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OZET

KANDAN iZOLE EDILEN ENTEROCOCCUS TURLERINDE BIYOFIiLM
OLUSUMUNUN FENOTIPIK VE GENOTIiPiK YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI

Amag¢: Calismamizda, Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium tiirlerinin
vankomisin diren¢ durumlarinin belirlenmesi ve biyofilm olusumu ile iligkili oldugu
diisiiniilen esp gen varligiin polimeraz zincir reaksiyonu ile, genel biyofilm olusturma
kapasitelerinin de fenotipik yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismaya kan kiiltiiriinden izole edilen toplam 170 adet
Enterococcus izolat1 dahil edilmistir. Tiirlerin tanimlanmasi, konvansiyonel ve otomatize
yontemler kullanilarak yapilmustir. Izolatlarin vankomisin duyarliliklari, Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemiyle belirlenmistir. Tiip ve Mikrotitrasyon plak yodntemleri
kullanilarak biyofilm olusumu fenotipik olarak degerlendirilmistir. Tiim izolatlarda, PZR
yontemi ile, biyofilmle iligkili esp geninin varlig1 incelenmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen suslarin vankomisin duyarliliklar1 incelendiginde, E.
faecalis izolatlarinin 14 tanesi (%16,5) orta duyarli, 1 tanesi (%1,2) direncli; E. faecium
izolatlarinin ise 29 tanesi (%34,1) direngli olarak bulunmustur. Tiip yontemi ile 5 susun
(%5,9) biyofilm olusturdugu goriilmiistiir. Mikrotitrasyon plak yontemi ile ise 27 sus
(%31,8) pozitif olarak tespit edildi. Her iki fenotipik yontemde de pozitif olan suslarin
tamaminin E. faecalis oldugu goriilmiistiir. PZR isleminin sonucunda 49 (%57,6) E.
faecalis, 20 (%23,5) E. faecium sugsunda esp varligi saptanmistir.

Sonuc¢: Bu sonuglara gore E. faecalis izolatlarinin biyofilm olusumu kapasitelerinin E.
faecium’a gore daha fazla oldugu diistiniilmektedir. Ayrica esp geninin biyofilm olusumu
ile ilgisi olabilecegi ancak tek basina esp varligimin biyofilm olusumu igin yeterli

olamayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, biyofilm, esp

Zeynep OZKOK, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Kasim - 2018
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ABSTRACT

BIOFILM FORMATION OF ENTEROCOCCUS SPECIES ISOLATED FROM
THE BLOOD TO BE INVESTIGATED BY PHENOTYPIC AND GENOTYPIC
METHODS

Aim: In our study, it was aimed to determine the vancomycin resistance status
Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium species and to studied on presence of
esp gene which is thought to be related to general biofilm formation capacity with
polymerase chain reaction and and general biofilm formation capacity by phenotypic
methods.

Material and Method: A total of 170 Enterococcus spp. isolates that were isolated from
blood culture were included in the study. Species identification was performed using
conventional and automated methods. Vancomycin susceptibilities of isolates were
determined by Kirby-Bauer disk diffusion method. Biofilm formation was evaluated
phenotypically by using Tube and Microtitration plate methods. In all isolates, the
presence of esp gene which is associated biofilms was investigated by PCR method.
Results: When the vancomycin susceptibilities of the strains included in the study were
examined, it was found that 14 of the E. faecalis isolates (16.5%) were susceptible and
1 of them was (1.2%) resistant. And 29 (34.1%) of E. faecium isolates were found to be
resistant. It was determines that 5 strains (5.9%) formed biofilm by tube method. By
Microtiter plate method, 27 (31.8%) tested strains were determined positive for biofilm
formation. All strains that were positive in both phenotypic methods were found to be E.
faecalis. And 49 (57.6%) E. faecalis and 20 (23.5%) E. faecium strains were found
positive esp.

Conclusion: According to these results, E. faecalis isolates are thought to have higher
biofilm formation capacity than E. faecium. Furthermore, it is thought that the esp gene
may be related to biofilm formation but the presence of esp alone is not sufficient for
biofilm formation.

Keywords: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, biofilm, esp

Zeynep OZKOK, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, November— 2018
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: Muller Hinton Agar

: Minimum Inhibitér Konsantrasyonu

: Matriks Metalloproteinaz

: Mikrotitrasyon Plak Yontemi

:Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules

: Pirolidonil-B-naftilamidi

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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: Riboniikleaz

: Ribozomal RNA

: Duyarli

: Triptikaz Soy Buyyon

: Vankomisin Duyarli Enterokok

: Vankomisin Diregli Enterokok

vi



ICINDEKILER

OZET iv
ABSTRACT ..ucuuiciiiiiseicninisssecssissnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss \%
SIMGELER VE KISALTMALAR.......coceeeetrreeneresssssessessssssssssssssssesssssseses vi
ICINDEKILER .vii
Lo GIRIS caeeeeeeeeeeeeeeeneeessesssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssseses 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. Enterokoklarin Genel OzelliKIeri............cooovevvruiueeeieeeeceeeeeeecee e 3
208 W R 7 0 T [53318 0] 10 PRSP 3
2.1.2. Smiflandirma ........coooiiiiiiiii e 4
2.1.3. MOTTOLOJ 1. ittt ettt e 5
2.1.4, KUltr OZEIIKICTT . ..uvveveeerieiierieciieeiseiitiesie e 5
2.1.5. Biyokimyasal OZelliKIET ............cccoovevevieeeieeeeeeeeeee e, 5
2.1.7. Virulans FaKtorleri........cccoeoiriiniriinieieiienieeceeeieeie e 8
2.1.8. Enterococcus Enfeksiyonlart ..........cooceerieiiiiiniiiiiiniiiiieieeeene 10
2.1.9. Antimikrobiyal DIreng.........ccceeveeriieiiieniieiieeie e 11
2.1.10.Glikopeptid DIreNCl ......ccueeeeveeeriieeiiieeiiee e 11

2.2, BIYOTTM .ccoiiiciii e e 12
2.2.1. Biyofilmin Tanimi ve Tarihgesi .......c.ccecvuveeciiienciiieeiie e, 12
2.2.2. Biyofilmin YapiSl ...ccccuieeciieeiiieeiieeeeeeeiee et 14
2.2.3. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Sebepleri..................... 14
2.2.4. Biyofilm Olusum Basamaklari ............cccccceeeviiieiiieeniiieniee e, 15
2.2.5. Biyofilm Hastaltk TlSKiSi.........ocoovovvevieiiiieeeceeeeeeeeeeeeeee e 16
2.2.6. QUOTUM SENSING ...eovvieiiieiieeiiieiieeieeite et esteeereeaeeereeseesaeeseeenees 17
2.2.7. Biyofilmde Antimikrobiyal Direng ..........cccccevevveneinienieneeniennne. 17
2.2.8. Enterococcus Tiirleri ve Biyofilm .......ccccoovieviiiiiiiniiiiiieeeeee, 18

vil



3. MATERYAL VE METOT ....cuuuuiinierenrenninncnensnessnesnessessssssnsssessscsssesaes 19

3. L. MATERYAL ..ottt 19
3.1.1. Calismaya Dahil Edilen Izolatlar...............ccccoovvvvvveveerieereceene. 19

3.2 . METOT Lottt ettt 19
3.2.1. Bakterilerin Tanimlanmast ...........ccceceevieeiiienieesiienieeieeee e 19
3.2.2. Antimikrobiyal Direnicinin Belirlenmesi............ccccceeevveeerveeennenn. 19
3.2.3. Vitek 2 Compact Otomatize SiStemi ........cccvreevueeeeireerivieerreeenenennn 20
3.2.4. Disk Difiizyon YONtEMI......cceeerrieeiieeeiiieeiiee e eeieeeevee e 20
3.2.5. Biyofilm Varliginin Aragtirtlmast ........cceeeveeeveeencieeniieeeiie e 20
3.2.6. TUP YONIEMI...eoiiiiiiiieeiiieeiiieeciteeeieeeeeeeeeeeeeaeeesaeeeseaeeeeseeensneens 20
3.2.7. Mikrotitrasyon Plak YONtemi........cccceeevvieeiiieeiiieeieecee e 21
3.2.8. Molekiiler YONtemIer ........cccoevieiiiiiiiiiieiieeeee e 22
3.2.9. IstatiStikSel ANALIZ .........coovvevreieereeeeeiceeieeeee e 24

4. BULGULARU....ccovtiiteinicnisristicnissecssissssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassae 25
4.1. VankomiSin dif€NGi......c..cccvueieruiieeiieeeiieeeiiee e e et eree e vee e e e e 26
4.2. Fenotipik Testlerin Biyofilm Sonuglart.........cccceeveniiniiiinininncnnene. 27
4.3. esp varliginin PZR “ile teSpiti.......cccccvveriieiiienieiiiieieeieesie e 29

5. TARTISMAL...uuuiuiirininsnensnicnsssecssissssssncssessssssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssass 38
6.SONUC VE ONERILER ....cuiminininscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 43
KAYNAKLAR 45
| 0 L 0 ) 57
OZGECMIS 58

viil



1. GIRIS

Enterokoklar yillarca Streptococcus cinsinin ana gruplarindan biri olarak kabul
edilmis ancak, yapilan genetik analizler sonucunda Streptococcus cinsinden ayrilarak
Enterococcus cinsi olarak tanimlanmaya baglanmistir (Akan, 2009). Enterokok cinsi
icinde 18 farkli tiir bulunmakla birlikte, insanda en sik enfeksiyon olusturan tiirler
Enterococcus faecalis (tim enterokok enfeksiyonlarinin %80-90’1indan sorumludur) ve
Enterococcus faecium’dur (antibiyotiklere daha direngli olma egilimindedir) (Tiinger ve
ark., 2005). Fakiiltatif anaerob olan Enterococcus cinsi iiyeleri, katalaz negatif, gram
pozitif tekli, ikili ya da kisa zincir olusturan koklardir (Akan, 2009). Optimal lireme 1s1lar1
35°C olup, 10-40°C arasindaki 1silarda da iireyebilirler (Durmaz, 2008). Zorlu g¢evre
kosullarinda yasayabilir ve iireyebilirler. Dogada yaygin olarak; toprak, su, bitkiler,
besinler, memeliler, kuslar, bocekler ve siirtingenler dahil hemen her yerde yasamlarini
stirdiirebilirler (Akan, 2009).

Enterokok tiirlerinin prevalansi; yas, diyet, altta yatan hastaliklar ve antibiyotik
kullanim1 gibi fizyolojik sartlar1 etkileyen faktorlere bagli olarak, konaga gore degisir.
Gastrointestinal sisteminde bulunan enterokoklar, hastaliklara neden olan suslarin 6nemli
bir kaynagi olarak kabul edilmektedir (Akan, 2009).

Sahip olduklart mobil genetik elementler nedeni ile son yillarda énemli dlctide
kazanilmis direng gelistirmiglerdir. Bunlar i¢inde en 6nemli olanlar1 yiiksek diizeyde
aminoglikozid direnci, glikopeptid direnci, B-laktamaz yapimi veya diger mekanizmalar
ile gelisen yiiksek diizey penisilin direncidir (Korten, 2003).

Vankomisin, 1950’li yillarda kesfedilen ilk glikopeptit antibiyotigidir (Murray
ve Nannini, 2005). Diinyadaki ilk vankomisine direncli Enterococcus susu 1988 yilinda
Uttley ve ark. (Uttley, 1988) tarafindan Ingiltere'de; Tiirkiye'de vankomisine direngli
Enterococcus susu ise 1998 yilinda, Akdeniz Universitesinde Vural ve ark. (1999)
tarafindan tanimlanmastir.

Enterokoklar; menenjit, solunum sistemi infeksiyonlari, endokardit,
intraabdominal ve pelvik infeksiyonlar, {iriner sistem infeksiyonlari, bakteremiler, yara

ve doku infeksiyonlar1 ve neonatal sepsise neden olabilirler (Ozkaya Sahin, 2003).



Viriilansini agiklayan faktorler heniiz tam olarak netlik kazanmamistir (Durmaz,
2008; Akan, 2009). Ancak enterokokal yiizey proteini (esp), agregasyon faktorii,
lipoteikoik asit, bakteriyosin, jelatinaz, serin proteaz ve hiyaliironidaz patojenite
faktorleri olduklart diisiiniilmektedir (Arikan Akan, 2009). Bunlarin i¢inde esp’nin hem
E. faecalis hem de E. faecium’un biyofilm olusturma yetenegiyle iliskilendirildigi
yayinlar mevcuttur (Sava ve ark., 2010). Biyofilm; mikroorganizmanin, bir ylizey, ara
ylizey ya da birbirlerine geri doniilmez olarak baglayan, ekstraselliiler polimerik
maddeden olusan bir matriks igerisine yerlesmesi olarak tanimlanabilir (Donlan ve
Costerton, 2002).

E. faecalis ve E. faecium tiirlerinde bulunan viriilans faktorleri, biyofilm
olusturarak konakca da kolonize olmalarinda ve enfeksiyonu baslatmalarinda rol
alabilirler (Sava ve ark., 2010). Cesitli akademik ¢alismalarda farkli 6rneklerden izole
edilen suslarda, biyofilm olusumu arastirilmakla beraber tamami kan izolat1 olan
caligmalara ¢ok sik rastlanmamaktadir (Donlan ve Costerton, 2002; Fallah ve ark 2017).

Saglik kuruluslarmin kendi hasta profilini, hastane florasin1 olusturan
mikroorganizmalar1 ve bunlarin direng paternlerini bilmesi, dogru stratejilerin
gelistirilmesini saglayacaktir (Sardan, 2008).

Calismamizda, Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium tiirlerinin
vankomisin diren¢ durumlarinin belirlenmesi ve biyofilm olusumu ile iligkili oldugu
diisiiniilen esp gen varligiin polimeraz zincir reaksiyonu ile, genel biyofilm olusturma

kapasitelerinin de fenotipik yontemlerle arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Enterokoklarin Genel Ozellikleri

2.1.1. Epidemiyoloji

Enterokoklar yapisal karakterleri sayesinde zorlu ¢evre kosullarinda {ireyebilir
ve yasamlarini siirdiirebilirler. Toprak, su ve yiyeceklerde bulunabilirler. Memeliler,
bdcekler, kuslar ve siirlingenler gibi hayvanlarda ve ayrica insanlarin da gastrointestinal
sisteminde yiiksek diizeyde bulunabilirler. Enterokoklar barsakta kolonize olan en yogun
gram pozitif koklardir. Barsaklardaki en yogun enterokok tiirii E. faecalistir. Diger
enterokok tiirleri (E. faecium, E. gallinarum ve E. durans) insanlarin gastrointestinal
sisteminde farkli oranlarda bulunabilirler. Enterokoklar digkida yogun olarak bulunmakta
ve zorlu g¢evre sartlarina karsi dayanikli olduklarindan dolayr bulunduklar1 ortamda
canliliklarimi siirdiirebilmektedirler. Bu sebeple alinan siit, gida ve suyun hijyen agisindan
ne durumda oldugu ve diski kontaminasyonunun olup olmadiginin belirlenmesinde bir
belirte¢ olarak kullanilabilir (Arikan Akan, 2009; Teixeira ve ark., 2009).

Enterokoklar hastanelerde idrar yolu, yara ve kan dolasimi enfeksiyonu etkeni
olarak karsimiza cikarken; toplumda ise endokardit etkeni olarak goriilebilmektedir.
Onceden flora bakterisi olarak bilinmelerine karsin, giiniimiizde 6nemli bir hastane
enfeksiyonu haline gelmistir. Bu durum az da olsa enterokoklarin sefalosporinlere karsi
olan dogal direncine baglanabilir (Giilay ve ark., 2008). Enterokoklarin neden oldugu
enfeksiyonlarin %60°1 nozokomiyal olmakla birlikte bu enfeksiyonlarin yaklasik yarisi
yogun bakim iinitelerinde goriilmektedir. Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlardan
E. faecalis %80-90 oraninda, E. faecium ise %5-10 oraninda sorumludur (Durmaz, 2008).

Altta yatan ciddi hastaliklar, immiinsiipresyon, renal yetmezlik, hastanede veya
yogun bakim iinitesinde uzun silire tedavi gorme, hastalarin hastane i¢indeki katlar
arasindaki nakilleri, antibiyotik kullanimi1 nozokomiyal enterokok enfeksiyonu icin risk

faktorleridir (Durmaz, 2008).



2.1.2. Smiflandirma

Streptococcus faecalis (digkiyla ilgili faecalis) adi ilk kez 1906 yilinda,
endokarditli bir hastadan bu organizmay1 izole eden ve ayn1 zamanda insan bagirsaginin
karakteristigi oldugunu diistinen, Andrewes ve Horder tarafindan ortaya atilmistir
(Murray, 1990). Sherman (1937)’de yapmis oldugu derlemede streptokoklar1 piyojenik,
viridans, laktik ve enterococcus olmak iizere dort boliime ayiran bir siniflandirma semasi
Onermistir (Sherman, 1937).

1940-50"lerde yapilan bazi ¢alismalarda, S. faecium™ S. faecalis'den ayiran
biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugu gozlenmistir. Bu farkliliklar arasinda potasyum
telliirit ile inhibisyon, fermentasyon reaksiyonlar1 ve tetrazolumu formazan'a
indirgeyememe Ozellikleri gosterilebilir (Barnes, 1956; Deibel, 1964; Hartman ve ark.,
1966). Giiniimiizde yeni enterococcus tamimlama kriterleri arasinda, DNA-DNA
reasossiasyon deneyleri, 16S rRNA gen sekanslamasi ve total protein profil analizi gibi
farkli molekiiler tekniklerin ve fenotipik testlerin sonuglarini irdeleyen polifazik
yaklasimlar bulunmaktadir (Teixeira ve ark., 2009).

Enterokok tiirleri; iireme 6zellikleri, fermantasyon testleri, hareket ve pigment
gibi fenotipik 6zelliklere gore 5 gruba ayrilirlar (Arkan Akan, 2009). Bu gruplar Tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1. Fenotipik 6zelliklere gore enterokok tiirlerinin siniflandirilmasi (Arikan Akan’dan, 2009)

Grup 1 Grup II Grup III Grup IV Grup V

E. avium E. faecalis E. durans E. asini E. canis

E. malodoratus E. faecium E. villorum E. sulfurens E. moraviensis
E. raffinosus E. casseflavus E. ratti E. cecorum E. columbae
E. pseudoavium E. mundtii E. hirae E. phoeniculicola

E. saccharolyticus E. gallinarum E. dispar Enterococcus spp.

E. pallens E. haemoperoxidus PNS EI

E. gilvus Enterococcus spp.

Enterococcus spp. PNS E2
PNS E3




2.1.3. Morfoloji

Enterococcus cinsi, gram-pozitif kok seklindeki mikroorganizmalardan olusur.
Boyal1 preparatlarinda ikili, tekli ya da kisa zincirler halinde goriilebilirler. Kanli agarda
24 saatlik inkiibasyon sonunda 1-2 mm biiyiikliigiinde koloniler olustururlar. Bazi

varyantlarin boyutlar1 daha da kii¢iik olabilir (Teixeira ve ark., 2009).

2.1.4. Kiiltiir Ozellikleri

Enterokoklar, fakiiltatif anaerop mikroorganizmalardir. Optimal iireme 1silar
35°C olmasina ragmen 10-45°C araliginda da tireme 6zelligi gosterebilirler. Koyun veya
tavsan kanli ya da %10 gliserollii besiyerinde -70°C’de uzun siire saklanabilir. Ayrica
basit besiyerlerinde bile canliliklarini aylarca koruyabilirler (Gtiltekin, 2004).

Enterokoklar herhangi bir kanli agarda kolayca iireyebilirler. E. faecalis’in baz1
suslar1 kanli agarda hemoliz olusturmadig1 halde; icerisinde insan, at veya tavsan kani
olan besiyerinde beta-hemoliz yapabilirler. E. durans’in bazi suslari ise besiyerinin
iceridigi kana bakmazsizin, beta-hemoliz olusturabilirler. Diger enterokoklar ise kanl
agarda ya hemoliz olusturmazlar ya da alfa/beta hemoliz olusturabilirler (Giiltekin, 2004).

Enterokoklar dis ortam kosullarina, fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi
dayanikli mikroorganizmalardir. %6.5 NaCl bulunan ortamlarda {ireyebilirler.
Enterokolarin %40 safra-tuz iceren besiyerinde eskiilini hidroliz etmeleri D grubu
streptokoklardan ayrilmalarinda kullanilan bir 6zelliktir. Safra iceren Bile eskulin agarda
enterokoklar hari¢ diger gram pozitif bakteriler iireyemezler. Enterokoklar ise Bile
eskulin agarda iireyebilir, besiyerindeki eskulini, eskulin ve deskstroza ayristirabilirler.
Besiyerinin igerisinde bulunan renk indikatdrii olan ferrik iyonlariyla c¢okelmesi

sonucunda siyah-kahverengi pigment olustururlar (Giiltekin, 2004).

2.1.5. Biyokimyasal Ozellikler

Karbonhidrat metabolizmalar1 bakimindan fermantatif mikroorganizmalar olup;
glikoz fermantasyonu sonucu son {irlin olarak laktik asit olustururlar. Glikozdan gaz
olusturmama o6zelligi enterokoklarin Leuconostoc cinsinden ayriminda onemli bir
Ozelliktir. Bu mikroorganizmalar sitokrom enzimi igermedigi ve porfirin sentez

edemediklerinden dolay1 katalaz negatif bakterilerdir.



Fakat E. faecalis tiirlerinin kanli besiyerine ekimleri sonucundan olusan
koloniler zayif yalanci katalaz reaksiyonu gosterebilirler. Bazi enterokoklarda (E.
cecorum, E. columbae ve E. saccharolyticus harig) pirolidonil arilamidaz enzimleri vardir
ve PYRase aktiviteleri ile pirolidonil-B-naftilamidi (PYR) hidroliz ederler.
Enterokoklarin bu 06zelligi, vankomisin direnci sebebiyle karistirilabilecek olan
Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus tiirlerinden ve non-A grubu streptokoklardan
ayriminda kullanilir.  Enterokok tiirleri oksidaz negatiftir. E. gallinarum ve E.
casseliflavus tiirleri hareketli diger tiirler hareketsizdir (Giiltekin, 2004).

Enterokok ve benzeri tiirlerin ayirt edici bazi lireme ve biyokimyasal 6zellikleri

karsilagtirmali olarak Tablo 2’de verilmistir (Giiltekin, 2004).



Tablo 2. Enterokok ve benzeri tiirlerin ayirt edici 6zellikleri (Giiltekin’den, 2004)

Test Enterococcus Lactococcus Vagococcus Streptococcus Abiotrophia* Globicatella Leuconostoc Pediococcus
%6.5 NaCl’de + v + Sk - + v v
iireme
10°C’de + + + - \V4 - + .
iireme
45°C’de + v v v - - v +
iireme
Hareket v - + - - - - -
Glikozdan gaz - - - - - - + -
cikarma
PYR + + + +, -HEE + + - -
LAP + + + + + - - +
Safra-eskulin + + + ko - - v v
Vankomisin S, R S S S S S R
duyarhhg:

PYR: L-pyrrolidonyl-B-naphtylamide, LAP: Leucine aminopeptidase yapimi, +: > %95 pozitif reaksiyon, -: < %5 pozitif reaksiyon, v: Degisken, S: Duyarli, R:
Direncli

* Daha dnceden beslenme yoniinden eksik streptokoklar olarak bilinen mikroorganizmalar

** Bazi1 beta-hemolitikstreptokoklar %6.5 NaCl’de iirerler

**% §. pyogenes, S. iniae ve S. porcinus PYR pozitif, digerleri negatiftir

*#%* Viridans streptokoklarin %5-10u safra-eskulin pozitiftir




2.1.7. Virulans Faktorleri

Enterokoklar, insanlar dahil bircok hayvanin gastrointestinal kanalinda yasayan
gram pozitif bakterilerdir. Ancak, normalde bulunmadiklari habitatlarda kolonize
olduklar1 zaman, bu firsat¢1 bakteriler patojen etki gosterebilirler (Tendolkar ve ark.,
2003). Ozellikle hastane kaynakli olan enterokok enfeksiyon insidansi son 25 yilda
onemli Ol¢lide artmistir. Son zamanlarda, enterokoklarin etken oldugu nozokomiyal
enfeksiyonlar arasinda postoperatif yara enfeksiyonlari, kan ve idrar yolu enfeksiyonlari
(IYE) giderek daha fazla tespit edilmeye baslanmistir (Vergis ve ark., 2002).

Enterokoklarin viriilans mekanizmalarin1 agiklayan faktorler heniiz yeterince
netlik kazanmamistir (Durmaz, 2008; Akan, 2009). Bunun yaninda enterokokal yiizey
proteini (esp), agregasyon faktorii, lipoteikoik asit, bakteriyosin, jelatinaz, serin proteaz
ve hiyaliironidaz 6nemli patojenite faktorleri olarak bilinmektedir (Arikan Akan, 2009).
Bunlarin i¢inde esp’nin hem E. faecalis hem de E. faecium’un biyofilm olusturma

yetenegiyle iligkilendirildigi yayinlar bulunmaktadir (Sava ve ark., 2010).

Ekstraselliiler Yiizey Proteini (Esp)

Enterokokal ylizey protein geni esp, hem E. faecalis hem de E. faecium'da
bulunabilmektedir (Shankar ve ark., 2002; Leavis ve ark., 2004). Esp proteinleri, her iki
tiirde de bakterinin ylizeyinden eksprese edilir. Bunlar, N-terminal sinyal dizisini ve bir
N-terminal bolgesinin ardindan; A, B, C olarak adlandirilan ii¢ tekrar bolge icerir ve
bunlarin suslar arasinda degisen tekrar sayida bulunur (Eaton ve Gasson, 2002; Leavis ve
ark., 2004). Esp'in C-terminal ucu, hiicre duvarina tutunmasindan sorumlu olan bir (Y/F)
PxTG motifinden olusur. E. faecalis'te esp, idrar yolunun kolonize edilmesinde rol
oynadig1 varsayilan bir viriilans faktorii olarak tanimlanmistir (Shankar ve ark., 2001).

Esp'nin E. faecalis’de biyofilm olusumundaki rolii, esp eksikligi olan
mutantlarda incelendiginde; biyofilm olusumu kaybindan belirgin bir etki olmamasina
kadar degisik sonuglar bildirilmistir (Toledo-Arana ve ark., 2001; Tendolkar ve ark.,
2004; Tendolkar ve ark., 2005).



Agregasyon faktorii (Asa)

Agregasyon maddesi (Asa), dondr ve alici bakteri arasindaki etkin temasa
aracilik eden ve plazmid degisimini kolaylastiran, plazmid ile kodlanmis bir bakteriyel
adheindir (Trotter ve Dunny, 1990). Bakteriyel konjugasyon islemi sirasinda yapisma
islevine ek olarak, renal tiibiiler hiicreler ve bagirsak epitelyal hiicreleri dahil olmak
lizere, E. faecalis'in gesitli Okaryotik hiicrelere yapismasina aracilik eder (Kreft ve ark.,
1992; Olmsted ve ark., 1994).

Hemolizin/Sitolizin (Cyl)

Eskiden hemolizin olarak adlandirilan sitolizin, E. faecalis’in gesitli
izolatlarinda ifade edilmekte olan, ¢cogunlukla plazmid ile kodlanmuis bir toksindir ve ayn
zamanda bakteriyel kromozoma integre olarak da kodlanabilir (Ike ve Clewell, 1992).
Sitolizine sahip suslarin enfeksiyonu sonucunda olusan nozokomiyal bakteriyemi sonrasi
ani Oliim riskini bes kat artirdig1 tespit edilmistir (Giiltekin, 2004). Epidemiyolojik
incelemeler, hastalik olusumunda sitolizin roliinii kismen desteklemektedir. Ike ve ark.,
(1987) E. faecalis klinik izolatlarinin yaklasik %60'inin hemolitik oldugunu, buna karsilik
fekal oOrneklerden elde edilen E. faecalis izolatlarmin sadece %17'sinin saglikli

bireylerden oldugunu bildirmislerdir (Ike ve ark., 1987).

Jelatinaz (GelE)

Jelatin; kollajen, fibrinojen, kazein, hemoglobin, insiilin, bazi E. faecalis seks-
feromon iligkili peptitleri ve diger bazi1 biyoaktif peptidleri hidrolize edebilmektedir
(Mékinen ve ark., 1989).

Hiyaluronidaz (Hyl)

Hiyaliironidaz, hiyaliironik asit (hiyaliironat, hiyaliironan) lizerinde etkilidir ve
esas aktivitesinin bir sonucu olarak doku hasariyla iliskili bir degradatif enzimdir (Hynes
ve Walton, 2000). Hiyaliironidaz bag dokularinin mukopolisakkarit pargasini
depolimerize eder ve bdylece bakteriyel invazyonu artirir (Kostyukova ve ark., 1995).
Hiyaliironidazin (yayilma faktorii), bakterilerin yani sira toksinlerinin konak dokular
yoluyla yayilmasini kolaylastirdig: diistiniilmektedir. Kendi zararh etkilerine ek olarak,
diger bakteriyel toksinlerin zararl etkilerinin olusumunu kolaylastirir ve boylece hasarin

biiyiikliigiinii artirabilir (Kayaoglu ve Qrstavik, 2004).



Ekstraselliiler Siiperoksit

Stiperoksit anyonu, inflamatuar hastaliklar da dahil olmak {izere, c¢esitli
bozukluklarda hiicre ve doku hasarinda rol oynayan, yiiksek oranda reaktif bir oksijen
radikalidir. Siiperoksit anyonu ve diger oksijen radikalleri, lipitler, proteinler ve niikleik
asitler gibi ¢ok cesitli biyolojik bilesikler iizerinde yikici bir etki yaparlar (Cross ve ark.,
1987). Ekstraselliiler siiperoksit iiretiminin E. faecalis suslarinda yaygin bir 6zellik

oldugu bildirilmistir (Kayaoglu ve Qrstavik, 2004)

Glikolipidler

Son caligmalar, bakteriyel viriilansta enterokokal membran glikolipidlerinin
onemli bir rol oynadigin1 géstermistir (Sava ve ark., 2009; Theilacker ve ark., 2009). Bu
molekiiller, sitoplazma ve ¢evre arasinda gegirgen bir tabakanin olusumunda rol oynarlar

(Fischer ve ark., 1978a, 1978b).
2.1.8. Enterococcus Enfeksiyonlar:

Endokardit

Endokardite neden olan etkenler i¢inde enterokoklarin %5-15 oraninda oldugu
gorilmiistiir. Diger enterokok enfeksiyonlarinda da oldugu gibi, en sik karsilasilan tiir .
faecalis'dir (Moellering, 1974; Garvey ve Neu, 1978; Scheld ve Mandell, 1984; Wilson,
1984). Ancak diger enterokok tiirlerinin de bu hastaliga neden olabilecegi bilinmektedir

(Facklamve Collins, 1989).

Bakteriyemi

Enterokokal bakteriyemi, enterokokal endokarditten ¢ok daha yaygindir
(Murray, 1990). Enterokokkal bakteriyeminin kaynag: genellikle iiriner sistemdir. Uriner
sistem haricinde yumusak doku ve intraabdominal infeksiyonlar1 sonucunda da
bakteriyemi gelisebilir. Solunum sisteminin bakteriyemi kaynagi olma durumu ¢ok nadir
gortliir. Eger gram negatif bakterilerin yol a¢tigi hastaliklarla birlikte bakteriyemi

goriiliirse; mortalite oran1 oldukca yiikselebilmektedir (Esen, 2004).
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Uriner sistem enfeksiyonlari

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), ozellikle hastanede yatan hastalar arasinda,
genellikle enterokoklar tarafindan olusturulmaktadir. Enterokoklarin ayrica sistite,
piyelonefrite, prostatit ve perinefrik apselere de neden oldugu bilinmektedir (Harding ve
Ronald, 1974; Gross ve ark.,1976; Benno ve ark, 1986; Edelstein ve Mccabe, 1988; Esen,
2004). IYE’de risk faktorleri olarak; cerrahi girisimler, enterokoklar, uzun siire sonda ve

daha 6nceden antibiyotik kullanimi gosterilebilir (Murray, 1990).

Menenjit

Enterokokal menenjit iatrojenik goriilebildigi gibi spontan olarakta
geligebilmektedir. Menenjit tanis1 konulan hastalarin genelinde altta yatan kronik bir
hastalik ya da immiin sistemini baskilayici bir tedavi ge¢misi vardir. Menenjit olma
riskini artiran sebeplerin basinda; santral sinir sistemi cerrahisi veya travma ile bu sisteme
yabanci cisimlerin yerlestirilmesi gelmektedir. Cocuklarda ise menenjit olma riskini

hidrosefali veya noral tiip defekti artirmaktadir (Esen, 2004).

2.1.9. Antimikrobiyal Diren¢

Enterokoklar gram pozitif bakterilerde etkili olan antibiyotiklerin ¢coguna kars1
direncli olmas1 karsilasilan sorunlardan biridir ve bu durum, mikroorganizmanin ya
yapisal olarak dogal direncli olmasi ya da daha sonradan kazanilmis antimikrobiyal
diren¢ seklinde goriiliir. Enterokoklar aminoglikozidler (diisiik diizey), sefalosporinler,
penisilin grubu (minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) kismi vyiiksek) gibi
antibiyotiklere kars1 dogal diren¢ gostermektedir. Kazanilmis olan direng ise transpozon
ve plazmidlerin farkli mikroorganizmalardan aktarimi veya spontan mutasyonlari

sebebiyle olusur (Arikan Akan, 2009).

2.1.10.Glikopeptid Direnci

Vankomisin, transglikosilasyonu bloke ederek ve transpeptidasyon adimini
etkileyerek bakteriyel hiicre ¢eperinde peptidoglikan Onciillerinin sentezini 6nlemektedir
(Cetinkaya, 2000; Courvalin, 2006). Transglikosilasyon ve transpeptidasyon
basamaklarinin her ikisi de bakteriyel hiicre duvari ¢apraz baglanmasi icin gereklidir

(Perichon, 1997; McKessar, 2000; Boyd, 2008).

11



VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, ve VanG (Perichon, 1997; McKessar, 2000;
Boyd, 2008) olmak iizere 6 adet taninmis vankomisin diren¢ fenotipi vardir. Bu
fenotiplere karsilik gelen gen kiimeleri tarif edilmistir (Boyd, 2008; Xu ve ark., 2010;
Lebreton ve ark., 2011).

Vankomisine direng, plazmidlerle kodlanan vanA ve vanB, kromozomlar
tarafindan kodlanan vanC, vanD ve vanG genleri ile gelisir (Saba Copur, 2016 ).

Enterokoklarda ii¢ tanesi daha sik olmak iizere alt1 tip glikopeptid direnci
tanimlanmistir. VanA fenotipinde, vankomisin ve teikoplanine indiiklenebilir yiiksek
diizeyli direng goriilmektedir. VanB (vanB1 ve VanB2) genleri tarafindan kodlanan, VanB
fenotipinde vankomisine kars1 orta-yliksek sekilde degisen oranlarda indiiklenebilen
direng s6z konusudur. vanC genleri tarafindan kodlanan VanC fenotipinde vankomisine
diisiik diizeyli indiiklenemez direng goriiliir. Klinik olarak daha sik karsimiza ¢ikan VanA
ve VanB direngleri, siklikla E. faecium ve E. faecalis izolatlarinda goriilmektedirler.
VanC direnci ise E. gallinarum (vanC1 genotipi) ve E. casseliflavus (vanC2 ve vanC3
genopitleri) suslarmin yapisal 6zelligidir. Enterokoklar arasinda daha nadir olarak vanD,

vanE ve vanG genleri tarafindan kodlanan ii¢ ek glikopeptid direnci de s6z konusudur

(Akan, 2009).
2.2. Biyofilm

2.2.1. Biyofilmin Tanimi ve Tarihgesi

Uzun zamandir, bakterilerin kat1 yiizeylere yapisabilecegini ve ince, kaygan bir
kat olusturabilecegi bilinmektedir. Bu bakteriyel biyofilmler, dogada bulunan ¢ogu 1slak
yiizeyde yaygindir ve ¢evresel sorunlara neden olabilir. Pek ¢ok biyofilmin ¢iplak gozle
goriilebilmesi icin yeterince kalin olmasi nedeniyle, bu mikrobiyal topluluklar,
mikrobiyolojinin ilk arastirilan konular1 arasinda olmustur. Anton van Leeuwenhoek plak
biyofilmini dislerinden ¢ikartarak, bu mikrobiyal toplulugu ilkel mikroskobuyla
gozlemlemistir. 1970'lere gelindiginde, biyofilm varligimn siirdiiren bakterilerin, birgok
ortamda bakteriyel biyokiitlenin 6nemli bir bilesenini olusturdugu anlasilmistir (Costerton,
1999). 1980-90’lara gelindiginde ise bu bakterilerin nasil organize olduklar1 da ayrintili
sekillerde anlagilmistir (Lawrence, 1991).
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Bakteriyel biyofilmler ¢evresel sorunlara neden olabileceginden, yeni
uygulamalarin gelistirilmesi gerekmektedir. Son zamanlardaki ilerlemeler multidisipliner
yaklasimlarla yapilan ¢alismalarla elde edilmistir (Costerton, 1999).

Mikroorganizmanin; ekstraselliiler polimerik maddeden olusan bir matriks
icerisine geri doniilmez olarak yerlesmesi biyofilm olarak tanimlanabilir (Donlan ve
Costerton, 2002).

Bakteriler; dis, akciger, bagirsak, kontakt lens ve su borular1 gibi farkli yiizeylere
yapisabilir ve biyofilm olusturabilirler (Vuong ve ark., 2003). Pek ¢ok bakteriyel tiiriin
biyofilm olusturdugu bilinmektedir. Ayrica gram-pozitif ve negatif bakteriler ile mayalar
ayni biyofilm igerisinde bir arada bulunabilirler (Donlan, 2002). Biyofilmlerdeki
bakteriler, ekstraseliiler polimerik bir madde iiretmeleri, daha yavas biiyiime oranlar1 ve
belirli genlerin varligi ile serbest yiizen planktonik formlardan ayirt edilebilirler. Hiicre
dis1 polimerik madde, hiicreleri antibiyotikler de dahil olmak {izere potansiyel olarak
zararli maddelerden koruma gorevi gormektedir (Donlan, 2002).

Biyofilmler, zor bir ortamda hayatta kalmay1 saglayan korumali bir biiyiime
sekli olusturur. Olusan yapilar, besin maddelerinin dolasimini saglayan kanallari igerir ve
biyofilmin farkli bolgelerindeki hiicreler farkli gen ekspresyonu modelleri sergiler
(Davies, 1993; De Beer, 1994). Biyofilm yapisinin ve metabolizmanin karmasikligi,
biyofilmlerin daha yiiksek organizmalarin dokularina benzemesine yol agmistir
(Costerton ve ark., 1995).

Biyofilmlerin, en az {i¢ mekanizma ile antibiyotik direncine katkida bulundugu
kabul edilmektedir. Bu mekanizmalar; ekstraseliiler polimerik madde boyunca azaltilmis
antibiyotik penetrasyonu, i¢ katmanlarda elverisli (6rnegin anaerobik) bir ortam ve
bakteri hiicre farklilasmasi ve artirilmis koruma saglamasidir (Stewart ve Costerton,
2001). Bu agidan bakildiginda, 6nemli sayida kronik bakteriyel enfeksiyonun, geleneksel
antibiyotik tedavisi ile kolayca ortadan kaldirilmayan bakteriyel biyofilmleri icerdigi
goriilmektedir (Costerton, 1999).

Biyofilm gelistiren bakteriler, filmin diflizyona karsi empedanst ve filmdeki
elverisli ortam gibi koruyucu 6zelliklerinden dolayi, planktonik bulunan bakterilerden
daha 6nce antibiyotiklere kars1 direncli hale gelebilmektedirler (Stewart ve Costerton,

2001).
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2.2.2. Biyofilmin Yapisi

Biyofilm, polisakkarid bir matriksin bakterinin yiizeyine diizensiz bir sekilde
dagilmasi sonucu olusur. Biyofilmlerin biiyiikk bolimi (%73-98) hidrate sekildedir.
Biyofilmin gelisme potansiyeli; yakin ¢evredeki besinlerin kullanimi, hiicre i¢ine alinimi1

ve atiklarinin uzaklastiriimast ile yakin iliskilidir (Oztiirk ve ark., 2008).

2.2.3. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Sebepleri

Bakterilerin serbest yasayan ve biyofilm olusturabilen farkli formlar
goriilebilmektedir. Bakterilerin bazi durumlarda biyofilm olusturmasinin belli nedenleri
vardir. Bunlar; savunma, adezyon ve kolonizasyon, yasanabilir ¢cevre gelistirmek ve
topluluk olusturmaktir (Oztiirk ve ark., 2008).

Savunma: Biyofilm olusturan bakteriler serbest yasayan bakterilere kiyasla pH
degisikligine, oksijen oranina, besin yokluguna ve antibiyotiklere kars1 daha fazla direng
gostermektedir. Strese karsi olusan savunma mekanizmasinda biyofilmin 6nemli bir
kismini1 olusturan ekzopolisakkaridler (EPS) Onemli rol oynamaktadir. EPS, icinde
bulundugu bakteriyi antibiyotik etkisinden ve inflamatuvar hiicrelerin fagositozundan
korur (Lewis, 2001; Donlan ve Costerton, 2002). Bakterilerin etrafindan aldiklar
sinyaller dogrultusunda tehlikenin varligim1 algilamaktadirlar. Tehlikenin varligini
algiladiktan sonra yapisinda bulunan ya da transfer edilmis genler tarafindan biyofilm
olusturarak, kendileri i¢in daha giivenli sartlar olusturmaktadirlar (Oztiirk ve ark., 2008).

Adezyon ve Kolonizasyon: Biyofilm olusturmak bakterilerin yasayabilecekleri
ortamda kalabilmeleri i¢in en iyi bilinen yontemdir. Bakteride bulunan ylizey proteinleri,
konak¢i mikroorganizmalarin ekstraseliiler matriks proteinine yapisarak; bakterinin
konakg¢iya yapismasinda 6nemli bir rol almaktadir (Patti ve ark., 1994). Yapisma islemi
gergeklestikten sonra bakteriler ¢ogalmaya ve biyofilm 6zelligi olan bakteriler biyofilm
olusturmaya baslarlar. Biyofilm olusumu ile bakterinin konakg¢iya yapisma ozelligi
artmakta, bununla birlikte bakterinin hareket kabiliyetinde bir baskilama olusmaktadir
(Oztiirk ve ark., 2008).

Yasanabilir Cevre Gelistirmek: Baz1 bakterilerin yasadiklar1 ortamda 6zellikle
glikozun kullanilmasi biyofilm olusumunu ve EPS ekspresyonunu 6nemli 6lgtide artirdigi
gozlenmistir. Karbon katabolitleri, konakg¢iya yapismis olan bakterinin biyofilm
olusturma genlerine sinyal gondererek; biyofilmin olusumunda 6nemli bir yer almaktadir

(O'Toole ve ark. 2000; Jefferson ve ark. 2004).
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Topluluk Olusturmak: Bakteriyel biyofilm de, kazanglarin ortak paylagimi ve
ortama adaptasyonundaki beraberlik siklikla goriilmektedir. Ayrica bakteriler besin, pH,
1s1 gibi ortamdan aldiklar1 uyaranlarla biyofilmden serbest hale gegebilmektedirler.
Biyofilm i¢indeki bakterilerin ¢evre faktdrlerine benzer yanit vermis olmalari toplu halde

bulunmalarmin énemli bir gostergesidir (Oztiirk ve ark.2008).

2.2.4. Biyofilm Olusum Basamaklari

Biyofilm olusturacak bakteri ylizeye yaklasir ve hareketleri yavaglamaya baglar.
Daha sonra yiizeye ve/veya daha 6nce yiizeye eklenmis diger mikroorganizmalarla gegici
bir baglanti olusturabilirler. Bu gegici iliski, yerlesmek i¢in bir yer aramasina izin verir.
Bakteri, bir mikrokolonun tiyesi olarak kalic1 bir birliktelik olusturdugunda, yasayacagi
alan1 segmis ve tutunma islemi gergeklesmis olur (Miller ve Bassler, 2001).

Tutunma isleminden sonra geri doniisiimsiiz tutunma islemi vardir. Bakterilerin
bir ylizeye ilk taginmasi ve geri doniisiimsiiz sekilde baglanmasi, hareketli bakterilerle
aktif hareket veya bakteriyel hiicre yiizeyi ile substratum arasindaki elektrostatik ve
fiziksel etkilesimler yoluyla konveksiyon akimlari ile meydana gelebilir (Van Loosdrecht
ve ark., 1990; Busscher ve ark., 1995). Kolonizasyon asamasinda ise bagli bakteriler
biiyiir ve boliiniirler. Daha sonra biyofilmin temel organizasyonel birimleri olarak kabul
edilen mikroklonlar1 olusturur (Costerton ve ark., 1994).

EPS'deki diger planktonik hiicrelerin tutulmasi biyofilm olusumuyla sonuglanir.
Bir yiizeye bir bakterinin, yani birincil kolonizerlerin kolonizasyonu, digerlerinin ayni
yiizeye, sekonder kolonizerlerin, baglanmasini da siklikla etkiler (Van Loosdrecht ve ark.
1990; Flemming ve ark., 1998).

Son olarak kopma ve ayrilma asamasi vardir. Bu asamada, biyofilm olustuktan
sonra tiist kisimda bulunan bakterilerde kopmalar meydana gelir (Lindsay ve Holy, 2006).

Biyofilm iiretimi, ¢esitli bakteriyel patojenlerde ¢ogunlugu algilama (quraum
sensing) sistemleri tarafindan diizenlenir (Muhomed ve Huang, 2007). Quorum sensing
ayni zamanda bakteriler arasindaki haberlesmeyi de saglamaktadir (Lindsay ve Holy,

2006).
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2.2.5. Biyofilm Hastahk iliskisi

Epidemiyolojik kanitlardan, biyofilmlerin hem kistik fibrozis ve periodontitis
gibi spesifik durumlar hem de kalic1 tibbi cihazlarin bir sonucu olarak kan dolagimi ve
idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi bulasici hastaliklarda rolii oldugu goriilmektedir. Ozellikle
bagisiklik sistemi baskilanmig hastalar bu siire¢ i¢cin daha uygun olabilmektedir. Bununla
birlikte, biyofilm iireten organizmalarin hastaliga neden oldugu siirecler kesin olarak
anlasilamamistir. Ancak, kalic1 tibbi cihaz biyofilmlerinden hiicrelerin veya hiicre
agregatlarinin ayrilmasi, kan akimi veya idrar yolu enfeksiyonlari ile sonuglanmasi,
endotoksin {iretimi, konakg¢1 bagisiklik sistemine karsi direng ve direngli organizmalarin
iretimi i¢in bir ortamin saglanmasi (direngli plazmid degisimi ile) hastalik siirecine katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Donlan, 2002).

Hiicrelerin veya Hiicre Agregalarinin Ayrilmasi

Hiicreler, biiyiime ve boliinme sonucu biyofilmlerden ayrilabilirler. Ayrica hiicre
kiimeleri, biyofilmden kopup ayrilabilirler. Bu kopmalarin nedenleri tam
anlasilamamakla birlikte akis yoniindeki ve substrat konsantrasyonundaki degisikliklerle
ilgili olabilecegi diistiniilmektedir (Characklis ve ark., 1990; Donlan ve Costerton, 2002).
Davies ve ark. (1998), ayn1 zamanda, a¢il-homoserin lakton molekiillerinin hem biyofilm

mimarisine hem de dekolmana araci olabilecegini gostermistir (Davies ve ark., 1998).

Endotoksinlerin Uretimi

Kalici tibbi cihazlarin  biyofilmleri ig¢indeki gram-negatif bakteriler,
endotoksinler iireterek hastada bir bagisiklik tepkisi olusturabilmektedir. Cesitli
caligmalar, biyofilmlerin endotoksin diizeylerini Slgmiistiir (Vincent, 1989; Rioufol,

1999; Holland, 2000).
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Konak Bagisiklik Sistemine Diren¢

Meluleni ve ark. (1995), kronik kistik fibrozlu hastalar tarafindan iiretilen
opsonik antikorlarin, fagositoza aracilik etmede ve biyofilm mikrokolonilerinde biiyliyen
bakteriyel hiicrelerin eliminasyonunda etkisiz oldugunu gostermistir (Meluleni ve ark.,
1995). Buna bagh olarak biyofilmde bulunan organizmalarin, enfeksiyona neden
olabilmek icin bagisiklik sistemini daha kolay asabilecegi sonucuna varilabilmektedir

(Donlan, 2002).

Dayamikh Organizmalarin Uretimi I¢in Bir Ortam Saglanmasi
Bakterilerin biyofilmler i¢inde konjiigasyon yoluyla plazmidleri degistirebildigi

ve direng faktorlerinin bir plazmid {izerinde taginabilecegi gdsterilmistir (Donlan, 2002).

2.2.6. Quorum Sensing

Cogunlugu algilama (Quorum sensing), grup davranisini diizenlemeye yardimci
olan bir bakteri iletisim seklidir. Bakteriler ¢evreye oto-indiiktér olarak adlandirilan
kimyasal maddeler salmaktadir. Bakteri sayisi arttik¢a, oto-indiikleyici konsantrasyonu
da artmaktadir. Bu say1 yeterince yiiksek oldugunda (oto-indiikleyici konsantrasyon)
kaynak veya yakin bakteriler lizerinde reseptorlere baglanacak kadar yiiksek hale gelir.
Sinyal daha sonra hedef bakterilerde hiicre i¢i biyokimyasal bir sinyale veya degistirilmis
gen ifadesine doniistiiriiliir. Bu biyoliiminesans, biyofilm olusumunun aktivasyonu gibi
cesitli adaptif fizyolojik degisiklikleri uyarabilir (Miller ve Bassler, 2001; Dunn ve
Handelsman, 2002).

2.2.7. Biyofilmde Antimikrobiyal Diren¢

Dogal ve endiistriyel ortamlarda biiyiiyen biyofilmler, endiistriyel siireglerde
biyolojik kirlilige karsi miicadele etmek i¢in kullanilan, cesitli biyosidlere karst
direnglidir (Brown ve Gilbert, 1993). Antimikrobiyal ajanlara karsi biyofilm direng
mekanizmasi, maddenin biyofilme derinlemesine niifuz edememesidir. Biyofilm
matrisini olusturan polimerik maddelerin, antibiyotiklerin difiizyonunu geciktirdigi
bilinmektedir. Genel olarak ¢oziinenlerde, biyofilmler i¢indeki sularda, oldugundan daha
diisiik oranlarda yayilmaktadir (Cheema, 1986; Gordon ve ark., 1988; Nichols ve
ark.,1988; Bolister ve ark., 1991; Kumon ve ark.,1994; Ishida ve ark., 1998; Stewart, 1998).
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Biyofilm i¢inde bulunan bakterilerin, bazi durumlarda planktonik organizmalari
tamamen ortadan kaldirmak i¢in yeterli miktarda antibiyotik dozuna dayanabildigi
gosterilmistir (Nickel ve ark., 1985; Anwar ve ark., 1989; Nickel ve Costerton, 1991;
Anwar ve ark., 1992). Biyofilm ortaminin bakterilere antibiyotik niifuz oranini
diisiirmesi, bakterilerin antibiyotik indirgeyici enzimlerin ekspresyonu i¢in yeterli zaman

saglayabilmektedir (Suci ve ark., 1994).

2.2.8. Enterococcus Tiirleri ve Biyofilm

Enterokoklar, cihazla iligkili enfeksiyonlarda onemli rol oynayan, biyofilm
olusturma yetenekleri ile bilinmektedirler (Tande ve Patel, 2014; Hashem ve ark., 2017).
Enterokokal biyofilmlere karg1 ampisilin, linezolid ve vankomisin minimum biyofilm
bakterisidal konsantrasyon (MBBK) degerleri, planktonik MIK degerlerinden 1000 kat
daha yiiksek olabilmektedir. Biyofilmlere kars1 aktif olan konsantrasyonlar, klinik olarak

kabul edilebilir insan serum diizeylerinin {izerindedir (Sandoe ve ark., 2006).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Calismaya Dahil Edilen izolatlar

Bu calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
15.09.2017 tarihinde B.30.2.0DM.0.20.08/1140 sayili izni ile yiiritilmistir (Ek-1).
Calismaya Haziran 2016 - Haziran 2017 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina ¢esitli servislerden génderilen, kan
kiiltiir 6rneklerinde izole edilen toplam 170 E. faecium ve E. faecalis suslar1 dahil
edilmistir. Kontrol susu olarak biyofilm olusturmayan E. coli ATCC 25922 ve biyofilm
olusturan Acinetobacter baumanii ATCC 19606 kullanilda.

3.2. METOT

3.2.1. Bakterilerin Tanmimlanmasi

Calismaya dahil edilen izolatlarin tanimlanmasi mikrobiyoloji laboratuvarina
gelen klinik Orneklerin rutin tanimlama islemleri ile yapildi. Bu islemler rutin
mikrobiyoloji laboratuvarinda su siraya gore yapilmistir; kan kiiltiirii siselerinde alinan
ireme sinyali ile Ornekler %35 koyun kanli agar (bioMérieux, Fransa) ve EMB
(bioMérieux, Fransa) agara ekildi; ekimi yapilan besiyerleri 35°C de 18-24 saat
inklibasyona  birakildi;; inkiibasyon isleminin sonucunda iireyen Dbakteriler
degerlendirmeye alind1. Uremis olan kolonilerden enterokoklarin tanimlanma islemi igin
gram pozitif, hareketsiz, aerobik veya fakiiltatif aerob, katalaz negatif, genelde diplokok
veya kisa zincir olusturma o6zellikleri degerlendirildi. Tiir diizeyinde tanimlanma islemi

Vitek-MS (bioM¢érieux, Fransa) sistemi kullanilarak yapildi.

3.2.2. Antimikrobiyal Direnicinin Belirlenmesi
Calismada kullanilan suglarin vankomisin direnci ilk olarak Vitek 2 Compact
(bioM¢érieux, Fransa) sistemiyle rutin olarak belirlendi ve daha sonra disk difiizyon

yontemi ile antimikrobiyal diren¢ durumu dogrulanda.
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3.2.3. Vitek 2 Compact Otomatize Sistemi

Enterokoklar i¢in antibiyotik duyarliligt AST640 karti kullanilarak {iretici
firmanin Onerileri dogrultusunda Vitek 2 Compact (bioMérieux, Fransa) otomatize
sisteminde calisildi. Bunun i¢in izolatlar %5 koyun kanli besiyerinde iiretildi ve sonra 0.5
MacFarland bulanikliga ayarlanarak calismaya alindi. Otomatize sistemden alinan

vankomisin duyarlilik sonuglar1 disk difiizyon yontemi ile dogrulandi.

3.2.4. Disk Difiizyon Yontemi

Enterokoklarin vankomisine duyarliligr Kirby—Bauer disk diflizyon yontemi ile
EUCAST tarafindan verilen oneriler dogrultusunda yapildi. Bu yontem igin steril olan
petrilere Muller Hinton Agar (MHA) besiyeri dokiildii ve kullanilana kadar +4°C’ de
saklandi. Arastirilacak olan klinik izolatlar saf diisecek sekilde kanli agar besiyerine
ekildi. Saf olarak tireyen suslar steril bir ekiivyon yardimiyla alinarak serum fizyolojik
iceren tiliplere 0.5 MacFarland bulaniklik olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanmis olan bu
tiiplerden steril bir ekiivyon yardimiyla alinarak MHA besiyerine yayma ekim yapildi.
Ekim isleminden sonra vankomisin diskleri MHA besiyerine yerlestirildi ve 36°C’de bir
gece inkiibasyona birakildi. Bir gece sonra diskin etrafinda olusan zon caplar1 dlgiildii.
Elde edilen sonuglart EUCAST 1n 6nerdigi zon ¢aplari ile karsilagtirarak degerlendirildi.
Tablo 3’de EUCAST’da enterokoklar i¢in vankomisin zon ¢aplarmin sinir degerleri

goriilmektedir.

Tablo 3. EUCAST a gore Enterokoklarda vankomisin zon ¢aplari

Antibiyotik Duyarh (S) Orta duyarh (I)  Direngli (R)

Vankomisin (30ug) <14 15-16 >17

3.2.5. Biyofilm Varhginin Arastirilmasi
Enterokoklarda biyofilm varligimin fenotipik olarak arastirilmasi igin tiip

yontemi ve mikrotitrasyon plak yonetimi kullanildi.

3.2.6. Tiip Yontemi

Tiip yontemiyle biyofilm arastirmasi icin %0,25 glukoz iceren Triptikaz Soy
Buyyon (TSB) besiyeri steril olarak hazirlandi. Hazirlanan besiyeri 6nceden steril edilen
cam tiiplere 5‘er ml konuldu. Daha sonra, kanl1 agar da taze iiretilmis olan izolattan birkag

koloni alinarak 5 ml‘lik TSB igeren tiiplere inokiile edildi.
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Tiipler 35°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda cam tiiplerin i¢
yiizeyine pipetle temas etmeden tiim besiyeri aspire edildi. Bosaltilmis olan tiiplin
icerisine 1’er ml %25’lik safranin eklendi. Safranini ekledikten sonra tiim i¢ yilizeyin
boyanmasi i¢in tlipiin agz1 kapatildi ve hafifce ¢evrildi. Tiim yiizey boya ile temas ettikten
sonra tiipiin i¢ yiizeyinde bir film tabakasinin olusup olusmadigi kontrol edildi. Bu

kontrol sonucunda tiipin i¢ ylizeyinde bir film tabakasmin varligi su sekilde

degerlendirildi:
Duvarda hi¢ boyanma yok: Negatif
Tiipiin yan kisminda ¢ok hafif boyanma : +1
Tiipiin yan kisminda hafif boyanma : +2
Tiipiin duvarlar1 boyunca yogun boyanma: +3

Bu derecelendirme sonucunda negatif ve +1 sonucu tiip yontemi negatif, +2 ve
+3 sonucu ise tiip yontemi pozitif sonug olarak degerlendirildi. Ayrica, sadece besiyerinin
hava ile temas eden kisminda halka seklinde bir serit olusmasi da negatif olarak

degerlendirildi (Bektore, 2014).

3.2.7. Mikrotitrasyon Plak Yontemi

Enterokok suslar1 saf olacak sekilde kanli agara pasajlandi. Pasajlanan
enterokoklar %0,25 glukoz iceren TSB besiyerine ekilerek 36°C’de 24 saaat inkiibe
edildi. Inkiibasyon isleminden sonra kiiltiirler 1/20 diliie edilerek; her kuyucuga 200 ul
olacak sekilde 96 kuyucuklu diiz tabanli polistren mikrotitrasyon plaginin igerisine
konuldu. Bu sekilde 36°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki besiyeri aspire edildi. Aspirasyon isleminden sonra 3 kez distile su ile
nazikce yikand1 ve ters ¢evrilip kurutuldu. Kuyucuklara hazirlanan %1°lik kristal viyole
soliisyonundan 100’er ul dagitildi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Boyama
isleminden sonra plak 3 kez distile su ile yikand1 ve ters gevrilerek kurutuldu. Uzerine
boyay1 ¢6zmek i¢in hazirlanan etanol/aseton (80:20) soliisyonundan 200’er pl dagitildi.
10 dakika boyanin ¢oziilmesi beklendi. Bu islemden sonra plaklar 492 nm dalga boyunda
ELISA (ChroMate, Amerika) okuyucuda okutuldu (Christensen ve ark., 1985; Milletli
Sezgin, 2012).
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Mikrotitrasyon plak yontemiyle her izolat 3 kez calisildi. Bu yontemde negatif
kontol olarak E.coli ATCC 25922 ve pozitif kontrol olarakta 4. baumanii ATCC 19606
kullanildi. Sonuglar pozitif ve negatif kontrol izolatlarinin optik dansite degerlerine gore

yorumlanarak degerlendirildi (Us, 2006; Milletli Sezgin, 2012).
3.2.8. Molekiiler Yontemler

Enterekok Izolatlarinda DNA Ekstraksiyonu

Enterokok suslarina kaynatma yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapildi. MHA
besiyerine ekilen bakteriler 20-22 saat 36°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon isleminden sonra iiremis olan bakterilerden bir 6ze dolusu aliarak;
icerisinde 500 pl distile su bulunan mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Vorteks islemi
yapilarak bakterinin siispanse olmasi saglandi. Isleminin ardindan homojen hala gelen
stispansiyon 15 dakika 100°C’ye ayarlanmis olan kuru bloga yerlestirildi. Kuru bloktan
ciktiktan sonra mikrosantrifiij tiipleri santrifiij cihazina yerlestirilip; 15000xg‘de, 4°C’de
20 dakika santrifiij islemi uyguland:. Islem bittikten sonra siipernatant daha sonra PZR
isleminde kullanilabilmek i¢in mikrosantrifiij tiiplerine toplandi. Elde edilen DNA’lar

kullanilincaya kadar -20°C ‘de sakland1 (Baylan ve ark., 2011).

Esp geninin standart PZR yontemi ile arastirilmasi

Esp gen bolgesi standart PZR iglemi ile test edildi.

Kullanilan Primerler
Esp geninin belirlenebilmesi i¢cin 954bp’lik bolgeyi cogaltan espll ve espl2
primerleri kullanilmigtir (Shankar ve ark., 1999). Primerlerin baz dizileri Tablo 4’de

verilmigtir.

Tablo 4. Esp geninin belirlenmeside kulanilan esp11 ve esp12 primerlerinin baz dizileri

Gen Primer Ad1 Primer Dizisi (5° — 3°) Boyut (bp)
Espll TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 954
“p Espl2 GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

PZR reaksiyon igerigi Shankar ve arkadaslarinin tanimlamis olduklart miktarlara

gore hazirlandi (Shankar ve ark., 1999). PZR reaksiyon igerigi Tablo 5‘da goriilmektedir.
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Tablo 5. Esp geni i¢in PZR reaksiyon karisimi

Malzeme Miktar (ul)
10X PZR tampon 2,5

25 mM MgCl, 2,5
dNTP karigimi (10 mM) 0,5
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0,5
Primer - F (10 pmol) 0,25
Primer - R (10pmol) 0,25
Kalip DNA 3
Safsu 15,5
Toplam 25

PZR islemi i¢cin Shankar ve arkadaslarinin tanimlamis olduklar1 amplifikasyon
programi modifiye edilerek kullanildi (Shankar ve ark., 1999). PZR islemi i¢in kullanilan

amplifikasyon programi Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6. Esp geni icin PZR amplifikasyon programa.

Esp
Gen Bolgesi

Dongii
Asama Sicaklik (°C) Siire

Sayis1
On Denatiirasyon 95 2 dk 1
Hedef DNA denatiirasyonu 94 45 sn
Primer baglanmasi 54 45 sn 30
Primer uzamasi 72 4 dk
Son uzama 72 5dk 1
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Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra {iriinler 1X’lik TBE (Trish-Borik
asit-EDTA) tamponu ile hazirlanan %1.5’lik agaroz jelde (Biomax), 120V da, 1 saat siire
ile yine ayn1 tampon icinde elektroforez islemine tabii tutuldu. Islem sonunda jeller 0.5
png/ml etidyum bromiir igeren distile suda 20 dk siireyle orbital karistiricida bekletildi.
Siire sonunda jeller UV 151k (Bio-rad) altinda bantlarin varligi yoniinden incelendi ve
goriintli kaydedilerek saklandi.

Elektroforez sonucu pozitif oldugu goriilen anplikonlardan 6rnek olarak secilen

bir iirline, sekans islemi uygulandi (Sentebiolab, Tiirkiye).

3.2.9. Istatistiksel Analiz
Veriler IBM SPSS V23 ile analiz edildi. Tiirlere gére yontem sonuglarinin

karsilastiriimasinda Pearson Kikare testi kullanildi. Onem diizeyi p<0,05 olarak alind.
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4. BULGULAR

Calismamizda kan kiiltiir sigselerinden izole edilen 170 enterokok susu kullanildi.
Calismada kullanilan 85 E. faecalis susunda 3 tanesi katater 1.ltimen (%3.,5), 1 tanesi
katater 2.liimen (%]1,2), 7 tanesi katater hub’indan kan (%8,2), 9 tanesi periferik ven’den
kan (%10,6), 65 tanesi tam kan (%76,5); 85 E. faecium susundan 2 tanesi katater 1.liimen
(%2,35), 2 tanesi katater 2.ltimen (%2,35), 3 tanesi katater hub’indan kan (%3,5), 10
tanesi periferik ven’den kan (%11,8) ve 68 tanesi tam kan (%80) drneklerinden izole
edildi.

Calismamizda kullanilan E. faecalis izolatlar1 en sik (%17,6) yogun bakim
servisinde, en az (%]1,2) ise beyin cerrahi ve dermatoloji servislerinden izole edildi. E.
faecium 1zolatlar1 ise en c¢ok (%15,3) yogun bakim ve hematoloji servislerinden, en az
(%1,2) 1se gogiis cerrahi, nefroloji ve plastik ve estetik cerrahi boliimlerinden izole
edilmislerdir. E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin iiretildigi materyallerin gonderildigi

servislerin dagilimi Sekil 1 ve 2’de grafikle gosterilmektedir.

Noroloji

13%

Sekil 1. E. faecalis tiriiniin izole edildigi servislerin dagilim grafisi (Diger boliimler: acil ve ilkyardim,
beyin cerrahi, dahiliye, dermatoloji, enfeksiyon, gastroenteroloji, genel cerrahi, hematoloji,

onkoloji, nefroloji ve tiroloji)
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Sekil 2. E. faecium tiiriiniin izole edildigi servislerin dagilim grafisi (Diger boliimler: beyin cerrahi, gogiis

cerrahi, genel cerrahi, onkoloji, nefroloji, ndroloji, plastik ve estetik cerrahi)

4.1. Vankomisin direnci

Calismaya dahil edilen 85 E. faecalis izolatinin vankomisin duyarliliklarinin; 70
tanesi (%82,3) duyarli, 14 tanesi (%16,5) orta duyarl, 1 tanesi (%]1,2) direncli oldugu
goriildi. 85 E. faecium izolatinin ise 56 tanesi (%65,9) duyarli, 29 tanesi (%34,1) direngli
oldugu goriilmiistiir. Disk diflizyon yontemiyle vankomisin duyarliliginin belirlenmesi

ornegi Sekil 3’de goriilmektedir.
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Sekil 3. Disk difiizyon yontemiyle vankomisin duyarliliginin belirlenmesi

Tiip yontemi sonucu pozitif ¢gikan 5 sustan 4 tanesi (%80) vankomisin duyarli, 1
tanesi (%20) orta duyarli bulunmustur. Mikrotitrasyon plak yontemi sonucu pozitif ¢ikan
27 sustan ise 21 tanesi (%77,8) vankomisin duyarli, 6 tanesi (%22,2) orta duyarh

bulunmustur.

4.2. Fenotipik Testlerin Biyofilm Sonug¢lar1

Calismamizda kullanilan izolatlarin biyofilm olusumu fenotipik olarak tiip ve
mikrotitrasyon plak yontemiyle incelendi.

Tiip yontemi calisilan 85 E. faecalis izolatinin yalnizca 5 tanesinin (%35,9)
biyofilm olusturdugu goriildii. 5 sustan 1 tanesinde +3 degeri ile pozitif oldugu
goriliirken; kalan 4 izolatin +2 pozitiflik degeri aldig1 goriildii. Calisilan 85 E. faecium
izolatinin hi¢ birinde tiip yontemiyle biyofilm iiretimi saptanamamustir. Tiip yontemi ile

biyofilm iiretiminin arastirilmasi 6rnegi Sekil 4’de goriilmektedir.
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Sekil 4. Tiip yontemi ile biyofilm iiretiminin degerlendirilmesi

Mikrotitrasyon plak yontemi g¢alisilan 85 E. faecalis izolatinin 27 tanesinin
(%31,8) biyofilm olusturdugu goriildii. Calisilan 85 E. faecium izolatinin hi¢ birinde
Mikrotitrasyon plak yontemi ile biyofilm {iretimi saptanamamuigtir. Mikrotitrasyon plak

yontemiyle biyofilm {iretiminin arastrilmasi 6rnegi Sekil 5’de gosterilmistir.

28



Sekil 5. Mikrotitrasyon plak yontemiyle biyofilm tiretiminin degerlendirilmesi

4.3. esp varhgimin PZR ‘ile tespiti

PZR isleminin sonucunda 85 E. faecalis susunun 49 tanesi (%57,6); 85 E.
faecium susunun 20 tanesi (%23,5) esp varligi yoniinden pozitif olarak bulunmustur.
Fenotipik yontemler ile genotipik yontem karsilagtirildiginda mikrotitrasyon plak
yonteminde pozitif olan izolatlardan 24 tanesinde, tiip yoOnteminde pozitif olan
izolatlardan ise 5 tanesinde esp geninin varligi tespit edilmistir. Vankomisin duyarlilik
sonuglariyla, PZR sonuglar1 karsilastirildiginda; esp pozitif bulunan 49 E. faecalis
izolatinin 43’# duyarli, 5’1 orta duyarli, 1’1 direngli; 20 E. faecium izolatinda ise 9’u
duyarli ve 11’1 direngli olarak bulunmustur. E. faecalis ve E. faecium igin 6rnek jel

goriintiileri Sekil 6 ve 7°de goriilmektedir.
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Sekil 6. E. faecalis igin 6rnek jel goriintiisii

Sekil 7. E. faecium igin 6rnek jel goriintiisii

Sekans islemi uygulanan esp pozitif 6rnek izolatin dizisi degerlendirildiginde esp
bolgesine uyumlu oldugu goriilmiistiir. Sekans isleminin sonucglar Sekil 8, 9, 10, 11,

12°de goriilmektedir.
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lm il MMH W M“ WM \l M«M\MU s

Sekil 8. Sekans islemi sonug goriintiisii (1-200bp)

}h.’ln.\l. M

Al .I./ulll.MMmhml».IJlll .n1mleWL!.IMI M\llulhmdmﬂjMmh.‘mnMIA ln.‘uh/MWIMM

Sekil 9. Sekans islemi sonug gériintiisii (201-400bp)

‘; I wﬂh nr r\ MWMM M/ " MJLH‘ MMM |

Sekil 10. Sekans islemi sonug goriintiisii (401-600bp)

hrnr M M | Xw w\«m M A

Sekil 11. Sekans islemi sonug goriintiisii (601-800bp)

mw\mmmmm

Sekil 12. Sekans islemi sonug goriintiisii(801-????bp)
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E. faecalis ve E. faecium i¢in disk diflizyon, tiip biyofilm olusturma,

mikrotitrasyon plak yontemi ve esp varliginin analiz sonuglar1 Tablo 7°de sunulmaktadir.

Tablo 7. E.faecalis ve E. faecium tiiriiniin fenotipik ve genotipik yontemlerle istatistiksel degerleri

E. faecalis E. faecium P

Vankomisin
Direnci 1(1,2) 29 (34,1) <0,001
n (0/0)
Tiip Biyofilm
Yontemi 5(5,9) 0 0,023
n (0/0)
Mikrotitrasyon
Plak Yontemi 27 (31,8) 0 <0,001
n (0/0)
PZR ile esp
varhgi 49 (57,6) 20 (23,5) <0,001
n (0/0)

Calismanin sonunda her bir izolat i¢in elde edilen disk difiizyon, tiip biyofilm
olusturma, mikrotitrasyon plak yontemi ve PZR ile esp varliginin bakilmasi sonuglari

toplu olarak Tablo 8’de sunulmaktadir.
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Tablo 8. Tiim izolatlar i¢in tiim testlerin toplu sonuglart

Ornek Disk Tiip Biofilm  Mikrotitrasyon  PZR (Esp)
No Diflizyon Olusumu Plak

S - - n

e T A o

W W W W W W W N N NN N D D DD Y S S —y
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1 1
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+ + o+ +
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Tablo 8. Tiim izolatlar i¢in tiim testlerin toplu sonuglari (Devami)

Ornek Disk Tiip Biofilm  Mikrotitrasyon  PZR (Esp)
No Diflizyon Olusumu Plak

39. S - -
40. S - -

41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
71.
78.

+ o+ 4+

- +

+ o+ o+ o+

+ o+
+ o+

n N 11 1 1 1 1 1 L L1 L1 L L LN L L = = D = D W = D = DL =
1
1
1

+ o+ o+ + o+ o+ o+ +
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Tablo 8. Tiim izolatlar i¢in tiim testlerin toplu sonuglar1 (Devami)

Ornek Disk Tiip Biofilm  Mikrotitrasyon  PZR (Esp)
No Diflizyon Olusumu Plak

79. S - - -
80. ++ +
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.

+ o+

1
Jr
+ o+ o+

n ™™ n n ™ ™III KNI n ™I PRI N TIRN TN LN LN NN NN
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Tablo 8. Tiim izolatlar i¢in tiim testlerin toplu sonuglar1 (Devami)

Ornek Disk Tiip Biofilm  Mikrotitrasyon  PZR (Esp)
No Diflizyon Olusumu Plak

119. S - - -
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.

N v n n ™ n T TN NN nH™n TN LNV LN LNV NT NN LNV N NE N NN
1
1
1
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Tablo 8. Tiim izolatlar i¢in tiim testlerin toplu sonuglar1 (Devami)

Ornek Disk Tiip Biofilm  Mikrotitrasyon  PZR (Esp)
No Diflizyon Olusumu Plak

159. S - - +
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.

™y ™I ™I n
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5. TARTISMA

Nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenlerinden olan enterokoklar;
(Emori ve Gaynes, 1993; Aliberti, 2008) kan dolagimi, cerrahi ve idrar yolu
enfeksiyonlarindan izole edilen en yaygin patojenlerdir (NNIS, 1999). Enterokok
enfeksiyonlarinin yaklasik %75'ini E. faecalis olusturur (Shankar ve ark., 1999). Bununla
birlikte E. faecium suglarinin daha sik izole edildigini gdsteren calismalarda
bulunmaktadir (Aykut Arca ve ark., 2009; Aral ve ark., 2011).

Savci ve ark. (2018) yaptig1 caligmada 727 enterokok susunun 450°si (%61,9) E.
faecalis, 277’si (%38,1) E. faecium olarak tanimlanmistir. Calismadaki izolatlardan 110
(%15.1) tanesi kan 6rnegidir. Vankomisin direng orani E. faecium izolatlarinda %29,9
(80/268), E. faecalis izolatlarinda %8,6 (37/432) ise olarak belirlenmistir.

Altun ve ark. (2008) yaptig1 calismada kullanilan 120 perianal kiiltiiriin 12 tanesi
vankomisine direngli E. faecium susu gozlemlemislerdir.

Panesso ve ark. (2010) ‘nin yaptig1 ¢aligmada 723 enterokok izolatindan en sik
E. faecalis (%78) izolat1 goriilmiistiir. Izolatlarin %6'sinda vankomisin direnci
saptanmiglardir.

Bizim calismamiza 85 E. faecalis (%50) ve 85 E. faecium olmak tizere 170
enterokok susu dahil edilmistir. Bu suslarin (E. faecalis %17,6; E. faecium %15,3) en sik
izole edildikleri boliimler incelendiginde yogun bakim {initeleri oldugu goriilmiistiir.
Ayrica 85 E. faecalis izolatinin vankomisin duyarliliklarinin; 70 tanesi (%82,3) duyarls,
14 tanesi (9%16,5) orta duyarli, 1 tanesi (%1,2) direngli oldugu goriildii. 85 E. faecium
izolatinin ise 56 tanesi (%65,9) duyarli, 29 tanesi (%34,1) direngli oldugu goriilmiistir.

Biyofilmler, inert yiizeyler veya 6lii doku {izerinde siklikla geligebilirler. Ayrica
yaygin olarak medikal cihazlarda ve 6lii doku pargalarinda da goriilebilirler (Lambe ve
ark., 1991). Bunun yaninda endokardit durumunda oldugu gibi canli dokularda da
olusabilirler (Costerton, 1999).

Biyofilmlerde biiyiime ve gelisme oldukga yavastir. Bu sebepten dolayi neden
olduklar1 enfeksiyonlar hemen kendini gostermezler (Ward ve ark., 1992). Bakteriler
antijenleri serbest birakir ve antikorlarin {iretimini uyarir, ancak antikorlar biyofilmler
icinde bakterileri dldiirmede etkili degildirler (Cochrane ve ark., 1988). Miikemmel
hiicresel ve humoral immiin reaksiyonlar1 olan bireylerde bile, biyofilm enfeksiyonlari

konak savunma mekanizmalari tarafindan nadiren ¢6ziiliir (Khoury ve ark., 1992).
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Antibiyotik tedavisi, biyofilmden salinan planktonik hiicrelerden kaynaklanan
semptomlar1 giderir, ancak biyofilmi 6ldiirmeyi basaramazlar (Marrie ve ark., 1982).

Cesitli mikroorganizmalarin biyofilm tiretimlerinin arastirildigi pek ¢ok calisma
literatiirde bulunmaktadir (Knobloch ve ark. 2002; Fidan ve ark. 2005; Mathur ve ark.
2006; Bose ve ark. 2009; Can ve ark. 2009; Hassan ve ark. 2011; Milletli Sezgin’in 2012).

Oli ve ark. (2018) klinik orneklerden elde ettikleri ¢ok ilaca direngli E.
faecalislerde biyofilm olusumunu arastirmiglardir. Bunun i¢in doku kiiltiirii plak
yontemi ve tiip yontemi kullanmislardir. Calismaya dahil ettikleri 40 izolattan 11
(%27.5)’1 glicli, 22 (%55)’si orta biyofilm iiretirken; 7 (%17.5) tanesinin zayif biyofilm
iirettigi veya biyofilm {iretmedigi goriilmiistiir. Arastirmacilar ¢alismanin sonunda,
biyofilm {iretiminin nozokomiyal enfeksiyonlarda 6nemli rolii oldugu goriisiine
varmiglardir.

Fallah ve ark. (2017) idrar yolu enfeksiyonundan izole ettikleri enterokok
suslarinda biyofilm olusumunu ve antimikrobiyal direnci karsilastirmiglardir. Calismaya
9 aylik bir stirede toplanan 57 klinik izolat dahil edilmistir. Suslarin biyofilm olusturma
Ozellikleri fenotipik olarak modifiye kongo kirmizi agar yontemi ve mikrotitrasyon plak
yontemiyle aragtirilmistir. Ayrica PZR yontemi ile esp varligi incelenmistir. Fenotipik
yontemlerin sonunda E. faecalis’in %26.5’1 ve E. faecium’un %75 inin biyofilm {irettigi
kabul edilmistir. Ayrica arastirmacilar 57 enterokok izolatinin 48’inde esp varlig1 tespit
etmiglerdir. Calismada asal ve ebpR varligida arastirilmigtir. Calimanin sonucunda
enterokoklarda in vitro biyofilm olusumunun ¢ok karmasik oldugu ve esp, asal ve ebpR
genlerinin varliginin biyofilm iiretimi i¢in yeterli olmadig: diistintilmiistiir.

Aghdam ve ark. (2017) yaptig1 ¢alismada ilerlemis kronik periodontit
hastalarindan elde edilen dis kok kanal izolatlarinda E. faecalis viriilans genlerinin
varhigin1 degerlendirmislerdir. Temmuz 2015 ile Ekim 2016 tarihleri arasinda dis kok
kanalindan izole edilen 100 E. faecalis tiirii, 96 kuyulu diiz tabanli polistiren plaklarda
yari-kantitatif yontem ile biyofilm olusumu analizinden sonra, asa, esp, efad, ace, ebpR,
gel ve hyl geni varligi PZR ile calisilmistir. Izolatlarin %56’sinda esp geni oldugu
belirlenmistir.  Mikrotitrasyon  plak  yontemi  ile  biyofilm  olusumunun
degerlendirilmesinde, izolatlarin %49'unu kuvvetli biyofilm {ireticisi, %42'sinin de orta
derecede biyofilm olusumu, %10'nunun da zayif veya hi¢ biyofilm olusturmadig:

gorilmistr.
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asal, efad, esp ve ebpR pozitif izolatlarin negatif izolatlara goére anlamli olarak
daha yiiksek biyofilm olusumu vardir. Bu c¢alisma, E. faecalis'de, asal, efaA, esp ve
ebpR'nin varliginin dis kok kanal izolatlarinin artmis biyofilm olusumu ile iliskili
oldugunu gosterilmistir.

Creti ve ark. (2004) yaptig1 ¢alismada klinik izolatlardan, saglikli bireylerden ve
cevreden izole edilen 74 E. faecalis susunda esp geninin varligi PZR ile arastirilmistir.
Esp geni, izolatlarin %44.6'sinda goriilmiistiir.

Dupre ve ark. (2003) 1998-2001 yillar1 arasinda 47 enterokokkal izolatin (15 E.
faecalis ve 32 E. faecium) viriilans faktorleri izerine ¢alisma yapmislardir. 15 E. faecalis
izolatinin 13’{ fenotipik olarak biyofilm olusturmus bulunurken, 9’unda esp genine
rastlanmistir. 32 E. faecium izolatinin 5’inde fenotipik olarak biyofilm olusturmus
bulunurken, 23’iinda esp geninin var oldugu goriilmiistiir. Ayrica ayni caligmada
incelenen ace, efad, gelE ve AS viriilans genleri yalniz E. faecalis izolatlarinda goriildigi
tespit edilmistir.

Kafil ve Mobarez (2015) vyapmis oldugu c¢alismada idrar yolu
enfeksiyonlarindan izole edilen E. faecium ve E. faecalis izolatlarinda esp'nin varliginin
ve esp ile antibiyotik direncinin arasinda korelasyon olup olmadigini arastirmayi
amagclamislardir. Calismaya IYE tanili hastalardan izole edilen 166 enterokok susu dahil
edilmistir. Bunlardan %43.3'0 E. faecium, %56,7'si E. faecalis olarak tespit edilmistir.
Esp geni E. faecium izolatlariin %76.1'inde; E. faecalis izolatinin ise %77.9'unda pozitif
bulunmustur. Calismanin sonunda E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda esp geni varligi
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Ayrica esp pozitif E. faecium suslar ile
vankomisin direnci arasinda anlamli korelasyon (p<0.01) oldugu goriilmiistiir.
Enterokoklarin {iriner sistem infeksiyonlarindan elde edilen izolatlarda esp'in goriilme
siklig, bu genin idrar yolu enfeksiyonlarinda 6nemli oldugunu ve {iriner sistem
enfeksiyonuna neden olmasi igin, enterokoklarin yilizeyinde biyofilm olusturma

yeteneginin 6nemini ortaya koymustur.
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Udo ve Al-Sweih (2011) calismalarina 466 E. faecalis izolat1 dahil etmislerdir.
Bunlarin; 313 idrar 6rnegi, 68 yara 6rnegi, 36 kan 6rnegi, 25 rektal swab, 12 vajinal swab
ve 12 diger kaynaklardan elde edilmistir. Bu 6rneklerden % 31.5’inde esp geni pozitif
bulunmustur.

Baylan ve ark. (2011) idrar kiiltiirlerinden izole edilen toplam 91 enterokok
izolatinin (59 E. faecalis, 31 E. faecium ve 1 E. gallinarum) enterokok yiizey proteinini
(esp) molekiiler yontemlerle arastirmislardir. Vankomisine direngli bulunan enterokoklar,
ayrica vanA ve vanB genlerinin varlig1 ag¢isindan incelenmistir. E. faecium suslarindan 8
(%25,8)’inin glikopeptidlere direngli oldugu saptanmis; bunlarin yedisinin van4, birinin
ise vanA-vanB dis1 direng tipinde oldugu belirlenmistir. Esp, %25,6 pozitiflik oranlar ile
caligmada en sik saptanan viriilans faktorleri olmustur. Calismada esp geni pozitif E.
faecalis izolatlariin doksisikline (p=0.043) anlamli diizeyde daha direncli olduklari
saptanmistir.

Saba Copur ve ark. (2016) yaptiklar1 c¢alismada viriilans genleri ve
enterokoklarin MDR genlerinin varligi PZR ile arastirilmistir. Calismanin sonucunda 116
izolatta, 93 VRE, 23 VSE tespit etmislerdir. VRE'nin (n=93) %95,6's1 E. faecium (n=89),
%4.3'1 E. faecalis (n=4) iken, VSE'nin (n=23) %17.4"1 E. faecium (n=4) ve %82.6'sinin
E. faecalis (n=19) oldugu gozlenmistir. Tiim VRE izolatlarinda van4A MDRI1 geni tespit
edilmistir. Calismanin sonunda VRE izolatlarindan sadece E. faecium suslarinda esp
varlhig1 gorilmiistiir.

Alwan ve ark. (2018) yaptigi c¢alismada sonuglardan, MTP yoOnteminin
mikroorganizmanin biyofilm olusturma yeteneginin taranmasi ve saptanmasi i¢in daha
giivenilir ve kantitatif bir yontem oldugu belirtilmistir.

Mete ve ark. (2017) enterokok tiirlerinde viriilans faktorlerini arastirmislardir.
Calismlarma dahil ettikleri 229 enterokok izolatinin %32,3’iinde esp tespit etmislerdir.
Bunlardan 138 E. faecalis izolatinin 46 (%33.3)‘sinda, 91 E. faecium izolatinin 28
(30,8)’inde esp varligi saptamislardir (Mete ve ark., 2017).

Calismaya dahil edilen izolatlarda biyofilm iireten suslardan, tiip yonteminde
pozitif ¢ikan 5 izolatin 4’1i vankomisine duyarli 1’1 ise orta duyarli olarak bulunmustur.
Mikrotitrasyon yontemiyle biyofilm iirettigi tespit edilen 27 izolatin 21’1 vankomisine

duyarli, 6’s1 orta duyarl olarak bulunmustur.
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Vankomisin direng durumlartyla PZR islemi karsilastirildiginda esp pozitif
bulunan E. faecalis izolatlarinda 43 duyarli, 5 orta duyarh, 1 direngli; E. faecium
izolatlarinda ise 9 duyarli ve 11 direngli oldugu bulunmustur.

Calismada biyofilm {iiretimini tespit etmede kullanilan fenotipik ydntemler
karsilagtirildiginda; tiip yonteminde pozitif ¢ikan bes izolatin hepsinin ayni1 zamanda
mikrotitrasyon yonteminde de pozitif oldugu goriilmiistiir.

Kullanilan her iki fenotipik yontemde de biyofilm {iretimi pozitif olan suslarin
tamaminin E. faecalis oldugu gozlenmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda E. faecalis ve E. faecium arasinda
vankomisin direnci, tiip ve mikrotitrasyon plak yontemiyle tespit edilen biyofilm varligi
ve PZR ile tespit edilen esp varligi arasinda anlamli fark tespit edilmistir.

PZR isleminin sonucunda 85 E. faecalis susunun 49 tanesi (%57,6), 85 E.
faecium susunun 20 tanesi (%23,5) pozitif olarak bulunmustur. Fenotipik yontemler ile
genotipik yontem karsilastirildiginda mikrotitrasyon plak yonteminde pozitif olan
izolatlardan 24 tanesi, tliip yonteminde pozitif olan izolatlardan ise 5 tanesinde esp geninin
varhig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara gore esp geninin biyofilm olusumu ile ilgisi
olabilecegi ancak tek basina esp varliginin biyofilm olusumu i¢in yeterli olamayacagi

distiniilmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismada kullanilan E. faecalis 1zolatlar1 %17,6 oraniyla en sik yogun bakim
servisinden, E. faecium izolatlar1 ise %15,3 oraniyla en sik yogun bakim ve
hematoloji servisinden izole edilmistir.

Tiip yontemi sonucunda enterokok izolatlarindan 5 (%5,9) tanesinin biyofilm
tirettigi goriildii. 5 sustan 1 tanesi +3 degeri ile pozitif oldugu goriiliirken; kalan 4
izolatin +2 pozitiflik degeri aldig1 goriilmektedir.

Tiip yontemi sonucunda pozitif ¢ikan 5 susun tamaminin E. faecalis tiirii oldugu
gozlendi.

Mikrotitrasyon plak yontemi sonucunda 27 izolatin (%31,8) biyofilm iiretimi
yapabildigi gorildii.

Mikrotitrasyon plak yontemi sonucunda pozitif olan suslarin hepsinin E. faecalis
oldugu da gozlendi.

Tiip yonteminde pozitif ¢ikan bes izolatin hepsinin ayn1 zamanda mikrotitrasyon
yonteminde de pozitif oldugu goriilmiistiir.

Vankomisin diren¢ durumlarina gére E. faecalis’de 70 tanesi (%82,3) duyarl, 14
tanesi (%16,5) orta duyarli, 1 tanesi (%1,2) direnglidir. E. faecium’da ise 56 tanesi
(%65,9) duyarli, 29 tanesi (%34,1) direngli oldugu goriilmiistiir.

Tiip yontemi sonucu pozitif ¢ikan 5 sustan 4 tanesi (%80) duyarli, 1 tanesi (%20)
orta duyarlidir.

Mikrotitrasyon plak yontemi sonucu pozitif ¢ikan 27 sustan ise 21 tanesi (%77,8)
duyarli, 6 tanesi (%22,2) orta duyarhidir.

PZR isleminin sonucunda 85 E. faecalis susunun 49 tanesi (%57,6), 85 E. faecium
susunun 20 tanesi (%23,5) pozitif olarak bulunmustur.

Fenotipik yontemler ile genotipik yontem karsilastirildiginda mikrotitrasyon plak
yonteminde pozitif olan izolatlardan 24 tanesi, tlip yonteminde pozitif olan
izolatlardan ise 5 tanesinde esp geninin varligi tespit edilmistir.

Vankomisin diren¢ durumlarniyla PZR islemi karsilastirildiginda esp pozitif
bulunan E. faecalis izolatlarinda 43 duyarli, 5 orta duyarli, 1 direngli; E. faecium

izolatlarinda ise 9 duyarli ve 11 direncli oldugu bulunmustur.
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Yapilan istatistiksel analizler sonucunda E. faecalis ve E. faecium arasinda tiim
yontemlerde anlamli fark tespit edilmistir.

Esp geninin biyofilm olusumu ile ilgisi olabilecegi ancak tek basina esp varliginin
biyofilm olusumu i¢in yeterli olamayacag diisiiniilmektedir.

Konu ile ilgili yapilacak yeni calismalar biyofilm olusumu ile ilgili yeni ve faydal

veriler saglayabilecektir.
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