentamisin'P

S+l 54 13 7 0 0 0 5 14 19

R 37 12 9 2 0 0 8 11

T 91 25 16 2 0 5 22 30

P 0.726*  0.443* NA  0.333* NA NA NA 0.543*  0.669 0.598
Streptomisin'P

S+1 33 8 4 2 0 2 7 13

R 58 16 12 0 0 4 15 18

T 91 24 16 0 2 0 6 22 31

P 1.000*  0.691* NA  0.417* NA NA NA 1.000* 1.000* 0.463
Siprofloksasin

S+1 21 4 4 0 0 0 2 4

R 70 19 12 2 0 5 19 25

T 91 23 16 2 0 5 21 29

P 1.000*  1.000* NA  1.000* NA NA NA 1.000* 0.417* 0.366*

Linezolid

S+l 89 22 14 0 0 0 20 31

R 2 2 2 0 0 0 1 0

T 91 24 16 0 0 0 0 21 31

P 0.261* 0.174* NA NA NA NA NA NA 0.419*  0.548*

* Fisher’s exact test.
S: Duyarly; I: Orta duyarli; R: Direngli; T: Toplam; n: izolat sayisi; esp: Enterokok yiizey proteinini kodlayan gen;

asal: Agregasyon faktoriini kodlayan gen; gelE: Jelatinazi kodlayan gen; cyl: Sitolizini kodlayan gen; |: Jelatinaz;
H: Hemolizin; NA: Uygulanamadi; D= Duyarli; R= Direngli.
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E.faecalis ve E.faecium izolatlarinda esp, asal, gelE ve cyliceren bircok virulans faktori
genleri tarif edilmis, insan ve hayvan calismalarinda etkileri gosterilmistir.

Konagin bagisiklik sisteminden bakteriyi korudugu duistinilen esp’nin Uriner sistemde
kolonizasyonu artirarak persistansa neden oldugu bilinmektedir. Esp biyofilm olusumu ile
iligkilidir. E.faecalis izolatlarinda daha yaygin olmasina ragmen, hastane kokenli E.faecium
izolatlarinda daha sik gortlir. Esp geni bakteremi ve endokardite neden olan izolatlarda
daha yiiksek bulunurken gaita érneklerinde daha diisiik miktarda bulunur!. Bizim calis-
mamizda gaita izolatlarinda esp geni tespit edilmemistir.

Li ve arkadaslari?! Cin’de yaptiklari calismada 160 enterokok tiiriinde virulans geni
olarak en sik esp (%50.6) izole etmislerdir. Al-Talib ve arkadaslar?> Malezya’da yaptiklari
calismada 222 enterokok izolatinda esp genini arastirmislar ve tim izolatlarda %45.5,
VRE izolatlarinda %85.7, VSE izolatlarinda %44.2 pozitiflik tespit etmiglerdir. Biswas ve
arkadaslar?* Hindistan’da yaptiklari calismalarinda klinik izolatlarda esp genini VRE'de
%27.8 ve VSE'de %8.9 olarak bulmuslardir. Van Kerckhoven ve arkadaslari?> 8 farkli Avru-
pa ulkesindeki merkezlerden elde ettikleri VRE E.faecium izolatlarinin %65‘inde esp genini
tespit etmislerdir. Tiirkiye’de yapilan bir calismada Baylan ve arkadaslari'® esp genini tiim
izolatlarda %25.6, VSE E.faecium izolatlarinda %8.7, VSE E.faecalis izolatlarinda %35.6
pozitif olarak bulmuslardir. VRE E.faecium ve VRE E.faecalis'te pozitiflik saptayamamislar-
dir.

Copur ve arkadaslari®® ise esp genini tiim izolatlarda %78.4 olarak, VRE E.faecium izo-
latlarinda %79.8 ve VRE E.faecalis icin %100, VSE E.faecium icin %75 ve VSE E.faecalis icin
%68.4 olarak bulmuglardir.

Bizim calismamizda esp geni %32.3 olarak saptanmistir. VRE izolatlarinda esp gen
varhgi E.faecium icin %24.1 olarak bulunurken, E.faecalis izolatlarinda esp geni buluna-
mamustir. VSE izolatlarinda ise, esp geni E.faecalis icin %35.1, E.faecium icin %29.4 olarak
bulunmustur. Benzer sekilde, bazi Avrupa Ulkelerinde VSE izolatlarinda VRE izolatlarina
gore daha yiiksek esp bildirilmistir?>.

Creti ve arkadaslari?” invaziv E.faecalis izolatlarinda esp genini %38.4, invaziv olmayan
érneklerde ise 9%56.2 olarak bulmuslardir. Strateva ve arkadaslari?® bakteremi ile sey-
reden klinik orneklerden izole edilen E.faecalis izolatlarinda esp genini %33.3, invaziv
olmayan orneklerde ise %54.3 olarak bulmuslardir. Bizim calismamizda kan orneklerin-
den izole edilen invaziv E.faecalis izolatlarinda esp geni %20, invaziv olmayan 6rneklerde
%36.3 olarak bulunmustur. Ayrica gaita 6rneklerinde esp ve diger virulans genleri bulu-
namamistir.

Asal virulans geni sistemik enfeksiyonlarin gelismesini kolaylastiran bakterilerin 6kar-
yot yiizeylere baglanmasina izin veren bir viruans faktoriidiir'. Baylan ve arkadaslar’®nin
calismasinda asal gen pozitifligi E.faecium izolatlarinda saptanmazken, E.faecalis izolat-
larinda %40.7 olarak bulunmustur. Sharifi ve arkadaslari?® E.faecalis izolatlarinda asal
genini %69.6, E.faecium izolatlarinda %8 olarak bulmuslardir. Hallgren ve arkadaglari’*
E.faecalis izolatlarinda asal genini %79 olarak bulmuslar, E.faecium izolatlarinda pozitiflik
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bulamamuislardir. Bizim calismamizda asal geni E.faecalis izolatlarinda %58, E.faecium
izolatlarinda 925.3 olarak bulunmustur. istatistiksel analizde, E.faecalis izolatlarinda
E.faecium izolatlarina gore asal geni anlamli dlizeyde yiiksektir (p< 0.001).

Zou ve arkadaslari® gelE genini en yaygin virulans geni olarak bulurken, Copur ve ar-
kadaslari®® gelE genini %12.9 olarak tespit etmislerdir. Van Kerckhoven ve arkadaslari®® ise
gelE genini tespit etmemislerdir. Bizim calismamizda gelE geni %7.9 olarak bulunmustur.

Baylan ve arkadaslar'® jelatinaz retimini E.faecalis izolatlarinda %22 ve E.faecium’da
%3.2 olarak bulmuslardir. Al-Talib ve arkadaslari?? calistiklari 222 enterokok izolatinda
jelatinaz uretimini E.faecalis izolatlarinda %76.5 ve E.faecium’'da %66.7 olarak bulmus-
lardir. Coque ve arkadaslari®' jelatinaz tretimini endokardit &rneklerinden izole edilen
E.faecalis izolatlarinda %54, diger kan kuiltur izolatlarinda %68 olarak bulmuslardir. Fer-
nandes ve Dhanashree'? calismalarinda jelatinaz aktivitesini %40.6 oraninda pozitif bul-
muslardir. Bizim calismamizda jelatinaz uretimi %40.6, kan 6rneklerinden izole edilen
E.faecalis izolatlarinda %63, E.faecium izolatlarinda %23.1 olarak bulunmustur. istatistik-
sel analizde, E.faecalis izolatlarinda E.faecium izolatlarina gére jelatinaz aktivitesi anlamli
dlzeyde yuksek bulunmustur (p< 0.001).

Sitolizinler bagisikhk hiicreleri de dahil olmak tzere 6karyotik hiicrelerde cesitli turleri-
ne karst litik aktiviteye sahiptir. E.faecalis sitolizini ile ilgili bircok ¢alisma, bu molekilin in-
san ve model sistemlerde enfeksiyonu siddetlendirdigini géstermektedir®. Bizim calisma-
mizda istatistiksel olarak, E.faecalis izolatlarinda E.faecium izolatlarina gore cylL ve cylL,
gen pozitifligi anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (sirasiyla, p= 0.002 ve p< 0.001).
CylL E.faecalis icin %48.9, E.faecium icin 17.6, cylLL E.faecalis icin %18.5, E.faecium’'da
negatif olarak bulunmustur. Diger sitolizinler daha dislik oranlarda bulunmustur.

Fernandes ve Dhanashree'? calismalarinda hemolizin iretimini 123 (%82) izolatta po-
zitif bulmuglardir. Baylan ve arkadaslari'® hemolizin Giretimini %11.1 olarak bulmuslardir.
Bizim calismamizda fenotipik olarak izolatlarin 9%38.4'linin hemolizin Urettigi belirlen-
mistir. Fenotipik olarak hemolizin (sitolizin) pozitif olanlarda cylL geni pozitifligi £.faecalis
icin %74.1, E.faecium icin %11.1, cylL, geni pozitifligi E.faecalis icin %29.3 olarak bulun-
mus, E.faecium izolatlarinda pozitiflik tespit edilmemistir.

Fenotipik olarak hemolizin (sitolizin) negatif olan izolatlarda cy/ genleri de (cylA, cylB,
cylM, cylL,, cylL ) negatif bulunmustur.

Gaitadan izole edilen VRE izolatlarinda virulans faktorii olarak sadece fenotipik olarak
jelatinaz %8.3 ve hemolizin %50 oraninda pozitif bulunmus olup diger virulans faktorleri
(asal, esp, cyl (M, B,A,LL/LS) ve gelE) pozitif bulunamamistir. Bu bize enterokoklarin 6énce
gastrointestinal sistemde kolonize oldugunu daha sonra virulans faktorleri kazanarak or-
gan ve dokularda enfeksiyonlarin olusmasinda ve yayilmasinda 6énemli olalabilecegini
gostermektedir. Calismamizda diger onemli bir nokta, VSE izolatlarinin VRE izolatlarin-
dan daha fazla virulans genine sahip oldugudur. VRE 6zellikle hastanede yatan hastalarda
direncten dolayi tedavisi zor enfeksiyonlara neden olmakla birlikte, VSE'nin de 6nemli
virulans faktorlerine sahip olmasi nedeniyle ciddi enfeksiyonlara sebep olabilecegi akilda
tutulmalidir.
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