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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Enterokok izolatlarinda

Viriilans Genlerinin Arastirillmasi

Enterokok tiirleri, toplum kokenli ve nozokomiyal enfeksiyonlara neden
olabilen firsat¢1 patojenlerdir. Bu c¢alismada, enterokok izolatlarinin tiir diizeyinde
tanimlanmasi, antibiyotik duyarlilik profillerinin belirlenmesi ve baslica viriilans
genlerinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi amaglanmigtir.  Kasim 2023—Nisan
2024 tarihleri arasinda Kafkas Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen toplam 99 enterokok izolat1 ¢alismaya dahil
edilmistir. Tiir tayini ve viriilans gen analizi multiplex PZR ile, antibiyotik duyarlilik
testleri ise Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle yapilmustir. izolatlarm %53,5’i
(n=53) E. faecalis, %35,40 (n=35) E. durans, %11,1’1 (n=11) ise diger enterokok
tirleri olarak belirlenmistir. Viriilans genleri arasinda en sik saptananlar efad
(%52,5/n=52), esp (%51,5/n=51), ace (%50,5/n=50), asal (%43,4/n=43), ebp
(%42,4/m=42), gelE (%33,3/m=33), cyl4 (%16,2/n=16) ve hyl (%13,1/n=13) olmustur.
Izolatlarin %84,8’inde (n=84) en az bir, %70,7 sinde (n=70) ise birden fazla viriilans
gen saptanmustir. esp (p=0,032), ebp (p=0,002), gelE (p=0,002), ace ((p<0,001), cylA
(p=0,002), asal (p=0,003) ve efad ((p<0,001)) genlerinin tiirlere gore dagilimlarinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Antibiyotik duyarliligi en
yiiksek teikoplanin ve vankomisine (%92,9), linezolide (%88,9) ve gentamisine
(%82,8) karst gozlenirken; en yiiksek direng siprofloksasin (%52,9), ampisilin
(%43.,4), fosfomisin (%34,2) ve nitrofurantoin (%31,4)’e kars1 saptanmistir. Ayrica,
ampisilin ve imipenem duyarlilig1 E. faecalis’te E. durans’a kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sonug olarak, bu ¢alisma enterokok
tiirlerinin viriilans gen profillerinin yalnizca patojenite degil, antibiyotik direng
gelisiminde de kritik rol oynadigini ortaya koymakta ve elde edilen bulgular ise

bolgesel antibiyotik direng takibine 6nemli katkilar sunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Enterococcus, Nozokomiyal Enfeksiyonlar, Viriilans Genleri,

Antibiyotik Direnci, Multipleks PZR.



SUMMARY

Investigation of Virulence Genes in Enterococcus Isolates Obtained from

Clinical Samples

Enterococcus species are opportunistic pathogens that can cause both
community-acquired and nosocomial infections. The aim of this study was to identify
Enterococcus isolates at the species level, to assess their antibiotic susceptibility
profiles, and to analyze the principal virulence genes by molecular methods. A total of
99 Enterococcus isolates obtained from clinical samples submitted to the
Microbiology Laboratory of Katkas University Hospital between November 2023 and
April 2024 were included in the study. Species identification and virulence gene
analysis were performed by multiplex PCR, while antibiotic susceptibility testing was
carried out using the Kirby-Bauer disk diffusion method. Among the isolates, 53.5%
(n=53) were identified as E. faecalis, 35.4% (n=35) as E. durans, and 11.1% (n=11)
as other Enterococcus species. The most frequently detected virulence genes were efaA
(52.5%; n=52), esp (51.5%; n=51), ace (50.5%; n=50), asal (43.4%; n=43), ebp
(42.4%; n=42), gelE (33.3%; n=33), cylA (16.2%; n=16), and Ayl (13.1%; n=13). At
least one virulence gene was found in 84.8% (n=84) of isolates, while 70.7% (n=70)
harbored more than one. The distribution of esp (p=0.032), ebp (p=0.002), gelE
(p=0.002), ace (p<0.001), cylA4 (p=0.002), asal (p=0.003), and efad (p<0.001) showed
statistically ~significant differences among species. The highest antibiotic
susceptibilities were observed against teicoplanin and vancomycin (92.9%), linezolid
(88.9%), and gentamicin (82.8%), whereas the highest resistance rates were recorded
for ciprofloxacin (52.9%), ampicillin (43.4%), fosfomycin (34.2%), and nitrofurantoin
(31.4%). Furthermore, ampicillin and imipenem susceptibilities were significantly
higher in E. faecalis compared to E. durans (p<0.05). In conclusion, this study
demonstrates that virulence gene profiles of Enterococcus species play a critical role
not only in pathogenicity but also in the development of antibiotic resistance. The

findings provide valuable insights for regional antimicrobial resistance surveillance.

Keywords: Enterococcus, Nosocomial Infections, Virulence Genes, Antibiotic
Resistance, Multiplex PCR



1.GIRIS VE AMAC

Enterokoklar, hem insan hem de hayvan gastrointestinal sisteminin normal
florasinda yer alan bakterilerdir (Khan ve ark. 2022). Bununla birlikte, toprak, su,
kanalizasyon ve bitkiler gibi ¢esitli ¢evresel ortamlarda da yaygin olarak bulunan
mikroorganizmalardir (Braiek ve 2019). Uzun yillar boyunca enterokok tiirlerinin
insanlar i¢in zararsiz oldugu ve tibbi a¢idan 6nemsiz kabul edildigi diistiniilmiistiir
(Fisher wve Phillips, 2009). Ancak yapilan arastirmalar, Ozellikle bagirsak
mikrobiyotast bozulan, antibiyotik tedavisi goren ve hastanede yatan bireylerde bu
bakterilerin cesitli ciddi enfeksiyonlara neden olabilecegini ortaya koymustur (Fiore
ve ark. 2019). Gliniimiizde enterokok tiirleri, 6zellikle {iriner sistem enfeksiyonlari
(USE) basta olmak iizere, bakteriyemi, karin igi enfeksiyonlar ve cerrahi yara
enfeksiyonlar1 gibi nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenleri arasinda yer
almaktadir (Ramos ve ark. 2020). Ayrica, karin i¢i apseler, endokardit, menenjit,
yumusak doku enfeksiyonlari ile nadiren de olsa kemik ve eklem enfeksiyonlarina
neden olabildikleri bildirilmektedir (Yildirnrm 2015). Enterokok tiirleri, hastane
kokenli bakteriyemilerde genellikle {iglincii, iiriner sistem ve cerrahi yara
enfeksiyonlarinda ise ikinci siklikta izole edilen patojenlerdir (Khan ve ark. 2022).
Enterokok cinsi, saglikli bireylerdeki toplam mikrobiyal yiikiin yaklasik %1 ini
olusturan kommensal gastrointestinal bakteri tiirlerini kapsamakla birlikte, baz1 tiirleri
nozokomiyal enfeksiyonlarda 6nemli patojenler arasinda yer almaktadir (Krause ve
ark. 2022). Enterokoklar, Staphylococcus aureus veya Streptococcus pyogenes gibi
diger Gram pozitif patojenlerle karsilastirildiginda, ¢cok sayida toksin iiretme ya da
belirgin inflamasyon ve doku hasarina neden olma potansiyeli agisindan daha sinirh
bir viriilans profiline sahiptir (Gaca ve Lemos, 2019).

Son yillarda nozokomiyal enfeksiyon tanisi alan hastalardan izole edilen
suslarda, antimikrobiyal ajanlara karsi gelistirilen diren¢ Onemli Ol¢iide dikkat
cekmektedir (Khan ve ark. 2022). Bu direng, genetik materyal igeren kromozom ve
plazmidlerin yatay transferi, transpozon kazanimi ve viriilans faktorlerinin varlig: gibi
mekanizmalarla iligkilendirilmektedir. (Upadhyaya ve ark. 2009). Viriilans faktorleri,

patojenin konak¢i organizma igerisinde kolonizasyon, invazyon ve kalicilik gibi



stireclerde etkinligini siirdiirebilmesi ic¢in gerekli biyolojik molekiiler yapilardir.
(Genez 2021).

Son donemlerde yapilan birgok calisma, 6zellikle vankomisine direngli ve
coklu ilaca direngli enterokok suslarinda; antibiyotik diren¢ genleri ile viriilans
faktorlerinin kazanimi ve transferinde endise verici bir artis oldugunu ortaya
koymustur (Braiek ve Smaoui 2019).

Bu calismada, Kafkas Universitesi Saghk Arastrma ve Uygulama
Hastanesi’nin ¢esitli poliklinik ve servislerinden Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen klinik orneklerden izole edilen enterokok izolatlarinda, basta viriilans

faktorleri olmak iizere bu faktdrlerin antimikrobiyal direng ile iliskisi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Tarihce ve Stmiflandirma

"Enterokok" terimi ilk olarak Thiercelin tarafindan 1899 yilinda, bagirsak
kokenli Gram pozitif diplokoklar1 tanimlamak amaciyla kullanilmistir (Baysal 2019).
Bu mikroorganizma, daha sonra Andrewes ve Horder (1906) tarafindan Streptococcus
cinsine dahil edilerek Streptococcus faecalis olarak smiflandirilmistir. Orla-Jensen’in
(1919) tanimladig1 ikinci bir digk1 kokenli organizma olan Streptococcus faecium’un
da benzer Ozellikler tasidigi belirlenmistir. Sherman (1937), bu bakterileri
Streptococcus cinsi i¢inde ayr1 bir grup olarak degerlendirilmis olsalar da, taksonomik
konumlar1 Kalina’nin 1970 yilina kadar yaptigi siniflamaya kadar degismeden
kalmistir. Bu siirecte organizmalarin morfolojik ve biyolojik 6zellikleri ayrintili olarak
ortaya konmugstur. Serolojik diizeydeki farkliliklar ise bu mikroorganizmalarin
Enterococcus adiyla ayr1 bir cins olarak siniflandirilmas: gerektigi goriisiini
desteklemistir (Svec ve Franz, 2014).

Enterokoklar, ilk kez yapilan Deoksiriboniikleik Asit (DNA)-DNA ve DNA—
Riboniikleik Asit (RNA) hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda Streptococcus cinsinden
ayrilarak, 1984 yilinda bagimsiz bir cins olarak siniflandirilmistir. Bu simiflandirma,
enterokoklarin diger Gram pozitif koklar ve laktokoklardan genetik ve fenotipik olarak
belirgin farkliliklar tagidigini ortaya koymustur. Bu ayrimi destekleyen bir diger bulgu,
16S rRNA gen analizleriyle genetik diizeyde elde edilmistir (Ayhan, 2021). Schleifer
ve Kilpper-Balz (1984) ise enterokok bakterilerinin patojenik ve genetik 6zelliklerini
dikkate alarak Enterococcus cinsi altinda yeniden sinmiflandirmistir (Yildirim, 2015;

Fiore ve ark., 2019).

Tablo 1. Enterokoklarin siniflandirilmasi (Ak¢imen 2010; Yildirim 2015).

Sube Firmicutes

Sinif Bacilli

Takim Lactobacillales
Aile Enterococcaceae

Cins Enterococcus




Leuconostoc

Lactobacillus/Pediococcus

Weisella

Vagococcus

Carnobacterium

Melissococcus
Aerococcus
Enterococcus
Listeria

Staphylococcus Lactococcus

Streptococcus

Bacillus subtilus
grubu

Sekil 1. Enterokok tiirlerinin filogenetik iliskilerini gosteren 16S rRNA gen
dizilimlerine dayal1 dendrogram (Baysal 2019).

Enterokoklar, 50’den fazla tiirii iceren ve yiiksek c¢esitlilik gosteren bir
taksonomik grup olarak tanimlanmaktadir (Fiore ve ark., 2022). Memelilerin
gastrointestinal sistemlerinde en yaygin bulunan enterokok tiirleri arasinda
Enterococcus faecalis (E. faecalis), Enterococcus faecium (E. faecium), Enterococcus

durans (E. durans) ve Enterococcus hirae (E. hirae) yer almaktadir (Muriqi, 2016).
Enterokok cinsi bakteriler, biyokimyasal 6zelliklerine gore bes gruba ayrilmaktadir:

Grup I: Sorboz, sorbitol ve mannitol iceren besiyerlerinde asit olusturabilen, ancak
arjinini hidrolize edemeyen bakterilerden olusmaktadir. Bu grupta Enterococcus
avium, Enterococcus gilvus, Enterococcus malodoratus, Enterococcus pallens,
Enterococcus pseudoavium, Enterococcus raffinosus ve Enterococcus saccharolyticus

yer almaktadir (Ada, 2019; Muriqi, 2016).

Grup II: Sorbozdan asit iiretmeyen, sorbitol iceren besiyerinde degisken reaksiyon
gdsteren, mannitol igeren sivi besiyerinde asit olusturan ve arjinini hidrolize eden

bakteriler bu grupta yer almaktadir. Grup I[I’de Enterococcus gallinarum,



Enterococcus faecalis, Enterococcus haemoperoxidus, Enterococcus faecium,
Enterococcus casseliflavus ve Enterococcus mundtii bulunmaktadir (Akdemir, 2010;

Ada, 2019).

Grup III: Sorboz, sorbitol ve mannitol igceren siv1 besiyerlerinde asit olusturmayan,
arjinini hidrolize eden ve D antijeni icermeyen bakterilerden olusmaktadir. Grup II’de
yer alan E. faecalis ve E. faecium tlirlerinin mannitol negatif varyantlar1 da bu gruba

dahil edilmistir (Ada, 2019; Muriqi, 2016).

Grup IV: Sorboz ve mannitol igeren sivi besiyerlerinde asit olusturmayan ve arjinini
hidrolize edemeyen bakteriler bu grupta yer alir. Sorbitol iceren besiyerinde ise
Enterococcus cecorum asit olusturabilirken, Enterococcus sulfureus olusturmaz. Grup
IV bakterileri arasinda Enterococcus sulfurens, Enterococcus asini, Enterococcus
phoeniculcola ve Enterococcus cecorum bulunmaktadir (Cagasar, 2010; Yildirim,

2015).

Grup V: Sorboz igeren sivi besiyerinde asit olusturmayan, sorbitol igeren
besiyerindeki reaksiyonlart degisken olan, mannitol iceren sivi besiyerinde asit
olusturan ve arjinini hidrolize edemeyen bakterilerden olusmaktadir. Bu grupta
Enterococcus canis, Enterococcus columbae ve Enterococcus moraviensis yer

almaktadir (Muriqi, 2016).
2.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri
2.2.1. Boyanma Ozellikleri

Enterokoklar, Gram pozitif boyanma 06zelligi gosteren ve morfolojik olarak
kok ya da kokobasil formunda bulunan bakteriler olup, genellikle tekli, ikili veya kisa
zincirler halinde gbézlemlenirler (Svec ve Franz, 2014). Fakiiltatif anaerob karakterde
olan bu mikroorganizmalar, mikroskobik olarak streptokoklardan ayirt edilemezler.
Kat1 besiyerlerinde genellikle tekli veya ikili hiicreler seklinde goriiliirken, sivi
besiyerlerinde zincirler olusturarak gelisirler Murray ve Rosenthal, 2023). Hemolitik
ozellikleri, kullanilan kan tiirtine bagh olarak degiskenlik gosterebilir. At, tavsan ve
insan kanl1 agarlarda beta-hemoliz olustururken, koyun kanl1 agarda alfa hemoliz veya
hemoliz gostermeme (non-hemolitik) seklinde bir profil sergileyebilirler (Yildirim,

2015).



2.2.2. Ureme ve Fizyolojik Ozellikleri

Enterokoklar, konak organizmanin savunma mekanizmalarina karsi direng
gosterebilme, bagirsak mikrobiyotasindaki rekabete dayanma ve hem dogal ¢evre hem
de hastane kosullar1 gibi farkli ortamlarda varliklarii siirdiirebilme yetenekleri ile
yeni konaklarda kolonizasyon kapasiteleri acisindan onemli ozellikler sergileyen
mikroorganizmalardir. Bu adaptif yetenekler arasinda, genis bir sicaklik ve pH
araliginda biiyliyebilme ile %6,5 sodyum kloriir (NaCl) ve %40 safra tuzu igeren
zorlayici ortamlarda gelisim gosterebilme bulunmaktadir (Hollenbeck ve Rice, 2012;
Fiore ve ark., 2019). Enterokoklar: streptokoklardan ayiran temel 6zellikler arasinda;
60°C’de 30 dakika siireyle uygulanan 1sitma islemine dayaniklilik gostermeleri, %40
safra tuzu iceren Dbesiyerlerinde c¢ogalabilmeleri ve eskulin hidrolizini
gerceklestirebilmeleri  bulunmaktadir (Braieck ve Smaoui, 2019). Kanli agar
besiyerinde gri renkli ve parlak goriiniimli koloniler meydana getirirken, hemolitik
aktiviteleri alfa, beta veya gama seklinde degisiklik gosterebilir (Yildirim, 2007).
Enterokok kiiltiirlerinde Beyin Kalp Infiizyon (BHI) agar ve kan igeren agarlar yaygin
olarak kullanilmakta olup, izolasyonda sodyum azid ve safra eskulin en sik tercih
edilen secici ajanlardir (Svec ve Franz, 2014). Segici izolasyon amaciyla Kanamisin
Eskiilin Azid Agar, Sitrat Azid Tween Karbonat Agar, Slanetz ve Bartley besiyeri,
Thallous Iyodiir Asetat Tetrazolyum Glikoz Agar, Streptococcus Segici Agar ve
Kristal Mor Azid Agar gibi besiyerleri kullanilmaktadir (Klein, 2003).

2.2.3. Hiicre Duvari ve Antijenik Yapis1

Enterokoklarin hiicre duvari, peptidoglikan, teikoik asit ve polisakkaritler
olmak {lizere ii¢ temel bilesenden olugmaktadir (Muriqi, 2016). Gram negatif
bakterilere 6zgii olan ve Gram pozitif bakterilerde bulunmayan dis membran (OM),
hiicre duvarinin en dis katmanidir. OM, cift lipit tabakasina sahip olmasina ragmen
fosfolipit ¢ift tabakasi icermemektedir (Silhavy ve ark., 2010). Peptidoglikan
polimerleri, glikan zincirleri ile bu zincirlere kovalent bagli olan L-alanin, D-glutamik
asit, L-lizin, D-alanin ve D-alanin pentapeptitlerinden olugmaktadir. Pentapeptitler,
komsu peptitlerle ¢apraz baglar olusturarak hiicre duvarinin yapisal biitiinligiini
saglamaktadir ve bu yapi, enterokok hiicre duvarmin yaklasik %40’ 11 olusturmaktadir

(Yildirim, 2015). Peptidoglikan katmanlar1 arasinda, baglica gliserol fosfat, glukosil



fosfat veya ribitol fosfat birimlerinin tekrarlanmasiyla olusan teikoik asitler yer
almaktadir. Bu uzun zincirli anyonik polimerlerin bir tiirii olan duvar teikoik asitleri,
peptidoglikan yapisina kovalent baglarla bagli iken; lipoteikoik asitler, hiicre
membranindaki lipid bas gruplarina baglanmaktadir (Silhavy ve ark., 2010).

Polisakkaritler ——

Teikoik asit

Peptidoglikan
tabakasi

Sitoplazmik membran

Sekil 2. Enterokok hiicre duvarinin yapisal organizasyonu (Y1ildirim 2015).
GNAc: N-Asetilglukozamin, MNAc: N-Asetilmuramik Asit

2.3. Patojenite

Enterokoklar, dogada yaygin olarak bulunan bakterilerdir ve hem komensal
mikroorganizmalar hem de firsatci patojenler olarak iglev gérebilmektedirler (Rosvoll,
2012). Bu ¢ift yonlii yasam bi¢imi, enterokoklarin farkli ve yogun segici baskilarin
bulundugu c¢esitli mikroortamlara uyum saglamasini zorunlu kilmaktadir (Prieto ve
ark., 2016).

Enterokoklara ait viriilans faktorleri, suslarin patojenik potansiyelini
belirlemede kritik bir rol oynamaktadir (Braiek ve Smaoui, 2019). Bu faktorler,
bakterilerin konaga tutunmasini, invazyonunu ve enfeksiyon olusturma yetenegini
saglayan molekiiler yapilardir. Baz1 viriilans genleri, patojenite ada (PAI)'lar1 veya

plazmidler {izerinde kodlanmaktadir (Marques ve ark., 2023). PAI’ler, bakterilere
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viriilans 6zellikleri kazandiran biiylik genetik elementler olup, yatay gen transferi
yoluyla kazanilabilirler. Yaklagik 150 kb biiytikliigiinde olan bu adalar, 129 agik
okuma c¢ercevesi (ORF) igermekte ve 9%32,2 oraninda G+C igerigine sahip
bulunmaktadir. Ayrica transpozazlar, transkripsiyonel diizenleyici proteinler ve
viriilansa katki sagladigi bilinen ¢esitli proteinleri kodlayan genler de bu bolgelerde
bulunmaktadir (Solache ve Rice, 2019; Upadhyaya ve ark., 2009). Enterokoklarin
komensal yasam bi¢iminden saparak patojen hale gelmesinde, konak savunma
mekanizmalarini agmalarini ve yeni ekolojik nislere adapte olmalarini miimkiin kilan
yeni genetik 6zelliklerin kazanimi énemli bir rol oynamaktadir (Tendolkar ve ark.,
2003).

Enterokoklarin hastalik olusturabilmesi i¢in Oncelikle c¢esitli konak
bariyerlerini agmalar1 gerekmektedir. Bu siirecte ilk engel, mide asidi ve safra gibi
konak savunma mekanizmalarinin yani sira, yerlesik mikrobiyal flora tarafindan
saglanan kolonizasyon direncidir. Enterokoklar, bu savunmalart etkili bir sekilde
asarak gastrointestinal sistemi kolonize etme yetenegi gosterebilmelidir (Fiore et al.,
2019; Podbielska et al., 2011). Doku invazyonu sirasinda ise, kolonizasyon bolgelerine
kiyasla daha yiiksek redoks potansiyeli, sinirl besin kaynaklari, fagositik 16kositler ve
diger konak savunma unsurlar1 gibi olumsuz kosullara maruz kalmaktadirlar (Selleck

ve ark., 2019).
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Eritrsitler, makrofajlar ve diger
konak hiicrelerinde lizis

Sitolizin/Hemolizin

{of B
£y

Immun sistemden kagma

Enterokokal yiizey proteini (esp)

Plazmidin aktarilmasi

Agregasyon cisimleri
Kolonizasyon ve tutunma (agg) (asal ve asa373

®
Proteaz/Jelatinaz /l O

Okaryotik hiicrélerin
Makrofajlar iizerine yapisma ve hiicre
A icinde canh kalma igine almmasi

Spesifik konak proteinlerinin yrtkimlanmasi

Sekil 3. Enterokoklarin patogenezinde rol oynayan viriilans mekanizmalari

(Ada 2019).

En yiiksek viriilans potansiyeline sahip enterokok tiirleri, cogunlukla klinik
orneklerden i1zole edilmekte olup; bunu sirasiyla gida kaynakli izolatlar ve gevresel
suslar izlemektedir. Enterokoklarin viriilansi, c¢esitli mikrobiyal o6zelliklerin
etkilesimine bagl olarak sekillenmektedir. Bu 6zellikler arasinda, gastrointestinal
sistem gibi primer kolonizasyon bdlgelerinde kalici olarak bulunabilme kapasitesi;
trombospondin, laktoferrin ve vitronektin gibi ekstraseliiler matriks proteinleriyle
molekiiler diizeyde etkilesim kurabilme 6zelligi ile iiriner sistem, agiz mukozasi ve
insan embriyonik bobrek hiicreleri gibi konak epitel ylizeylerine siki sekilde
baglanabilme potansiyeli 6ne ¢ikmaktadir (Fisher ve Phillips, 2009). Konak dokulara
uyum saglama mekanizmalarinin, enterokoklarin USE ve endokardit gibi ciddi klinik
tablolardaki patogenezinde belirleyici bir rol oynadig: bildirilmektedir (Montealegre,
2016). Bu bakteriler, bagirsak epitel bariyerini agarak endojen kaynakli enfeksiyonlara



12

neden olmakta ve ardindan lenf diiglimleri araciligiyla sistemik yayilim

gosterebilmektedir (Baysal, 2019).
2.4. Virilans Faktorleri

Enterokoklarin tedavisini giiclestiren baslica etkenlerden biri, yalnizca ¢oklu
antibiyotik diren¢ mekanizmalarina sahip olmalar1 degil, ayn1 zamanda ¢esitli viriilans
faktorleri araciligiyla konak bagisiklik sisteminden etkin bir sekilde kagabilmeleridir
(Arias ve Murray, 2012; Kristich ve ark., 2014). Viriilans faktorleri; enterokoklarin
patojenitesini  sekillendiren, enfeksiyon siirecinde bakterinin konak hiicrelere
adezyonunu, doku invazyonunu, bagisiklik yanitindan kagisint ve biyofilm
formasyonunu miimkiin kilan yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri ifade etmektedir (Sava
ve ark., 2010; Garsin ve Frank, 2021). Tablo 2’de enterokok tiirlerine ait baslica

viriilans faktorleri yer almaktadir.

Tablo 2. Enterokok tiirlerinde bulunan onemli viriilans faktorleri.

Hemolizin/Sitolizin (Hly/Cyl)

Ekstraseliiler Salgilanan Antijen A (SagA)
Faktorler Jelatinaz (GelE)
Hiyaliironidaz (Hyl)

Seks Feromonlari

Enterokokal ylizey proteini (Esp)

Agregasyon faktorleri (Asal, Ascl0)
Hiicre Yiizeyine MSCRAMM'ler (Ace, Acm ve Scm)

Bagh Faktorler Kollajen baglayict proteinler (Ace, Acm)
Endokardit-6zgiil Antijen A (EfaA)

Endokardit ve biyofilm ile iligkili pilus (ebpABC operonu,
Bee, Pgcl-4)
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2.4.1. Ekstraseliiler Faktorler
2.4.1.1. Hemolizin/Sitolizin

Sitolizin (Cyl-B-hemolizin), enterokok tiirlerinde viriilansin Snemli bir
belirleyicisi olan bakteriyosin sinifi bir peptidik toksindir. Bu molekiil, feromon
duyarli plazmidler iizerinde ya da kromozomal PAI’lerde kodlanmaktadir (Krawczyk
ve ark. 2021). Sitolizin gen ekspresyonunun, hiicre yogunluguna duyarl bir quorum
sensing mekanizmasi araciligiyla diizenlendigi ve bu siirecin, iki bilesenli bir sinyal
transdiiksiyon sistemi tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. (Tendolkar ve ark.
2003).

Sitolizin, enterokok cinsinde en kapsamli bi¢imde incelenen viriilans
faktorlerinden biri olup, hedef bakteriyel hiicrelerin sitoplazmik membraninda porlar
olusturarak hiicre lizisine neden olmaktadir (Braiek ve Smaoui, 2019). E. faecalis’in
sitolitik Ozellik gostermeyen mutant suslariin  hemolitik aktivite agisindan
karsilastirilmast sonucunda, sitolizinin yapisal olarak bir aktivator bilesen ile litik
etkili bir alt birimden olustugu ortaya konmustur (Gilmore ve ark., 2014).

Laboratuvar kosullarinda sitolizin {iretimi, %35 at kani ile zenginlestirilmis ve
taze hazirlanmis si1g1ir kalbi inflizyon agar {lizerine enterokok suslarinin inokiilasyonu
ile degerlendirilmektedir. Koloni ¢evresinde olusan belirgin B-hemoliz zonu, sitolitik
aktivitenin gostergesi olarak kabul edilmekte ve bu durum pozitif sonu¢ olarak
yorumlanmaktadir (Upadhyaya ve ark., 2009).

Sitolizin liretiminden sorumlu gen kiimesi; cy/RI, cyIR2, cylLL, cylILS, cyIM,
cylB, cyl4 ve cyll genlerinden olugsmakta olup, bu genlerin koordineli ekspresyonu,
“cekirdek algilama” (core sensing) olarak adlandirilan bir sinyal iletim sistemi
araciligiyla diizenlenmektedir (Muriqi, 2016).

Hemolizin {ireten enterokok suslarinin, hem deneysel hayvan modellerinde
hem de insanlarda enfeksiyonun siddetini artirdigr ve mortalite ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Upadhyaya ve ark., 2009). Ote yandan, sitolizin yalmzca bir sitotoksin
olarak degil, ayn1 zamanda ¢esitli yararli islevleri de yerine getirebilen ¢ok yonlii bir
molekiil olarak degerlendirilmektedir. Bu islevler arasinda; konak dokulara
kolonizasyonu kolaylastirma, daha patojenik ajanlara (6rnegin bagirsak parazitlerine)

kars1 savunma saglama, farkli kaynaklardan besin alimini destekleme ve popiilasyon
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yogunlugunu algilamaya yonelik bir sinyal molekiili olarak gorev yapma yer

almaktadir (Asif ve Ali, 2019).
2.4.1.2. Salgilanan Antijen A

Salgilanan Antijen A (SagA), E. faecalis’te bulunan ve bakterinin enfektivite
ile adezyon kapasitesini artiran 6nemli bir viriilans faktoriidiir. Hiicre duvarina bagh
bir protein olan SagA, bakterinin konak epitel hiicrelerine tutunmasini
kolaylastirmakta ve immiin yanittan kagisini desteklemektedir (Van Tyne ve ark.,
2013). SagA proteininin sentezinden sorumlu sagA geni, invaziv enterokok suslarinda
siklikla tespit edilmekte olup 6zellikle endokardit ve kateter iliskili enfeksiyonlarla
iliskilendirilmistir (Singh ve ark., 2021). Ayrica, biyofilm olusum siirecinde sagA
geninin ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Bu durum, SagA’nin kronik ve tedaviye
direncli enfeksiyonlarda da énemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Arias

ve Murray, 2012).
2.4.1.3. Jelatinaz

Enterokoklar tarafindan {iretilen bu proteaz, jelatin, kollajen, kazein,
hemoglobin ve gesitli peptitleri hidrolize edebilme kapasitesine sahiptir (Upadhyaya
ve ark., 2009). E. faecalis’te karakterize edilen bu matriks metaloproteinaz, jelatinaz
enzimini kodlayan gelE geni tarafindan ifade edilmektedir. Bu enzimin yalnizca
kompleman aracilt bagisiklik yanitini modiile etmekle kalmayip, ayn1 zamanda
E.faecalis kaynakli enfektif endokardit patogenezine de katkida bulundugu
gosterilmistir (Geraldes ve ark., 2022).

E. faecalis genomunda tanimlanan 17 adet iki bilesenli sistem arasinda yer alan
fekal streptokok diizenleyici (Fsr) sistemi, en kapsamli sekilde incelenmis olanlardan
biridir ve enterokokal viriilansla giiclii bir iliski gostermektedir. Fisr lokusu; FsrA4,
FsrB, FsrC ve FsrD genlerini icermektedir. Bu sistem, hiicre dis1 jelatinaz
biyosentezini indiikleyen bir sinyal feromonu olan jelatinaz biyosentezini aktive eden
feromon (GBAP) birikimine yanit vermektedir. Fis»B, FsrD peptidinin islenmesinden
sorumlu, sistein iceren ve proteaz benzeri aktiviteye sahip bir enzimdir. Hiicre dis1
ortamda FsrD’nin birikimi, FsrC tarafindan algilanmakta ve bunun sonucunda yanit
diizenleyici transkripsiyon faktorii FisrA aktive edilmektedir. Fs#C’nin kimyasal olarak

sentezlenmis peptidi ile uyarilabildigi, hem in vivo hem de in vitro deneysel
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calismalarla gosterilmistir. FsrABDC proteinleri, gelE geninin yukari akiginda yer alan
bir promotorii hedef alarak, E. faecalis viriilansi ile iliskili iki 6nemli proteaz olan
GelE ve SprE’nin ekspresyonunda kilit bir rol oynamaktadir (Zhang ve ark., 2023;
Sangiorgio ve ark., 2024).

2.4.1.4. Hiyaliironidaz

Hiyaliironidazlar, hiyaliironati parcalayabilme yetenegine sahip bakteriyel
enzimler olup, Ozellikle mukozal ylizeylerde ve deride enfeksiyon baglatma
potansiyeli tasiyan c¢esitli Gram pozitif patojenler tarafindan salgilanmaktadir
(Podbielska ve ark., 2011). Bu enzim, bag dokusunun temel bilesenlerinden biri olan
hiyaliironik asidi par¢alayarak dokuda dejeneratif degisikliklere neden olabilmektedir
(Akcimen, 2010). Ayrica, bazi hiyaliironidazlarin daha diisiik etkinlik diizeyinde de
olsa kondroitin stilfat gibi diger glikozaminoglikanlari da hedef alabildigi bildirilmistir
(Ada, 2019).

Bu enzimler, ekstraseliiler matriks icerisinde yer alan mukopolisakkarit
yapilarin depolimerizasyonunu saglayarak, bakterilerin konak dokular arasinda
yayilimimi kolaylastirir. Ayrica, hiyaliironik asidin yikimi sonucunda agia ¢ikan
disakkarit tlirtinler, mikroorganizmalar i¢in potansiyel bir karbon kaynagi olusturarak
mikrobiyal proliferasyonu destekleyebilmektedir (Ak¢imen, 2010).

Hiyaliironat; gébek kordonu, sinovyal sivi, kikirdak, beyin, kas dokusu ve
diger bag dokularinda yaygin olarak bulunur. Viicutta bulunan toplam hiyaliironat
miktarinin yaklagik yarisinin deri dokusunda yer aldig: bildirilmektedir (Asif ve Alj,
2019). Disin dentin tabakasinda da bulunan hiyaliironik asit, E. faecalis tarafindan
salgilanan hiyaliironidaz enzimi aracilifiyla pargalanarak, bakterinin kok kanali
boyunca periapikal bdolgelere ilerlemesini kolaylastirmaktadir. Bu durum,
enterokoklarin dis kaynakli enfeksiyonlarda ve ¢evre dokulara yayilimda rol
oynamasina katki saglamaktadir (Genez, 2021). Ayrica, E. faecalis’in bir¢ok
dezenfektan ve antiseptige karsi gosterdigi direng, kok kanal tedavisinde karsilagilan
basarisizliklarin baslica nedenlerinden biri olarak degerlendirilmektedir (Fiore ve ark.,

2019).
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2.4.1.5. Seks Feromonlari

E. faecalis’te donor ve alict hiicrelerin kiimelenmesi ile plazmidlerin konjugatif
transferinin, alict hiicreler tarafindan salgilanan ve plazmid tasiyan dondr hiicreler
tarafindan algilanan diisiik molekiiler agirlikli sinyal molekiilleri araciligryla
indiiklendigi bildirilmistir. Bu sinyal molekiillerinin, dondr hiicreler arasindaki
iletisimi saglayan bakteriyel cinsiyet feromonlar1 olarak islev gordiigii One
siiriilmektedir (Dunny ve Berntsson, 2016). Biyolojik olarak aktif bu molekiil,
baslangigta hiicre kiimelenmesini indiikleyen bir ajan olarak tanimlanmis, ancak daha
sonra ayni tiiriin farkli bireylerinde ¢iftlesme yanitini tetikleyen bir sinyal molekiili
oldugu anlagilmistir. Bu nedenle, kiimelenmeyi indiikleyen bu ajanin bakteriyel
cinsiyet feromonu olarak islev gordiigii kabul edilmektedir. Seks feromonlarina
aracilik ettigi ilk kez gosterilen konjugatif plazmidlerin ise bakteriyosin ve hemolizin
tiretimini kodladig1, ancak antibiyotik diren¢ genleri tagimadig bildirilmistir (Clewell

ve ark., 2002).
2.4.2. Hiicre Yiizeyine Bagh Faktorler
2.4.2.1. Enterokokal Yiizey Proteini

Enterokokal yiizey proteinleri (Esp), E. faecalis ve E. faecium gibi enterokok
tiirlerinde tanimlanmis olup, ilk kez yiiksek diizeyde viriilan ve gentamisine direncli
bir E. faecalis izolatinda, bakteriyemiye neden olan bir klinik 6rnekte karakterize
edilmistir (Tendolkar ve ark., 2003). Esp proteinleri; hiicreler aras1 adezyon, 6zellikle
Okaryotik hiicrelere tutunma ve konak bagisiklik yanitindan kagisla iliskili baslica
viriilans faktorleri arasinda yer almaktadir (Braiek ve Smaoui, 2019).

Esp, USE’1inda kolonizasyon ve persistens ile iliskili bir adezin olarak gorev
yapmakta ve ayn1 zamanda biyofilm olusumu ile antimikrobiyal diren¢ gelisiminde
kritik bir rol tistlenmektedir (Marques ve ark., 2023). Biyofilm olusum mekanizmasi
sekil 4. de verilmistir. Bu proteinler, bakterinin konak hiicrelere tutunmasini
kolaylagtirarak enfeksiyon olusturma potansiyelini artirmakta ve biyofilm yapisini
destekleyerek antibiyotik direncine onemli 6l¢lide katkida bulunmaktadir (Fisher ve
Phillips, 2009).

Esp proteinleri, E. faecalis’in polistiren yiizeyler, kateterler, protez kalp

kapakeiklari, ortopedik implantlar, yapay kalp pilleri, lireteral stentler ve intravaskiiler
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kateterler gibi ¢esitli hastane kaynakli tibbi cihazlar {izerinde biyofilm olusturmasiyla

iligkilendirilmistir (Mohamed ve Huang, 2007).

EPS: Hiicre Dis1 —
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Sekil 4. Biyofilm olusum asamalar1 (Genez 2021).
2.4.2.2. Agregasyon Faktorleri

Agregasyon maddeleri (4gg olarak da adlandirilir), E.faecalis suglarinda
feromon sinyali araciligiyla indiiklenen ve hiicre yiizeyinde bulunan proteinlerdir
(Sava ve ark. 2010). Bu proteinler, bakterinin epitel hiicrelere adezyonunu
kolaylastirmakta ve konak dokular {izerinde kolonizasyon yetenegini artirmaktadir. in
vitro ¢aligmalarda, E. faecalis’in renal tiibiiler hiicrelere adezyon gosterdigi ve insan
bagirsak epitel hiicrelerinde kolonizasyon kapasitesinin anlamli diizeyde arttig1
gosterilmistir (Tendolkar 2003).

Agregasyon faktorleri, 6zellikle bakteri konjugasyonu sirasinda plazmid
transferini kolaylastiran yapilar olup, viriilans genleri ile antibiyotik diren¢ genlerinin
yayiliminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu ylizey proteinleri, epitelyal hiicrelere
O0zgii baglanma oOzellikleri sayesinde plazmidlerin alici hiicrelere aktarimim
desteklemekte ve boylece bakteri popiilasyonu igerisinde genetik materyal degisimini
miimkiin kilmaktadir (Braiek ve Smaoui, 2019).

Bilinen ilk agregasyon protein grubu, {i¢ ana adezini igermektedir: Asal, Asc10
(aym1 zamanda PrgB olarak da adlandirilir) ve Asa373. Bu proteinler sirasiyla
konjugatif plazmitler pPD1, pCF10 ve pADI tarafindan kodlanmakta olup, amino asit

dizilimleri agisindan yiiksek diizeyde benzerlik sergilemektedir (Geraldes ve ark.,
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2022). Feromonla indiiklenebilir plazmidler tarafindan kodlanan bu ylizey proteinleri,
feromon sinyalinin algilanmasiyla birlikte bakteriyel yiizeyde eksprese edilmektedir.
Agregasyon proteinlerinin yapisi; N-terminal c¢ikis sinyali, degisken bdlge,
agregasyondan sorumlu merkezi alan ve iki adet Arg-Gly-Asp (arjinin-glisin-aspartik
asit) motifinden olusmaktadir (Zhang ve ark., 2023). Bu yapi, dondr bakterinin
ylizeyini alict hiicrelerle etkilesime uygun héle getirerek hiicreler arasi agregasyona
neden olmakta ve gen transfer siirecini etkin bicimde desteklemektedir (Podbielska ve
ark., 2011).

Agregasyon faktdrlerinin, dzellikle endokardit ve USE’da belirgin bir viriilans
ozelligi tasidig1 ve nozokomiyal E. faecalis suslarinda daha yiiksek siklikta saptandigi

gosterilmistir (Genez, 2021).

2.4.2.3. Enterokok MSCRAMM 'leri

Insan dokularmin kolonizasyonunun, hiicre dis1 matriste bulunan spesifik
proteinler ile MSCRAMM'ler (yapiskan matris molekiillerini taniyan mikrobiyal
ylizey bilesenleri) arasindaki etkilesimler araciligiyla gerceklestigi varsayilmaktadir
(Baylan, 2019). Su ana kadar yedi enterokokal MSCRAMM ayrintili olarak
karakterize edilmistir ve bunlar arasinda E. faecalis’e 6zglii Ace (kollajene baglanan
protein), Fssl, Fss2 ve Fss3 (yiizey proteinleri) ile E. faecium’a ait Acm (kollajen
baglayici protein), Scm (ikinci kollajen adezini) ve EcbA (kollajen baglayici protein
A) yer almaktadir (Sava ve ark., 2010).

2.4.2.4. Kollajen Baglayic1 Adezin/Protein

Ace, enterokoklarda kollajen baglayici islev géren bir MSCRAMM olup,
yapisal ve fonksiyonel ozellikleri bakimindan stafilokoklarin kollajen baglayici
adezini olan Cna proteinine benzerlik gdstermektedir (Tendolkar ve ark., 2003).
Enterokoklarda tanimlanan ti¢c ana MSCRAMM arasinda Ace, Acm ve Scm yer
almaktadir. Bu proteinlerden Ace, ilk kesfedilen MSCRAMM olup, onu sirastyla Acm
ve Scm izlemistir. Ace, laminin ve dentin gibi ekstraseliiler matris bilesenlerine
baglanabilme o6zelligiyle One c¢ikarken, Scm proteininin ayrica fibrinojene

baglanabildigi gosterilmistir (Geraldes ve ark., 2022; Krawczyk ve ark., 2021).
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Kollajen baglayict protein Cna, cna geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu
adezinin, 6zgiin diziler iceren yaklasik 55 kDa biiyiikliigiinde bir N-terminal A alani
ile 1 ila 4 tekrar igeren yaklasik 25 kDa’lik bir B alanindan olustugu bilinmektedir.
Ayrica C-terminal bolgesi, hiicre duvarmnma baglanmayi saglayan hidrofobik bir
transmembran segmentin yani sira, pozitif yliklii amino asit kalintilar1 agisindan zengin

kisa bir sitoplazmik bolge icermektedir (Podbielska ve ark., 2011).

2.4.2.5. Endokardit-ozgiil Antijen A

EfaA, E. faecalis’in temel yiizey antijenlerinden biri olarak tanimlanmis olup
ozellikle E. faecalis kaynakli endokardit vakalarina ait serum Orneklerinde tespit
edilmistir (Baysal, 2019). Bu proteinin, stres yanit mekanizmalar1i ve hiicre
biiylimesinin yani sira hiicre duvar1 metabolizmasinda da islevsel bir rol iistlendigi 6ne
stiriilmektedir (Marques ve ark., 2023). efad geni, li¢ gen iceren efaBCA operonunun
liclincii genidir ve bu operon, bir ABC tasiyici sisteminin bilesenlerini kodlamaktadir.
EfaA’nin ise bu sistem icerisinde substrat baglayici bir lipoprotein olarak gorev yaptigi

tahmin edilmektedir (Selleck ve ark., 2019).
2.4.2.6. Endokardit ve Biyofilm ile fliskili Pilus

1980’11 yillarda Handley ve Jacob tarafindan enterokoklar {tizerinde
gergeklestirilen elektron mikroskobu incelemelerinde, pili veya fimbriaya benzer
filamentoz yapilar gozlemlenmis olsa da, enterokokal pilusun genetik ve yapisal temeli
ancak li¢ gen igeren ebpABC operonunun kesfiyle ortaya konabilmistir (Gilmore ve
ark., 2014). ebp lokusu, pilusun alt birimlerini kodlayan ebpA, ebpB ve ebpC
genlerinin yan1 sira C simifi bir sortaz olan bps genini igeren bir operondan
olusmaktadir. Bu polisistronik gen kiimesinin ekspresyonu, asagi akista konumlanan
Sortaz C (SrtC) enzimi aracilifiyla gergeklestirilmektedir.

SrtC, pilus yapisinin polimerizasyonunu saglayan ve hiicre duvarina
baglanmadan once, Sortaz A (SrtA) tarafindan taninan LPXTG (16sin—prolin—X-—
treonin—glisin) motifine sahip proteinleri isleyen bir enzimdir. SrtA, hiicre duvari
proteinlerinin C-terminal boélgesinde bulunan LPXTG motifini taniyarak cesitli
viriilans faktorlerinin hiicre duvarina tutunmasini saglamakta ve bu siirecte kritik rol
oynamaktadir (Goh ve ark., 2017). ebp gen kiimesinin, E. faecalis’in patojenitesine

anlaml diizeyde katki sagladig1 diistiniilmektedir (Montealegre, 2016). Ayrica, E.
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faecalis ve E. faecium tiirlerinde adezyon benzeri endokardit antijenlerini kodlayan
efaAfs ve efaAfm virilans genlerinin de endokardit gelisiminde rol oynadigi

bildirilmektedir (Krawczyk ve ark., 2021).

2.5. Klinik Enfeksiyonlar

Enterokoklar, saglikli bireylerde genellikle ciddi bir saglik sorunu
olusturmazken, nozokomiyal enfeksiyonlarla iligkilendirilen firsatci patojenler olarak
kabul edilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalar i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (Kalfopoulou ve Huebner, 2020). Son
yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin sikliginda belirgin bir artis
gbzlenmekte olup, bu bakteriler nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda o6n
siralarda yer almaktadirlar. Tiim enterokok enfeksiyonlarmin yaklasik %80-90’1ndan
E. faecalis, %5—15’inden ise E. faecium sorumludur. Diger tiirler arasinda yer alan E.
gallinarum, E. casseliflavus, E. avium ve E. raffinosus klinik 6rneklerin yaklagik
%5’inden izole edilmektedir (Kandemir, 2012; Genez, 2021).

Enterokoklar, gelismis iilkelerde saglik hizmetleriyle iligkili enfeksiyonlarin en
yaygin etkenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Bakteriyemi, enfektif endokardit,
intra-abdominal ve pelvik komplikasyonlarinin yani sira, cilt, yumusak doku ve
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 gibi gesitli klinik tablolara neden olabilmektedir
(Sangiorgio, 2024). Enterokok tiirleri nadiren otit, endoftalmit, osteomyelit, artrit,
pnomoni, periodontit ve siniizit gibi enfeksiyonlara da yol agabilmektedir. Bu tiir nadir
enfeksiyon olgulari, enterokoklarin farkl klinik tablolar olusturabilme kapasitesini ve
bu mikroorganizmalarin tedavi siirecindeki Onemini ortaya koymaktadir (Genez,
2021).

Diger patojen mikroorganizmalara kiyasla daha diisilk mortalite oranlarina
sahip olsa da, cevresel ylizeylerde uzun siire canli kalabilmeleri nedeniyle
nozokomiyal bulas acisindan 6nemli bir risk faktoriidiirler. Ozellikle enterokokal
endokardit, cerrahi sonrast gelisen spondilodiskit ve yabanci cisimle iligkili
enfeksiyonlar gibi bazi klinik durumlar, tedavisi gii¢ ve direncli seyreden enterokokal

enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir (Mischink ve ark., 2019).
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2.5.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

USE, enterokoklarm en sik izole edildigi enfeksiyon tiirlerinden biridir ve
Ozellikle idrar kiltiirlerinde yaygin olarak saptanmaktadir (Yildirim, 2007). Bu
enfeksiyonlarin  biiyilkk kismi nozokomiyal kokenli olup, genellikle iiriner
kateterizasyon gibi invaziv islemlerle iliskilidir (Mutuku, 2012). Enterokok kaynakli
USE’ler; komplike olmayan sistit, piyelonefrit, prostatit ve perinefrik apse gibi gesitli
klinik tablolarla ortaya ¢ikabilir. Yogun bakim hastalarinda etken dagilimi genel
popiilasyondan farklilik gosterebilmektedir. Ayrica yas ile nozokomiyal enfeksiyonlar
arasinda anlaml iliski bulundugu bildirilmektedir. ileri yasta artan invaziv girisimler
ve azalan immiin fonksiyonlar, enterokokal USE riskini yiikseltmektedir (Celik ve

Alhan, 2008).
2.5.2. Endokardit

Enterokoklar, ozellikle yash bireylerde artan genitoiliriner hastaliklar ve
dejeneratif kalp rahatsizliklar1 nedeniyle enfektif endokardit etkeni olarak Snem
kazanmaktadir (Celik ve Alhan, 2008). Bakterisidal antibiyotiklere karsi dogal
direncleri, tedaviyi zorlagtirmakta, bu diren¢ duyarli suslarda bile tedavi basarisini
diisiirebilmektedir. Enfektif endokardit vakalarinin %10-20’s1 enterokok kaynaklidir
(Fiore ve ark., 2019). Enfeksiyon siklikla aort ve mitral kapaklarda goriiliir, subakut
seyirlidir ve genellikle genitoiiriner kaynaklidir; nadiren gastrointestinal patolojilerle

de iliskilidir (Mutuku, 2012; Kandemir, 2012).

Ampisilin ve gentamisin kombinasyonu, duyarli E. faecalis olgularinda ilk
tercihtir; ampisilin-seftriakson ikilisi ise alternatif tedavi olarak dnerilmektedir (Dubin

ve Pamer, 2017).

2.5.3. Bakteriyemi

Enterokokal bakteriyemiler genellikle enterokoklarin bagirsak mukozasindan
kan dolagimina translokasyonu ile ortaya c¢ikmakta; intravendz kateterler, enfektif
endokardit, USE ve apseler gibi odaklar da énemli kaynaklar arasinda yer almaktadir
(Fiore ve ark., 2019). Polimikrobiyal bakteriyemiler ise, 6zellikle intra-abdominal

enfeksiyon siiphesini destekleyici bir bulgu olarak degerlendirilmektedir. Ayrica,
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cerrahi alan enfeksiyonlar1 ve yanik yaralar1 da potansiyel kaynaklardandir (Mutuku,
2012).

Enterokok tiirlerinden E. faecalis, endokardit gelisiminde 6ne ¢ikmakta ve bu
durum, ileri yashh ya da imminsiiprese bireylerde yiiksek mortalite ile
iliskilendirilmektedir (Ada, 2019). Diger yandan, E. faecium kaynakl
bakteriyemilerde eradikasyonun saglanamamasi, olumsuz klinik sonuglarla anlaml
diizeyde iliskilendirilmistir (Khan ve ark., 2022).

Kalict bakteriyemi ile olumsuz klinik sonuclar arasinda gii¢lii bir iligki
gosterilmigtir. Ancak bu durumun nedensel mi yoksa enfeksiyon siddeti ve zayif
bagisikligin bir yansimast m1 oldugu konusu belirsizligini korumaktadir (Rogers ve
Rice, 2023). Mukozal bagisikligin bozulmasi ve gastrointestinal bariyerin
zedelenmesi, enterokokal bakteriyemi icin kritik risk faktorlerindendir. Ozellikle
mukozit, Clostridium difficile enfeksiyonu ve nétropeni gibi durumlar bu riski

artirmaktadir (Dubin ve Pamer, 2017).
2.5.4. Karin ici ve Pelvik Enfeksiyonlari

Enterokoklar, gastrointestinal sistemin dogal florasinda yer aldiklar1 ic¢in
enfeksiyon etkeni olarak degerlendirilmeleri klinik agidan giicliik yaratabilmektedir.
Ozellikle diger mikroorganizmalara yonelik tedaviye ragmen klinik iyilesme
saglanamamasi ve Kkiiltiirlerde enterokok liremesinin devam etmesi durumunda, bu
etkenlere 0zgii antibiyotik tedavisine gecilmesi gerekmektedir (Kandemir, 2012).
Enterokoklar; karin i¢i apse, bakteriyemi ve safra yolu enfeksiyonlar gibi ¢esitli klinik
tablolarin etkeni olabilir. Bu enfeksiyonlar genellikle ates, karin agrisi, bulanti, kusma
ve ishal gibi semptomlarla seyretmekte, fizik muayenede abdominal hassasiyet ve

rebound bulgular1 dikkat cekmektedir (Singh ve Khardori, 2012; Yildirim, 2007).
2.5.5. Yara Ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

Konak hiicre yiizeylerine yapisma ve immiin yanittan ka¢gma siirecinin
ardindan, enterokokal enfeksiyonlarin patogenezindeki son asama, konakta patolojik
degisikliklerin meydana gelmesidir. Bu degisiklikler; konagin inflamatuar yaniti,
enterokoklar tarafindan salgilanan toksinler veya proteazlarin dogrudan etkisiyle
olusabilecegi gibi, toksik metabolik yan iirtinlerin birikimiyle de tetiklenebilmektedir

(Fiore ve ark., 2019; Selleck ve ark., 2019). Enterokoklarin neden oldugu yara ve
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yumusak doku enfeksiyonlar1 ise genellikle tek basina goriilmemekte, ¢ogunlukla
cerrahi yaralar, dekiibit {ilserleri ve diyabetik ayak enfeksiyonlar1 gibi klinik

durumlarla birlikte ortaya ¢ikmaktadir (Akdemir, 2010; Genez, 2021).
2.5.6. Menenjit

Enterokok menenjiti, spontan olarak ya da cerrahi girisimler sonrasinda her yas
grubunda goriilebilmekle birlikte, nadir goriillen bir klinik tablo olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda enterokoklara bagli menenjit oraninin
genellikle % 0-3 arasinda degistigi bildirilmistir. Bu vakalarin biiyiik ¢cogunlugu bir
yas altindaki cocuklarda goriilmektedir (Celik ve Alhan, 2008). Menenjit, enterokokal
bakteriyeminin bir sonucu olarak nadiren gelismektedir; ancak goriildiigiinde

cogunlukla yenidoganlarda tan1 almaktadir (Vu ve Varvalho, 2011).
2.6. Epidemiyoloji

Enterokok tiirleri; toprak, su, bitkiler, kuslar, bocekler ve memeliler dahil
olmak Ttizere ¢ok cesitli cevresel kaynaklarda dogal olarak yaygin sekilde
bulunmaktadir (Selleck ve ark., 2019). Bu genis habitat spektrumu, enterokoklarin pH,
sicaklik ve ozmotik basing farkliliklart gibi degisken cevresel kosullara tolerans
gosterebilmeleriyle iliskilidir. Bu adaptif 6zellikleri sayesinde enterokoklar, insanlarda
hem nozokomiyal hem de toplum kokenli endojen enfeksiyonlarin etkeni olarak
karsimiza ¢ikabilmektedir (Goh ve ark., 2017).

Enfeksiyonlarin biiyiik bir kisminin polimikrobiyal yapida olmasi, farkl
bakteriyel tlirlerin konak dokular veya tibbi cihazlar {izerinde olusturdugu karma
biyofilm yapilar1 araciligtyla antibiyotik tedavisine ve ¢esitli cevresel stres faktorlerine
kars1 artan tolerans gostermeleriyle iliskilendirilmektedir. 1980’11 yillardan itibaren
yiriitiilen arastirmalar, enterokoklarin idrar yolu enfeksiyonlari, kateter iligkili
enfeksiyonlar, yara enfeksiyonlari, diyabetik yumusak doku enfeksiyonlari, kalp
kapakc¢ig1 enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonlar: ile intraabdominal ve pelvik
enfeksiyonlarin etiyolojisinde rol oynadigini ortaya koymustur (Goh ve ark., 2017).

E. faecalis, diger enterokok tiirleriyle karsilastirildiginda insan digskisindan en
sik izole edilen tiir olarak one ¢ikmaktadir. Ikinci en yaygin tiir olan E. faecium ise
orofarenks, vajinal sekresyonlar ve oOzellikle perineal bolge cilt florasinda yer

alabilmektedir (Cagasar, 2010). Bunun yam sira, E. avium, E. gallinarum, E.



24

casseliflavus, E. durans, E. hirae ve E. raffinosus gibi daha nadir izole edilen
enterokok tiirlerinin de insanlarda enfeksiyon etkeni olabilecegi bildirilmektedir
(Isnard, 2017).

Avrupa genelinde enterokok tiirlerinin dagilimi, iilkeler arasinda belirgin
bolgesel farkliliklar gostermektedir. Ispanya ve Birlesik Krallik’ta E. faecalis ve E
Jaecium, hem klinik hem de ¢evresel 6rneklerden en sik izole edilen tiirlerdir. Buna
karsilik, Isveg’te E. faecium prevalansi daha diisiik diizeydeyken, E. hirae daha yaygin
olarak tespit edilmektedir. Danimarka’da ise E. hirae baskin tiir konumundadir ve
siklikla kesim hayvanlarindan izole edilmektedir (Fisher ve Phillips, 2009). Amerika
Birlesik Devletleri’'nde enterokoklar, 1970°1i yillardan itibaren nozokomiyal
enfeksiyonlarin 6nemli etkenlerinden biri olarak tanimlanmistir. Bu ddnemde
enterokok enfeksiyonlarinin %90-95’1 E. faecalis kaynakli iken, 1990’11 yillardan
itibaren E. faecium tiri goreceli olarak daha sik izole edilmeye baslanmis ve
giiniimiizde tiim enterokok enfeksiyonlarinin yaklasik %38’inden sorumlu oldugu

bildirilmektedir (Montealegre, 2016).

2.7. identifikasyon

Enterokoklar, spor olusturmayan, oval sekilli bakteriler olup tekli, g¢iftler
halinde ya da kisa zincirler ve gruplar seklinde bulunabilirler. Kemoorganotrofik ve
fakiiltatif anaerob oOzellik gosteren bu mikroorganizmalar, homofermentatif
metabolizma yoluyla karbonhidratlar1 fermente ederek baglica son iiriin olarak laktik
asit iretmektedirler (Solache ve Rice, 2019). Enterokoklar, genel olarak katalaz
negatif olup tam gelismis bir sitokrom sistemine sahip degildir. Ancak bazi tiirler
diisiik diizeyde katalaz aktivitesi sergileyebilir ve zayif efervesans ile katalaz pozitif
olarak degerlendirilebilirler. Glikoz fermantasyonu sonucunda ¢ogunlukla yalnizca
laktik asit lireten ve gaz olusturmayan bu bakteriler arasinda E. gallinarum ve E.
casseliflavus gibi bazi tiirlerin hareketli oldugu bilinmektedir (Gilmore, 2014).

Biyokimyasal testler ve antibiyotik duyarlilik testleri gibi fenotipik tam
yontemleri; siirl sayida enterokok tiirlinii ayirt edebilme, ytiksek is giicii ve maliyet
gerektirme, ayrica farkli 6zelliklerin ortaya konabilmesi i¢cin modifikasyon ihtiyaci
duyma gibi ¢esitli kisitliliklara sahiptir. Ayrica bu yontemlerin, Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PZR) gibi molekiiler tani tekniklerine kiyasla duyarlhilik diizeylerinin
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genellikle daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Brown ve ark., 2006). Bununla birlikte,
fenotipik yontemler, molekiiler tanimlamay1 destekleyici tamamlayici araglar olarak
halen kullanilabilmektedir (Ayhan, 2021). Niikleik asit amplifikasyonuna dayali PZR
yontemi zaman ve maliyet acisindan bazi dezavantajlara sahip olsa da, enterokoklarin
viriilans faktorlerinin tanimlanmasinda fenotipik yontemlere kiyasla tistiin duyarlilik,
hiz ve biyogiivenlik diizeyi saglamaktadir. Ayrica, PZR'nin birden fazla enterokok
tiirlinii eszamanli olarak saptayabilme kapasitesi, tanisal etkinligini artiran 6nemli bir

avantaj saglamaktadir (Muriqi, 2016).

2.7.1. Cins ve Tiir Diizeyinde Tamimlama

Enterokoklarin fenotipik oOzelliklerinin degerlendirilmesinde farkli kiiltiir
ortamlar1 kullanilmaktadir. Arginin deaminaz aktivitesinin belirlenmesinde Moeller’in
dekarboksilaz besiyeri, hareketlilik testlerinde yar1 kati agar ve genel bakteriyel
tiremenin gozlemlenmesinde kanli agar tercih edilmektedir (Akdemir, 2010).
Enterokok siiphesi tasiyan izolatlar, 6n degerlendirme asamasinda koloni morfolojisi
ve Gram boyama mikroskopisi gibi temel bakteriyolojik yontemlerle incelenmektedir.
Bu 6n bulgulara dayanarak, kesin tiir tayini icin ileri diizey identifikasyon testlerine

basvurulmaktadir (Muriqi, 2016).
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Tablo 3. Fenotipik ve Biyokimyasal Ozelliklere Dayal1 Enterokok Tiirlerinin Ayirici
Tanis1 (Akdemir 2010).

Enterokok Tiirleri

( Safra eskiilin+%06.5°lik NaCl+PYR)

|

Mannitol
Arginin dihidrolaz/Sorboz Grup III
-+ -+
Grup | Grup Il Sikroz/Rafinoz

Arabinoz/Rafinoz Hareket edebilme +,-'/ \‘ﬁ-"-

+/+ E. raffinosus yeteneg Piriivatta Piriivatta

+/- E. avium treme lreme

S+ B malodoratus + / \— V \ - z/ \ -
[~ E. pseudoavium Sarn pigment Arabinoz  E dispar E hirae E. foecalis E. durans

o\

E. casselliffavus  E. gallinarum

— T~

San pigment Laktoz
+ - +
E. mundtii E. faecinm E. faecalis Sitkroz' Melezitoz
"'.':/ \.J.r_
E. solitarius E. seriodicida

> Katalaz testi:

Enterokoklar, katalaz enzimi igermemeleri nedeniyle hidrojen peroksiti
parcalayamazlar. Katalaz testi sirasinda, test edilecek bakteri kolonisinin iizerine
%3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatildiginda kabarcik olusmamasi, katalaz

negatif bir reaksiyon olarak degerlendirilmektedir (Kog, 2009).
» Safra-eskulin testi:

Safra-eskulin agar, hem se¢ici hem de ayirt edici 6zellikler tasiyan bir
besiyeridir. Ortamdaki safra tuzlar, yalnizca safra varliginda iireyebilen
mikroorganizmalarin gelisimine izin vererek secicilik saglamaktadir. Ayirt edici

ozellik ise, bazi mikroorganizmalarin ortamda bulunan eskulini hidrolize edebilme
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yeteneginden kaynaklanmaktadir (Muriqi, 2016). Safra-eskulin ortaminda eskulinin
hidrolizi sonucunda glikoz ve eskiiletin agiga ¢ikmaktadir. Agiga ¢ikan eskiiletin,
ortamda bulunan ferrik iyonlarla etkilesime girmesi sonucunda zamanla siyah renkli

bir kompleks olusmaktadir (Sayier, 2008).
» L-pirolidonil-B-naftilamid testi:

L-pirolidonil-B-naftilamid (PYR) testi, 6zellikle enterokoklar ile A grubu beta-
hemolitik streptokoklarin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan 6nemli bir
biyokimyasal testtir. Bu testte kullanilan substrat olan L-pirolidonil-B- naftilamid,
bakteriyel pyrrolidonil arilamidaz enzimi tarafindan 6zgiil bir sekilde hidrolize
edilmektedir. Hidroliz sonucunda serbest B-naftilamid aciga ¢ikmakta ve ardindan
uygulanan reaktifle birlikte ortamda kirmizi renk olugmaktadir. Bu renk degisimi,
testin pozitif oldugunu gostermektedir (Sayiner, 2008).

PYR maddesinin potansiyel karsinojenik 6zellikler tasidig tespit edilmistir. Bu
nedenle giiniimiizde, laboratuvar ortamlarinda substratin manuel olarak hazirlanmasi
yerine, ticari olarak temin edilebilen hazir kitlerin kullanimi yayginlasmistir. Bu kitler
genellikle, substrat emdirilmis PYR diskleri icermekte olup, baz1 ticari formlarda ise

substrat s1vi halde sunulmaktadir (Muriqi, 2016).

> % 6,5 luk NaCl iireme:

Enterokoklar, yiiksek tuz konsantrasyonlarina karsi tolerans gosterebilen
mikroorganizmalardir ve % 6,5 NaCl igeren ortamlarda tireyebilmeleri, bu ayirt edici
Ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu amacla, BHI agarina % 6,5
oraninda sodyum kloriir eklenerek hazirlanan besiyerine siipheli koloni inokiile
edilmekte ve 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerinde iiremenin gozlenmesi, testin pozitif oldugunu ve izolatin

enterokok ile uyumlu 6zellik gosterdigini ortaya koymaktadir (Kog, 2009).
2.7.2. Molekiiler Yontemler

Enterokok tiirlerinin genetik ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasinda; DNA
hibridizasyonu, ribotipleme, Pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ve PZR gibi ¢esitli
teknikler kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda, en etkili ve glivenilir olanin PFGE

teknigi oldugu bildirilmektedir (Akdemir, 2010). Niikleik asit hedefli molekiiler



28

yontemler, izolatlarin karakterizasyonunu ortaya koyarak klonal diizeyde ayrim
yapilmasina olanak saglamaktadir. Son donemlerde gelistirilen bazi molekiiler
tiplendirme yontemleri ise asagida siralanmaktadir (Muriqi 2016).

» PFGE

» Coklu Lokus Dizi Tip Analizi (MLST)

» Coklu Lokus Degisken Sayili Tandem Tekrar Analizi (MLVA)

> Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/lyonizasyon Ugus Zamanl Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-TOF MS)
Tiim Genom Dizilimi (WGS)
» Oxford Nanopore Teknolojisi (ONT)

A\

2.8. Enterokoklarda Antibiyotik Direnci

Antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve enfeksiyon hastaliklarinin mikrobiyolojik
temellerinin anlagilmasi, bu hastaliklarin etkin tedavisini miimkiin kilarak enfeksiyon
kontroliinde 6nemli bir gelisme saglamistir. Ancak bazi mikroorganizmalarin belirli
antibiyotiklere dogal olarak duyarsiz oldugu kisa siirede anlasilmistir (Miller ve ark.,
2014). Bu bakteriler, yalnizca intrinsik direncle sinirli kalmayip genetik yapilarindaki
yluksek plastisite sayesinde kazanilmis direng¢ genlerini de edinebilmektedir (Khan ve
ark., 2022). Diinya Saglik Orgiitii, antibiyotik direncini bakterilerin antimikrobiyal
ajanlara kars1 direng gelistirme yetenegi olarak tanimlar ve bu durum farkh
mekanizmalarla geligebilir (Lukasova ve Sustackova, 2003).

Enterokoklar bir¢ok antibiyotik sinifina karsi dogal direnclidir ve bunun
yaninda mutasyonlar ya da direng genlerinin kazanilmasiyla edinilmis direng
gelistirebilir. Bu genler, plazmitler ve transpozonlar araciligiyla yatay gen transferiyle
yayilabilir (Kalfopoulou ve Huebner, 2020). Sefalosporinler ve trimetoprim-
siilfametoksazol gibi ajanlara intrinsik direng gosteren enterokoklar, B-laktamlar ve
aminoglikozitlere kars1 ise diisiik diizeyde direnglidir (Rosvoll, 2012; Marques ve ark.,
2023). Baz1 suslarda gelisen yliksek diizeyli direng, enterokoklarin nozokomiyal
enfeksiyonlarda daha etkili patojenler haline gelmesine neden olmaktadir (Braiek ve
Smaoui, 2019).

Antibiyotik caginin baglangici, salvarsan, siilfonamidler ve penisilin gibi

ajanlarin yaygin kullanimiyla olusmustur. Bu siirecte bazi bakteriler dogal direngle
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avantaj saglarken, bazilari hizla direng gelistirmistir (Gaca ve Lemos, 2023).
Enterokoklarda direng; mutasyonlar veya yeni genetik materyalin alinmasiyla olusur
(Sood ve ark., 2008). Ayrica bu bakteriler, direng genlerini diger tiirlere de aktarabilir.
Antibiyotiklerin etkili olabilmesi i¢in uygun hedef yapinin bulunmasi, ilacin hiicre
icine alinabilmesi ve ilaci inaktive eden enzimlerin olmamasi gereklidir (Lukasova ve
Sustackova, 2003). Enterokoklar; penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler,
linkozamidler, streptograminler ve diisiik diizey aminoglikozitlere karsi intrensek
diren¢ gostermektedir. Bu dogal direng, basta hiicre duvar1 yapisindaki 6zellikler ve
antibiyotiklerin hedef bolgelere erisimini sinirlayan mekanizmalar olmak tizere gesitli
yapisal faktorlerle iligkilidir (Hollenbeck ve Rice, 2012). Bununla birlikte
enterokoklar, mobil genetik elemanlar araciligiyla zaman igerisinde kazanilmis direng
mekanizmalart da gelistirebilmektedir. Klinik acidan biiylikk 6nem tasiyan bu
kazanilmig direngler arasinda; yiliksek diizey aminoglikozit direnci (HLAR),
glikopeptid (6zellikle vankomisin) direnci (vand ve vanB genleri), beta-laktamlara
kars1 artmis direng (pbp5 genindeki mutasyonlarla iligkili), ayrica linezolid, makrolid
ve tetrasiklin grubu antibiyotiklere kars1 gelisen direncler bulunmaktadir (Arias ve
Murray, 2012). Ayrica, E. faecium suslarinda ampisilin, HLAR, makrolid, tetrasiklin,
kloramfenikol, kinolon, glikopeptit (6zellikle vankomisine direngli enterokoklar,
VRE) ve linezolid gibi bircok ajana karst edinilmis direncler goézlenmektedir
(Cetinkaya, 2000; Leclercq ve Courvalin, 2008; Werner ve Klare, 2017). Enterokok
tedavisinde genellikle B-laktam veya glikopeptit antibiyotikler, aminoglikozitlerle
kombine edilerek bakterisidal etki saglanmaya calisilir (Rosvoll, 2012). Ancak,
vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptitlere karsi gelisen direng, oOzellikle
immiinsiipresif hastalardaki nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi bir

sorundur. Bu ila¢lar, cogu zaman son segenek olarak kullanilmaktadir (Klein, 2003).

2.8.1. Aminoglikozid Direnci

Enterokok tiirlerinde aminoglikozitlere kars1 yiiksek diizeyde diren¢ yaygin
olarak gézlenmekte olup, bu durum ¢ogunlukla aminoglikozit modifiye edici enzimler
(AME)’in sentezi ile iligkilidir (Tendolkar ve ark., 2003). Aminoglikozitler, bakteriyel
30S ribozomal alt biriminin 16S rRNA’sindaki A bdlgesine baglanarak kodonlarin

hatali okunmasina neden olmakta ve peptidil-tRNA translokasyonunu engelleyerek
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protein sentezini inhibe etmektedir (Geraldes ve ark., 2022). Bu mekanizma,
translasyon hatalarini artirarak toksik protein birikimine ve sonug olarak bakterisidal
etkiye yol agmaktadir. Enterokoklar, aminoglikozitlerin klinik dozlarina karsi1 intrinsik
direng sergilemektedir (Gaca ve Lemos, 2019; Vu ve Carvalho, 2011). Bu direng orta
veya yliksek diizeyde gelisebilmekte ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde kritik bir
rol oynamaktadir (Baysal, 2019). Yiiksek diizey diren¢ saptanmasinda Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI), disk difiizyon ve agar diliisyon testlerinde
Mueller Hinton Agar (MHA) kullanimini 6nerirken; mikrodiliisyon testlerinde daha
giivenilir sonuglar sagladig i¢in BHI besiyeri tercih edilir (Khan ve ark., 2022). Klinik
olarak en yaygin direng mekanizmasi, AME’nin aracilik ettigi enzimatik
modifikasyondur. Bu enzimler fosfotransferaz, asetiltransferaz ve

niikleotidiltransferaz olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilir (Baysal, 2019).
2.8.2. Glikopeptid Direnci

Glikopeptit antibiyotikler (vankomisin ve teikoplanin), peptidoglikan sentezini
inhibe ederek bakteriyel hiicre duvart olusumunu engellemektedir. Bu etkilerini,
peptidoglikan oOncililerinin D-Ala-D-Ala uglarina baglanarak ¢apraz baglanma
stireclerini durdurmak suretiyle gosterirler (Miller ve ark., 2019). Lipoglikopeptitler
ise sahip olduklar lipofilik yan zincirler araciligiyla hiicre zarina daha giiclii sekilde
baglanmakta ve uzamis yar1 omiirleri sayesinde daha belirgin bir antibakteriyel etki
saglamaktadirlar (Driscoll ve Crank, 2015).

Vankomisin, 6zellikle ampisiline direngli enterokok enfeksiyonlarinda ve beta-
laktam alerjisi olan hastalarda uzun yillar birinci segenek olarak kullanilmis, ancak bu
yaygin kullanim VRE suslarinin ortaya ¢ikmasina ve nozokomiyal yayilimina yol
acmistir (Khan ve ark., 2022). Vankomisin direnci, ¢ogunlukla transpozonlar ve
plazmitler araciligiyla tasinabilen ¢esitli van genotipleri sayesinde gelismektedir. Bu
genotipler arasinda en sik karsilasilanlar vanA, vanB ve vanC olup; daha nadir olarak
vanD, vanE, vanG, vanL, vanM ve vanN genotipleri de tanimlanmistir (Miller ve ark.,
2014; Geraldes ve ark., 2022). Ayrica, vanZ geninin teikoplanin direncinden sorumlu
bir protein kodladigi 6ne siiriilmekte ve bu genin bagimsiz ekspresyonunun
teikoplanin direncine yol acabilecegi bildirilmektedir. Bu genetik c¢esitlilik,
enterokoklarin vankomisine kars1 farkli direng stratejileri gelistirebildigini ve tedavi

planlamasinda bu heterojenitenin dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir (Vu ve
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Carvalho, 2011; Mahalleh ve Génciioglu, 2017). Ote yandan, vanB genotipine sahip
VRE suslarinda teikoplanin’in etkinligi belirsizligini korumaktadir. Bu tedavi
sirasinda direngli vanB mutantlarinin ortaya cikabilecegi ve bu durumun tedavi
basarisini  olumsuz etkileyebilecegi c¢esitli deneysel ve klinik ¢alismalarla

gosterilmistir (Mischnik ve ark., 2019).

2.8.3. B -Laktam Direnci

Ampisilin ve penisilin, enterokoklara kars1 en etkili B-laktam antibiyotikler
arasinda yer almakta olup, bakteriyel canlilik i¢in kritik olan peptidoglikan sentezini
inhibe ederek etki gosterirler (Rosvoll, 2012; Geraldes ve ark., 2022). Bu
antibiyotiklerin temel hedefi, hiicre duvar sentezinde gorev alan penisilin baglayici
proteinlere (PBP) baglanarak peptidoglikan yapisinin biitiinliigiinii  bozmaktir
(Mutuku, 2012). Peptidoglikan sentezinin bozulmasi, bakterilerin yasamsal
fonksiyonlarimi dogrudan etkileyerek antimikrobiyal etkinin temelini olugturmaktadir
(Miller ve ark., 2014). Rifampisin ise RNA sentezini inhibe eden bir rifamisin tiirevi
olup, DNA’ya bagimli RNA polimerazin f-alt birimine baglanarak mRNA
transkripsiyonunu durdurmaktadir (Miller ve ark., 2014). Bununla birlikte,
enterokoklarin PBP yapilarindaki yapisal farkliliklar nedeniyle B-laktamlara kars:
intrinsik direnc gelisebilir. Ozellikle VRE suslarinda p-laktamlarin bu hedef
proteinlere baglanma afinitesi belirgin sekilde azalabilmektedir (Driscoll ve Crank,
2015). Enterokoklarda B-laktam duyarliliginin degerlendirilmesinde, disk difiizyon ve
E-test gibi manuel testler yiiksek giivenilirlikleri nedeniyle yaygin olarak

onerilmektedir (Khan ve ark., 2022).
2.8.4. Oksazolidinon Direnci

Enterokok kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde, oksazolidinon grubu
antibiyotiklerden linezolid etkili bir se¢enek olarak kullanilmaktadir. Ancak tedavi
siirecinde, E. faecalis ve E. faecium gibi klinik izolatlarda linezolid direnci
gelisebilmektedir (Mahalleh ve Gonciioglu, 2017). Linezolid, Gram pozitif bakterilere
kars1 genis spektrumlu, bakteriyostatik bir ajan olup, 23S rRNA’ya baglanarak
aminoasil-tRNA’ nin ribozomun A bdlgesine yerlesmesini engellemektedir. Bu durum,
peptid baglarinin olusumunu ve polipeptit zincirinin uzamasini engelleyerek protein

sentezini durdurmaktadir. Linezolid direncinin en sik goriilen mekanizmasini,
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ribozomdaki ila¢ baglanma bdlgesini kodlayan 23S rRNA genlerinde meydana gelen
mutasyonlar olusturmaktadir (Miller ve ark., 2014; Prieto ve ark., 2016).

2.8.5. Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklinler, 30S ribozomal alt birime baglanarak aminoasil-tRNA’nin A
bolgesine girisini engellemekte ve bdylece protein sentezini inhibe etmektedir. Bu
etkilesim, 16S rRNA'nin belirli halkalar1 ve ribozomal protein S7 ile
gerceklesmektedir. Etkilerinin geri dontisiimlii nitelikte olmasi nedeniyle tetrasiklinler
bakteriyostatik etki gostermektedir (Pearson ve ark., 2025). Bu antibiyotiklere karsi
gelisen direng baslica iki temel mekanizmaya dayanmaktadir. Bunlar, antibiyotigin
hiicre disina tasinmasini saglayan efluks pompalari ile ribozomal hedefin korunmasina
yonelik protein temelli savunma sistemleridir (Miller ve ark., 2014). Tetrasikline
direng ilk olarak E. faecalis’te gbozlemlenmis, daha sonra E. faecium suslarinda da
bildirilmistir (Prieto ve ark., 2016). Direngli enterokoklarda tetM, tetQ ve tetN gibi
genlerin varligi, bu ilag grubunun etkinligini nemli 6l¢ilide azaltmaktadir. Bu genlerin
yayilimi, tedavi basarisini olumsuz etkileyerek 6nemli klinik sorunlara yol agmaktadir.
Bu nedenle, tetrasiklin direnciyle iliskili genlerin yayilimini sinirlamak ve etkili tedavi
stratejileri gelistirmek, enfeksiyon kontrolii agisindan kritik 6neme sahiptir (Mahalleh

ve Gonciioglu, 2017).
2.8.6. Lipopeptid Direnci

Lipopeptit antibiyotikler, farkli molekiiler yapilar1 ve c¢esitli etki
mekanizmalar1 sayesinde genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlar arasinda yer
almaktadir. Bu grubun en giincel iiyelerinden biri olan daptomisin, 6zellikle Gram
pozitif bakterilere bagli enfeksiyonlarin tedavisinde etkinligiyle 6ne c¢ikmaktadir
(Khan ve ark., 2022). Benzer sekilde, telavansin ventilatorle iligkili pndmonisi olan
yetigkin hastalarda onay almis, ancak komplike cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda heniiz kullanim onay1 bulunmamaktadir (Corey ve ark., 2014).
Lipopeptitlerin VRE suslarima karst etkinligi genotipe bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Telavansin ve dalbavansin, yalnizca vanB genotipine sahip suslara
karsi1 etkili bulunurken, vand genotipli enterokoklara karsi smurli aktivite

gostermektedir (Cairns ve ark. 2023). Buna karsin oritavansin, vanC fenotipleri de
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dahil olmak iizere tiim VRE tiirlerine karsi in vitro kosullarda yaklasik 16 kat daha
yiiksek antibakteriyel aktivite sergilemektedir (Carvalhaes ve ark., 2022).

Daptomisin, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan Staphylococcus aureus
kaynakl1 enfeksiyonlarin tedavisi i¢in onaylanmis, siklik yapida bir lipopeptittir. Cok
ilaca direncli enterokok enfeksiyonlarinda ise saf formu endikasyon dis1
kullanilmaktadir (Khan ve ark., 2022). Standart dozlarda sinirli etki géstermesine
ragmen, yliksek dozlarda (6zellikle enterokokal endokardit tedavisinde) klinik basar1
saglandig1 bildirilmistir (Mischnik ve ark., 2019).

Daptomisinin etki mekanizmasi, sitoplazmik membranda kalsiyum bagimli
depolarizasyona neden olarak potasyum iyonlarinin hiicre disina ¢ikmasini saglamakta
ve bu durum hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (Dubin ve Pamer, 2017). Daptomisin
direnci ile iligkili baslica iki hiicre zar1 proteini, gdpD (Gliserofosforil diester
fosfodiesteraz) ve LiaF (lipit II dongilisii antibiyotik direng proteini) olarak

tanimlanmistir (Kalfopoulou ve Huebner, 2020).
2.9.Vankomisin Direngli Enterokoklar

VRE, hizla yayilan ve kiiresel 6lgekte ciddi bir halk saglig1 sorunu haline gelen
patojenlerdir (Ramos ve ark., 2020). Enfeksiyonlar oOncesinde genellikle
gastrointestinal kolonizasyonla baslayan VRE varligi, daha az siklikla cilt,
genitoiiriner sistem ve oral boslukta da tespit edilebilmektedir (Driscoll ve Crank,
2015). CLSI’ye gore enterokoklarda vankomisin direnci, MIK >32 pg/mL olarak
tanimlanmaktadir (Reyes ve ark., 2016).

Vankomisin direnci enterokoklarda, van genleri aracilifiyla gelismekte olup,
bugiine kadar vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM ve vanN olmak {izere
toplam dokuz farkli gen tanimlanmistir. Bu genler arasinda vand ve vanB, hem
yayginliklart hem de klinik 6nemleri agisindan 6ne ¢ikmakta; en sik vankomisine
direncli E. faecium (VREfm) ve vankomisine diren¢li E. faecalis (VREfs) izolatlarinda
saptanmaktadir (Zhou ve ark., 2020). Vankomisin, hiicre duvari dnciillerinin D-alanil-
D-alanin uglarma baglanarak peptidoglikan sentezini inhibe etmek suretiyle etki
gostermektedir (Kaziwe, 2019). Ote yandan, vankomisin degiskenli enterokoklar
(VVE), vanA genotipini tasimalarina ragmen baslangicta duyarli olup, glikopeptit
maruziyeti sonrasinda direng gelistirebilmektedir. Bu durum baz tilkelerde salginlara

neden olabilmektedir (Marques ve ark., 2023). Enterokokal enfeksiyonlarin ¢ogu,
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onceki kolonizasyon siirecine bagli olarak gelismekte ve pek ¢ok olguda enterokoklara
0zgli antibiyotik tedavisi uygulanmaksizin klinik iyilesme saglanabilmektedir
(Driscoll ve Crank, 2015).

VRE’nin anlasilmasi, enfeksiyonlarin énlenmesinde kritik rol oynamaktadir.
Antibiyotik kullanimi, invaziv girisimler, yogun bakim yatisi, uzun hastane siiresi ve
kontamine ylizeylerle temas, baslica risk faktorleri arasinda yer almaktadir (Sood ve
ark., 2008; Reyes ve ark., 2016). Enterokoklar, ¢evresel kosullara karsi direngli
yapilart nedeniyle persistan mikroorganizmalar olarak kabul edilmekte ve bu
Ozellikleri hastane ortamlarinda eradikasyonlarini zorlastirmaktadir (Ramos ve ark.,

2020).
2.10. Enterokok Enfeksiyonlarinda Tedavi

Komplike olmayan enterokok enfeksiyonlari, genellikle ampisilin, penisilin
veya vankomisin gibi tek ajanli tedavilere iyi yanit verirken, VRE varlig1 tedavi
stirecini karmagiklastirmakta ve 6zel duyarlilik testlerini gerekli kilmaktadir (Sood ve
ark., 2008; Arias ve Murray, 2012). Beta laktamaz iireten suslarda, penisilin ve
ampisiline direng, konvansiyonel testlerle giivenilir bigimde saptanamayabilir (Sood
ve ark., 2008). Cogu enterokoka karst Penisilin G, ampisilin, vankomisin ve
teikoplanin bakteriyostatik etki gosterirken, bakterisidal etki i¢in bu ajanlar genellikle
streptomisin veya gentamisin gibi aminoglikozidlerle kombine edilir (Kandemir,
2012; Rice, 2012). Ancak aminoglikozitlere karsi gelisen yiiksek diizeyde direng, bu
kombinasyonlarin etkinligini 6nemli dl¢lide azaltmaktadir (Arias ve Murray, 2012;
Baysal, 2019). Diger yandan, enterokoklara karsi asi gelistirme c¢aligmalar
stirmektedir. Bu ¢aligmalarda hiicre yiizeyi proteinleri, adezinler ve toksinler gibi
virililans faktorleri, potansiyel as1 hedefleri olarak degerlendirilmektedir (Kalfopoulou
ve Huebner, 2020; Hancock ve Perego, 2020). Ancak enterokoklarin genetik cesitliligi
ve diren¢ mekanizmalari, etkili bir aginin gelistirilmesini giiglestirmektedir (Arias ve

Murray, 2012).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Tiirii ve Ornek Secimi

Bu calismada, Kafkas Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’nin ¢esitli poliklinik ve servislerinden Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen klinik orneklerden izole edilen enterokok izolatlar1 degerlendirildi.
Caligmaya, enterokok olarak tanimlanan toplam 99 klinik izolat dahil edildi. Bu
izolatlar; 70 idrar 6rnegi, 12 kan Ornegi, 7 trakea aspirati, 4 abse siirlintiisii, 3 vajen
sliriintiisii ve 3 yara siiriintlisiinden elde edildi. Tiim 6rnekler, calismaya alinincaya
kadar Broth besiyerine inokiile edilerek -20 °C’de uygun kosullarda muhafaza edildi.

Calisma, Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 24.05.2023 tarihli
ve 80576354-050-99/315 sayili karart ile etik kurul onay1 alinarak yiiriitiildi. Ayrica,
bu tez calismas1 Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi (BAP) tarafindan 2023-TS-94 numarali proje kapsaminda desteklendi.
3.2. Kullanilan Aracg ve Gerecler
3.2.1. Kullanmilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Kanli agar (Merck Millipore 110886.0500)
Mueller-Hinton Agar (Merck Millipore 103872.0500)
PYR testi (Chembio CB4510)

Bactident Katalaz (Merck Millipore 111351.0001)
Gram boyama seti (Merck Millipore 111885.0001)
Imipenem 10 pg (Conda Lab 7052)

Teikoplanin 30 ug (Conda Lab 7088)
Siprofloksasin 5 pg (Conda Lab 7034)
Vankomisin 30 ug (Conda Lab 7145)

Linezolid 30 pg (Conda Lab 7125)

Ampisilin 10 pg (Conda Lab 7004)

Nitrofurantoin 300 pug (Conda Lab 7066)
Levofloksasin 5 pg (Conda Lab 7056)

Fosfomisin 50 pg (Conda Lab 7114)

Tris-base (BioShop Canada TRS001.1)

Borik asit (BioShop Canada BOR001.1)

V V V V V V VYV V V VYV V V V VYV V V
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Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) Disodyum Dihidrat (BioShop Canada
EDTO001.1)

Stikroz (BioShop Canada SUC507.1)

Brom fenol mavisi (BioShop Canada BRO222.25)

Etidyum Bromid (BioShop Canada ETB333.5)

Agaroz (BioShop Canada AGA001.500)

Platinum™ Taq DNA Polimerazi (Thermo Fisher 15966025)

10X Taq Buffer (Thermo Fisher B38)

MgCl2 (Thermo Fisher R0971)

dNTP Seti (Thermo Fisher RO182)

Nuclease Free Su (Thermo Fisher 10977015)

DNA Marker (Thermo Fisher SM0244)

Primerler (Sentebiolab 100nmol HPLC) (Tablo 5 ve 9°da gosterilmistir)

3.2.2. Kullanilan Cihaz ve Gerecler

vV V VYV V

YV V. V V V V VYV V V V V VY

0.2ml PZR tiipleri (Labselect PT-02-C)

1,5 mL Mikro Santrifiij tiipii (Labselect MCT-001- 150)

1000p pipet uglart (Labselect FT-1000-R-S)

10ul pipet uglar1 (Labselect FT-10-R-S)200p pipet uglar1 (Labselect FT-200-
R-S)

2 mL Polipropilen kutu (Biosharp BS-20- TB100S)

Biyogiivenlik kabini (Niive MN 120)

Buzdolab1 (+4) (Arcelik 570505 EB)

Derin dondurucu (-20) (Argelik 1031-T)

Distile su cihaz1 (Lauda PD4R)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Cleaver Scientific nanoPAC-300P)
Elektroforez tanki (Cleaver Scientific 230206040)

Etiiv (Memmert IN110)

Hassas terazi (Ohaus- PA214C)

Jel goriintiileme cihazi (GEN-BOX imagER CFx | ER Biotech Ltd.)
Mikrodalga firin (Vestel MD 20 MB)

Mikropipet seti (eppendorf 3123000900)
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NanoDrop (NANODROP 2000)

Nitril Eldiven (Mumu)

Otoklav (Zealway-GR60DA)

Petri 90 mm (Corning GOSB93-102- K)
Santrifiij cihaz1 (Four E’S Scientific CF0201002)
Tiip kutusu (isolab 080.01.002)

Vorteks cihazi (FINEVORTEX-FINEPCR)

YV V V V V V V

3.2.3. Elektroforez i¢in Kullanilan Soliisyonlar
» 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu pH 8.8

Tris Base (108 gr), Borik asit (55 gr) ve EDTA (8,3 gr) bir miktar distile su
icerisinde ¢ozdiiriildii ve ¢ozeltinin pH’s1 8,8’e ayarlandi. Ardindan, son hacim 1
litreye tamamlanacak sekilde distile su ilave edildi. Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliginda

muhafaza edildi.
» Elektroforez yiikleme tamponu

1X TBE tamponu, 100 mL 10X TBE stok ¢ozeltisi ile 900 mL distile suyun
karistirilmasiyla hazirlandi. Elde edilen tampon ¢ozelti, elektroforez uygulamalarinda
yiirlitme tamponu olarak kullanildi. Tamponun etkinligini siirdiirebilmesi amaciyla

haftalik araliklarla taze sekilde hazirlandi ve yenilendi.
» Yiikleme Tamponu (20 mL icin)

Yiikleme tamponunun hazirlanmasinda 4 gram siikroz ve 0,05 gram brom fenol
mavisi kullanildi. Tartilan kimyasallar, 20 mL 1X TBE tamponu igerisinde
¢oziindiiriilerek homojen bir ¢ozelti elde edildi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda

saklanda.
> %1,5°lik Agaroz Jel

1,5 gram agaroz, 100 mL 1X TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda
tamamen ¢ozilindiiriilerek eritildi. Elde edilen ¢ozeltiye, 10 puL etidyum bromiir (EtBr)

eklendi ve homojen bir sekilde karistirildi.
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3.2.4. Kullamlan Besiyerlerin Hazirlanmasi
» Kanh Agar Besiyeri

Ticari olarak temin edilen toz formdaki kanli agar besiyeri, 42,0 g/L
konsantrasyonunda hazirlanmak iizere distile su ile karistirildi. Elde edilen karisim,
121 °C’de 15 dakika siireyle ve 1 atmosfer basing altinda otoklavlanarak sterilizasyon
islemine tabi tutuldu. Sterilizasyonun ardindan agar karigimi yaklagik 50-55 °C’ye
kadar sogutuldu. Bu asamada, steril kosullar altinda her 100 mL agar karisimina 5-10
mL taze insan kani ilave edildi. Tam homojenizasyon saglandiktan sonra, hazirlanan
besiyeri steril petri kaplarina dokiildii ve oda sicakliginda 30—60 dakika bekletilerek
katilagmas: saglandi. Katilasan besiyerleri, kullanilincaya kadar +4 °C’de steril

buzdolabinda muhafaza edildi.
» Mueller-Hinton besiyeri

Ticari olarak temin edilen toz formdaki Mueller-Hinton agar besiyeri, 38,0 g/L.
konsantrasyonunda hazirlanmak {izere distile su ile karistirildi. Elde edilen karigim,
121 °C’de 15 dakika stireyle ve 1 atmosfer basing altinda otoklavlanarak sterilizasyon
islemine tabi tutuldu. Sterilizasyonun ardindan, agar karisimi yaklasik 50-55 °C’ye
kadar sogutuldu. Sogutulan besiyeri, steril kosullarda petri kaplarina dokiildii ve oda
sicakliginda yaklasik 30-60 dakika bekletilerek katilagmasi saglandi. Katilasan
besiyerleri, kullanilincaya kadar +4 °C’de steril buzdolabinda muhafaza edildi.
Kullanim 6ncesinde, yiizeydeki nem dengesinin korunmasi amaciyla oda sicakliginda

bekletilerek dengeleme islemi uygulandi.
3.2.5. Kullamilan Bilgisayar ve Yazilim Programlari

» NCBI Niikleotid veritabani;
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST SPEC
=GeoBlast&PAGE TYPE=BlastSearch

» NanoDrop 2000 versiyon 1.6

A\

Imager Eyes Capture Yazilimi
» IBM SPSS Statistics 20
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3.3.Yontemler
3.3.1. Klinik Orneklerin Toplanmasi ve Enterokok izolatlarinin identifikasyonu

Bu ¢alismada, Kasim 2023-Nisan 2024 tarihleri arasinda Kafkas Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nin c¢esitli servis ve polikliniklerinden
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na génderilen klinik 6rneklerden izole edilen toplam 99
enterokok izolat1 degerlendirildi. Hastalarin bagvurdugu klinik birimlere gore 6rnek
tiirli, yas ve cinsiyet bilgileri kayit altina alindi. Klinik 6rnekler uygun besiyerlerine
ekilerek 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda iireme
saptanan kiiltlirlerde identifikasyon islemleri; koloni morfolojisi, hemolitik aktivite,

katalaz reaksiyonu ve PYR testi esas alinarak gerceklestirildi.

B-hemolitik veya y-hemolitik aktivite sergileyen, koloni rengi siit beyazi ya da
sarimtirak olan, katalaz negatif, PYR pozitif ve mikroskopik incelemede Gram pozitif
kok morfolojisinde gozlemlenen izolatlar enterokok olarak kabul edildi. Tanimlanan

izolatlar broth besiyerine alinarak -20 °C’de saklandi.

3.3.2. izolatlarin Canlandirilmasi

Saklanan izolatlar, canlandirilmak iizere steril 6ze yardimiyla broth besiyerine
inokiile edilerek 37 °C’de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
elde edilen kiiltiirlerden, tek koloni izolasyonu amaciyla %35 koyun kanli agar
besiyerine ekim yapildi. Ikinci inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra besiyerinde
herhangi bir kontaminasyonun olup olmadig1 kontrol edildi ve ilireyen kolonilerin

morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri yeniden degerlendirildi.
3.3.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Bu calismada antimikrobiyal duyarlilik testleri, Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) standartlarina uygun olarak disk difiizyon
yontemiyle gerceklestirildi.

» Steril 6ze ya da pamuklu ekiivyon yardimiyla koloniden salin siispansiyonu
hazirlandu.
» Bakterilerin 24 saatlik taze kiiltiirlerinden, 0.5 McFarland standardina esdeger

bulaniklikta siispansiyon elde edildi.
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Hazirlanan siispansiyon, agar yiizeyine homojen dagilim saglamak amaciyla
tic farkli yonde siiriilerek yayildi.

Inkiibasyondan hemen 6nce antibiyotik diskleri, agar yiizeyine aralarinda en az
25 mm mesafe olacak sekilde yerlestirildi.

Test edilen antibiyotikler Tablo 4. de verilmistir:

Tablo 4. EUCAST Kriterlerine Gére Enterokok Izolatlarinda Antibiyotik Duyarlilik

Sinir Degerleri.

ORNEK TURU

GRUP ANTIBIYOTIKLER R S
A Ampisillin <q >10
A Nitrofurantoin <15 >15
o A Fosfomisin <16 >16
§ A Teiklopanin <16 >16
= B Siprofloksasin <15 >15
B Levofloksasin <15 >15
B Imipenem <21 >50
C Vankomisin <12 >12
C Linezolid <20 >20
= A Ampisillin <8 >10
= A Vankomisin <12 >12
& A Linezolid <19 >19
é A Teikoplanin <16 >16
= B Gentamisin <15 >15
R: Direngli, S: Duyarli

3.3.4. DNA Orneklerinin Elde Edilmesi

>

Taze kiiltiir kolonileri, %5 koyun kanli agar besiyerinden uygun sekilde
topland.

Secilen koloniler, 100 pL steril distile su ile karistirilarak homojen bir
stispansiyon elde edildi. Bu adim ile niikleik asit izolasyonu i¢in gerekli n
hazirlik sagladi.

Elde edilen siispansiyon, 100 °C’de 10 dakika boyunca kaynatilarak 1sil igleme
tabi tutuldu. Bu islemle, enzimatik bozulmalarin Onlenmesi ve DNA
stabilitesinin artirilmasi hedeflendi.

Isil islem sonrasinda siispansiyon, 5000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij

edildi. Bu sayede hiicresel kalintilar ve diger yabanci maddeler uzaklastirildi.
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» Santrifiijiin ardindan olusan siipernatant dikkatlice alindi. Elde edilen DNA

Ornekleri, ileri analizlerde kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.
3.3.5. DNA’larin Nanodrop Spektrofotometre ile Ol¢iimii

Nanodrop cihazi Ol¢liimler oncesinde iiretici firmanin talimatlarina uygun
sekilde, kuvars yiizeye 1-2 pL distile su uygulanarak kalibre edildi. Cihazin 6l¢tim
platformu, her kullanim Oncesinde steril bir bez ile temizlenerek potansiyel
kontaminasyonlarin 6nlenmesi saglandi. DNA 6rnekleri platforma yerlestirildikten
sonra, 260/280 nm dalga boylarinda absorbans dlgiimleri gergeklestirildi. Elde edilen
absorbans degerleri temel alinarak DNA konsantrasyonlart ng/puL. cinsinden
hesaplandi. Konsantrasyonu 10 ng/puLL ve iizeri olan 6rnekler yeterli kabul edilerek

calismaya dahil edildi.
3.3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu c¢alismada, kiiltiirde Enterococcus spp. olarak tanimlanan izolatlarin tiir
diizeyinde dogrulanabilmesi ve ayni zamanda potansiyel patojenite Ozelliklerinin
ortaya konabilmesi amaciyla, hem tiir spesifik gen bolgeleri hem de viriilans faktor
genlerini hedefleyen primer ¢iftleri kullanilarak PZR yontemi uygulandi. Uygulama

stirecinde;

» DNA ekstraksiyonu, master mix hazirlanmasi ve 6rnek DNA’nin reaksiyona
eklenmesi islemleri birbirinden bagimsiz ii¢ ayr1 laboratuvar alaninda
gergeklestirildi.

» Is1 iletimi kaynakli farkliliklart minimize etmek i¢in ince cidarli, DNase ve
RNase’den arindirilmig steril 0.2 pl PZR tiipleri kullanildi. Reaksiyon
karigimlart kiigiik hacimlere paylastirilarak tiiplere dagitildi.

» Calisma boyunca aerosol bariyerli (filtreli) pipet uclari ile kullanildi. Pudrasiz
eldivenler tercih edilerek kontaminasyon riski azaltildi.

» Caligma alanlari diizenli araliklarla UV 1s1k altinda tutuldu. Ek olarak, sodyum

hipoklorit soliisyonu ile yiizey dezenfeksiyonu saglandu.
3.3.6.1.Enterokok Tiirlerinin Belirlenmesi

Calismada kiiltiirde Enterococcus spp. olarak tanimlanan izolatlarin molekiiler

diizeyde dogrulanmasi ve tiir tayini olarak iki asamali bir PZR protokolii ile
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gerceklestirildi. Ik asamada, genus diizeyinde dogrulama icin enterokok cinsine 6zgii
16S rRNA hedefli primer ¢iftleri kullanild1. ikinci asamada, genus pozitifligi gdsteren
izolatlarda E. faecalis, E. durans, E. faecium ve E. gallinarum tiirlerine 6zgii primer
ciftleri 1ile tiir tayini PZR teknigi PZR

in house miiltipleks uygulandi.

amplifikasyonlarinda kullanilan primer dizi ¢iftleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Enterokok tiirlerinin belirlenmesi i¢cin PZR amplifikasyonunda kullanilan

primer dizi giftleri.

.. Hedef bolge Annealing . s e =y Ao

Tiir uzunlugu (be) derecesi (°C) Primer Dizileri (5’-3%)

Enterococcus spp. * 12 62 F: TACTGACAAACCATTCATGAT
R: AACTTCGTCACCAACGCGAAC

E. durans** 295 F: CCTACTGATATTAAGACAGCG
R: TAATCCTAAGATAGGTGTTTG

E. faecalis*** 360 F: ACTTATGTGACTAACTTAACC
R: TAATGGTGAATCTTGGTTTGG

50

E. faecium*** 115 F:GAAAAAACAATAGAAGAATTAT
R: TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA

E. gallinarum* 173 F: TTACTTGCTGATTTTGATTCG
R: TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

*: Jahansepas, A., Aghazadeh, M., Rezaece, M. A., Heidarzadeh, S., Mardaneh, J., Mohammadzadeh, A., &
Pouresmaeil, O. (2022). Prevalence, antibiotic resistance and virulence of Enterococcus spp. isolated from
traditional cheese types. Ethiopian journal of health sciences, 32(4), 799-808.

*%; Mohanty, S., & Behera, B. (2022). Antibiogram Pattern and Virulence Trait Characterization of Enterococcus
Species Clinical Isolates in Eastern India: A Recent Analysis. Journal of Laboratory Physicians, 14(03), 237-

246.

**%: GOk, S. M., Tiirk Dagi, H., Kara, F., Arslan, U., & Findik, D. (2020). Investigation of antibiotic resistance
and virulence factors of Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis strains isolated from clinical samples.

PZR tekniginde, Enterococcus genusunun dogrulanmasina yonelik yaklasik
112 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA gen bolgesi Enterococcus spp. primerleri ile; tiir
diizeyinde ayrim igin ise E. faecalis’e 6zgii 360 bg, E. durans i¢in 295 be, E. faecium
icin 215 bg ve E. gallinarum igin 173 bg uzunlugundaki gen bolgeleri, ilgili tiir spesifik
primer ciftleri kullanilarak amplifiye edildi. Enterococcus genus ve tiir tayinine

yonelik PZR reaksiyon karisimlar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de detayli olarak yer almaktadir.
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Tablo 6. Enterococcus spp.’ye 6zgii gen bolgesinin amplifikasyonu amaciyla her bir

ornek i¢in olusturulan reaksiyon karigima.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilacak miktarlar (ul)
NFDS (Steril DNase ve RNase icermeyen su) 33,75

10X Taq Tampon 5

MgCl , (25 mM) 4

dNTP Mix (10 mM) 1

Forward primer (10 pmol/uL) 0,5

Reverse primer (10 pmol/pL) 0,5

Taq DNA Polimeraz 0,25

DNA 6rnegi 5

Toplam Hacim 5

Tablo 7. E.faecalis, E.durans, E.faecium ve E.gallinarum tirlerine 06zgli gen

bolgelerinin amplifikasyonu amaciyla her bir ornek ic¢in olusturulan reaksiyon

karigimi.
Reaksiyon bilesenleri Kullanilacak miktarlar (ul)
NFDS (Steril DNase ve RNase icermeyen su) 30,75
10X Taq Tampon 5
MgCl 2 (25 mM) 4
dNTP Mix (10 mM) 1
E.durans Forward (10 pmol/uL) 0,5
E.durans Reverse (10 pmol/uL) 0,5
E.faecalis Forward (10 pmol/uL) 0,5
E.faecalis Reverse (10 pmol/pL) 0,5
E.faecium Forward (10 pmol/pL) 0,5
E.faecium Reverse (10 pmol/pL) 0,5
E.gallinarum Forward (10 pmol/uL) 0,5
E.gallinarum Reverse (10 pmol/uL) 0,5
Taq DNA Polimeraz 0,25
DNA ornegi 5
Toplam Hacim 50
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PZR reaksiyon karigimlart vortekslenerek homojenize edildikten sonra, her

ornek i¢in numaralandirilmig steril 0,2 pl ince cidarli PZR tiiplerine 45 pl aktarildi.

Ardindan, tiiplere 5 ul DNA 6rnegi eklenerek toplam hacim 50 pl’ye tamamlandi.

Amplifikasyon islemleri, Enterococcus genus ve tiir spesifik hedef bolgeleri igin

optimize edilmis sicaklik ve dongii parametrelerine sahip in-house PZR protokollerine

gdre PZR cihazinda yiiriitiildii. (Tablo 8 ve Tablo 9). Islem sonrasinda elde edilen

amplifikasyon iirlinleri, elektroforez uygulamasina kadar +4°C’de saklandi.

Tablo 8. Enterococcus tiirline 6zgii gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan

sicaklik ve sureleri*

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 95 1 dk 1
Denatiirasyon 95 15 sn

Primer baglanmasi (Annealing) 62 1dk 40
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 30

Son uzama (Post elongasyon) 72 10 dk 1
Muhafaza 4 o0 0

Physicians, 14(03), 237-246.

*:Mohanty, S., & Behera, B. (2022). Antibiogram Pattern and Virulence Trait Characterization of
Enterococcus Species Clinical Isolates in Eastern India: A Recent Analysis. Journal of Laboratory

*: Jahansepas, A., Aghazadeh, M., Rezace, M. A., Heidarzadeh, S., Mardaneh, J., Mohammadzadeh, A.,
& Pouresmaeil, O. (2022). Prevalence, antibiotic resistance and virulence of Enterococcus spp. isolated
from traditional cheese types. Ethiopian journal of health sciences, 32(4), 799-808.

Tablo 9. E.faecalis, E.durans, E.faecium ve E.gallinarum tiirlerine 06zgii gen

bolgelerinin amplifikasyonu i¢in uygulanan sicaklik ve siireleri*

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 95 4 dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn

Primer baglanmasi (Annealing) 50 1dk 35

Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1dk

Son uzama (Post elongasyon) 72 7dk 1

Mubhafaza 4 o0 00

Physicians, 14(03), 237-246.

*:Mohanty, S., & Behera, B. (2022). Antibiogram Pattern and Virulence Trait Characterization of
Enterococcus Species Clinical Isolates in Eastern India: A Recent Analysis. Journal of Laboratory




45

3.3.6.2. Viriilans faktor genlerinin belirlenmesi

Enterokok tiirlerine ait izolatlarda baslica viriilans faktér genlerinin
belirlenmesi, multipleks ve tekli PZR teknigi ile gergeklestirildi. Bu amagla asal, ace,
hyl, cylA, esp, gelE, ebp ve efaA genlerini hedefleyen primer ciftleri kullanilarak
amplifikasyon yapildi. Viriilans faktor genlerine yonelik PZR amplifikasyonlarinda
kullanilan primer dizi ciftleri ve hedef gen bolgeleri Tablo 10’da ayrintili olarak

verilmistir.

Tablo 10: Enterococcus tiirlerine 6zgi viriilans faktdr genlerinin belirlenmesi igin

kullanilan primerler ve bant uzunluklari

Viriilans Hedef bolge Annealing
Primer Dizileri (5°-3°)
Gen Uzunlugu (bg) derecesi (°C)
asal* 375 F: GCACGCTATTACGAACTATGA
R: TAAGAAAGAACATCACCACGA
ace™ 616 F: GGAATGACCGAGAACGATGGC
R: GCTTGATGTTGGCCTGCTTCCG
hyl* 276 F: ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG
Y 5 R: GACTGACGTCCAAGTTTCCAA
VA 638 F: ACTCGGGGATTGATAGGC
y R: GCTGCTAAAGCTGCGCTT
esp* 510 F: AGATTTCATCTTTGATTCTTGG
P R: AATTGATTCTTTAGCATCTGG
elE** 213 F: TATGACAATGCTTTTTGGGAT
& R: AGATGCACCCGAAATAATATA
cbp** 100 >8 F: AAAAATGATTCGGCTCCAGAA
p R: TGCCAGATTCGCTCTCAAAG
F: GCCAATTGGGACAGACCCTC
%
efaA 688 55 R: CGCCTTCTGTTCCTTCTTTGGC
*: Jahansepas, A., Aghazadeh, M., Rezace, M. A., Heidarzadeh, S., Mardanch, J,
Mohammadzadeh, A., & Pouresmaeil, O. (2022). Prevalence, antibiotic resistance and virulence
of Enterococcus spp. isolated from traditional cheese types. Ethiopian journal of health
sciences, 32(4), 799-808.
*%: Mohanty, S., & Behera, B. (2022). Antibiogram Pattern and Virulence Trait Characterization
of Enterococcus Species Clinical Isolates in Eastern India: A Recent Analysis. Journal of
Laboratory Physicians, 14(03), 237-246.

PZR tekniginde, Enterococcus izolatlarinda asal genine ait 375 bg, ace genine

ait 616 bg, hyl genine ait 276 bg, cyl4 genine ait 688 bg, esp genine ait 510 bg, gelE
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genine ait 213 bg, ebp genine ait 100 bg ve efad genine ait 688 b¢ uzunlugundaki
bolgeler spesifik primer ciftleri kullanilarak amplifiye edildi.

Viriilans faktor genlerinin belirlenmesi igin iki ayr1 multipleks PZR ve bir adet
tekli PZR protokolii uyguland1. Ilk multipleks PZR mixinde asal, ace, hyl ve cylA
primerleri; ikinci multipleks PZR mixinde ise esp, gelE ve ebp primerleri kullanilarak
amplifikasyon gerceklestirildi. Ayrica efad genine yonelik olarak ayr1 bir tekli PZR
uygulanarak amplifikasyon saglandi. Enterococcus izolatlarinin viriilans faktor gen
tayinine yonelik PZR reaksiyon igerikleri sirasiyla Tablo 11, Tablo 12 ve Tablo 13’de
ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 11. Viriillans faktor genlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan multipleks PZR

reaksiyon bilesenleri (PZR Mix 1)

Reaksiyon bilesenleri Kullanilacak miktarlar (ul)
NFDS (Steril DNase ve RNase icermeyen su) 30,75
10x TaqTamponu 5
MgClI2 (25 mM) 4
dNTP (10 mM) 1
Primer 1 -F (10 pmol/uL) 0,5
Primer 1 -R (10 pmol/uL) 0,5
Primer 2 -F (10 pmol/uL) 0,5
Primer 2 -R (10 pmol/uL) 0,5
Primer 3 -F (10 pmol/uL) 0,5
Primer 3 -R (10 pmol/uL) 0,5
Primer 4 -F (10 pmol/uL) 0,5
Primer 4 -R (10 pmol/uL) 0,5
Taq DNA Polimeraz 0,25
DNA 06rnegi 5
Toplam Hacim 50
Primer1/2/3/4: asal/ace/hyl/cylA




Tablo 12. Viriilans faktor genlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan multipleks PZR

reaksiyon bilesenleri (PZR Mix 2).
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Reaksiyon bilesenleri Kullanilacak miktarlar (ul)
NFDS (Steril DNase ve RNase igermeyen su) 31,75
10x TaqTamponu 5
MgCI2 (25 mM) 4
dNTP (10 mM) 1
Primer 1 -F (10 pmol/uL) 0,5
Primer 1 -R (10 pmol/uL) 0,5
Primer 2 -F (10 pmol/uL) 0,5
Primer 2 -R (10 pmol/uL) 0,5
Primer 3 -F (10 pmol/uL) 0,5
Primer 3 -R (10 pmol/uL) 0,5
Taq DNA Polimeraz 0,25
DNA 06rnegi 5
Toplam Hacim 50

Primer1/2/3: esp,gelE,ebp

Tablo 13. Viriilans faktor genlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan multipleks PZR

reaksiyon bilesenleri (PZR Mix 3).

Reaksiyon bilesenleri Kullanilacak miktarlar (ul)
Distile Su 33,75

10X Taq Tampon 5

MgCl; (25 mM) 4

dNTP Mix (10 mM) 1

EfaA-Forward (10 pmol/pL) 0,5

EfaA-Reverse (10 pmol/uL) 0,5

Taq DNA Polimeraz 0,25

DNA 6rnegi 5

Toplam Hacim 50
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Hazirlanan iki farkli multipleks PZR karisimi ile tekli PZR karigimi
vortekslenerek homojen hale getirildi. Her 6rnek i¢in numaralandirilmis steril 0,2 pl
ince cidarli PZR tiiplerine 45 pl reaksiyon karisimi dagitildi ve tlizerine 5 ul DNA
ornegi eklenerek toplam hacim 50 ul’ye tamamlandi. Calismada efa4 ve diger viriilans
gen bolgelerinin amplifikasyonu yonelik uygulanan kullanilan PZR kosullari sirastyla
Tablo 14 ve Tablo 15°te yer almaktadir. Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra

elde edilen iiriinler, agaroz jel elektroforezi yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza
edildi.

Tablo 14. efaA viriilans gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR kosullari.

Reaksiyon Asamasi Sicakhk (°C) Siire Dongii sayist
On 1sitma (Baslangig denatiirasyonu) 94 2 dk 1
Denatiirasyon 94 1 dk

Primer baglanmasi (Annealing) 58 1dk 35
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1 dk

Son uzama (Post elongasyon) 72 3 dk 1
Muhafaza 4 o0 o0

*: Jahansepas, A., Aghazadeh, M., Rezaee, M. A., Heidarzadeh, S., Mardaneh, J., Mohammadzadeh, A.,
& Pouresmaeil, O. (2022). Prevalence, antibiotic resistance and virulence of Enterococcus spp. isolated
from traditional cheese types. Ethiopian journal of health sciences, 32(4), 799-808.
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Tablo 15. Diger viriilans gen bolgelerinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR
kosullari.

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayis1
On 1sitma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn

52 (Mix 1%)
Primer baglanmasi (Annealing) 1dk 35

58 (Mix 2%%)
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1 dk
Son uzama (Post elongasyon) 72 7 dk 1
Muhafaza 4 o0 0

Mix 1: asal, ace, hyl ve cylA, Mix 2: esp, gelE ve ebp

*:Jahansepas, A., Aghazadeh, M., Rezace, M. A., Heidarzadeh, S., Mardaneh, J., Mohammadzadeh, A.,
& Pouresmaeil, O. (2022). Prevalence, antibiotic resistance and virulence of Enterococcus spp. isolated
from traditional cheese types. Ethiopian journal of health sciences, 32(4), 799-808.

*%: Mohanty, S., & Behera, B. (2022). Antibiogram Pattern and Virulence Trait Characterization of
Enterococcus Species Clinical Isolates in Eastern India: A Recent Analysis. Journal of Laboratory
Physicians, 14(03), 237-246.

3.3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, PZR iiriinlerinin ayristirilmast ve degerlendirilmesi
amaciyla gerceklestirildi. Bunun i¢in 1,5 gr agaroz, 100 mL 1X TBE tampon ¢6zeltisi
icerisinde ¢oziiliinceye kadar karistirildi ve mikrodalga firinda kaynatildi. Tam bir
¢Oziinme saglanmasinin ardindan karigim hafifge calkalanarak homojenizasyonu
desteklendi. Soguma agsamasinda, karistma 10 pL EtBr eklenerek homojen dagilimi
saglandi1. Kabarcik olusumuna dikkat edilerek jel, kuyucuklar: igeren dokiim kalibina
aktarilip taraklar yerlestirildi ve oda sicakliginda yaklasik 30-40 dakika bekletilerek
jelin polimerize olmasi saglandi.

Donma islemi tamamlanan jelden taraklar dikkatlice cikarildi ve jel
elektroforez tankina alind1. ilk veya son kuyucuga DNA ladder yiiklenerek referans
bantlarin olusturulmasi saglandi. Daha sonra siikroz ve bromfenol mavisi iceren
yiikleme boyasi ile karistirilan 6rnekler, pipet yardimiyla dikkatlice jel kuyucuklaria
yiiklendi. Elektroforez tankinin kapag1 kapatilip elektrotlar uygun sekilde
yerlestirildikten sonra gii¢ kaynagina baglanarak jel, 130 Volt ve 40 mA’de yaklasik
45-60 dakika yiiriittldi.

Jel yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel, dikkatlice tanktan cikarilarak

Imager Eyes Capture jel goriintiileme sistemi kullanilarak UV 15181 altinda incelendi
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ve PZR friinlerine ait bantlar goriintiilendi. Bant uzunluklart her bir PZR
amplifikasyonu i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilerek, enterokok tiirlerinin ayrimi ve viriilans

faktor genlerinin varligi belirlendi.
3.3.8. istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde SPSS statistics 20 programi kullanilmis olup, kategorik
degiskenler arasindaki iligkilerin belirlenmesinde Ki-kare (y*) testi ve gerekli
durumlarda Fisher’s Exact Test uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. izolatlarin Ozellikleri

Kasim 2023 - Nisan 2024 tarihleri arasinda Kafkas Universitesi Saglik
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik
orneklerden izole edilen 99 Enterokok izolat1 ¢alismaya dahil edildi. Calismaya alinan
olgularin 56’s1 (%56,6) 65 yas iizeri ve 50’si (%50,5) kadin olup, izolatlarin 70’i
(%70,7) idrar 6rneklerinden elde edilmistir. Hastalarin yas, cinsiyet ve ornek tiiriine

iliskin ayrintili dagilimlar1 Tablo 16’da yer almaktadir.

Tablo 16: Hastalarm Yas, Cinsiyet ve Ornek Tiiriine Gére Dagilim1 (n=99)

Ozellik Alt Grup n (%)
<18 7(7,1)
1945 12 (12,1)
Yas Grubu
46 — 65 24 (24,2)
> 066 56 (56,6)
Kadin 50 (50,5)
Cinsiyet
Erkek 49 (49,5)
Idrar 70 (70,7)
Kan 12 (12,1)
. Trakea siiriintiisii 7(7,1)
Ornek Tiirii
Abse siiriintiisii 4 (4,0)
Vajen siiriintiisii 3(3,0)
Yara siiriintiisii 3(3,0)

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Test Sonuclar:

Calismaya dahil edilen 99 Enterococcus izolatinin antimikrobiyal duyarlilik
testleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile gergeklestirilmistir. Izolatlar arasinda
en yliksek duyarlilik oranlari teikoplanin ve vankomisin i¢in %92,9 (92/99), linezolid
icin %388,9 (88/99) ve gentamisin i¢in %82,7 (24/29) olarak belirlenmistir. Diger
antibiyotiklere kars1 duyarlilik oranlar1 ise ampisilin %56,6 (56/99), siprofloksasin
%47,1 (33/70), fosfomisin %65,7 (46/70), imipenem %77,1 (54/70), nitrofurantoin
%68,5 (48/70) ve levofloksasin %74,2 (52/70) seklindedir. izolatlarin %70,7’si idrar



orneklerinden, %29,3’1i ise idrar dis1 klinik 6rneklerden elde edilmistir. Antibiyotik
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duyarlilik testlerinin detayli sonuglar1 Tablo 17°de bulunmaktadir.

Tablo 17. Enterokok izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglari.

ANTIBIYOTIK DUYARLI % (n) DIRENCLI % (n)
Ampisilin % 56,6 (56/99) % 43,4 (43/99)
Siprofloksasin % 47,1 (33/70) % 52,9 (37/70)
Fosfomisin % 65,7 (46/70) % 34,2 (24/70)
Imipenem % 77,1 (54/70) % 22,8 (16/70)
Nitrofurantoin % 68,5 (48/70) % 31,4 (22/70)
Levofloksasin % 74,2 (52/70) % 25,7 (18/70)
Gentamisin % 82,7 (24/29) % 17,2 (5/29)
Teiklopanin % 92,9 (92/99) % 7,1 (7/99)
Vankomisin % 92,9 (92/99) % 7,1 (7/99)
Linezolid % 88,9 (88/99) % 11,1 (11/99)

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglari
4.3.1. Enterokok Tiirlerinin Dagilim

Calismada, fenotipik testlerle enterokok olarak tanimlanan toplam 99 klinik
izolatta, PZR yontemiyle dogrulama amachi Enterococcus genusuna Ozgii gen
bolgesinin varligr arastirildi. Tiim izolatlarda, 112 b¢ uzunlugunda amplifikasyon
iirlinli veren Enterococcus spp. genel primeri ile pozitiflik saptandi. PZR {irtinlerinin

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesiyle elde edilen bantlar Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 5. Enterococcus Genusuna Ozgii PZR Amplifikasyonlarmin Agaroz Jel Elektroforez Sonuglari.
[Kolon M: 100 b¢’lik DNA molekiiler agirlik standardi, Kolon 1- 5: 112 b¢’lik amplifikasyon tiriinleri,
Kolon N.K: Negatif kontrol].

Molekiiler diizeyde Enterokok oldugu dogrulanan klinik izolatlarda, tiir
diizeyindeki tanimlamalarin yapilabilmesi amaciyla tiir spesifik primerler kullanilarak
yeniden PZR islemi uygulandi. Bu molekiiler tiir tayininde, E. faecalis i¢in 360 bg, E.
faecium i¢in 215 bg, E. durans i¢in 295 bg ve E. gallinarum igin 173 b¢ uzunlugundaki
amplifikasyon {triinlerinin varligi esas alinarak pozitiflikler saptandi. Enterokok

izolatlarinin tiir dagilimina iliskin bant paternleri Sekil 6’da gosterilmistir.

9 10 11 12 NK

1000 bg
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Sekil 6. E. durans (295 bg) ve E. faecalis (360 bg) Tiirlerine Ait PZR Bant Paternleri. [Kolon M: 100
b¢’lik DNA molekiiler agirlik standardi, Kolon 1,3,4,7-9,10,11: 360 bg¢’lik amplifikasyon iriinleri,
Kolon 5,6,10: 295 bg’lik amplifikasyon tirtinleri, Kolon N.K: Negatif kontrol].
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Tiir diizeyindeki PZR analizleri sonucunda, toplam 99 enterokok izolatinin
%53,5’inin (n=53) E. faecalis, %35,4 liniin (n=35) E. durans oldugu belirlendi. Geri
kalan %11,1’lik kismin (n=11) ise bu ¢alismada molekiiler olarak incelenmeyen diger

enterokok tiirleri kapsaminda degerlendirildi.
4.3.2. Viriilans Faktor Genlerinin Dagilimi

Tiir diizeyinde tanimlanan enterokok izolatlarinda, baslica viriilans faktor
genlerinin varligi iki ayr1 multipleks PZR ve bir adet tekli PZR yontemi ile arastirildi.
Analizlerde, asal genine ait 375 bg, ace genine ait 616 bg, Ayl genine ait 276 bg, cylA
genine ait 688 bg, esp genine ait 510 bg, gelE genine ait 213 bg, ebp genine ait 100 bg
ve efad genine ait 688 b¢ uzunlugundaki amplifikasyon iriinlerinin varligi dikkate
alinarak pozitiflikler tespit edilmistir. Enterokok izolatlarmin viriilans faktér gen

bolgeleri Sekil 7, Sekil 8 ve Sekil 9°de gosterilmistir.

9 10 11 12 N.XK

——

688 bg
616 o€ e D

375 bg €

276 bg

100 be /

Sekil 7. Enterokok izolatlarinin asal, ace, hyl ve cylA viriilans faktor gen bolgelerine ait PZR bant
paternleri. [Kolon M: 100 b¢’lik DNA molekiiler agirlik standardi, Kolon 1-5,7,8,10,11: 616 b¢’lik
amplifikasyon tirlinleri, Kolon 1:688 bg¢’lik amplifikasyon iiriinleri, Kolon 1-4,6,7: 375 bg¢’lik
amplifikasyon iiriinleri, Kolon 9,12: 276 b¢’lik amplifikasyon iiriinleri, N.K: Negatif kontrol].
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Sekil 8. Enterokok izolatlarinin esp, gelE ve ebp viriilans faktdr gen bolgelerine ait PZR bant paternleri
[Kolon M: 100 b¢’lik DNA molekiiler agirlik standardi, Kolon 1,6,7: 510 bg’lik amplifikasyon {irtinleri,
Kolon 2,4,5,8,11,12:212 b¢’lik amplifikasyon iiriinleri, Kolon 2-6,8,11,12: 100 bg¢’lik amplifikasyon
tirtinleri, N.K: Negatif kontrol].

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

688 he e —————————— .
500 bg €S

Sekil 9. Enterokok izolatlarinin efaA viriilans faktor gen bdlgesine ait PZR bant paternleri [Kolon M:
100 bg’lik DNA molekiiler agirlik standardi, Kolon 7,10,12,14-18: 688 bg’lik amplifikasyon {irlinleri,
Kolon N.K: Negatif kontrol].

Yapilan molekiiler analizler sonucunda, enterokok izolatlarinin 84’iinde
(%84,8) en az bir viriilans geninin, 70’inde (%70,7) ise birden fazla viriilans geninin
varlig tespit edildi. En sik saptanan viriilans geni efa4 olup, 52 izolat (%52,5) pozitif
bulundu. Bunu sirastyla esp geni 51 izolat (%51,5), ace geni 50 izolat (%50,5), asal
geni 43 izolat (%43.4), ebp geni 42 izolat (%42,4), gelE geni 33 izolat (%33,3), cylA
geni 16 izolat (%16,2) ve hyl geni 13 izolat (%13,1) izledi.
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Viriilans genlerinin birlikte goriillme durumlart degerlendirildiginde; ace ve
efaA genlerinin birlikte pozitifligi 48 izolat (%48,5) ile en sik saptanan birliktelik
olarak belirlendi. Bunu esp ve efad genlerinin 33 izolat (%33,3), ace ve asal
genlerinin 33 izolat (%33,3), gelE ve efad genlerinin 32 izolat (%32,3) birlikteligi ile
ace ve gelE, ebp ve efad gen ciftlerinin her birinin 30 izolat (%30,3) birlikteligi takip

etti.

4.4. Viriilans Faktor Genleri ve Antibiyotik Duyarhlik Profilleri Arasindaki

fliskinin Analizi

(Calismada enterokok izolatlarinda tespit edilen esp, ebp, gelE, ace, cylA, asal,
hyl ve efaA viriilans genlerinin cesitli antibiyotiklere kars1 duyarliliklari ile istatistiksel
iligkileri incelendi. esp pozitif izolatlarda siprofloksasin (p=0,004), fosfomisin
(p=0,004), imipenem (p=0,001), nitrofurantoin (p=0,005), levofloksasin (p=0,005) ve
gentamisin (p=0,008) duyarliliklar1 agisindan anlamli fark saptandi. ace pozitif
izolatlarda ampisilin (p=0,006), imipenem (p=0,006), gentamisin (p=0,029),
vankomisin (p=0,047) ve linezolid (p=0,023) ile; efad pozitif izolatlarda ise ampisilin
(p=0,007), imipenem (p=0,006), vankomisin (p=0,036) ve linezolid (p=0,002) ile
anlamli iligki belirlendi. gel/E geni yalnizca linezolid (p=0,013) ve imipenem (p=0,037)
icin anlaml fark gosterdi.

Buna karsihik ebp, cyld, asal ve hyl genlerinin varligi ile antibiyotik
duyarhiliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (p>0,05).
Viriilans faktor genleri ile antibiyotik duyarliliklar1 arasindaki iliskinin istatistiksel

degerlendirilmesi Tablo 18’de yer almaktadir.
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Tablo 18. Viriilans faktor genleri ve antibiyotik duyarliliklarinin istatistiksel analizi.
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4.5. Enterokok Tiirleri ve Antibiyotik Duyarhlik Profilleri Arasindaki Iligkinin

Analizi

Calismadan elde edilen verilere gore, enterokok izolatlarinin tiir diizeyinde (£
Jaecalis ve E. durans) gesitli antibiyotiklere kars1 duyarlilik profilleri degerlendirildi.
Ampisilin ve imipenem acisindan tiirler arasinda anlamli farkliliklar saptandi.
Ampisilin i¢in yapilan analizde, E. faecalis izolatlarinin %71,7’sinin (n=38) duyarli,
%28,3’1iniin (n=15) direncli oldugu belirlenirken; E. durans izolatlarinda ise duyarlilik
orani %40,5 (n=15), direng oran1 %59,5 (n=22) olarak bulundu. Bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,005). Benzer sekilde imipenem duyarliligi agisindan da
E. faecalis izolatlarmin %92,5’inin (n=37) duyarli oldugu, buna karsin E.durans
izolatlarinda bu oranin %56,0 (n=14) diizeyinde kaldig1 goriildii. Bu farklilik da
istatistiksel agidan anlamliyd1 (p=0,003).

Diger antibiyotikler (siprofloksasin, fosfomisin, nitrofurantoin, gentamisin,
teikoplanin, vankomisin, linezolid ve levofloksasin) yoniinden ise E. faecalis ve
E.durans izolatlariin duyarlilik/direng dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p>0,05). Calismadan izole edilen enterokok tiirleri ve antibiyotik
duyarhiliklar arasindaki iliskilere yonelik ayrintili istatistiksel bulgular Tablo 19°da

yer almaktadir.
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Tablo 19. Enterokok tiirleri ve antibiyotik duyarliliklarinin istatistiksel analizi.
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4.6. Enterokok Tiirleri ve Viriilans Faktor Genleri Arasindaki Iliskinin Analizi

Calismada enterokok tiirleri ile sekiz farkli viriilans geninin (esp, ebp, gelE,
ace, cylA, asal, hyl ve efaA) dagilimi arasindaki iligki istatistiksel olarak incelendi.
Yapilan analizler sonucunda esp, ebp, gelE, ace, cyld, asal ve efaA genlerinin
dagilimlarinin enterokok tiirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi
belirlendi. Ozellikle E. faecalis izolatlarmda bu viriilans genlerinin pozitiflik
oranlarinin E. durans ve diger tiirlere kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu
tespit edildi.

E. faecalis izolatlarinda, esp geninin anlamli sekilde daha sik saptandigi
goriildi (p=0,032). Benzer sekilde, ebp (p=0,002) ve gelE (p=0,002) genleri de E.
faecalis’te daha yiiksek oranlarda pozitif bulundu. Hemolizin iiretiminden sorumlu
cylA geni (p=0,002) ile yiizey proteinlerini kodlayan asal geni (p=0,003) de E. faecalis
izolatlarinda belirgin olarak daha fazla saptandi. Ayrica ace ve efad genlerinin
dagiliminda E. faecalis izolatlarinda sirasiyla %77,4 (41/53) ve %79,2 (42/53)
oraninda pozitiflik saptanirken, E. durans izolatlarinda bu oranlar ace i¢in %21,6
(8/37) ve efaA icin %24,3 (9/37) olarak belirlendi; bu farkliliklarin istatistiksel olarak
oldukca anlamli oldugu gosterildi (p=0,000). Buna karsin /y/ geninin tiirler arasinda
dagiliminda anlamli bir fark bulunmadi (p=0,148). Enterokok tiirleri ile viriilans faktor
genleri arasindaki iligkilere dair ayrintili istatistiksel degerlendirmeler Tablo 20°de yer

almaktadir.

Tablo 20. Enterokok tiirleri ve viriilans faktor genlerinin istatistiksel analizi.

Tiirler | Esp(+) | Esp(-) P Ebp (+) | Ebp () P GelE (+)| GelE () P Ace(+) | Ace() P

Diger 1 8 2 7 1 g 1 3
E.d 19 18 9 28 6 31 8 20

- 0,032 0,002 0,002 0
E. faecalis | 31 2 31 n 26 27 4 12

Tiirler |CylA (+)] CylA () P asal (+) | asal(-) P Hyl (+) | Hyl() P |EfaA (+)| EfaA () P
Diger 0 9 1 8 1 8 1 8

E.d 1 36 11 26 g 29 9 28
=D 0,002 0,003 0,148 0

E. faecalis 15 38 31 22 4 49 42 11
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S.TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, Kars ilinde farkli klinik 6rneklerden izole edilen toplam 99
enterokok izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi, antibiyotik duyarlilik profilleri ile
baslica viriilans genlerinin molekiiler diizeyde arastirilmas1 amaglanmistir. Incelenen
izolatlarin biiyiilk ¢ogunlugunun idrar 6rneklerinden (n=70) izole edildigi; bunu
sirastyla kan (n=9), trakeal aspirat (n=7), abse (n=5), vajen (n=4) ve yara (n=4)
orneklerinin izledigi belirlenmistir. Tiir diizeyinde yapilan degerlendirmede izolatlarin
%53,3’liniin (n=53) E. faecalis, %35,3’tiniin (n=35) E. durans oldugu; %11,3’1lik
kisminin (n=11) ise diger enterokok tiirleri igerisinde yer aldigi saptanmistir. Bu
dagilim, ozellikle E. faecalis’in bolgedeki klinik 6rneklerde baskin tiir olarak one
ciktigin1 gostermektedir.

Calismamizin bulgular1, farkli cografi bolgelerde yiiriitilen ¢aligmalarin
sonuglartyla genel olarak paralellik gostermektedir. Odemis ve arkadaslar1 (2018),
Tiirkiye genelinde yiiriittiikleri calismalarinda 390 enterokok izolatini incelemis ve bu
izolatlarin %40’ 1nin E. faecalis oldugunu bildirmislerdir. Baysal (2016) ise 121
enterokok izolatin1 degerlendirdigi ¢alismasinda bu oranin %73 oldugunu saptayarak,
E. faecalis’in klinik 6rneklerde baskin tiir olarak 6ne ¢iktigini ortaya koymustur. Bu
veriler, ¢calismamizda elde edilen sonuglarla uyumlu bir tablo sergilemektedir. Diinya
genelinde farkli bolgelerde gergeklestirilen arastirmalar da benzer bulgular
sergilemektedir. Mubarak ve arkadaslar1 (2024), Misir’da yiiriittiikleri arastirmada
izole ettikleri 41 enterokok izolatinin %75,6’sim1 E. faecalis olarak tanimlayarak bu
tiiriin baskinligini vurgulamiglardir. Sannathimmappa ve arkadaslari (2023) tarafindan
Giircistan’da gerceklestirilen ¢alismada da benzer sekilde 132 enterokok izolatinin
%68’ inin E. faecalis oldugu rapor edilmistir. Nair ve arkadaglar1 (2024) ise
Hindistan’da yiirtittiikleri arastirmada 90 enterokok izolatinin %70’inin E. faecalis’e
ait oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, Muriqi ve arkadaslar1 (2016), 200 enterokok
izolatin1 inceledikleri ¢calismalarinda E. faecalis’in %45 oraniyla baskin tiir oldugunu
bildirmislerdir. Tiim bu veriler, ¢calismamizin bulgularini1 destekler niteliktedir.

Calismamizda E. durans’in %35,3 gibi 6nemli bir oranda tespit edilmis olmasi,
arastirmamizi literatiirdeki mevcut bulgulardan farkli kilan dikkat c¢ekici bir 6zellik

olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ornegin, Muriqi ve arkadaslarinin (2016) ¢alismasinda E.
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durans izolatina rastlanmamis; bunun yerine %2,5 oraninda E. gallinarum ve %]l
oraninda E. avium tiirleri izole edilmistir. Bu durum, enterokoklarin tiir dagilimlarinin
cografi Ozellikler, ornek tipleri ve bolgesel epidemiyolojik faktorlere bagl olarak
degiskenlik gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Calzada ve arkadaglar1 (2017)
tarafindan Ispanya ve Uganda’da gerceklestirilen ¢cok merkezli bir calismada da bu
farkliliklara dikkat ¢ekilmistir. Ispanya’da E. faecalis’in (%92,7), Uganda’da ise E.
Sfaecium’un (%65,3) baskin tiir olarak belirlendigi rapor edilmistir. S6z konusu
farkliliklarin 6rnek tipi, cografi bolge, hasta profili ve uygulanan hastane enfeksiyon
kontrol politikalar1 gibi ¢esitli etmenlerle iliskili olabilecegi diigiiniilmektedir.

Enterokoklar, 6zellikle ¢coklu antibiyotik direnci gdstermeleri nedeniyle 6nemli
nozokomiyal patojenlerdir. Bu ¢alismada, antibiyotik duyarlilik bulgular1 literatiir
verileriyle birlikte degerlendirilmis ve olas1 farkliliklar agiklanmistir. Calismada en
yiiksek antibiyotik duyarlilig1 teikoplanin ve vankomisin (%92,9), linezolid (%88,9)
ve gentamisin (%82,7) ajanlarina karst gozlenmistir. En yiiksek direng ise
siprofloksasin (%52,8) ve ampisilin (%43.4) i¢in belirlenmistir.

Literatiir ile karsilastirildiginda, Bahgeci ve ark. (2023), yalnizca idrar
orneklerinden izole edilen E. faecalis suslarinda siprofloksasin ve levofloksasine
%32,8, imipeneme %33,2 ve gentamisine %23,5 oraninda direng bildirmistir. Benzer
sekilde Sengupta ve ark. (2023), Hindistan’1n Kalkiita kentinde 239 E. faecalis izolat1
tizerinde yaptiklar1 c¢alismada ampisiline 9%30,1, siprofloksasine 9%27,2 ve
levofloksasine %28,9 duyarlilik saptamistir. Bu oranlar, calismamizda elde edilen
ampisilin (%43,4 direng) ve siprofloksasin (%52,8 direng) verileriyle paralellik
gostermektedir. Bununla birlikte, ¢alismamizda gentamisin duyarliligi %82,8 ile
olduk¢a yiliksek bulunmus olup, Sengupta ve ark.’nin bildirdigi %59,4’liikk orana
kiyasla daha olumlu bir tablo ortaya koymaktadir. Bu durum, bdlgemizde
aminoglikozidlerin daha sinirl kullanimina bagl olabildigini diisiindiirmektedir.

Georges ve ark. (2022), Kenya’da 44 enterokok izolatim kapsayan
arastirmalarinda, tiim izolatlarin eritromisine direngli oldugunu; ancak teikoplanin,
vankomisin ve linezolid gibi ajanlara kars1 yiiksek diizeyde duyarlilik gosterdigini
belirtmistir. Ayrica nitrofurantoin (%90), ampisilin (%84,1) ve gentamisin (%63,6)
i¢in yliksek duyarlilik oranlar1 rapor edilmistir. Bu sonuglar, calismamizda linezolid,

teikoplanin, gentamisin ve vankomisin i¢in gozlenen yiiksek duyarlilik oranlariyla
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ortlismekte, ampisilin agisindan ise bolgesel farkliliklar1 yansitmaktadir. Labecka ve
ark. (2024), Letonya’nin Riga kentinde yiiriittiikleri calismada 140 enterokok izolatini
degerlendirmis ve linkozamid (%100), tetrasiklin (%78), aminoglikozid (%77) ve
penisilin (%90) grubu antibiyotiklere kars1 yiliksek direng oranlari raporlamistir. Bizim
sonuclarimiz bu egilimlerle kismen ortiismekle birlikte 6zellikle florokinolon ve beta-
laktam gruplarinda daha yiiksek direng gostermektedir.

Sannathimmappa ve ark. (2023), Giircistan’da 132 enterokok izolatin1 igeren
calismalarinda, oOzellikle beta-laktam (ampisilin) ve florokinolon (siprofloksasin,
levofloksasin) grubu antibiyotiklere karsi %40-60 araliginda direng oranlar
bildirmistir. Buna karsin, glikopeptid grubu antibiyotiklere kars1 yiiksek duyarliligin
korunmus olmast, bu ajanlarin etkinligini siirdiirdiigiinii géstermektedir. Bu sonuglar,
calismamizda ampisilin (%43,4) ve siprofloksasin (%52,8) icin belirlenen direng
oranlariyla uyumlu olup, vankomisin ve teikoplanin (%92,9) duyarliliklarimizla da
ortiismektedir.

Bazi ¢alismalar ise direng¢ diizeyleri acisindan ciddi farkliliklar gostermistir.
Ornegin, Simsek (2019) calismasinda ampisilin (%10,6) ve siprofloksasin (%37,5)
i¢in ¢ok daha diisiik direng oranlar1 bildirmistir. Boccella ve ark. (2021) ise Italya’da
yaptiklar1 ¢alismada vankomisin, ampisilin ve imipeneme karsi %2 ’nin altinda direng
oranlar1 saptamislardir. Bu farkliliklarin; cografi varyasyonlar, antibiyotik kullanim
aliskanliklar1 ve hastane bazli politikalarla iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Viriilans genleri, bakterilerin konak hiicreye tutunma, invazyon, toksisite ve
biyofilm olusumu gibi patojenite 6zelliklerini belirlemede temel belirleyicilerdir. Bu
nedenle, izolatlarda saptanan viriilans genlerinin dagilimi ve bu genlerle direng
iligkileri detayli sekilde ele alinmistir. Calismamizda sekiz farkli viriilans geni
taranmig; bunlar arasinda esp (%51,5), efad (%53,5) ve ace (%42,4) genleri en sik
tespit edilenler olmustur. Ayrica ebp, asal ve gelE genleri %33—42 araliginda pozitif
bulunurken, hemolizin (cyl4 %16,1) ve hyl (%14,1) genleri daha diisiik siklikta tespit
edilmistir. izolatlarin %88,9’unda en az bir, %75,7’sinde ise birden fazla viriilans geni
bulunmasi, bu bakterilerin yiiksek patojenik potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir.

Literatiir verileriyle karsilagtirildiginda, Samani ve ark. (2021) E. faecalis

izolatlarinda en sik efad (%86,7), gelE (%66,7), asal (%58,3), esp (%53,3), cyvIM
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(%46,7) ve agg (%30) genlerini rapor etmis ve ozellikle esp ile efad genlerinin 6n
planda oldugunu vurgulamistir. Benzer sekilde Fahmy ve ark. (2021), Giircistan’da
yiirtittiikleri ¢alismada esp (9%80.,8), asal (%84,6), gelE (%73,1), hyl (%38,5) ve cylA
(%30,8) oranlarini bildirmistir. Bu oranlar, ¢alismamizda saptanan degerlerden genel
olarak daha yiiksek bulunmustur. Ancak esp ve asal genlerinin her iki ¢aligmada da
baskin olarak tespit edilmesi, bu genlerin cografyadan bagimsiz sekilde yaygin
virlilans faktorleri oldugunu diistindiirmektedir.

Calzada ve ark. (2017), Uganda ve Ispanya’daki enterokok izolatlarini
inceledikleri ¢ok merkezli bir arastirmada ace, efad, agg ve cpd genlerini en sik
goriilen viriilans faktodrleri olarak rapor etmistir. Ilging olarak esp geni Ispanya’da
oldukgca diisiik (%2), Uganda’da ise %43 oraninda bildirilmistir. Bu bulgu, esp geninin
dagiliminda belirgin  bolgesel farkliliklarin = varligimi  ortaya koymaktadir.
Calismamizda esp oram %351,5 olarak belirlenmis olup bu deger hem Ispanya’daki
hem de Uganda’daki oranlarin iizerinde seyretmekte ve genin klinik Onemini
desteklemektedir.

Georges ve ark. (2022), Kenya’daki izolatlarda gelE (%61,4), asal (%59,1),
esp (%36,3), cyld (%25) ve hyl (%2,3) genlerini rapor etmistir. Bu veriler,
calismamizla karsilastirlldiginda gel/E ve asal genlerinin benzer oranlarda
bulundugunu, ancak esp ve cylA genlerinin daha diisiik diizeylerde saptandigini
gostermektedir. Bu farkliliklarin, cografi bdolgelere 6zgli sus cesitliligi, klinik
orneklerin kaynaklar1 ve hasta popiilasyonlarinin 6zellikleri ile iligkili olabilecegi
distiniilmektedir.

Antibiyotik direng profili ile viriilans genleri arasindaki istatistiksel anlamlilik
iligkilerinin ortaya konmasi, enfeksiyonlarin klinik seyrini ve tedaviye yaniti
etkileyebilecek molekiiler faktorlerin anlasilmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Bu ¢alismada, esp geninin E. durans izolatlarinda daha yaygin oldugu (p=0,032), ace
(p=0,000), efad (p=0,000) ve gelE (p=0,002) genlerinin ise E. faecalis ile anlamh
diizeyde iligkili oldugu belirlenmistir. Ayrica ace geni ile ampisilin (p=0,000),
imipenem (p=0,006), gentamisin (p=0,029), vankomisin (p=0,047) ve linezolid
(p=0,023); efad geni ile ise ampisilin (p=0,007), imipenem (p=0,006), vankomisin
(p=0,036) ve linezolid (p=0,002) direncgleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

korelasyonlar saptanmistir. Bu bulgular, viriilans faktorlerinin yalnizca enfeksiyonun
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siddetini belirlemekle kalmay1ip, ayn1 zamanda antibiyotik diren¢ mekanizmalariyla da
iligkili olabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde Georges ve ark. (2022), Kenya’da
esp, gelE ve asal genleri ile ampisilin, nitrofurantoin ve tetrasiklin direnci arasinda
anlaml iliskiler tanimlamis; Ghazvinian ve ark. (2024) ise E. faecalis izolatlarinda
esp, ace ve efaA genlerinin hem tiir diizeyinde hem de antibiyotik direnciyle baglantili
oldugunu gostermistir. Bu veriler, enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde yalnizca
antibiyotik duyarlilifina degil, ayn1 zamanda genetik viriilans yapisina da dikkat
edilmesi gerektigini ortaya koymakta ve bireysellestirilmis tedavi yaklasimlar1 i¢in
molekiiler diizeyde degerlendirme yapilmasinin 6nemini vurgulamaktadir.

Viriilans genlerinin dagilimina bakildiginda, izolatlarin biiyiik kisminda bir
veya birden fazla viriilans geninin bulundugu gériilmiistiir. Ozellikle esp, efad ve ace
genlerinin yliksek oranlarda tespit edilmesi, izolatlarin konak hiicreye tutunma,
invazyon ve biyofilm olusturma gibi enfeksiyon dinamiklerinde etkin roller
tistlendigini gostermektedir. Ayrica bazi virlilans genleri ile belirli antibiyotik
direncleri arasinda saptanan istatistiksel olarak anlamli iliskiler, patojenitenin sadece
konak faktorleriyle degil, aynm1 zamanda diren¢ mekanizmalariyla da sekillendigini
ortaya koymaktadir. Bu bulgular, virlilans ve direng genetiklerinin birlikte
degerlendirilmesi gerektigine isaret etmektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda,
benzer calismalarda daha genis Orneklem gruplart ve farkli cografi bolgelerden
verilerle desteklenen karsilagtirmali analizler yapilmasi onerilmektedir. Ayrica, tiir
tayini ve genetik analizlerde molekiiler yontemlerin rutin uygulamalara entegrasyonu,
enfeksiyon kontrolii ve uygun tedavi yonetimi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Sonug olarak, bu ¢alisma bolgesel diizeyde enterokok tiirlerinin klinik dnemine, direng
ozelliklerine ve viriilans potansiyeline 151k tutarak, enfeksiyon hastaliklarinin tani ve
tedavisinde referans teskil edebilecek nitelikte bir kaynak sunmaktadir. Bulgular, hem
lokal saglik politikalarinin belirlenmesine katki saglamakta hem de daha genis caph
epidemiyolojik arastirmalara zemin olusturmaktadir.

Elde edilen bulgular, enterokoklarin yalnizca klinik enfeksiyonlarin degil, ayni
zamanda toplum sagligi, hayvansal iiretim ve c¢evresel ekosistemlerin de ortak bir
sorunu oldugunu ortaya koymaktadir. Enterokoklarin gastrointestinal florada dogal
olarak bulunmalar1 ve hayvanlardan insanlara ya da ¢evreye kolayca tasinabilmeleri,

antibiyotik direncinin kiiresel Olcekte yonetiminde Tek Saghik (One Health)
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yaklagiminin zorunlulugunu gostermektedir. Giincel ¢alismalar, 6zellikle veterinerlik
ve tarim alaninda antibiyotiklerin yogun kullaniminin, direngli enterokoklarin gida
zinciri ve c¢evresel kaynaklar araciligiyla yayiliminda kritik rol oynadigim
vurgulamaktadir (Murray et al., 2023; Tyson et al., 2023). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO), Gida ve Tarmm Orgiiti (FAO) ve Diinya Hayvan Saghg Orgiitii
(WOAH/OIE) de antimikrobiyal direncle miicadelede insan, hayvan ve ¢evre sagligini
kapsayan entegre stratejilerin hayata gegirilmesinin zorunlu oldugunu bildirmektedir
(WHO, 2021; FAO & WHO, 2022). Bu baglamda, calismamizda elde edilen veriler
yalnizca bolgesel direng takibine katki sunmakla kalmamakta; ayni zamanda
enterokoklarin  neden oldugu enfeksiyonlarin  Tek Saglik perspektifi ile
degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Boylelikle antibiyotiklerin rasyonel
kullanimi, diren¢ izleme programlarinin giiclendirilmesi ve disiplinler arasi
uluslararas1 is birlikleri araciligiyla siirdiiriilebilir bir diren¢ yonetimi miimkiin

olabilecektir.
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