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ONSOZ

Diinyada artan antibiyotik direnci, antibiyotiklerin yaygin olarak ve ¢ogu zaman hatali
kullanilmalar1 sonucunda ortaya c¢ikan halk sagligin1 tehdit eden Onemli bir
problemdir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) tarafindan yayinlanan 2013 yili verilerine gére, Amerika Birlesik
Devletleri’'nde (ABD) yilda en az “2” milyon kisi antibiyotiklere direngli
mikroorganizmalarla infekte olmakta ve en az “23,000” kisi bu infeksiyonlar sonucu

hayatin1 kaybetmektedir.

ABD’de yilda 66,000 Enterococcus spp. infeksiyonunun gergeklestigi,
bunlarin  20,000’inin  vankomisin direngli enterokoklar (VRE) tarafindan
olusturuldugu ve bu infeksiyonlarin yaklasik 1,300 kisinin 6liimiine neden oldugu
belirtilmektedir. Infeksiyonlara neden olan Enterococcus serotiplerinin ¢ogunlugunu

E. faecalis ve E. faecium’un olusturdugu bildirilmektedir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar dikkate alindiginda, daha ¢ok nozokomiyal
infeksiyon yoniinden 6nem tasiyan vankomisin direncli enterokoklarin hindi etlerinde
varligi ile ilgili yeterli calisma bulunmamasi gida giivenligi ve halk sagligi yoniinden
onemli eksiklik olarak dikkat ¢ekmektedir. Hindi etleri siklikla Enterococcus

serotipleri ile kontamine olmakta ve halk saglig1 agisindan tehdit olusturmaktadir.

Bu ¢aligma kapsaminda hindi eti 6rneklerinde Enterococcus spp. varliginin
saptanmasi, PCR analizi ile Enterococcus spp. dogrulama ve multipleks PCR ile
tiplendirmesi, antibiyotik direng profillerinin arastirilmasi, E. faecalis, E. faecium’da
van A ve van B olmak iizere vankomisin diren¢ genlerinin PCR ile belirlenmesi ile
vankomisin direnci saptanan izolatlarda s6z konusu antibiyotigin E-test yontemi ile

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarmin (MIiK) belirlenmesi amaglanmistir.
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1. GIRIS

Enterokoklar, insanlarin {iriner ve gastrointestinal, hayvanlarin ise gastrointestinal
kanalinda ayn1 zamanda ¢evre kosullarina dayanikli olduklarindan toprak, su ve
bitkilerde bulunabilmektedirler. Insan bagirsaginda enterokok tiirleri icinde E.
faecalis ve E. faecium baskin tiirler olmasinin yaninda endokarditis, bakteriyemi,
solunum, iiriner ve merkezi sinir sistem infeksiyonlarina neden olan patojenler

olarak da bilinmektedirler (Petsaris ve ark., 2005; Vankerckhoven ve ark., 2008).

Etin kimyasal yapis1 mikroorganizmalarin kolaylikla {ireyebilmesi i¢in uygun
olmasindan dolay gida giivenligi acisindan risk olusturabilmektedir. Etin patojen
mikroorganizmalar ile kontaminasyonunda ve ¢ogalabilmesinde sicaklik, oksijen
varlig1, su aktivitesi, mikroorganizma tiirii ve sayisi oldukca 6nemlidir. Bu durum
hem gida kaynakli infeksiyonlarda hem de etlerin bozulmasinda biiyiik 6nem
tasimaktadir. Enterokoklarin sicaklik, pH ve tuza olan direnci iglem gormiis
gidalarda kolaylikla bozulmaya sebebiyet verebilmektedir. S6z konusu
mikroorganizmalarla kontamine hayvansal gidalar yeterli 1s1 islemi
gormediklerinde insan gastrointestinal sisteminde infeksiyon olusturabilmektedir
(Krocko ve ark., 2007). Enterokoklarin 1stya olan direnci; bakteri kiiltliriiniin
ozellikleri, ortamin pH ve kompozisyonu gibi bir ¢cok faktore baglidir (Ahmad ve
ark., 2002). Isiya olan direnci, membran yapis1 ve yag asidi konsantrasyonu ile
iligkilidir. Mikroorganizmalarin gelisebildigi minimum sicaklik derecelerinde
membran yapisi stabildir (Ivanov ve ark., 1999). Yiiksek sicaklik derecelerinde ise
membran yag asidi konsantrasyonunun artmasi ve doymus yag asidi miktarinin
diismesi, enterokoklar yiiksek sicakliga daha az direngli hale getirmektedir. Ayn1
zamanda mikroorganizmalarin biiylime egrisindeki ortama uyum fazi (latent faz;
lag faz) ve durgunluk fazlarinda enterokoklarin i1siya olan direnci artmaktadir
(Martinez ve ark., 2003). Bu mikroorganizmalar siklikla uygun olmayan ¢evre
kosullarina maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle yasam dongiilerinin uzun bir
boliimiinii, ortamda biiyiime i¢in gerekli olabilecek substrat ve besin maddelerinin
tilkkenmis oldugu durgunluk fazinda gecirmektedirler (Ahmad ve ark., 2002).

Ayrica enterokoklar dondurma ve donmus muhafaza islemlerine karsi relatif
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direngli  oldugu i¢in donmus iriinlerde  fekal indikatér  olarak
degerlendirilmektedir. Gidalarda bozulmaya sebep olan enterokoklar ¢ig ette 102-
10* kob/g kadar bulunmaktadir (Kro¢ko ve ark., 2007). Insan diskisinda ise E.
faecalis 10°-10" kob/g, E. faecium ise 10%-10° kob/ g diizeyinde bulundugu
bildirilmektedir (Erol, 2007).

1.1. Enterokoklarin Taksonomisi

Enterokok cinsine ait mikroorganizmalar ilk olarak streptokoklar igerisinde “fekal
orijinli streptokoklar” olarak gruplandirilmistir. Enterokok terimi, ilk defa 1889°da
Thiercelli tarafindan, bakterinin bagirsak kaynakli oldugunu belirtmek igin
kullanilmistir. Andrewes ve Horder 1906°da Streptococcus faecalis’i, Orla-Jensen

1919°da Streptococcus faecium’u tanimlamistir (Murray, 1990).

Sherman 1937 yilinda streptokoklari; enterokoklar (fekal streptokoklar), siit
iriinleri streptokoklar (laktik asit streptokoklar), viridans grup ve piyojen
streptokoklar olarak dort gruba ayrimistir (Klein, 2003). Schleifer ve Klipper-Baltz
ise 1984 yilinda S. faecalis ve S. faecium tiirlerinin diger streptokoklardan farkli
olduklar1 nedeniyle Enterococcus genusu igerisinde incelenmeleri gerektigini ifade
etmislerdir (Foulqui¢ Moreno ve ark., 2006). Boylece oOnceleri, hiicre duvari
antijen yapisina gore Lancefield tarafindan D-grubu streptokoklar i¢inde gosterilen
enterokoklarin, D-grubu streptokoklardan farkli oldugu kabul edilmistir (Fisher ve
Phillips, 2009).

Yapilan hiicre protein profil analizi, DNA-DNA ve 16S rRNA hibridizasyon
yontemleriyle yeni enterokok tiirleri belirlenmeye baslanmistir. Bu yontemler
kullanilarak yapilan ¢alismalarda enterokok cinsi igerisinde giliniimiize kadar 34

tiir bulundugu gosterilmistir (Cizelge 1.1), (Bilstrom, 2008).
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Cizelge 1.1. Enterokok tiirleri (Bilstrom, 2008).

E. aquimarinus E. devriesei E. hirae . ratti

E. asini E. dispar E. italicus . saccharolyticus
E. avium E. durans E. malodoratus . silesiacus

E. caccae E. faecium E. moraviensis . sulfureus

E. canintestini E. faecalis E. mundtii . termitis

E. canis E. gallinarum E. pallens . thailandicus

E. casseliflavus E. gilvus E. phoeniculicola . villorum

E. cecorum E. haemoperoxidus E. pseudoavium

E. columbae E. hermanniensis E. raffinosus

Ayrica 16S rRNA sekans analizine

olusturulmustur. Bu tiir gruplar;

N o a ~ w D oe

m

. dispar grup: E. asini, E. dispar

. cecorum grup: E. cecorum, E. columbae

gore farkli entrokok tiir gruplar

. gallinarum grup: E. casseliflavus, E. gallinarum

. saccharolyticus grup: E. saccharolyticus, E. sulfureus

. faecalis grup: E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis

olarak siniflandirilmaktadir (Franz ve ark., 2003).

1.2. Enterokoklarin Mikrobiyolojik Ozellikleri

. faecium grup: E. durans, E. faecium, E. hirae, E. mundtii, E. villorum

.avium grup: E. avium, E. malodoratus, E. pseudoavium, E. raffinosus

Enterokoklar Gram pozitif, fakiiltatif anaerob, tekli, ¢ift veya kisa zincirler

olusturabilen, % 6.5 NaCl’li ortamda, pH: 9.6’da ve 10-45°C arasinda tireyebilen

mikroorganizmalardir (Murray, 1990). Ancak E. cecorum ve E. columbae 10°C,
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E. dispar, E. sulfurous, E. malodoratus ve E. moraviensis 45°C iireyemezler. E.
saccharominimus, E. cecorum, E. columbae ve E. avium ise NaCl’e duyarlidirlar.
Enterokoklarin ¢cogu 60°C de 30 dk. i1sitilmaya direnglidir (Foulqui¢é Moreno ve
ark., 2006).

Ayrica safra tuzu varliginda eskulini hidrolize edip Bile-Esculine (BE) agarda
tireyebilmektedir. E. cecorum, E. columbae ve E. saccharolyticus hari¢ pek ¢ok
enterokok tiirli, pyrolidonyl arylamidase (PYRase) iireterek pyrolidonyl-b-
naftilamidi (PYR)’i hidrolize ederler. Biitiin suslar homofermentatiftir, gaz
olusturmazlar ve glukoz fermentasyonun son iiriinii laktik asittir. E. gallinorum ve
E. casseliflavus harig, hareketsizdir (Domig ve ark., 2003). Sitokrom enzimi
icermediklerinden katalaz aktiviteleri yoktur, ama bazi tiirler pseudo-katalaz

aktivitesi sergileyebilmektedirler (Murray, 1998).

Enterokoklarin hemolizin aktiviteleri % 5’lik koyun kani igeren Columbia
Blood Agar’da degerlendirilmektedir. At ve insan kanli agarda beta hemoliz
yapabilmesine ragmen, koyun kanli agarda alfa veya nonhemolitikdirler. E.
casseliflavus, E. flavescens ve E. mundtii Tryptone Soya Agar’da sar1 pigment
olusturabilmektedirler. Ayrica E. faecium, E. faecalis, E. casseliflavus ve E.

gallinarum bakteriyosin (enterosin) iiretebilmektedirler (Domig ve ark., 2003).

1.3. Enterokoklarin Viriilens Faktorleri

Enterokoklar, sahip olduklari viriilens ozellikleri ile endokardit, bakteriyemi,
menenjit ve neonatal infeksiyonlarin yani sira, solunum, {iriner ve gastrointestinal
sistem infeksiyonlarina, ayrica intra-abdominal, yara ve yumusak doku
infeksiyonlarina da yol agmaktadirlar (Petsaris ve ark., 2005; Vankerckhoven
veark., 2008).

Enterokoklarin viriilensinde, genomda bulunan patojenite adalar1t ve
plazmidlerde kodlanan viriilens genleri rol oynamaktadir. Etkenin baglica viriilens

faktorleri arasinda; sitolizin, agregasyon faktorii (AF), jelatinaz (GelE),
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hiyaliironidaz (HYL), ekstraseliiler siiperoksit, enterokok yiizey proteini (ESP),
lipoteikoik asit (LTA), enterokoklarin kollagenin adhesiv matriks molekiil
adezyonunu taniyan mikrobiyal yiizey bileseni (MSCRAMM), kapsiil ve hiicre
duvari polisakkaritler, seks feromonlar, biyofilm, Enterococcus faecalis antijen A
proteini (EfaA Proteini) ve antibiyotik diren¢ yer almaktadir (Fisher ve Phillips,
2009).

Gidalardan ve Kklinik izolatlardan elde edilen sonuglara gore farkli
enterokoklarda farkli viriilens faktorlerin bulunabildigi bildirilmektedir. Genel
olarak bakildiginda konak dokuya aderenz, invazyon, konak yangi tepkileri ve
bakterinin potansiyel toksik lriinlerinin olugsmasinin hastalik tablolarinda temel
olusturdugu bildirilmektedir (Jett ve ark., 1994). Eaton ve Gasson’un (2001)
gidalardan izole ettikleri E. faecalis suslarinin % 44’tinde ve klinik E. faecalis
izolatlarinin % 56’sinda sitolizin aktivitesi gozlendigini bildirmislerdir. Yapilan
baska bir ¢aligmada, toplam 250 gida kaynakli enterokok izolatinin; 127’si E.
faecalis, 77’si E. faecium, 21°i E. casseliflavus,19°t E. mundtii ve 6’s1 E. durans
oldugu bildirilmistir. Bu izolatlarin % 0.8’inde GelE, % 19’unda HYL, % 15’inde
AF, % 28’inde ESP, % 2’sinde sitolizin ve % 22’sinde EfaA proteininin oldugu
saptanmustir (Trivedi ve ark., 2011).

1.3.1. Sitolizin

Onceleri hemolizin olarak tanimlanan sitolizin, gesitli enterokok izolatlarinda
bulunabilen, insan, at ve tavsan eritrositlerine karsi litik aktivite gdsteren bir
sitotoksik proteindir. Sitolizin eritrositler disinda, polimorfoniikleer l6kositler
(PMNL), makrofajlar ve Gram pozitif organizmalara karst da litik aktivite
gosterebilmektedir. Bununla beraber toksinin; koyun eritrositler ve Gram negatif
bakterilere kars1 inaktif oldugu gosterilmistir. Sitolizin’in ayni zamanda bir
bakteriyosin oldugu ve bakteriyosininde biitiin Gram pozitif organizmalar igin
bakterisidal etki gosterdigi tespit edilmistir (Cox ve ark., 2005; Hallgren ve ark.,
2009; Upadhyaya ve ark., 2009).

22


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422108001392

Sitolizin kodlayan gen bolgesi plazmid iizerinde ya da bakteriyel kromozoma
entegre olarak bulunabilmektedir. Sitolizin operonu cylR1, cylR2, cylL., cylLs,
cylM, cyIB, cylA, ve cyll olarak tanimlanan sekiz gen igerir. Gen analizleri
sonucunda cylL genin, sitolizin kontroliinde 6nemli bir rolu oldugu bildirilmistir.
CylR1 ve cylR2 iki ayn regiilatér gendir ve sitolizin yapisal genlerinin
transkripsiyonunu baskilarlar. Sitolizin {iretimi i¢in bir quorum-sensing

mekanizmanin oldugu bildirilmistir (Haas ve ark., 2002; Cox ve ark., 2005).

Yapilan bir calismada sitolizin alt initleri olan cylLL ve cylLs genlerinin
regiilasyonunun, ortamin oksidasyon rediiksiyon (Eh) potansiyeli ile iligkili oldugu
bildirilmistir. Bir calismada, diisiik Eh potansiyeline sahip ortamlarda sitolizin
liretiminin artti1 gosterilmistir. Ayrica sitolizin operonu, sitolizin disinda asal ve
esp gibi diger viriilens genleri ile iliskili oldugu bildirilmistir (Day ve ark., 2003;
Shankar ve ark., 2004).

1.3.2. Agregasyon Faktorii (AF)

Agregasyon faktor, plazmidlerdeki asal geni tarafindan kodlanan, bakteri
yiizeyinde yer alan, protein yapida bir adezindir (Hallgren ve ark., 2009).
Entrokoklarda hiicreler arasinda siki temas: saglayarak plazmid transferini
kolaylagtirmaktadir. Aym1 zamanda konjugasyon sirasinda adezyonu arttirma,
hiicre-hiicre temasini diizenleme, hiicre dis1 matriks proteinlerin adezyonla konak
hiicreye yapisma ve hiicre ylizey hidrofobisitesini arttirma gibi Ozellikleri ile
virtilense katkida bulunmaktadir (Mundy ve ark., 2000; Biavasco ve ark., 2007;
Upadhyaya ve ark., 2009).

Agregasyon faktorii enterokoklara; nétrofiller, makrofajlar, bagirsak ve
bobrek epitel hiicreleri ve kalp kapaklarina baglanma ve bu sayede endokardit ve
tiriner sistem infeksiyonu olusturma yetenegini saglamaktadir (Koch ve ark.,

2004).
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AF’ye sahip olan enterokoklar, kompleman reseptorii yoluyla nétrofillere
opsonizasyondan bagimsiz olarak baglanirlar. Bu tiir baglanma nétrofiller
tarafindan bakterinin inhibisyonunu engeller. Makrofajlar tarafindan fagositozda

ise; reaktif oksijen liretimi ile fagositik yikima kars1 direng gosteriler (StiBmuth ve
ark., 2000).

Guzman ve ark. (1991), tarafindan yapilan bir c¢alismada iiriner sistem
hastalardan izole edilen E. faecalis’lerin in vitro ortamda iiriner sistem epitel
hiicrelerine yapistigini gostermislerdir. Bu yapigsmadan, bakteri hiicre duvarinda

bulunan AF gibi karbonhidrat antijenlerinin sorumlu oldugunu bildirmislerdir.

1.3.3. Jelatinaz (GelE)

Enterokoklar tarafindan iiretilen jelatinaz; jelatin, kollajen, fibrinojen, kazein,
hemoglobin, insiilini hidrolize edebilen, matriks metallo proteinaz (MMP)
ailesinin ekstra seliiler ¢inko i¢eren bir tiyesidir (Vergis ve ark., 2002; Biavasco ve
ark., 2007; Upadhyaya ve ark., 2009). Jelatinazi kodlayan gelE geni kromozom
tizerinde yer almaktadir. Jelatinaz ve serin proteaz, biyofilm olusumu ve konak
dokularin degradasyonu ile patogenezde rol oynamaktadir (Fisher ve Phillips,
2009).

Jelatinaz tireten E. faecalis suslarinin akut toksik etkilerinin daha fazla oldugu
ve hayvan modellerinde endokardit olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir.
E. faecalis suslarinda jelatinaz iretimini; stafilokokal aksesuar gen regulator
(AGR) bolgesinin bazi boliimlerine benzer dizi igeren, fsr bolgesini regiile
etmektedir. Farkli klinik materyalden izole edilen E. faecalis suslarinda jelatinaz
tiretim oranlarinin farkli oldugu gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada; 219 kan E.
faecalis izolatinin, 141’inde (% 64) jelatinaz tiretiminin pozitif oldugu, bir bagka
calismada ise, 12 endokardit izolatinin 12’sinde (% 100’iinde) ve 19 gaita
izolatinin 10’unda (% 53) fsr tespit edilmistir (Upadhyaya ve ark., 2009). Vergis

ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada ESP, hemolizin ve jelatinaz
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aktivitesi ile yiiksek diizey gentamisin direnci arasinda anlamli bir iliski oldugu

tespit edilmistir.

1.3.4. Hyaluronidaz (HYL)

Hyaluronidaz, jelatinaz ve serin proteaz hidrolitik enzimler igerisinde yer
almaktadir. Bu grup enzimler Enterococcus tiirlilerinin viriilensinde katkida
bulunmaktadirlar (Fisher ve Phillips, 2009).

Streptokoklarin diginda stafilokoklar ve entrokoklar gibi bazi gram pozitif
bakterilerde bulunan hyaluronidaz enzimi, hyl geninde kodlanmaktadir
(Vankerckhoven ve ark., 2004). Dogada siiliik ve kancali kurtlar gibi parazitler,
zehirli yilanlar ve spermatozoa gibi memeli hiicreleri tarafindan da tiretilmektedir.
Hyaluronidaz, hyaluronik asiti tahrip ederek doku hasarina yol agan bir enzimdir.
Bag dokudaki mukopolisakkaritlerin degisimlerine sebep olarak bakterinin
yayilmasini saglamaktadir. Ayrica hyaluronik asidin degradasyon iiriinii olan
disakkaritler de bakteriler i¢in besin kaynagi olabilmektedir (Fisher ve Phillips,
2009).

1.3.5. Ekstraseliiler Siiperoksit

Siiperoksit anyon, yiiksek oranda bir reaktif oksijen radikalidir. Inflamatuar
hastaliklarda hiicre ve doku hasarina neden olmaktadir. Yaglar, proteinler, ve
niikleik asitler gibi biyolojik bilesiklerde yikici etkiye sahip olmaktadir. Notrofil
ve diger fagositik hiicrelerde siiperoksit liretimi mikroorganizmalarin inhibisyonu
igin gereklidir ve bu inflamasyonda doku hasarina yol agmaktadir (Kayaoglu ve
Orstavik., 2004).

Enterokoklar katalaz negatif olmalarina ragmen hidrojen peroksidin

indirgenmesi i¢in NADH peroksidazi eksprese etmektedirler. Ayni zamanda

stiperoksidi hidrojen perokside doéniistiirmek igin, siiperoksit dismutaz enzimine
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sahiptirler. Bu enzimler makrofajlar tarafindan fagositoza maruz kalan

enterokoklarin hayatta kalabilme kabiliyetlerini artirmaktadir (Jett ve ark., 1994).

NADH oksidaz1 kodlayan gen, E. faecalis genomunda bulunmaktadir. E.
faecalis ekstraseliiler siiperoksit ve hidroksil radikalleri iiretebilmektedir. Bu tiir
reaktif oksijenler okaryotik hiicrelerde, DNA hasarina neden olmaktadirlar
(Szemes ve ark., 2010). Enterokokal bakteriyemi ve endokarditli hastalardan izole
edilen klinik suslarin gaita kokenli izolatidan daha yiiksek oranda siiperoksit

radikali tirettigi gosterilmistir (Kayaoglu ve Orstavik., 2004).

1.3.6. Enterokokal Yiizey Proteini (ESP)

Enterokokal yiizey proteini, ilk kez bir gentamisin direngli E. faecalis MMH594
susundan izole edilmistir. Yiiksek molekiiler agirliga sahip ESP, 153 kb
biiyiikliigiindeki bir patojenite adasinda yer alan esp geninde kodlanmaktadir. Bu

gen konjugasyonla enterokok izolatlar1 arasinda aktarilabilmektedir (Tendolkar ve

ark., 2004; Oancea ve ark., 2004).

ESP’yi kodlayan gen klinik izolatlarda yiiksek oranda bulunurken, gaita
kokenli izolatlarda nadiren bulunmaktadir (Vergis ve ark., 2002). Enterokokal
yiizey proteinin i¢ kisminda; tekrarlayan birimlerden olusan ve molekiile uzayip
kisalma o6zelligi kazandiran bir bolge bulunmaktadir. ESP, N-terminal ucu ile
hiicre = duvarina  baglanarak, bakterinin immiin cevaptan  kagisini
kolaylastirmaktadir (Vankerckhoven ve ark., 2004). ESP’nin, iriner sistem
infeksiyonlarinda bir kolonizasyon faktor gibi E. faecalis’in mesane epiteline
yapismasini sagladigi bildirilmistir. Ayrica biyofilm olusumunu ve bakterinin bazi
antibiyotiklere direng gostermesini saglamaktadir (Vergis ve ark., 2002;
Vankerckhoven ve ark., 2004). ESP negatif E. faecalis suslarinin, esp genini
plazmid transferi ile aldiktan sonra, biyofilm iiretebildikleri bildirilmistir. ESpfm
geni tasiyan E. faecium suslarinda, konjugasyon oranlarinin yiiksek oldugu ve
ampisilin, siprofloksasin ve imipeneme yiiksek diizeyde direngli olduklar

gosterilmistir (Fisher ve Phillips, 2009).
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1.3.7. Lipoteikoik Asit (LTA)

LTA, poligliserol fosfat ve fosfodiestere bagli, glikolipid igeren bir amfipatik
molekiildiir. Hiicre duvarinda olan LTA, enterokoklarin D grubu antijenini
olusturmaktadir (Jett ve ark., 1994). Bu molekiiliin lipit pargasi; trombosit,
eritrosit, lenfosit, PMNL ve epitel hiicresi gibi pek cok Okaryotik hiicreye
baglanabilmektedir (Kayaoglu ve @rstavik., 2004). D-alanin lipoteikoik asit gibi
yiizey molekiilleri; Gram pozitif bakterilerde katyonik homeostazini siirdiirmek ve
otolitik faaliyetleri diizenlemek gibi ¢esitli islevler yapmaktadir (Fabretti ve ark.,
2006).

E. faecalis suslarinda adezyon ozelligi gosteren LTA’nin; dondr hiicre
tarafindan iiretilen agregasyon faktorii i¢in, alici hiicrede reseptor olarak fonksiyon
gordigi bildirilmistir (Bensing ve Dunny, 1993). Bu yiizden plazmid transferi ve
agregat olusumunu kolaylastirarak E. faecalis’in viriilensine katkida bulundugu

diistintilmektedir (Jett ve ark., 1994).

E. faecalis ve diger bazt Gram pozitif bakterilerde LTA’nin, bir
immunomodiilatér olarak PMNL’den; TNF-a, IL1-B, IL-6, IL-8 ve PGE-2 gibi
inflamatuar mediyatorlerin, siiperoksit radikallerin ve lizozomal enzimlerin
salinmmint artirdigr gosterilmistir. E. faecalis suslarindan izole edilen LTA’nin,
osteoblast, osteoklast, makrofaj ve noétrofillerde apoptozise neden oldugu
bildirilmistir (Kayaoglu ve Orstavik., 2004). Yapilan bir calismada LTA’nin,
biyofilm olusumu ve antimikrobiyal peptidlere karsi direng gelisimine sebep
oldugu tespit edilmistir (Fabretti ve ark., 2006).
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1.3.8. Enterokoklarin Kollagenin Adhesiv Matriks Molekiil Adezyonunu
Taniyan Mikrobiyal Yiizey Bileseni (MSCRAMM)

Yapisal ve fonksiyonel olarak S.aureus’un kollajen baglayan Cna proteinine
benzer, 6zelliklere sahip bir adezindir. E. faecalis’lerde kollajen baglayic1 adezin
olarak tespit edilen Ace; enterokokal infeksiyonlarda, ozellikle E. faecalis
endokarditlerinde yaygin olarak eksprese edilmektedir. Klinik izolatlarda fekal
izolatlardan daha yiiksek oranda bulunmaktadir (Upadhyaya ve ark., 2009). E.
faecium’larda, Acm bir kollajen baglayici adezin olarak tespit edilmistir. Acm, S.
aureus’da bulunan Cna’ya % 62 oraninda benzerlik gostedigi ve E. faecalis’lerde
kollajen baglayan Ace ile homolog oldugu bildirilmistir (Nallapareddy ve ark.,
2003). MSCRAMM; ebpAfm, ebpBfm, ebpCfm, scm, fms genleri ile kodlanir
(Sillanpaa ve ark., 2009).

1.3.9. Kapsiil ve Hiicre Duvar Polisakkaritleri

Klinik E. faecalis izolatlarinda yaygin olarak iiretilen kapsiil polisakkaritini
kodlayan bir operon bulunmaktadir. Bunun disinda hem E. faecalis hem de E.
faecium izolatlarinda ikinci bir kapsiil polisakkariti daha tanimlanmustir. Her iki
polisakkaride kars1 olusan antikorlar, enterokok infeksiyonlarinin énlenmesinde
etkili olmaktadirlar. Enterokoklarda hiicre duvari polisakkaritler; gliserol fosfat,
glikoz ve galaktoz komponentlerinden olugsmaktadir. Antikorlar i¢in hedef olan bu
yapilar, immiinite i¢in hedef rolii oynamaktadirlar. Bu sebeple as1 olusturmadaki
onemleri arastirilmaktadir (Tendolkar ve ark., 2003). Bu polisakkaritler, epa gen
kiimesinde bulunan orfde4 ve orfde6 genler tarafindan kodlanmaktadir (Xu ve ark.,
2000).

1.3.10. Seks Feromonlarn

Seks feromonlar; cpd, cob, ccf, cad genlerinde kodlanan, 7-8 amino asit
uzunlugunda, kii¢iik ve hidrofobik peptitlerdir. E. faecalis’te sinyal peptitleri

olarak fonksiyon gormektedirler. Seks feromon sistemi ile suslar arasinda
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konjugatif plazmidlerin transferi birkac kat artirilmaktadir (Clewell, 1993; Eaton
ve Gasson, 2001).

E. faecalis suslari, kiiltiir ortaminda farkli seks feromonlar salgilamaktadir.
Alic1 enterokok tarafindan iiretilen seks feromon, verici hiicrede AF iiretimini
saglamaktadir. Boylece alict ve verici hiicre arasinda siki temas saglanir ve
konjugatif plazmidin gegisi kolaylasir (Murray, 1998; Eaton ve Gasson, 2001;
Kayaoglu ve Orstavik., 2004). Ayrica antibiyotik direnci ve sitolizin gibi viriilens
faktorleri seks feromon sistemi ile E. faecalis suslari arasinda yayilabilmektedir
(Kayaoglu ve Orstavik.,, 2004). Bazi seks feromonlar, noétrofiller igin
kemotaktiktir, sliper oksit liretimini ve lizozomal enzim sekresyonunu indiikler ve

bu sayede doku hasari olusturur (Sannomiya ve ark., 1990).

1.3.11. Biyofilml olusumu

Enterokoklarin  olusturdugu biyofilmler; endokardit ve {iriner sistem
infeksiyonlarina neden olmaktadir (Fisher ve Phillips, 2009). Glukoz, demir ve
CO2’nin varligi, ozmolarite, pH ve sicaklik gibi faktorler, farkli bakteriler
tarafindan iiretilen biyofilmi etkilemektedirler. Karbonhidrat metabolizmasi ¢esitli
Gram pozitif bakterilerde 0Ozellikle E. faecalis’lerde biyofilm iiretimini
diizenlemektedir. Yiiksek diizeyde glukoz konsantrasyonu varliginda; enterokok

yiizey proteini, biyofilm olusumunu arttirmaktadir (Mohamed ve Huang, 2007).

Yapilan bir ¢alismada; ESP pozitif E. faecalis FA2-2 (pESPF) ve OG1RF
(pESPF) suslar ile, ESP negatif E. faecalis FA2-2 (pAT28) ve OG1RF (pAT28)
suslart kiyaslandiginda, ESP pozitif suslarda daha kivamli ve kalin biyofilm
olusumu saptanmistir. Ayni calismada % 0.5, % 0.75 ve % 1’lik glukoz
konsantrasyonlarinda, E. faecalis E99’un daha fazla biyofilm olusturdugu
bildirilmistir (Tendolkar ve ark., 2006).

Patojen mikroorganizmalarin gidalarin temas ettigi yiizeylere baglanma

potansiyeli, hijyenik sorunlara yol acabilmektedir. Enterokoklar tarafindan olusan
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biyofilmler gida endiistrisinde kurutma, temizlik ve dezenfeksiyon islemlerine ve
deterjanlara dayaniklidirlar. Gida endistrilerinde 1slak yiizeyler; biyofilm
olusturan bakterilerin tutunma ve kolonizasyonunu desteklemektedir. Biyofilmler
gida sanayilerinde kontaminasyona neden olarak gida hijyeni ve halk saglig
acisindan Onem tasimaktadir. Ayrica enterokokal yiizey protein, enterokoklarin
gida ile temas ettikleri ylizeylerde biyofilm olusumunu arttirmaktadir (Necidova

ve ark., 2009; Shi ve Zhu, 2009).

1.3.12. Enterococcus faecalis Antijen A Proteini (EfaA Proteini)

Ilk olarak endokarditde neden olan E. faecalis izolatlarinda tanimlanan EfaA
proteini, efaA geninde kodlanmaktadir. EfaA’nin amino asit dizisinin, streptokokal
adezinler olarak bilinen proteinlerle % 55-60 oraninda homolog oldugu

gosterilmistir (Lowe ve ark., 1995).

E. faecalis suslarinda EfaA, manganez transport sistemi i¢in baglayici protein
reseptoriidiir.  Mikroorganizmanin  sitoplazmasinda; katyon homeostazisi,
yagsamasi ve ¢ogalmasi i¢in manganez gerekir. EfaA’nin, manganezden fakir olan
ortamda fazla miktarda eksprese edildigi ve endokarditlerde adezin olarak
fonksiyon gordiigii bildirilmistir. Ayrica klinik 6rneklerden, hastane ortamindan,
slit, peynir ve et gibi gidalardan izole edilen E. faecalis suslarinda da EfaA’nin

bulundugu gosterilmistir (Eaton ve Gasson, 2001; Low ve ark., 2003).

1.3.13. Antibiyotik Direnclilik

Antibiyotik kullaniminin antibiyotik direncine neden olmasina yol acan etkenler
arasinda; sosyoekonomik, turizm, ithalat, infekte hastalarin hastaneler arasinda yer
degistirmesi, antibiyotiklerin kullanim talimatlarna uyulmamasi, c¢apraz
kontaminasyon ve antibiyotik kalinti 6l¢iimlerinin eksikligi gibi faktorler yer

almaktadir (Barbosa ve Levy, 2000).
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Antibiyotik diren¢ kromozomal degisikler veya genetik materyallerin yer

degistirmesi sonucunda meydana gelmektedir. Antibakteriyel diren¢ endojen

olarak; mutasyon ve seleksiyonla mikroorganizmada, ekzojen olarak; ¢evresel

organizmalarin (antibiyotik treticileri, insan kaynakli olmayan patojenler vb.)

insan patojenlerine horizontal gen transferiyle ortaya ¢ikmaktadir. Antibakteriyel

maddelerin eksojen ve endojen direng mekanizmalari

gosterilmektedir (Silver, 2011).

Cizelge 1.2°de

Cizelge 1.2 Antibakteriyel maddelerin eksojen ve endojen direng mekanizmalar1 (Silver,

2011).

Diren¢ kaynagi

Mekanizma

Etkilenen antibiyotik siniflarina

ornek

Spesifik efluks mekanizmasi

Tetrasiklin, makrolidler

Spesifik modifikasyon

B-laktamlar, aminoglikozidler,
kloramfenikol, streptogramin A,
metronidazol (anaeroblar igin),
fosfomisin

mutasyonlar

Ekzojen Hedef hiicre koruyucu Tetrasiklin, makrolidler,
linkozamidler, oksazolidinonlar,
streptogramin B
Diisiik afiniteli hedef hiicre ile yer | B-laktamlar, vankomisin,
degistirme trimetoprim, mupirosin,
stilfonamidler
Hedef hiicrenin ayr1 tutulmasi Florokinolonlar, fusidik asit
Hedef hiicre afinitesini azaltarak Rifamisin, streptomisin,
tekli mutasyonlar trimetoprim (Gram (+)
organizmalar i¢in), fusidik asit
Afiniteyi azaltarak veya hedefi Florokinolonlar, oksazolidinonlar,
Endojen yeniden modelleyerek ¢coklu daptomisin, vankomisin,

polimiksin, B-laktamlar

Azaltilmis alim (porin veya
permeaz kaybi)

Karbapenemler, fosfomisin

Aktivasyon kaybi

Metronidazol

Hedef hiicre tizerinde bulunan
reseptorlerin artmasi

Fosfomisin

Genel efluks mekanizmasi

Pseudomonas’lar ve pek ¢ok
diger tiirler igin

Mutasyonlar genel olarak antibiyotiklerin hedef aldiklari bolgeleri bazi

degisiklere ugratarak, horizontal gen transferi ise farkli bir mikroorganizmaya ait

genetik materyalinin aktarilmasini saglayarak antibiyotik direncine neden

olmaktadir (Andersson ve Hughes, 2010; Silver, 2011). Transfer edilebilen direng
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genleri, yabanci bir DNA’nin konjugasyon, transdiiksiyon veya transformasyonu

ile kazanilmaktadir (Klare ve ark., 2003; Andersson ve Hughes, 2010).

Bakteriler ;

1. Bakteri hiicre duvarmin permeabilitesinin degisiklere ugramasi ve
antibiyotiklerin hedef sitelerine erisiminin azalmasi,

2. Bakerilerde aktif efluks pompa sistemlerinin bulunmast,

3. Antibiyotigin enzimatik modifikasyonlari,

4. Antimikrobiyel maddenin bozulmasi veya azalmasi,

5. Ilag tarafindan engellenmis olan alternatif metabolik yollarin kazanilmast,

6. Antibiyotik hedeflerin modifikasyonu,

7. Hedef enzimin fazla {iretimi

gibi mekanizmalarin vasitasiyla antibiyotiklere direngli hale geldikleri

bildirilmistir (Andersson ve Hughes, 2010).

Antibakteriyal ajanlarin etki mekanizmalari;

1. Hiicre duvar sentezine engel olarak:
a. Beta-laktamlar: penisilin, sefalosporin, karbapenem, monobaktam,
ampisilin

b. Glikopeptidler: vankomisin, teikoplanin

2. Protein sentezini engelleyerek:

a. 50S ribozomal subiiniteye baglanarak: makrolidler, linkozamid,
streptogramin,  kloramfenikol, klindamisin, kinupristin-dalfopristin,
linezolid, everninomisin

b. 30S ribozomal subiiniteye baglanarak: aminoglikozitler (gentamisin,
tobramisin), tetrasiklinler

c. Bakteriyal izoloykil-tRNA’ya baglanarak: mupirosin

3. Niikleik asit sentezini engelleyerek:
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a. DNA sentezini engelleyerek: kinolonon
b. RNA sentezini engelleyerek: rifampin

olmak tizere bes farkli baslik altinda toplanabilmektedir (Klare ve ark., 2003;
Tenover, 2006; Sood ve ark., 2008).

Nozokomiyal enterokok infeksiyonlarinin gelisiminde iki basamakli bir
stirecten soz edilmektedir. Hastanede yatan hastalarda, Oncelikle antibiyotik
direnci olan ve ¢esitli viriilens faktorlerini barindiran hastane kaynakli
enterokoklar ile asemptomatik gastrointestinal kolonizasyon gelismektedir.
Sonraki asamada, gastrointestinal floranin antibiyotiklerle baskilanmasi sonucu
ortaya ¢ikan direngli suslar, doku invazyonuna neden olmaktadir (Sood ve ark.,
2008). Sonugta enterokok infeksiyonlarinin gelisiminde; adezyon, translokasyon
ve bagisiklik sisteminden kagis1 igeren ¢esitli viriilens 6zellikler etkin olmaktadir

(Vankerckhoven ve ark., 2008).

Enterokoklar diger Gram (+) bakterilerin duyarl oldugu bir¢ok antibiyotige
kismen veya tamamen direnclidir. Bu sebeple enterokok infeksiyonlarinin tedavisi,
klinikte karsilagilan 6nemli sorunlardan birisidir (Sood ve ark., 2008). Antibiyotik
direngli bakteriler sonucu gelisen infeksiyonlar, hastalarda morbidite ve

mortalitenin artmasina neden olmaktadir (Anon, 2005).

Enterokoklarda antibiyotiklere direncin mekanizmas: iki sekilde ortaya

cikmaktadir.

1. Intrinsik (dogal-kromozomal) Direng

2. Kazanilmis direng (Sood ve ark., 2008)

1.3.13.1. intrinsik diren¢

Bu direncin temelinde mikroorganizmalarin metabolik olarak inaktif fazda
bulunmas1 veya ilacin etki mekanizmasina uygun hedef yapilarin bulunmamasi

vardir.  Ornegin;  Mycobacterium  tuberculosis’in  kalsifiye  odaklarda
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metabolizmasi yavaslamis olarak uzun siire canli kalabilmesi ve bunun sonucunda
antitiiberkiiloz ilaglara direngli olmasi verilebilir. Bir diger 6rnek Mycoplasma’lar
gibi hiicre duvari1 olmayan mikroorganizmalar betalaktam gibi hiicre duvar sentezi

inhibitorlerine intrinsik direnglidirler (Cox ve Wright 2013).

Intrinsik direng, enterokok tiirlerinde kromozomal direng genleriyle iliskilidir
(Jankoska ve ark., 2008). Bu direng bakterilerin tiir veya cinslerine bagli bir
ozelliktir. Ornegin; genellikle E. faecalis streptograminlere ve E. gallinarum, E.
casseliflavus ve E. flavescens diisiik diizeyde vankomisine intrinsik direng
gostermektedir (Klare ve ark., 2003).

Enterokoklar; sefalosporinlere, B-laktamlara, sulfonamidlere, penisilinlere,
klindamisine, diisiik seviyede aminoglikozidlere, florokinolonlara, trimetoprim-
sulfametoksazol (TMP-SMX), polimiksinlere, monobaktamlara intrinsik direng
gostermektedirler (Cetinkaya ve ark., 2000; Klare ve ark., 2003).

1.3.13.1.1. p-laktam direnci

Enterokoklar, B-laktam antibiyotiklere kars1 karakteristik olarak diren¢ (Minimum
inhibisyon konsantrasyonu, MIK>32 ug/ml) gosterebilmektedirler (Cetinkaya ve
ark., 2000). Bu nedenle B-laktam antibiyotikler, enterokoklara kars1 bakterisidal
degil, bakteriyostatik etkilidir (Marothi ve ark., 2005).

Enterokoklarda intrinsik penisilin direnci, B-laktam antibiyotiklere diisiik
baglanma afinitesi gosteren, penisilin baglayan protein 5 (PBP-5) enziminin
varligina baghdir. E. faecalis suslarinda penisilin MIK degeri streptokoklardan 10-
100 kat daha yiiksektir. Diger taraftan E. faecium suslarinda penisilin direnci
(MIK=16-64 pg/ml), E. faecalis’e (MIK=1-8 pug/ml) oranla daha sik gériilmektedir.
Disiik afiniteli PBP-5 proteinin asir1 iretimi, E. faecium’un penisiline kars1 yiiksek
diizey direncine neden oldugu diistintilmektedir (DeLisle ve Perl, 2003). Ampisilin
direnci E. faecium suslarinin % 85-90’1nda, E. faecalis suslarinin ise % 0.5-1’inde
goriilmektedir (Klare ve ark., 2003).
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1.3.13.1.2. Diisiik diizeyde aminoglikozid direnci

Enterokoklarda goriilen diisiik diizeyde aminoglikozid direnci, bu grup ilaglarin
bakteri icerisine girisinin az olmasindan kaynaklanmaktadir (Murray, 1990; Sood
ve ark., 2008). Aminoglikozidler bakteri hiicre duvarindan enerji bagimli
mekanizma ile gectiklerinden ve enterokoklarda sitokrom enzimleri olmadigindan
gecirgenlik azalmaktadir (Klare ve ark., 2003). Ancak aminoglikozid grubu ilaglar,
hiicre duvar1 sentezini engelleyen [B-laktam’lar gibi antibiyotiklerle kombine
edilirse zedelenen hiicre duvarindan daha kolay gececeklerinden sinerjistik etki
olusacak ve MIK degerleri dnemli 6lgiide diisecektir. Ayrica ampisilin direnci veya
aminoglikozide kars1 kazanilmis diren¢ durumlarinda bu sinerjistik etki

olusmamaktadir (Klare ve ark., 2003; Sood ve ark., 2008).

1.3.13.2. Kazanilms diren¢

Antibiyotiklere kars1 kazanilmis direng gelisimi, iki yolla olugsmaktadir;

1. DNA mutasyonlarina bagli kazanilmis direng ( kromozomda mutasyon)

2. Plazmidler (konjugasyon veya transformasyon), transpozonlar (konjugasyon)
integronlar ve bakteriyofajlar (transdiiksiyon) tarafindan diren¢ geninin alinmasina
bagl kazanilmis direng (Klare ve ark., 2003 ; Jankoska ve ark., 2008; Giedraitiené
ve ark., 2011).

Enterokoklar; yiiksek seviyede B-laktamlar, tetrasiklin, vankomisin, yiiksek
seviyede klindamisin ve aminoglikozidler, glikopeptitler, eritromisin, rifampin,
fluorokinolonlar, tetrasiklin, kloramfenikol, oksazolidinon, linkozamid ve
streptogramine kazanilmis direng gostermektedirler (Cetinkaya ve ark., 2000;
Klare ve ark., 2003; Sood ve ark., 2008).
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1.3.13.2.1. Yiiksek diizeyde p-laktam direnci

B-laktam direnci enterokoklarin tipik 6zelligidir. Enterokoklar iki ayr1 direng
mekanizmasi ile B-laktam antibiyotiklere direng gostermektedirler. Direncin ana
mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBPS5 miktarinin artmasi sonucu
penisilinin hiicre icine girisinin azalmasidir. Penisilin direnci, enterokoklarda
bulunan PBP5 miktar1 ile dogru orantilidir ve siklikla E. faecium suslarinda
goriilmektedir. PBPS5 sentez yeteneginin kaybi, penisiline olduk¢a direngli suslarin

asir1 duyarli olmalarina neden olmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).

B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direncin diger mekanizmasi ise -
laktamaz Uretimidir. [B-laktamaz {iireten enterokoklar nadir olarak izole
edilmektedir (Marothi ve ark., 2005). B-laktamaz iireten ilk sus 1981 yilinda
Murray (1992), tarafindan ABD’de tanimlanmstir. B-laktamazlarin ¢ogu yiiksek
diizeyde gentamisin diren¢ geni tasiyan bir plazmid iizerinde kodlanmaktadir
(Murray, 1998). Enterokoklardaki B-laktamazlar; penisilin, ampisilin, piperasilini

hidrolize ederken sefalosporinleri ve imipenemi etkilememektedir (Murray, 1992).

1.3.13.2.2. Yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci

Enterokoklarda aminoglikozidlere karsi direng, iki farkli mekanizma ile ortaya

cikmaktadir:

1. Iiml seviyede direng (MIK= 62-500 ug/ml); genellikle diisiik permeabiliteden
dolay1 gelismektedir. Aminoglikozidler ile hiicre duvar1 sentezini inhibe eden f-
laktam grubu antibiyotikler kombine edildiginde bu tip diren¢ problemi
asilabilmektedir (Cetinkaya ve ark., 2000).

2. Yiiksek seviyede direng (MIK>2000 pg/ml); aminoglikozidlerin ribozomdaki
baglanma bolgelerindeki degisiklik veya aminoglikozidleri inaktive eden
enzimlerin sentezi sonucu olusmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000; Marothi ve ark.,
2005).
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Enterokoklarda  gentamisin ve streptomisine karst diren¢ farkli
mekanizmalarla olustugundan, duyarlilik testlerinde bu ajanlarin kullanilmasi
onemlidir (Herman ve Gerding, 1991). Streptomisin hari¢ diger aminoglikozidlere
kars1 yiiksek diizeyde direngten, bifonksiyonel enzim olan 2'-fosfotransferaz-6'-
asetil transferaz sorumlu olmaktadir. Bu enzim, gentamisin, tobramisin, netilmisin,
amikasin ve kanamisine diren¢ olusumunu saglamaktadir. Bu ylizden gentamisin
direnci, streptomisin hari¢ diger aminoglikozitlere olan direncin iyi bir
gostergesidir. Streptomisin direnci, ribozomal mutasyonlar veya adenil transferaz
sentezlenmesi sonucu olugmaktadir ve bu suslar diger aminoglikozidlere duyarl
kalmaktadir. Kanamisin ve amikasin-penisilin sinerjisi direnci ise 3'-
fosfotransferaz sentezlenmesi sonucu olusmakta ve bu suslar gentamisine duyarl
kalmaktadir (Herman ve Gerding, 1991; Marothi ve ark., 2005). Ampisilin-
aminoglikozid sinerjisi, yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci olan enterokoklari

etkilemektedir (Klare ve ark., 2003).

1.3.13.2.3. Kloramfenikol direnci

Yapilan baz1 caligmalara gore enterokoklarm % 20-42’sinin kloramfenikole
direngli olduklar1 bildirilmistir (Murray, 1990). Direngten sorumlu esas
mekanizma, plazmid tizerinde cat geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz
tiretimidir (Klare ve ark., 2003).

1.3.13.2.4. Tetrasiklin direnci

Direncgten sorumlu tetM, tetQ ve tetN, tetL gibi ¢ok sayida gen tanimlanmistir. Bu

genlerin efluks sistemini kodlayabildigi gibi ribosomal kaynakli dirence de sebep

olabildikleri bildirilmistir (Leclercq, 1997; Klare ve ark., 2003).
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1.3.13.2.5. Kinolon direnci

Diren¢ gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara bagli
gelismektedir. Enterokok suslarin ¢ogu kinolonlara orta diizeyde duyarlilik veya
direng gostermektedirler (Klare ve ark., 2003).

1.3.13.2.6. Makrolid, linkozamid ve B tipi streptogramin (MLSB) direnci

Genellikle 23S rRNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iligkilidir
(Portillo ve ark., 2000). ErmB geni Tn917 transpozonu ile ¢esitli plazmidler
lizerinde tasinabilmektedir (Murray, 1990; Klare ve ark., 2003). Ayrica efluks

mekanizmasi sonucu da olusabilmektedir (Portillo ve ark., 2000).

1.3.13.2.7. Oksazolidinon direnci

Enterokoklar ile olusan infeksiyonlarda oksazolidinon grubu antibiyotikler
igerisinde olan linezolid iyi bir se¢enektir. Ancak tedavi sirasinda, E. faecalis ve
E. faecium gibi klinik izolatlarda linezolid direncin ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir.
E. faecalis ve E. faecium’larda linezolid direngten, 23S rRNA’da V domainindeki
G2576T genin mutasyonlart sorumlu tutulmaktadir. Ayrica G2528U ve G2505A
genlerinde mutasyonlar, in vitro olarak enterokoklarda linezolid direncine neden
olmaktadir (Gomez-Gil ve ark., 2009).

1.3.13.2.8. Glikopeptit direnci

Enterokok infeksiyonlarinda vankomisin ve teikoplanin en ¢ok kullanilan
glikopeptitlerdir. Bu nedenle bakterinin bu antibiyotiklere direngli olmas1 biiyiik
onem tasimaktadir. Enterokoklarda peptidoglikan sentezinde; iki molekiil D-
Alanin bir ligaz enzimi ile baglanir ve “D-Ala-D-Ala” y1 olusturur. Sonra UDP-N-
asetil muramil tripeptide eklenerek UDP-N-asetil muramil pentapeptidi meydana
getirir. Bu peptid olusmaya baslayan peptidoglikana baglanir, capraz baglarin

olusumunu saglar ve peptidoglikan tabakanin giiciine katkida bulunur.
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Vankomisin, pentapeptidinin D-Ala-D-Ala kismina yiiksek affinite ile baglanir ve
peptidoglikan zincire baglanmasini bloke ederek ¢apraz baglarin olusumunu 6nler.
Ancak peptidoglikan yan zincirine D-Ala-D-Ala yerine ligaz enzimi ile D-Ala-D-
Laktat veya D-Ala-D-Serinin sentezlenerek baglanmasi sonucunda, vankomisinin
buraya baglanma yetenegi azalir, hiicre duvari sentezi devam eder ve sonug olarak

vankomisine kars1 direng gelisir (Sood ve ark., 2008).

Glikopeptit direncin smiflandirilmas: &nceleri, fenotipik olarak, MIK
degerlerine gore yapilmistir. Glinlimiizde ise siniflandirma spesifik ligaz
genlerinin varligina gore yapilmaktadir. Van A, Van B, Van D tipi direncte D-Ala-
D-Laktat, Van C ve Van E tipi direngte ise, D-Ala-D-Serin sentezlenmektedir
(Murray, 1998; Cetinkaya ve ark., 2000). Vankomisin diren¢ genleri, plazmid
tizerinde yerlesen Tn1546 transpozon tarafindan transfer edilmektedir (Leclercq,
1997).

1.4. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Bakteriler antibiyotiklere kars1 dogal dirence sahip olabildikleri gibi, kromozomal
genlerde meydana gelen mutasyon veya kromozom dis1 (plazmid, transpozon)
genetik materyalin kazanilmasi sonucu da direng gelistirebilmektedirler (Blazquez

ve ark., 2002; Rodriguez-Rojasve ark., 2013; Blair ve ark., 2015).

Diren¢ gelisiminde; enzim iiretimi, baglanma noktalarinin modifikasyonu,
membran gecirgenliginin bozulmasi ve pompa mekanizmas:t gibi ¢esitli
mekanizmalar rol oynamaktadir. Enzim iiretimine bagh diren¢ gelisimi; beta-
laktam, aminoglikozid ve kloramfenikol grubu antibiyotiklere karsi direng
gelisiminde rol oynamaktadir (Blazquez ve ark., 2002; Rodriguez-Rojasve ark.,
2013; Blair ve ark., 2015).

Baglanma noktalarinin modifikasyonu; penisilin, kinolon, makrolid ve
tetrasiklin grubuna kars1 direng gelisimine neden olmaktadir. Membran

gecirgenliginin bozulmasi sonucu; beta-laktam, penisilin, kinolon grubuna karsi
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direng gelisebilmektedir. Pompa mekanizmast ise; karbapenem, kinolon,
tetrasiklin ve makrolidlere karsi direngte 6nem kazanmistir (Blazquez ve ark.,
2002; Rodriguez-Rojasve ark., 2013; Blair ve ark., 2015).

Glinlimiizde antibiyotik direncinin temel mekanizmalar1 oldukg¢a iyi
anlasilmis olmasina ragmen halen ortaya ¢ikarilmakta olan yeni mekanizmalar s6z
konusudur. Yeni tanimlanmakta olan ve hala iizerinde yogun ¢alismalarin stirdiigii
bu mekanizmalara pompa mekanizmasinin yan sira, hypermutability, integronlar
ve plazmid bagimliligi gibi mekanizmalar 6rnek olarak verilebilmektedir
(Blazquez ve ark., 2002; Rodriguez-Rojasve ark., 2013; Blair ve ark., 2015).

1.4.1. Plazmid

DNA’nin bir pargast olan plazmidler birden fazla antibiyotige karsi direnci
kodlayabilen ekstrakromozomal genetik elementlerdir. Bagimsiz ve kendi
kendilerine c¢ogalabilmektedirler. Ayrica konjugatif plazmidler, kendilerinin
transferini saglayacak ilave genlere de ihtiya¢ duyduklar1 bildirilmektedir. Bazi
kiigiik plasmidler birlikte var oldugu konjugatif plazmidin konjugasyon aparatini
kullanarak kendi transferlerini gergeklestirebilmektedirler. Plasmidler; bakterilere,
antibiyotik direnci yaninda bakterinin viriilansin1 ve metabolik kapasitesini
degistirebilecek Ozelliklerde kazandirabilmektedirler Plazmidler birkag yolla
antibiyotik direncinin hizla yayilmasma yol agabilmektedirler. Belirli bir
organizmanin tek bir klonunun mutasyon gecirmesi veya bir plazmidi kazanmasi
ile direngli hale gelebilmektedir. Meydana gelen bu direngli organizma belirli
yerlere Ozellikle iyi adapte olabilmesini saglayan genlere sahip olmaktadir.
Plazmidlerdeki direng genleri transpozonlar, integronlar, gen kasetleri gibi kiigiik
mobil genetik elementler igine yerlesebilmektedirler. Bazen bu direng
toplulugundaki diger direng genleri ile baglantili plazmidlere veya kromozomlara
transfer edilebilmektedir. Bu sekilde birbiri ile iliskisiz birden fazla ilaca kars1 es
zamanli direng (¢oklu ilag direnci) gelisebilmektedir (Bennett, 2008; Verraes ve
ark., 2013).
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1.4.2. Transpozon

Transpozonlar ise bakteri kromozomunun degisik yerlerine yerlesebilen veya
kromozomdan plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden DNA veya
bakteriyofaja aktarilabilen DNA elementleridir. Bu elementler kendi kendilerine
replike olmadiklari i¢in kromozom, plazmid veya bakteriyofaj gibi bir replikon
tizerinde bulunmaktadirlar. Kromozom veya plazmid {izerindeki direng genleri,
bakterinin boliinmesi ile yavru hiicrelere aktarabilmektedirler (vertikal gegis). Bu
yeni hiicrelerin ¢dgalmasi ile direng genlerinin yayilmasi gerg¢eklesmektedir
(klonal yayilim). Plazmidler konjugasyon ile yatay olarak aktarilabilmektedirler.
Baz1 transposonlar bir bakterideki kromozomdan bir digerine direkt olarak
gecebilmektedir (konjugatif transpozon). Konjugatif transpozonlar gram pozitif
bakterilerdeki kromozomal direncin transferinden sorumlu olmaktadir (Bennett,

2008).

1.4.3. Bakterilerin Horizontal Gen Transferinde Rol Oynayan Mekanizmalar

Direng¢ genlerini tagiyan genetik materyal ve plazmidler bir bakteriden digerine
transdiiksiyon,  transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon  gibi

mekanizmalarla aktarilabilmektedir (Verraes ve ark., 2013).

1.4.3.1. Konjugasyon

Iki bakteri hiicresinin temas1 sonucunda genetik elemanin aktarimidir. Tiirler arasi
plazmid aktariminin in vivo kosullarda da olusabilmesi 6nem tagimaktadir. Ayrica
diren¢ plazmidleri Gram (+) ve Gram (-) bakteri tiirleri arasinda da
aktarilabilmektedirler (Huddleston, 2014). Konjugasyon; konjugatif veya non-
konjugatif plazmidler veya transpozonlar transferini igermektedir. Son zamanlarda
“Biitiinlestirici Konjiigatif Elementler” (Integrative Conjugative Elements, ICE)
veya “Biitiinlestirici Hareketli Elementler” (Integrative Mobilizable Elements,
IME) olarak smiflandiriimaktadir. Non-konjugatif plazmidlerin transferi tra

genlerinin varliginda mobil elementler tarafindan saglanmaktadir. Bircok
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antimikrobiyal diren¢ genleri plazmidler ve transpozonlar gibi mobil elemanlar
tizerinde bulunmaktadir. Konjugasyonun; bakteriler arasinda antimikrobiyal
direng genlerinin transferinde 6nemli rolu oldugu kabul edilmistir (Verraes ve ark.,
2013).

1.4.3.2. Transformasyon

Bir hiicrenin i¢ine yabanci bir DNA’nin girmesi, bu DNA’nin genomunun pargast
haline gelmesi ve DNA’daki genlerin ifade olmasi sonucu, hiicrenin degisime
ugramasidir (Huddleston, 2014). Bakterilerde bulunan kromozomal veya
ekstrakromozomal DNA; transformasyonu ile transfer edilebilmektedir. Gidalarda
transformasyon ile antimikrobiyal direng genlerin transferi gosterilmemistir. DNA
niikleazlar, fiziksel ve kimyasal indirgeme gibi gida islemleri sirasinda DNA
savunmasizdir. Ancak sosiste gosterildigi gibi bazi gida islemleri ortaminda
(6rnegin, biyofilm) DNA korunabilmektedir. DNA plazmidler veya
kromozomlarin homolog bolgeleri ile rekombine olarak alici hiicrelerine transfer
edilebilmektedir (Verraes ve ark., 2013).

1.4.3.3. Transdiiksiyon

Bakteriyofajlar  (bakteri viriisleri) rezistans plazmidinin tasiyiciligini
(vektorliiglinii) yapmaktadir. Bakteri i¢ine giren bakteriyofaj onun R plazmidini,
kendisinin viral protein kilifi i¢ine alir ve boliinerek plazmidin kopyasini iceren
cok sayida yavru bakteriyofaj olusturur. Sonugta bakteri hiicresi patlar ve ortama
R plazmidi iceren yiizlerce yeni bakteriyofaj sacilir. Bunlarda ayni veya farkli
tiirden diger bakterileri infekte ederler ve onlar1 rezistan duruma getirirler (Verraes

ve ark., 2013; Huddleston, 2014).
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1.4.4. Enzimatik Inhibisyon

Enzim iretimine baghh diren¢ gelisimi beta-laktam, aminoglikozid ve
kloramfenikol grubu antibiyotiklere karsi diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir

(Ramirez ve Tolmasky, 2010; Ramirez ve ark., 2013).

1.4.5. Ribozomal Hedef Yerinde Degisiklik

Tetrasiklin, makrolid, linkozamid, aminoglikozid ve streptograminler gibi bazi
antibiyotiklere karsi gelisen direngte ribozomal baglanma yerlerinde meydana
gelen mutasyonlarin etkili olduklar1 belirlenmistir. Makrolidlerde direng; 23S
rRNA genilerinde ve ribozomda bulunan L4 ve L22 proteinlerinde olusan
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Tek niikleotid polimorfizmi (genomda tek bir
niikleotidin degismesi seklindeki mutasyon, SNP); kinolon, siilfonamid ve
trimetoprim gibi sentetik antibiyotiklerde diren¢ gelisimine neden olmaktadir.
Ribozomun S12 proteinini kodlayan rpsL geninde olusam mutasyon;
streptomisinlerde yiiksek diizeyde dirence neden olmaktadir. Bir sitoplazma
enzimi olan, D-Ala-D-Ala ligazi kodlayan ve kromozomda bulunan ddl geninde
mutasyon; glikopeptidlere direng gelisimine neden olmaktadir (van Hoek ve ark.,
2011).

Antibiyotiklerin ¢esitli gruplari, 50S ribozomal alt {initenin fonksiyonuna
miidahale ederek protein sentezini engellemektedirler. Bu antibiyotiklere direng
50S ribozomal alt tnitenin 23S pargaciginin spesifik metilasyonu ile elde
edilebilmektedir. Antibiyotiklerin bir bilesik grubu olan makrolid, linkozamid ve
streptogramin B (MLSg); 50S ribozomal’in igerisinde, peptidil transferaz

merkezine yakin sitelere baglanmaktadir (Mori¢ ve ark., 2010).

A2058 niikleotidin N6 pozisyonunda spesifik metilasyonu; 23S rRNA’nin V
bolgesinde Erm metiltransferaz (MTases) tarafindan katalize olmaktadir. Bu
niikleotidlerde, Erm metiltransferaz tarafindan olusan degisiklikler veya

mutasyonlar antibiyotik direncine sebep olmaktadir. Erm metiltransferaz; bir veya
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iki metil gruplarin1 A2058’e eklemetedir. Monometilasyon; MLSg fenotipe | tipi
dirence neden olmaktadir. Bu tip direngte linkozamidlere yiiksek diizeyde,
makrolid ve streptogramin B’lere diislik veya orta diizeyde direng gelismektedir.

Erm metiltransferaz; MLSg fenotipe Il tipi dirence neden olmaktadir. Bu direngte
tim MLSg antibiyotiklere ve telitromisin karsit yiiksek diizeyde direng
gelismektedir. Bu direng mekanizmasi patojen bakteriler arasinda daha yaygin
olmaktadir. Yine 16S rRNA alt iinitede bulunan G1405 or A1408 niikleotidlerinde
olusan mutasyon aminoglikozidlere diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir (Mori¢

ve ark., 2010).

Membran gegirgenliginin bozulmast sonucu beta-laktam, penisilin,
karbapenem ve kinolon grubuna karsi1 direng gelisebilmektedir (Shaikh ve ark.,
2015). Bakteriyel membran; belirli maddelerin hiicreye girmesine ve ¢ikmasina
izin verirken, zararl bilesiklerin gegmesini engellemektedir. Hiicre membraninda
gecirgenligin degismesi Gram (+) ve Gram (-) bakterilerde saptanmistir.
Bakterinin dis membraninda bulunan ve antibiyotiklerin hiicre igine girmesini
saglayan porin proteinlerinde olusan mutasyonlar sonucu ve hiicre yiizeyinde
bulunan lipid A degisiklikler sonucu direng gelismektedir. Ornegin Pseudomonas
aeruginosa suslarinda; OprD porindeki degisim, karbapenem, E. coli’de; OmpC
ve OmpF porinlarindaki degisim beta-laktam ve Enterobacter cloacae’de; OmpF
porindeki degisim, karbapenem direncine yol agabilmektedir. Enterobacter
aerogenes’de; OmpC ve OmpF porindeki degisim karbapenem direncine yol
acarken Omp porindeki degisim imipenem, sefepim ve sefpirom direncine neden

olmaktadir (Fernandez ve Hancock 2012).

1.4.6. Aktif Pompa Sistemleri (Efluks Pompasi)

Aktif pompa sistemlerinin varlig: ilk olarak Levy ve McMurry tarafindan 1978
yilinda, E. coli’de tetrasiklinler i¢in belirlenmistir. Aktif pompa sistemleri; Gram
(+) ve Gram (-) bakterilerde bulunabilen, antibiyotikler dahil toksik maddelerin
hiicre digina atilmasini saglayan transport proteinleridir. Efluks pompasi; bir ya da

birden fazla bilesenden olusmaktadir. Efluks sistemleri Gram (+) bakterilerde;
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sitoplazmik zarinda bulunan tek bir polipeptit iceren pompalardir. Gram (-)
bakterilerde ise; i¢ ve dis membran bilesenlerinden olusup ve periplazmada yer
almaktadir (Fernandez ve Hancock 2012). Bu pompa sistemleri bakterilerde dogal
veya bazen kazanilmis dirence sebep olmaktadir (Kumar ve Schweizer 2005; Li ve
ark., 2015). Cizelge 1.3’de baz1 enterokok tiirlerinde efflux pompa sistemlerinin

neden oldugu antibiyotik direnci verilmistir (Fernandez ve Hancock 2012).

Cizelge 1.3’de bazi enterokok tiirlerinde efluks pompa sistemlerinin neden oldugu
antibiyotik direnci verilmistir (Ferndndez ve Hancock 2012).

Efluks pompa Pompalarin Bakteri Antibiyotik

sistemi alt iinitesi tiirleri direnci

ABC MsrC E. faecium ML
EfrAB E. faecalis FQ, TC

MFES QepA E. aerogenes FQ
EfmA E. faecium FQ

MATE EmmdR E. cloacae FQ, T™M

RND AcrAB, TolC E. aerogenes CM, FQ, NB, TC
EefABC E. aerogenes CM, CI,EM, TC
AcrAB, TolC E. cloacae AG, BL, CM, FQ,

EM, TC, TI

AG, Aminoglikozidler; BL, B-lactams; CI, Siprofloksasin; CM, Kloramfenikol; CL,
Klindamisin; EM, Eritromisin; FQ, Florokinolon; ML, makrolid; NB,
Novobiyosin; TC, Tetrasiklin; TI, Tigesiklin; TM, Trimetoprim

1.4.7. integronlar

Integronlar; direnglilik genlerinin kazanilmasindan sorumlu 6zel genetik
elementleri olarak 1987 yilinda Stokes ve Hall tarafindan tanimlanmistir. Yapilan
analizlere gore integronlar, Shigella izolatlarinda bulunan r genleri ile iliskili
oldugu bildirilmistir. Integronlar ve gen kasetleri bakteri genlerinin yayilmasinda,
Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin antibiyotik direng gelisminde 6nemli olduklart

saptanmistir (Davies ve Davies 2010).
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Integronlar kendileri; mobil (hareketli) genetik elementleri olmamaktadirlar
ancak isersiyon dizileri, plasmidler ve transpozonlar ile birlikte bir mobil elementi
olup transferi saglanmaktadir (Rowe-Magnus ve Mazel 2002; Davies ve Davies
2010).

PCR yonteminde; integron, integraz ve spesifik primerlerin kullanimi ile
toprak, tortu ve diger dogal ortamlarinin DNA Ornekleri analiz edilmistir. Bu
orneklerin integron kasetlerinde direng 6zelligi bulunmamistir. Ancak, hastane
orneklerinin bakteri popiilasyonlari, tarim siteleri, atik su aritma tesisleri ve benzeri
cevresel kaynaklarinda integronlar ile r gen kasetlerinin birlesmesi saptanmustir.
Bu integronlarin, direng genlerinin yayilmasinda énemli olduklar1 bildirilmistir.
Integraz ve bakteriyofaj rekombinaz arasindaki dizinin benzerlik gdstermesine

ragmen integronlarin kokenleri, bilinmemektedir (Davies ve Davies 2010).

Integron; integraz1 kodlayan intl genini, rekombinasyon sitesini (attl), gen
kasetlerini ve promotdrii icermektedir. Integronlar; direng integronlar1 (RI) ve
siiper-integronlar1 (SI) olarak iki ana gruba ayrilmaktadirlar (Meawad ve ark.,
2015). Intl geni tirozin rekombinazlarin bir iiyesi olan integraz enzimini
kodlamaktadir. Bu enzim farkli bir genetik elementleri olan gen kasetlerini katalize
etmektedir (Cambray ve ark., 2010). Antibiyotik direncini kodlayan gen
kasetlerinin, itegronlanlarda stoklanmasi nedeniyle ¢oklu diren¢ integronlar

olusmaktadir (Rowe-Magnus ve Mazel, 2002).

Enterokoklar; yeni direng genlerini kazanma ve yeni antibiyotiklere direngli
olma kapasitesine sahip olmaktadirlar. Bu bakteriler islem gdrmiis etlerde ve
fermentasyon sirasinda hayatta kalabilmektedirler. Ayrica gidalarda biyofilm
olusturabilmektedirler (Jahan ve ark., 2015). Yapilan bir ¢alismada, plazmidler
tizerinde bulunan tetrasiklin ve eritromisin diren¢ genlerinin E. faecalis kilinik
izolatlarinda bulundugu ve bu genlerin diger enterokok ve bakterilere, kuru
fermente sosislerin olgunlasmasi sirasinda tranfer edilmesi saptanmistir. Bu

nedenle hayvansal gida kaynakli enterokoklarin; transfer edilebilir genetik
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elementleri lizerinde bulunan antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda énemli

olduklar1 bildirilmistir (Gazzola ve ark., 2012).

Antibiyotik diren¢ genlerinin bakteri tiirleri ve cinsleri arasinda yatay gegisi;
konjugatif plasmidler, transpozonlar, integronlar ve insersiyon elementleri ile
meydana geldikleri saptanmistir. Gida zinciri; hayvan ve insan popiilasyonlari
arasindaki antibiyotik direngli bakterilerin yayilmasinda ana yollarindan biri
olabilmektedir. Tiikketimden dnce 1s1 islemi gormeyen fermente et {irtinleri; hayvan
mikroflora ve insan gastrointestinal sistem mikroflora arasinda antibiyotik direngli

bakteriler i¢in dogrudan bir arag olmaktadir (Jahan ve ark., 2015).

1.5. Vankomisin Direnc¢li Enterokoklar

Vankomisin direngli enterokoklar kontamine sular ile sulanma, atik sular ve
digkilar gibi ¢esitli ¢evresel kontaminasyon kaynaklar1 yoluyla bitkisel gidalara
bulasabilmektedir (Giraffa, 2002). Kesim yerlerindeki hijyen eksikligi sonucunda
karkaslar bagirsak icerigi ile kontamine olarak hayvansal gidalarin bu direngli

tiirler icin bir vektor olmasina neden olabilmektedir (Lemcke ve Biilte, 2000).

Kontamine gidalar araciligi ile VRE’lerin insanlara transfer edilebilmesi
Tn1546 geni ile gerceklesmekte, transfer edilebilir VRE’lerin van A ve van B
olmak tizere iki farkli genotip oldugu bildirilmektedir (Robredo ve ark., 2000;
Giraffa, 2002; Peters ve ark., 2003).

Avrupa Birligi iilkelerinde ve Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan
caligmalarda tavuklarin, insanlarda hastane infeksiyonlarina neden olan antibiyotik
direngli enterokoklar icin potansiyel bir rezervuar oldugu ortaya konmustur
(Philips ve ark., 2004). Hayvanlarda antibiyotik biiylime faktorii olarak kullanilan
avoparsin beseri hekimlikte metisilin direngli Staphylococcus aureus ve
antibiyotiklere ¢oklu direng gosteren Gram pozitiflerin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan vankomisin ile ayn1 grupta yer almaktadir.

Bu nedenle avoparsin ilave edilmis rasyonlarla beslenen hayvanlarda ve bu
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hayvanlardan elde edilen gidalarda VRE izole edilebilmektedir (Aarestrup, 1995).
Avrupa Birligi’ nde 1 Ocak 2006’dan sonra antibiyotik biliylime faktorlerinin
(avilamisin, flavofosfolipol, monensin sodyum ve salinomisin sodyum) tiimiiyle
yasaklanmasina karar verilmistir. Tiirkiye’de ise 2002/66 numarali ‘Yem Katki Ve
Premikslerin Uretimi, Ithalati, Thracati, Satis1 Ve Kullanimi Hakkinda Teblig’de
belirtildigi {izere antibiyotik biliylime faktorlerinin timii 21/01/2006 tarihinden
itibaren resmi olarak yasaklanmistir. Bu yasaklama tarihinden Once ithal edilen
antibiyotik biiyiime faktorlerinin elden ¢ikarilmasi amaciyla 21 Ocak 2006’dan
sonra 6 ay daha izin verilmistir. Bu tarihten itibaren hi¢bir antibiyotik yem katk1
maddesinin Tirkiye’ye ithal edilmesine izin verilmemektedir (Anon, 2002 a).
Avrupa Birligi 70/524/EEC kararina istinaden 17 Aralik 1998 2821/98 sayili
konsiil kararlarinca “Avoparsin, zinc basitrasin, spiramisin, virginamisin, tilosin
fosfat” mn yem katkis1 olarak kullanilmasi yasaklanmustir. Ulkeler bazinda ise
1998-1999 yillar1 arasinda Isveg, Finlandiya, Danimarka gibi Kuzey Avrupa
iilkelerinde konsiil kararlarindan 6nce bu antibiyotiklerin biiyiime faktorii ve yem

katkis1 olarak kullanilmasi yasaklanmistir (Anon, 1998).

Enterokoklardaki glikopeptit grubu antibiyotiklere direng van A, B, C, D, E,
G genleri ile iligkilidir (Werner ve ark., 2008). Bunlardan van A, B, D, E, G
sonradan kazanilmig diren¢ genleri; van Cl1 ve van C2/C3 intrinsik direng
genleridir. Van A ve van B en yaygin direng genotipleri olup yiiksek diizey
vankomisin ve teikoplanin direncini van A geni ile kodlamaktadir. Van A tipi
glikopeptid direnci Enterococcus spp.’lerin ¢ogunda bulunmaktadir. Van B tipi
glikopeptid direnci daha ¢ok E. faecalis ve E. faecium tiirlerinde tanimlanirken
degisik konsantrasyonlarda vankomisin direnci gosterdigi, teikoplanine karsi
direng gostermedigi saptanmistir. Van D fenotipi ise vankomisine karsi orta diizey,
teikoplanine kars1 diisiik dozda direng gosterir. Van E fenotipinin ise vankomisine
kars1 diisiik diizey direng gosterdigi, teikoplanine karsi duyarli oldugu
saptanmistir. Van C1, C2 ve C3 fenotipleri E. gallinarum, E. casseliflavus, E.
flavescens tiirlerinin spesifik genleridir. Van G genleri; teikoplanine duyarli,
vankomisine orta diizey direng gosterir ki daha ¢ok klinik izolatlarda bulunan E.

faecalis tiirlerinde saptanmistir (Perez Hernandez ve ark., 2002). Bu genlerin
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icinde transpozonlarda lokalize olan van A ve van B genleri bagka

mikroorganizmalara aktarilabilir 6zelliktedir (Cetinkaya ve ark., 2000).

Teikoplanin ve vankomisin gibi glikopeptidlerin 6nemi, penisilin, ampisilin
gibi antibiyotiklere karsi alerji gosteren kisilerin  klinik  tedavisinde
kullanilmalarindan kaynaklanmaktadir (Giraffa, 2002). Glikopepetidlere karsi
olusan direng bunlarin kullanilmasina engel olmaktadir. Bu nedenle VRE halk
saghigimi tehdit eder konuma gelmistir (Gelsomino ve ark., 2003). Hem
aminoglikozidlere yiiksek direng gosteren hem de glikopeptidlere direncgli
enterokoklarin tedavisi biiyiik sorunlar yaratmaktadir. Bu nedenle, kloramfenikol,
florokinolon, beta laktam antibiyotikler ve aminoglikosid kombinasyonlari,
Kinupristin-dalfopristin  Onerilen tedavi segeneklerindendir (Demirtiirk ve
Demirdal, 2004). Enterokoklarda, sefalosporin, B-laktamlar, sulfonamide ve diisiik
seviyede aminoglikosid ve klindamisine kars1 intrinsik antibiyotik direnci
goriiliirken, kazanilmis direng kloramfenikol, eritromisin, yliksek seviyede
klindamisin ve aminoglikosid, tetrasiklin, yiiksek seviyede p-laktamlar,
fluorokinolonlar ve vankomisin gibi glikopeptidlere kars1 goriilmektedir

(Leclercq, 1997).

Konu ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, Danimarka’da 1995 yilinda
vankomisin direngli enterokoklar domuzlarda % 21, kanatlilarda % 56, eritromisin
direnci sirastyla % 91-59, kinupristin—dalfopristin direnci ise % 53-37 oraninda
bulunurken; Finlandiya’da ise eritromisin direnci domuzlarda % 18, kanatlilarda
ise % 9 oraninda bulunmustur (Van den Bogaard ve Stobberingh, 2000).
Danimarka’da yemlerde antibiyotik biiylime faktorlerinin yasaklanmasindan dnce,
broiler kdkenli E. faecium izolatlariin % 60-80°1 antibiyotik biiylime faktorlerine
kars1 direngli iken, yasaktan sonra bu oranin % 5-35 oranina diistiigii bildirilmistir

(Nollet, 2005).

Yapilan bir ¢alismada 108 sigir kiyma 6rneginin 97’si E. faecalis, 2’si E.
faecium, 3’4 E. gallinarum, 3°i E. durans, 3’4 E. hirae ile kontamine oldugu

belirlenirken, E. casseliflavus ve E. avium saptanamamistir. Zenginlestirme
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prosediirii uygulanmadan yapilan analizlerde 555 6rnegin 3’1 (% 0.5) vankomisin
direncli enterokok olarak tanimlanmistir. 24 saat tamponlanmis peptonlu suda
bekletilerek analizi yapilan 555 sigir ve domuz kiyma 6rneklerinin ise 46’sinda (%
8.3) vankomisin direnci saptanirken, 509’ unda (% 91.7) vankomisin direnci
saptanamamustir. Vankomisin direnci gézlenmeyen izolatlarin % 87’si E. faecalis,
% 4’1 E. faecium, % 3’1 E. casseliflavus, % 2’si E. gallinarum, % 2’si E. durans,
% 1’1 E. hirae, % 1’inden az1 ise E. avium olarak belirlenmistir (Klein ve ark.,
1998). Yapilan baska bir calismada toplanan 150 broiler ve hindi eti 6rneginin %
30’unda VRE saptanirken, geriye kalan % 70’inde ise vankomisin direnci
saptanamamugstir (Borgen ve ark., 2001). Yine baska bir ¢aligmada 129 tavuk eti
orneklerinden 6’sinin (% 4.7) vankomisine kars1 kazanilmis direngli, 17’sinin (%
13.2) intrinsik direngli oldugu saptanmistir. Bu 6rneklerden 7°si yiiksek seviyede

vankomisin direnci (MiK 64 - 128 pg/ml) gostermistir (Lopez ve ark., 2009).

Diinyada nozokomiyal infeksiyonlar agisindan olduk¢a 6énemli bir konumda
olan VRE’nin gidalarda varligi ile ilgili ¢aligmalar giin gectikge artmaktadir.
Tirkiye’de ise Enterococcus spp.’nin tavuk ve hindi eti orneklerinde varhigi,
antibiyotik direng profilleri ve vankomisine karsti minimal inhibisyon
konsantrasyonlarinin belirlendigi, 6rneklerde baskin olan E faecalis ve E. faecium
tiirlerindeki vankomisin direng genlerinin yaygmhigini arastiran yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile hem nozokomiyal infeksiyonlar arasinda 6nemli
bir yere sahip, hem de gida kaynakli bulasma yollar1 olan enterokoklarin
Tirkiye’de c¢esitli hayvan etlerindeki varhigi, ozellikle vankomisine direngli
serotiplerin molekiiler karakterizasyonu ve antibiyotik direng profilleri ile ilgili

temel literatiir bilgilerine katkida bulunmak amaglanmaktadir.

1.6. Peptidoglikan Sentezinde Vankomisinin Rolii ve Diren¢ Mekanizmasi

Sitoplazmada, L-alanin, rasemazi enzimi tarafindan D-alanine (D-Ala)
doniismektedir. ki molekiil D-Ala, ligaz enzimiyle (Ddl enzimi) birbirine
baglanarak D-Ala-D-Ala’y1 olusturmaktadir. Olusan D-Ala-D-Ala; UDP-N-

asetilmuramil-tripeptid’e eklenerek UDP-N-asetilmuramil-pentapeptid’i ortaya
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¢ikarmaktadir. UDP-N-asetilmuramil-pentapeptid, undekaprenol lipid tasiyiciya
baglanarak sitoplazmik membranin dis yiizeyinde translokasyonu saglamaktadir.
UDP-N-asetilmuramil-pentapeptid  baslangi¢  haldeki  peptidoglikan ile
birlestiginde (transglikozilasyon), yan zincirlerin peptitleri arasinda ¢apraz
kopriilerin olusumuna izin vermekte (transpeptidasyon) ve peptidoglikan zarinin
uzamasina neden olmaktadir (Courvalin, 2006; Cattoir ve Leclercq 2013; Shantal

ve Nagarathnamma, 2015).

Glikopeptid, bakteriyel sitoplazmasina girebilmemektedir ancak, sitoplazmik
membranin dig ylizeyine baglanarak peptidoglikan sentezini inhibe etmektedir.
Buna bagli olarak, vankomisin ve teikoplanin, UDP-N-asetilmuramil-
pentapeptidin D-Ala-D-Ala terminaline yiiksek bir afiniteyle baglanarak
peptidoglikan sentezinin transglikozilasyon asamasini inhibe etmektedir

(Courvalin, 2006; Cattoir ve Leclercq 2013; Shantal ve Nagarathnamma, 2015).

Glikopeptidlere direnci; D-laktat (D-Lac) ya da D-serin (D-Ser) gibi, diisiik
afiniteli pentapeptit 6nciilerinin tiretimi ve normal olarak tiretilen yiiksek afiniteli
onciilerinin (D-Ala-D-Ala) eliminasyonu ile ger¢eklesmektedir. Peptidoglikan
sentezinin yeniden programlanmasi i¢in gerekli olan pek cok enzim bir operon
icinde organize genler tarafindan kodlanmaktadir. D-Ala ile D-Lac’in yer
degistirmesi, glikopeptid ile D-Ala-D-Ala arasinda kurulan bes hidrojen bagindan
birininin ortadan kalkmasina ve bdylece vankomisin afinitesinin yaklasik 1000 kat
azalmasina neden olmaktadir. D-Ala ile D-Ser’in yer degistirmesi, afinitenin 7 kat
azalmasina neden olmakta ve D-Ala-D-Ser bagli vankomisin direnci daha diisiik
bir seviyede olmaktadir (Cattoir ve Leclercq 2013; Shantal ve Nagarathnamma,
2015).

Enterokoklarda kazanilmis vankomisin direncinden van A, van B, van C, van
E, van G, van L, van M ve van N olmak iizere sekiz gen ve intrinsik direngten van
C geni sorumlu olmaktadir. Intrinsik van C direnci E. gallinarum, E. casseliflavus,
E. flavescens tiirlerinde goriilmektedir. Van A ve van B direnci, ¢ogunlukla

enterokoklarda ve bazen korineform bakteriler ve streptokoklarda tespit edilmisir.
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Ayn1 zamanda van A operonu bazen S. aureus’larda goriilmektedir. Pozitif van A
izolatlar1; vankomisine (MIK > 64 mg/1) ve teikoplanine (MIK >16 mg/l) yiiksek
seviyede direng¢ gostermektedir. Van B pozitif izolatlar1 ise; vankomisine degisken
seviyelerde (MIK = 16-32 mg/l) direngli olmaktadir (Cattoir ve Leclercq 2013;
Shantal ve Nagarathnamma, 2015).

Van A operonu genellikle Tn3 tipi transpozon (Tnl546) tarafindan
tasinmaktadir. Glikopeptitlere karsi direngten sorumlu olan bes gen (van HAXY Z)
ve iki diizenleyici sistem (van RS), van A operonunda bulunmaktadir. Van A geni;
D-Ala-D-Lac depsipeptid olusumunu katalize eden bir ligaz1 kodlamaktadir. Van
A geni tek basina dirence neden olamaz ancak dogada nadir bulunan D-Lac
substratin sentezi van A genini direngli hale getirmektedir. Van H geni tarafindan
kodlanan dehidrogenaz, piriivati diistirmektedir ve bdylece ligaz i¢in gereken D-
Lac substrati saglanmaktadir. D-Ala-D-Lac depsipeptid; penta depsipeptid
olusumuna ve bunlarin birlesmesi peptidoglikant meydana getirmektedir. Bununla
birlikte, yaban tip Onciilerinin sentezinin devam etmesi, vankomisinin bunlara
baglanmasi ve hiicre duvarinin bozulmasi nedeniyle direngli genler ortaya
cikmaktadir. Duyarli 6nciilerin ortadan kaldirilmasi; D, D-Dipeptidaz1 kodlayan
van X geni tarafindan yapilmaktadir (Cattoir ve Leclercq 2013; Shantal ve
Nagarathnamma, 2015).

D, D-Dipeptidaz; Ddl ligazi tarafindan olusturulan D, dipeptit D-Ala-D-Ala’y1
hidrolize etmektedir. Buna ek olarak, van Y genleri tarafindan kodlanan D, D-
karboksipeptidaz, D-Ala onciilerini elemine etmektedir. Benzer bir mekanizma,
van B tipi direngte goriilmeltedir. Van B tipi direng operonu Tn1547 transpozonu
tarafindan tasinmaktadir. Van C tipi direng disinda, D-Ala-D-Ser-tipi gen kiimeleri
kazanilmis gen kiimeleri olmaktadir. Nadiren bulunan van E, van G ve van L
genleri sadece E. faecalis kromozomunda tespit edilmistir. Van N geni ise E.
faecium’un tek bir izolasyonunda bulundugu bildirilmistir. Van G ve van N genleri,
sadece transfer edilebilir D-Ala-D-Ser direng tiplerinde tanimlanmaktadir (Cattoir
ve Leclercq 2013; Shantal ve Nagarathnamma, 2015).
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Bazi van A ve van B tipi dirence sahip E. faecalis ve E. faecium izolatlart,
sadece vankomisine direncli olmakla kalmayip ayni zamanda hayatta kalmak i¢in
vankomisinin veya teikoplaninin varligina ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu 6zellik, ddl
genindeki mutasyonlar1 sonucunda Ddl ligaz enziminde fonksiyonel eksikligi
olusumu nedeniyle goriilmektedir. Bu tiirlerde, peptidoglikan sentezi; bir
glikopeptit tarafindan indiiklenen diren¢ operonuna bagli olmaktadir (Cattoir ve

Leclercq 2013; Shantal ve Nagarathnamma, 2015).

1.7. Vankomisin Direncinin Regiile Olma Mekanizmasi

Glikopeptid direnci; iki bilesenli transdiiksiyon sinyal sistemi’ne (van S / van R
tipi) gore diizenlenmektedir. Bu sistem membrana bagli histidin kinaz ve
sitoplazmik yanit regiilatoriinden olugmaktadir ve bir transkripsiyon aktivatorii
olarak gorev yapmaktadir. Van S tipi sensorii; bir C-terminali sitoplazmik kinaz ve
bir segmentli, iki membranli ve N-terminali glikopeptid sensorii igermektedir

(Courvalin, 2006).

Kiiltiir ortaminda bir glikopeptit varliginda bir sinyal olusur sonra van S’nin
sitoplazmik bolgesinde; ATP’ye bagimli otofosforilasyonun, belirli bir histidin
kalintisinda katalize olur ve fosfat grubu van R’nin aspartat kalintisina transfer
edilir. Glikopeptitin yoklugunda van S, van R’nin defosforilasyonunu stimiile eder
(Courvalin, 2006).

Van S sensori;

a. indiikleyici olmayan kosullar altinda bir fosfataz gibi davranarak,

b. glikopeptid varliginda bir kinaz olarak,

c. yanit1 diizenleyicisinde (regiilator) fosforilasyonuna yol agarak,

d. ve direng genlerinin aktiflestirilmesine neden olarak,

van R regiilatoriiniin fosforilasyon seviyesinin modiile etmektedir (Courvalin,

2006).
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1.8. Vankomisin Direncinin Fenotipik Tanimlanmasi

Fenotipik ve genotipik olarak glikopeptidlere kars1 kazanmis direng van A, van B,
van D, van E, van G, van L, van M, ve van N genlerinde tanimlanirken, intrinsik
direng E. gallinarum ve E. casseliflavus tiirlerin van C geninde belirlenmistir. Van
A ve van B genleri en sik enterokoklarda ve bazen korineform bakteriler ve
streptokoklarda tespit edilmistir. Van A operonu S. aureus’ta da belirlenmistir
(Cattoir ve Leclercq 2013; Miller ve ark., 2014).

1.8.1. Van A Tipi Direng

Tim glikopeptid direng tipleri arasinda en ayrintili olarak incelenmis van A tipi
direng; vankomisine ve teikoplanine yiiksek diizeyde direngten sorumlu
olmaktadir. Bu direngten 10.581 bp’lik Tnl546 ve Tn5482 transpozonun iizerinde
taginan van A gen kiimesinin sorumlu oldugu saptanmistir. Van A gen kiimesinin
hem transfer edilebilen hem transfer edilemeyen plazmidler ve bakteriyel
kromozomlar iizerinde bulunabildigi bildirilmistir. Van A gen kiimesi ilk olarak E.
faecium’un Tnl1546 ve Tn5482 transpozonunda tanimlanmistir. Ayrica bu gen
kiimesi E. faecalis’te de bulunmustur Van A geni ¢ogunlukla E. faecium ve E.
faecalis, aym1 zamanda E. durans, E. gallinorum, E. avium, E. mundtii, E.
casseliflavus, E. raffinosus gibi diger enterokok tiirlerinde de tanimlanmistir
(Mirzaei ve ark., 2015).

Van A tipi direng¢ genini; farkli fonksiyonlarina sahip 9 polipeptit
kodlamaktadir. ORF1 ve ORF2; genlerin aktarilmasina, van R ve van S; direng
genlerinin regiile olmasina, van H ve van A; D-Ala-D-Lac depsipeptid sentezine,
van X ve van Y; peptidoglikan onciileri hidrolizine neden olmaktadir. Van Z’nin
islevi bilinmemektedir (Mundy ve ark, 2000; Garrido ve ark., 2014).

Van A proteini; substrat spesifikliginin degismesini saglayan ve D-Ala-D-Ala
yerine D-Ala-D-Lac olusumuna neden olan bir ligazdir. Ancak vankomisine

duyarli olan normal D-Ala-D-Ala prekiirsorii, ortamda bulundugu siirece D-Ala-
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D-Lac sentezi, yiiksek diizeyde vankomisin direnci olusturmak i¢in yeterli degildir

(Miller ve ark., 2014; Garrido ve ark., 2014).

Peptidoglikanin artmasi ile 6ncii maddelerin arasindaki ¢apraz baglantinin,
penisilin  baglayici protein 5’ler (PBP5) tarafindan gergeklestirildigi
bildirilmektedir. D-Lac ve D-Ala’nin yer degistirmesi, bu baglantiy1
etkilememektedir. Van A direnci uyarilabilir oldugu i¢in PBP’lerdeki degisim
sadece vankomisinin varhi§inda ger¢eklesmekte ve P-laktamlara karsi yiiksek
dercede duyarlhilik goriilmektedir. Bu etki vankomisine direngli suslara karsi
kullanilan iki gruptaki etken maddelerin kombinasyonlarinin olusturdugu sinerjiyi
belirtmektedir. Yine PBP’lerin yiiksek molekiiler agirliklari, B-laktamlara daha
yiiksek bir afiniteleri olmasina neden olmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).

Klinik ¢aligmalarina gore E. faecium’da; ampisilin, penisilin baglayici protein
5 ve vankomisin arasinda genetik baglantis1 oldugu belirtilmistir. Buna bagh
olarak sefalosporinler gibi beta-laktam onciilerine sahip antimikrobiyal ajanlar
vankomisine direncinin ortaya c¢ikmasinda katkida bulunduklari bildirilmistir.
Beta-laktam direncli penisilin baglayici protein ve vankomisin direncinin arasinda
baglanti oldugu vankomisine direngli E. faecalis’lerde saptanmistir (Mundy ve
ark., 2000).

1.8.2. Van B Tipi Direng

Enterokoklarda van B tipi glikopeptid direnci; van A ligaza yapisal benzerlik
gosteren, van B ligaz tarafindan olugmaktadir. Van B proteini, D-Ala-D-Lac ile
sonlanan pentadepsipeptidin olusumuna neden olmaktadir. Van HB, XB, YB, RB,
SB genleri van A direnciyle benzerlik gostermektedir. D,D-dipeptidaz aktivitesi
(van XB) ile vankomisine direng diizeylerinin arasinda baglanti oldugu
saptanmistir. Van Z geni, van B direncine sahip mikroorganizmalarda
bulunmamaktadir. Van YB tiim izolatlarda bulunmamakta ve Tn1546 transpozon
tizerinde bulundugu pozisyonunda farklilik gostermektedir. Van HAX ile van

HBBXB arasinda % 70 sekans benzerligi olmasina ragmen van A ve van B’lerin
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RS ve Y proteinleri arasinda daha az (% 25-35) benzerlik bulunmaktadir. Sadece
van B geninde bulunan, van W proteinin iglevi bilinmemektedir. Van B gen kiimesi
van B-1, van B-2 ve van B-3 olarak ii¢ farkli altgrubuna ayrilmaktadir. Van B
altgrublar1 ve vankomisine diren¢ diizeyi arasinda bir baglanti olmadigi

belirlenmektedir (Courvalin, 2006; Garrido ve ark., 2014).

Van B gen kiimesi kromozom {izerine yerlesmektedir. Ancak transpozon ve
plazmidler tarafindan da tasinabildikleri bildirilmistir. Van B gen kiimeleri
genellikle 90-250-kb’lik elemanlar1 tarafindan kromozomdan kromozoma

konjugasyon ile transfer edilmektedir (Courvalin, 2006).

Van B tipi direncin transferi; en ¢ok Tn916 gibi konjugatif transposonlarla
tasinan van B2 gen kiimelerin yayilimi ile goriilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde ve Avrupa’da 27 kb’lik Tn5382 ve 34 kb’lik Tn1549 tranpozonlar
tarafindan yayilan van B diren¢ yaygin olarak tespit edilmistir (Gold, 2001;
Courvalin, 2006).

Van B tipi direng tastyan enterokok izolatlar1 vankomisine degisken diizeyde
diren¢ gosterirken teikoplanine duyarli olmaktadirlar. Van B tipi diren¢ yaygin
olarak E. faecalis ve E. faecium’da goriilmektedir. Van RB — van SB sistemi
vankomisin tarafindan indiiklenirken teikoplanin tarafindan indiiklenmez. Bu
nedenle van B tipi direng tasiyan suslar teikoplanine duyarli olmaktadirlar. Van B
izolatlarinin vankomisin tarafindan indiiklenmesi sonucunda teikoplanine de

direng gelistigi bildirilmistir (Hollenbeck ve Rice 2012; Miller ve ark., 2014).

1.8.3. Van C Tipi Direng

Van C tipi direng; E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens tiirlerinde
goriilen intrensik bir diren¢ tipidir. Vankomisine diisiik diizeyde direngli,
teikoplanine ise duyarli olmak bu tip direngte goriilmektedir. Bu direncte; van C-
1, van C-2 ve van C-3 olmak iizere ii¢ alt tipinin bulundugu tespit edilmistir. Van

C-1 E. gallinarum’da, van C-2 E. casseliflavus’ta, van C-3 ise E. flavascens’te
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bulundugu saptanmistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Sujatha ve Praharaj 2012;
Mazaheri Nezhad Fard ve ark., 2014).

Van C direng fenotipi; yapisal olarak D-Ser ile sonlanan peptidoglikan
Onciilerinin Uretimi sonucu ifade edilmektedir. D-Ala-D-Ser ile sonlanan
pentepeptid ii¢ van C geni tarafindan kodlanmaktadir. Van C-1, van C-2 ve van C-
3 genleri kromozomalar tizerine bulunduklari, transfer edilmedikleri ve van A, van
B ve van D genlerinden farkli olduklar1 bildirilmistir. (Cetinkaya ve ark., 2000;
Courvalin, 2006). Van C tipi direnci i¢in ii¢ proteinin olmasi (van T, van C, van
XYc) gereklidir (Miller ve ark., 2014).

1.8.4. Van D Tipi Diren¢

Kazanilmig van D tipi direng; D-Ala-D-Lac ile sonlanan peptidoglikan iiretimi
nedeniyle olugsmaktadir. Incelenmis enterokok tiirlerinde kromozom iizerinde yer
alan van D geni, van A ve van B’ye benzer oldugu diisiiniilmektedir. Ancak van D
geni, konjugasyonla enterokok tiirleri arasinda transfer edilemedigi i¢in van A ve
van B’den ayrit edilmektedir. Van D geni; van A ve van B gen kiimelerinde
bulunan van Z ve van W genleri ile homolog olmadig1 belirtilmistir (Courvalin,
2006; Miller ve ark., 2014). Van D gen kiimesi; van Rp, van Sp, van RYp, van Hp,
van D ve van Xp olmak iizere alt1 geni icermektedir (Méndez-Alvarez ve ark.,
2000).

Van D tipi direngte; D, D-dipeptidaz aktivitesi goriilmemektedir. Ayrica D-
Ala-D-Ala ile sonlanan peptidoglikan onciilerinin ortadan kaldirtlmasi van D tipi
duyarl fenotipler (bakteriler) tarafindan miimkiin olmadig: bildirilmistir. Duyarh
van D tipi fenotiplerin aksine, van D tipi diren¢ suslarinda, kromozomal ddl
genindeki ¢esitli mutasyonlar sonucunda ddl inaktif hale gelmektedir. Bir noktada
mutasyonuda; 5-bp veya IS19 gibi elementlerin yerlestirilmesi sonucunda genlerin
aktivitesi bozulabilmektedir (Courvalin, 2006; Miller ve ark., 2014).
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1.8.5. Van E Tipi Direng

D-Ala-D-Ser ile sonlanan peptidoglikan Onciilerinin sentezi nedeniyle bu tip direng
interinsik olarak enterokok tiirlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu direng tipi ilk olarak
E. faecalis BM4405’te tanimlanmustir. Bu tip direng izolatlar1; vankomisine karsi
diisiik diizeyde direngli (MiK=16 pg/ml), teikoplanine ise duyarli olduklart
(MIK=0.5 pg/ml) bildirilmistir (Méndez-Alvarez ve ark., 2000; Courvalin, 2006).

Van E geni, E. faecalis’te kromozom iizerinde lokalize olmaktadir (Cattoir ve
Leclercq 2013). Bu direng genotipinin; van C tipi direng ile benzerlik gosterdigi
saptanmigtir  (Cetinkaya ve ark.,, 2000; Courvalin, 2006). Aminoasit
sekanslamalarinda van C’ye % 55, van A’ya % 45, van B’ye % 43 ve van D’ye %

44 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000).

1.8.6. Van G Tipi Diren¢

Kazanilmis van G tipi direng izolatlar1; vankomisine diisiik diizeyde (MIK=16
ng/ml) direng gosterirken, teikoplanine (MIK= 0.5 pg/ml) duyarli olmaktadirlar.
D-Ala-D-Ser ile sonlanan peptidoglikan 6nciilerinin sentezi nedeniyle bu tip direng
goriilmektedir. Kromozom {izerinde bulunan van G operonu yedi gen igermektedir
ve bu genleri gesitli van operonlarindan toplamaktadir (McKessar ve ark., 2000;
Depardieu ve ark., 2003; Boyd ve ark., 2006; Courvalin, 2006).

Diger van operonlarimin aksine, van G tipi direncte tespit edilen Puc
diizenleyici sistemi, van G gen kiimesinde bulunan ii¢ gen (van Ug, van Rg, van
Sc) tarafindan kodlanmaktadir. Van R ve van Sg genleri van Rp ve van Sp
genlerine yiiksek diizeyde benzerlik gostermektedirler. Van Ug genini ise, bir
transkripsiyonel aktivatdr kodlamaktadir. Pyg diizenleyici sistemi ise, van G gen
kiimesinde bulunan 5 gen (Van Yg, van Wg, van G, van XY ve van Tg) tarafindan
kodlanmaktadir. Bu tiir bir protein, daha 6nce glikopeptid direncinde bulunmadigi
belirtilmistir. Van G tipi direng; ~240 kb’lik genetik elementleri tarafindan

kromozomdan kromozoma transfer edilebilmektedir. Ayrica eritromisin direncini
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kodlayan erm B genide bu elementler tarafindan taginmaktadir (Depardieu ve ark.,
2003; Boyd ve ark., 2006; Courvalin, 2006).

1.9. Enterokoklarin Neden Oldugu infeksiyonlar

Staphylococcus aureus, koagiilaz-negatif Staphylococcus ve Enterococcus gibi
bircok farkli bakteri, virlis, mantar ve parazitler nozokomiyal infeksiyonlara
(Health care-associated infections, HAI) neden olabilmektedir (Anon, 2002b;
Anon, 2011a). En yaygim nozokomiyal infeksiyonlar; cerrahi operasyon, yara,
{iriner sistem ve solunum yolu infeksiyonlaridir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO,
World Health Organization, WHO) cerrahi, ortopedi ve yogun bakim {initelerinde
hastane kokenli infeksiyonlarin yaygin oldugunu bildirmektedir (Anon, 2002b).

Enterokoklarin neden oldugu infeksiyonlarin tedavisi igin, genellikle
vankomisin kullanilmaktadir. Baz1 durumlarda, enterokoklar bu ilaca direncli
olmakta bunlara vankomisin diren¢li enterokok (VRE) denilmektedir. VRE
infeksiyonlarinin ¢ogu hastanelerde olusmaktadir. VRE’ler hastalik olusturmadan
da, insan bagirsak ve genital sisteminde kolonize olabilmektedir. Ancak, bazen
kateter kullanimi veya cerrahi girisimler gibi durumlarda iiriner sistem, kan

dolagim ve yara infeksiyonlarina neden olabilmektedirler (Anon, 2011a).

Gida degeri olan hayvanlarda antimikrobiyal ajanlarin kullanima ile insanlarda
antimikrobiyal direngli bakterilerin ortaya ¢ikabildigi belirtilmektedir. Buna 6rnek
olarak Salmonella, Campylobacter, Enterococcus, Escherichia coli bakterileri
ornek olarak verilebilmektedir. Bu direncgli bakteriler gida tiikketimi ve hayvan
giibresi ile temas sonucu insanlara gecebilmektedir. Molekiiler yontemler ile gida
degeri olan hayvanlarda antimikrobiyal ajanlarin kullanimi ve insanlardan izole
edilen antimikrobiyal direngli enterokoklar arasinda iliski oldugu rapor

edilmektedir (Anon, 2003).

Enterokok kaynakli nozokomiyal infeksiyonlarin gelisimini etkileyen

faktorler ise; daha once uzun siire vankomisin veya diger antibiyotiklerle tedavi
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edilmis kisilerde, VRE’lerin kolonize olmasi, organ nakli olanlar, abdominal veya
g0giis cerrahisi gegirenler, liriner veya intravendz (IV) katater gibi tibbi cihazlarin
kullanilmas1 olmaktadir (Anon, 2002b; Anon, 2011a). DSO’ye gore; kalabalik
hastane popiilasyonlar1 arasinda antibiyotik direngli bakterilerin transferi, kanser,
diyabet, bobrek yetmezligi ve AIDS gibi hastalarda bagisiklik sistemin
baskilanmasi, cocukluk ve yaslilik ¢aginda infeksiyona karsi direncin azalmasi ve
infeksiyon kontrol programlarinin yeterli yapilmamasi gibi faktorler nozokomiyal
infeksiyonlarin gelisimini etkilemektedir (Anon, 2002b). Ayrica hastanin kendi
florasinda bulunan enterokoklardan (endojen infeksiyon), hasta kisilerle temas
sonucu (capraz infeksiyon) ve kontamine ylizeylerden (cevresel infeksiyon)

infeksiyon olusabilmektedir (Anon, 2002b).

VRE kaynakli nozokomiyal infeksiyonlarin tedavisinde; antibiyotik
tedavisine baslamadan dnce mikrobiyolojik 6rnek alinmasi ve kiiltiir sonuglarinin
izlenmesi, gereksiz antibiyotik kullanimini azaltmak i¢in yararli olmaktadir.
Antibiyotik direnci ve antibiyotik kullanim verilerinin izlenmesi agir hastalarda
antibiyotik tedavinin yonlendirilmesinde 6nemlidir. Cerrahi miidahalelerde ise,
antibiyotiklerin uygun zaman ve dozlarda verilmesi direncli bakterilerin ortaya
cikmasini azaltmaktadir. VRE infeksiyonlarimin ¢ogu vankomisin disindaki

antibiyotikler ile tedavi edilebilmektedir (Anon, 2002b; Anon, 2005).

Enterokoklar;  bakteriyemi, endokardit, menenjit, riner  sistemi,
intraabdominal, neonatal, gastrointestinal, yara ve yumusak doku infeksiyonlarina
neden olmaktadirlar (Chenoweth ve Schaberg, 1990; Jett ve ark., 1994; Zeana ve
ark., 2001; McDonald ve ark., 2005; Zirakzadeh ve Patel, 2006; Tarchini, 2010;
Moses ve ark., 2012).

1.9.1. Gastrointestinal Infeksiyonlar

Enterokoklar insan ve ciftlik hayvanlarinin dogal bagirsak florasinda bulunmalari,
klinik infeksiyonlarda etkili olmalar1 ve antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direng

nedeniyle gida kaynakli patojenler olarak goriilebilmektedirler. Enterokoklar

60


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002934305001397
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Giorgio+Tarchini&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jgid.org/searchresult.asp?search=&author=Viju+Moses&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0

firsatg1 patojenlerdir ve genellikle bagisiklik sistemi baskilanmis ya da ciddi
hastalig1 olan insanlarda infeksiyonlara neden olabilmektedirler. Enterokoklarin
antibiyotiklere kars1 dogal ve kazanilmis direnci patogenezin gelisiminde onemli
bir faktér olmaktadir. Bu bakteriler konak dokularda kolonizasyon, adezyon,
invazyon ve savunma mekanizmalarina karsi direng nedeniyle de infeksiyonlara
sebep olmaktadirlar. Ayrica inflamasyona yol agarak patolojik degisiklikler neden
olmaktadirlar. Enterokoklarin kolonize olabilmeleri i¢in, AF ve ESP gibi

faktorlerin yardimiyla konak hiicrelerine baglanmalar1 gerekmektedir (Franz ve
ark., 2003).

AF; nétrofil, makrofaj, bagirsak epitel hiicreleri, fibronektin, trombospondin,
vitronektin ve kollajen tip 1 gibi ekstraseliiler matriks proteinlerine
baglanabilmektedir. Enterokoklar bagirsak veya iirogenital epitellerinden gecip
lenfatik veya vaskiiler sisteme girerek abdominal infeksiyon ve bakteriyemiye
neden olmaktadir. Intestinal lezyonlar gibi durumlarda, ekstraseliiler matriks
proteinlerine bagl kalma yetenegini bakteriyel translokasyonu tesvik etmektedir.
Ekstraseliiler matriks proteinlerine bagliligin yara infeksiyonu ve bakteriyel
endokarditte énemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir (SiiBmuth ve ark., 2000;
Rozdzinski ve ark., 2001).

ESP, kromozomda kodlanan diger adezyondur. ESP varliginda, hiicre
hidrofobisitesi, abiyotik ylizeylere baglanma ve biyofilm olusumunun arttigi
bildirilmektedir. Ayrica konak dokularda ekstraselliiler matriks proteinlerine
baglanarak bakterilerin kolonizasyonunu arttirmaktadir (Toledo-Arana ve ark.,
2001).

AF, doku hiicrelerinde hem adezyon hem invazyonda rol oynamaktadir.
Enterokoklar AF yardimiyla bagirsak mukozasindan go¢ ederek mezenterik lenf
bezleri, karaciger ve dalakta yayilmaktadir. AF, makrofajlar ve nétrofiller gibi
immiin  hiicrelere  baglanarak enterokoklarin intraselliiler —savunmasini
arttirmaktadir. Enterokoklarda; ESP, MSCRAMM ve sitolizin liretimi, bakterilerin

immun yanittan kaginmasini saglamaktadir (Franz ve ark., 2003).
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Enterokokal bakteriyeminin kaynagi olarak {iriner sistem, intravaskiiler
kateter, intraabdominal bdlge, gastrointestinal sistem, safra, pelvik ve yara
infeksiyonlar1 olarak bildirilmektedir (Murray, 1990). Enterokok bakteriyemisi
gelisimi ile bakteriyemi Oncesi antimikrobiyel madde kullanimi iligkisi de
arastirilmistir.  Kullanilan antibiyotikler 06zellikle gastrointestinal sistemde,
enterokoklar disinda bulunan mikrooganizmalarin {iremesini baskilayarak,
enterokoklarin artisina ve diger faktorlerle bakteriyemi gelisimine zemin

hazirlamaktadir (Montecalvo ve ark., 1994).

1.10. Enterokoklarin Gidalarda Bulunusu

Enterokoklarin primer konaklarimi insan ve hayvanlarin bagirsak kanali
olusturmaktadir. Isiya karsi relatif direngli olan enterokoklar, klasik siit
pastorizasyonunda canliliklarini  korumaktadirlar. Enterokoklarin  gidalarda
olusturdugu riskin 6nemi gidanin tiirii kadar, gérmiis oldugu islemle de iliskilidir.
Diistik enterokok sayim sonuglar islem gérmemis gidalar i¢in 6nemsiz kabul
edilirken dondurulmus, pisirilmis veya islem gérmiis diger baz1 gidalarda 6nemli
olabilmektedir. Yetersiz sanitasyon uygulamalari nedeni ile enterokoklar,
isletmelerde alet ve ekipmanlarin yiizeylerinde yerlesik flora haline gelerek
buralardan gidalara bulasabilmektedirler. Enterokoklar diger pek c¢ok laktik asit
bakterileri gibi 1s1l islem gormiis et iiriinlerinde yiiksek sicakliga karsi direngli
olma 6zelliginden dolay1 konserve ve kiirlenmis et {irtinlerinde canli kalarak ya da
dilimleme ve paketleme gibi islem basamaklarinda ¢apraz kontaminasyona bagl
olarak {riinde bozulma yapabilmektedirler. Ayrica enterokoklar fermente
gidalarda kontaminasyon diizeyini ya da kiirleme isleminin yetersizligini de

yansitmaktadir (Giraffa, 2002; Majheni¢, 2006).

Enterokoklarin 1s1ya yiiksek direncliliginden dolay1 bu bakteri, uygulanan 1st
isleminin etkinliginin belirlenmesinde, sanitasyonda ve muhtemel fekal bulagsma
ile gidanin genel mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesinde indeks bakteri olarak
degerlendirilmektedir. Enterokoklarin ¢ogu dondurma islemine karsi da relatif

direnglidir. Bu bakteriler dondurma ve donmus muhafaza isleminde fekal indikator
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olarak degerlendirilmektedir. Diger taraftan fermente et ve siit irlinleri de
enterokoklar1 degisik diizeylerde icermekte ve bu iiriinlerde enterokoklar hijyenik
yonden sorun olusturmaktadir. Bu tip gidalarda enterokoklarin varlig fekal bir
bulasmanin gostergesi olmadigindan indikatér olarak degerlendirilmemektedir

(Erol, 2007).

Cogu arastirmaci, gida kaynakli enteritislerde enterokoklarin roliinii tartigmali
bulamkta ve firsat¢1 veya potansiyel patojen olarak degerlendirmektedir. Bu
kapsamda goniilliiler iizerinde yapilan ve ¢ok sayida (108-10° kob/gr) bakterinin
verildigi deneysel c¢alismalarda semptomlarin sekillenmedigi bildirilmektedir.

Ancak bu bakterinin bazi suglarinin enteritise neden olabildigi de bilinmektedir

(Erol, 2007).

Bu bakteriler istenmeyen 6zelliklerinin yaninda sahip olduklari pek ¢ok yararli
ozelliklerinden dolay1 gida endiistrisinde probiyotik, starter veya ek starter olarak
kullanilmaktadir. Isiya direnci ve iireme kosullarina adapte olabilme yetenegi
(sicaklik, pH degerleri ve tuz derisimleri) enterokoklarin peynir ve et tirtinleri gibi
fermente gidalarin  mikroflorasinin  6nemli bir pargasini  olusturmasini
saglamaktadir. Fermente gidalarin organoleptik ozelliklerine katilmas: ve
bakteriyosin (enterosin) lretim yetenekleri enterokoklarin gida teknolojisinde

kullanimi agisindan 6nem tasimaktadir (Majhenic, 2006).

Enterokoklarin olusturduklari enterosinlerin kullanima, sucuk
fermantasyonunda ve dilimlenmis vakum paketli pismis et diirlinlerinde L.
monocytogenes’in onlenmesinde yarar saglamaktadir. Ayrica enterosin Kimyasal
koruyuculara alternatif olarak et {riinlerinde patojenlerin kontrolii i¢in

kullanilabilmektedir (Majhenic, 2006).

Enterokoklarin starter olarak kullaniminin, starter olmayan diger laktik asit
bakterilerinin iiremesini olumlu yonde etkiledigi, proteolitik indeksi ve serbest
amino grubu derisimini arttirdifi, suda ¢Oziinebilir azot fraksiyonlarin

zenginlestirdigi, tat, aroma, renk, yap1 ve tim duyusal 6zellikleri olumlu yonde
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etkiledigi belirtilmistir. Bunlara ilaveten enterokoklar peynirlerde bakteriyosin
olusturarak L. monocytogenes gibi patojenleri inhibe etmektedirler (Franz ve ark.,
1999; Majheni¢, 2006).

Yapilan bir ¢alismada, yemek kantinlerinden toplanan gida, tabak ve el
bezlerinde E. faecalis varligi incelenmistir. Toplanan 537 drnekten 658 E. faecalis
izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin %71.30’u kloksasiline, % 70.21’1
eritromisine, % 68.54’1i kotrimoksazola, % 65.05’1 amoksisiline, % 65.05°1
kloramfenikole, % 63.68’i tetrasikline, % 61.70’1 augmentin, % 53.04’i
gentamisine, % 11.7°si vankomisine, % 34.4’ii levofloksasine, % 28.72’1
siprofloksasine, % 26.6’s1 norfloksasine, % 24.92’si sparfloksasine ve % 24.32’si
perfloksasine direcli olduklari saptanmustir. Izolatlarm % 99.2°si 3 ila 12

antibiyotige birden direncli olduklar1 bildirilmistir (Olawale ve ark., 2015).

1.10.1. Et Uriinlerinde Enterokoklarin Varhg

Entrokoklar olumsuz ¢evre kosullar1 ve 1s1ya direngli olduklar i¢in, gida giivenligi
ve Kkalitesinin indeksi olarak distiniilmektedir. Hayvanlarin gastrointestinal
sisteminde enterokoklarin varligi kesim sirasinda etin kontamine olmasina yol
acabilmektedir. Cig et ve {riinleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda, siir ve domuz
etlerinden E. faecalis baskin tiir olarak, E. faecium’un ise siklikla islem gérmiis
paket sosislerden izole edildigi bildirilmistir (Franz ve ark., 1999; Foulquié
Moreno ve ark., 2006). Ug farkli kesimhaneden toplanan domuz karkaslarinda E.
faecium ve E. faecalis, yapilan bir bagka ¢alismada tavuk orneklerinde ise E.

faecalis baskin tiir olarak izole edilmistir (Franz ve ark., 2003).

Entrokoklar pH, tuz ve 1s1ya direnglidir. Bu nedenle, pismis ve islem gormiis
etlerde bozulmaya neden olabilmektedir. Ornegin, salam ve Landjager gibi et
iirinlerinde enterokoklar 102-10° kob /g diizeyinde degismektedir (Giraffa, 2002).
Entrokoklar Ispanya’da iiretilmis Chorizo ve Espetec gibi kuru fermente
sosislerden de izole edilmistir (Franz ve ark., 2003). Ayrica 1s1 isleminden sonra

konserve jambon ve paketlenmis kefal etlerinden E. faecalis ve E. faecium izole
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edilmistir. Konseve iirtinlerde entrokoklarin tuz ve nitrit tarafindan etkilendikleri
bildirilmistir. Islem gormiis etlerin bozulmasmi o6nlemek icin, entrokoklar
tarafindan baglangi¢ kontaminasyonu minimum diizeyde tutulmali ve yeterli

sicaklik islemi uygulanmalidir (Franz ve ark., 1999).

Japonya’da yapilan bir ¢aligmada; 102 tavuk eti ve 54 sakatat 6rneginde
Enterococcus spp. ve antibiyotik diren¢ profillerin varligi incelenmistir. Bu
orneklerden 113 E. faecalis ve 25 E. faecium izolat1 elde edilmistir. Toplam 113
E. faecalis izolatinin % 58.4’11 oksitetrasikline, % 50.4’1 dihidrostreptomisine, %
37.2’s1 eritromisine, % 6.2°si kloramfenikole, % 2.7’s1 enrofloksasine, % 0.9’u
vankomisine direngli olduklari tespit edilmistir. Toplam 25 E. faecium izolatinin
% 4’1 ampisiline, % 28’1 oksitetrasikline, % 20’si dihidrostreptomisine, % 4.4’
eritromisine, % 32’si enrofloksasine, % 4’1 vankomisine, % 12’si virginamisine

direngli olduklar1 saptanmistir (Hidano ve ark., 2015).

Yapilan baska bir ¢alismada kanath karkaslarindan elde eilen toplam 75 E.
cecorum izolatinin % 72’si linkomisine ve % 61.3’1i tetrasikline direncli olduklari
saptanmistir. E. cecorum izolatlarinin; % 1.3’ kloramfenikole, % 22.7’si
eritromisine,% 1.3’ gentamisine, % 12’°si kanamisine, % 72’si linkomisine, %
16.7’si streptomisine, % 73.3°1 tetrasikline ve % 6.7si tilosine direngli olduklari
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda; E. cecorum izolatlarinin % 70.7’s1 2 ve lizeri

antibiyotige birden direncli olduklar1 bildirilmistir (Jackson ve ark., 2015).

Yapilan bir bagka calismada; peynir, si8ir ve tavuk eti drneklerinden 102
Enterococcus spp. izolatt elde edilmistir. Bu entrokok izolatlarinin 48’1 sig1r eti,
40’1 tavuk eti ve 14’1 peynir orneklerine ait olduklar1 bildirilmistir. PCR teknigi
ile toplam 102 Enterococcus spp. izolatinin 70’1 vankomisin direngli E. faecium
oldugu saptanmistir. Vankomisin direngli E. faecium izolatlarinin 35’1 sigir eti,
27’si tavuk eti, 8’1 peynir Orneklerine ait olduklar1 ve hepsinde van A geninin
bulundugu belirilmistir. Vankomisin direngli E. faecium izolatlarmin; % 100’
siprofloksasin, eritromisin ve ampisiline, % 95’1 gentamisine, % 5’i

Kloramfenikole direngli olduklari saptanmistir (Talebi ve ark., 2015).
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Yapilan bagka bir calismada 500 sigir, domuz ve tavuk eti 6rneginde ve 100
yumurta 6rneginde vankomisin direngli enterokoklar (VRE) incelenmistir. Bu
orneklerin 141’inde Enterococcus spp. saptanmistir. Toplam 141 entrokok
izolatinin 88’1 E. faecium ve 53’1 E. faecalis olarak belirlenmistir. Enterococcus
spp. izolatlarinin % 66’s1 ampisiline,% 52.5°1 siprofloksasine, % 51.8’1
eritromisine, % 41.8’1 penisiline, % 36.9’u tetrasikline diren¢li olduklari
gbzlenmistir. Izolatlarin % 15.6’s1 tiim antibiyotiklere duyarli ve % 53.2’si
multirezistans olduklar saptanmustir. E. faecium izolatlarmin % 34.1°1 ve E.
faecalis izolatlarinin % 1.9’u vankomisine direng¢ gosterdikleri belirlenmistir.
Vankomisine direngli E. faecium izolatlarinin 22’sinde van A geni, 2’sinde van B
geni, 7’sinde hem van A hem van B geni saptanmustir. E. faecalis izolatlarinda ise

van A ve van B geni bulunmamistir (Gousia ve ark., 2015).

Ankara’da yapilan bir ¢alismada 2007 yil1 ocak-haziran aylar1 arasinda farkli
marketlerden toplanan 200 et, peynir, hazir yemek, baharat ve yogurt drnekleri
incelenmistir. Bu calismada cesitli gida 6rnegi enterokoklarla kontaminasyon

oranlar Cizelge 1.4’te verilmistir (Koluman ve ark., 2009).

Cizelge 1.4. Cesitli gida 6rneklerinin enterokoklarla kontaminasyon oranlar1 (Koluman
ve ark., 2009).

Gida ornekleri Orneklerin sayisi Enterokok
kontaminasyonu
Et luly 25 % 88
n-50 tavuk 25 % 72
Peynir cedar 20 % 60
n-50 tirk beyaz 20 % 70
krem 10 % 60
hamburger 10 0
pizza 10 0
Hazir tavuk nugget 10 % 20
yerek sl tatls 10 % 10
sigir eti 5 0
kizartmasi
salata 5 0
Baharat karabiber 10 % 80
n-30 kirmizi biber 10 % 70
kori 10 % 50
Yogurt 20 % 25
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Ankara’da yapilan bagka bir ¢calismada tavuk mezbahalarindan toplanan 106
tavuk boyun derisi drneginde enterokoklarin varlii incelenmistir. incelenen
orneklerin 83’tinde (% 78) Enterococcus spp. izole edilmistir. Enterococcus pozitif
izolatlarinin % 48’1 E. faecium, % 23’u E. durans, % 19’u E. faecalis, % 6’s1 E.
gallinarum, % 1’i E. hirae, % 1’i E. mundtii ve % 1’i E. casseliflavus olarak

tanimlanmistir (Kasimoglu Dogru ve ark., 2010).

Adana’da yapilan bir ¢alismada ¢esitli marketlerden toplanan 50 tavuk eti
orneginde 4 enterokok, 22 koagiilaz negatif stafilokok ve 4 S. aureus susu izole
edilmistir. Enterococcus spp. izoltlarin % 50’si eritromisine, % 100’1 tetrasikline,
% 50’si vankomisine, % 50’si kloramfenikole, % 75’1 siprofloksasine direngliyken
izolatlarin hepsinin teikoplanine duyarli olduklar1 bildirilmistir (Yurdakul ve ark.,
2013).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu ¢alismada Ankara’da farkli marketlerde taze olarak satisa sunulan toplam 100
hindi kusbas1 6rnegi materyal olarak kullanilmistir. Bu ornekler; Eyliil, Ekim,
Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda toplamda 2 farkli marka ve 8 acikta dokme satis
noktalarindan alinmistir ve bunlarin hepsine 1-10’a kadar firma ismi verilmistir.
Paketlenmis alinan Ornekler orjinal ambalajlarinda, acikta dokme satig
noktalarindan alinan 6rnekler ise satig noktasinda paketlendigi sekilde soguk zincir
altinda 2 saat igerisinde laboratuvara getirilerek analiz edilmistir.

2.1.1. Enterococcus spp. Izolasyon ve identifikasyonunda Kullanilan
Besiyerleri ve Diger Kimyasallar

2.1.1.1. Tamponlanmis Peptonlu Su

Buffered Peptone Water, TPS (Oxoid, CM0009)

Bilesim gram/litre
Peptone 10.0
NaCl 5.0
Di-sodium phosphate 35
Potassium dihydrogen phosphate 1.5
pH7.2+0.2

Hazirlanisi:

Klasik kiiltiir kullanilmak tizere, hazir besiyerinden 20 gram tartilarak 1 litre distile
suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7.2+ 0.2’ye ayarlandiktan sonra 121°C’de 1 atm
basing altinda 15 dakika otoklav edildi. Otoklavdan ¢ikan hazirlanmis besiyeri oda

sicakligina ulastiginda + 4°C’de muhafaza edildi.

2.1.1.2. Slanetz—Bartley Agar
Slanetz—Bartley Agar (Oxoid, CM0377A)

Bilesim gram/litre
Tryptose 20.0
Yeast extract 5.0
Glucose 2.0
K2HPO4 2H,0 4.0
Sodium azide 0.4
Tetrazolium chloride 0.1
Agar 10.0
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pH7.2+0.2

Hazirlanisi:

Hazir besiyerinden 42 gram tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiriildi. pH
degeri kontrol edildi. Uygun pH aralig1 (7.2 £+ 0.2) ayarlandiktan sonra sicak Su
banyosunda homojen bir sekile gelene kadar birakildi. Homojen ve seffaf hale
geldikten sonra steril petriler igerisine besiyer dokiildi. Oda sicakliginda yaklasik

12 saat bekleyen besiyerleri + 4°C’de muhafaza edildi.

2.1.1.3. % 0.6 Maya Ekstrakt1 iceren Tryptone Soya Agar
- Tryptone Soya Agar, TSA (Oxoid CM0131)

Bilesim gram/litre
Pancreatic digest of casein 15.0
Enzymatic digest of soya bean 5.0
Sodium chloride 5.0
Agar 15.0
pH7.3+0.2

- Yeast Extract Agar, (Oxoid, LP0021B)

Bilesim gram/litre
Yeast extract 3.0
Peptone 5.0
Agar 15.0
pH6.5+0.2

Hazirlanisi:

Elde edilen izolatlar1 4°C’de muhafaza etmek i¢in, hazir besiyerinden 40 gram ve
maya ekstrakti 6 gram tartilarak 1 litre distile suda ¢6ziindiirtildii ve pH degeri 7.3
+ 0.2’ye ayarlandiktan sonra sicak Su banyosunda iyice eritildi. Daha sonra 16 x
150 mm tiiplere 9 ml olacak sekilde paylastirilarak 121°C’de 1 atm basing altinda
15 dakika steril edildikten sonra yatik bir pozisyona getirilerek katilagmasi

sagland1 ve yatik agar elde edildi. Sonra tiipler + 4°C’de muhataza edildi.
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2.1.2. Enterococcus spp. Identifikasyonu Amaciyla Kullanilan Besiyerler ve
Kimyasal Maddeler

2.1.2.1. Brain Heart Infusion Broth

BHI, Broth, (Oxoid CM1135B)

Bilesim gram/litre
Calf brain infusion solids 12.5
Beef heart infusion solids 5.0
Proteose peptone 10.0
Glucose 2.0
Sodium chloride 5.0
Di-sodium phosphate 2.5
pH7.4+0.2
Hazirlanisi:

Hazir besiyerinden 37 gram tartilarak 1 litre distile su icerisinde ¢ozdiiriildii.
Hazirlanan besiyerinin pH degeri kontrol edildi. Uygun pH araligi (7.4 + 0.2)
ayarlanan besiyeri 16x150 mm tiiplere 9 ml olacak sekilde dolduruldu. Tiipler
121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan tiipler oda

sicakligina ulagtiginda + 4°C’de muhafaza edildi.

2.1.2.2. % 30’luk Hidrojen Peroksit

H>0, (Merck 1.08597.1000) % 30’luk
Hazirlamisi:

Kimyasal analizler amaciyla kullanilan % 30’luk H202’den 3 ml alinarak
sollisyonun % 3’liik olmasi amaciyla 27 ml distile su ilave edildi. Soliisyon +

4°C’de maksimum 2 giin muhafaza edildi.
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2.1.2.3. % 6.5’luk NaCl iceren MRS Agar (pH’s19.6)

- MRS Agar (De Mann Rogosa Sharpe, Oxoid, CM0359B)

Bilesim gram/litre
Peptone 10.0
Lab-Lemco Powder 8.0
Yeast extract 4.0
Glucose 20.0
Sorbitan mono-oleate 1ml
Di-potassium hydrogen phosphate 2.0
Sodium acetate 3H,O 5.0
Tri-ammonium citrate 2.0
Magnesium sulphate 7H>O 0.2
Manganese sulphate 4H,0 0.05
Agar 10.0
pH6.2+0.2

- NaCl (Oxoid/Remel, LP 005 B)

Hazirlanisi:

Hazir besiyerinden 62 gram ve NaCl’den 65 gram tartilarak 1 litre distile su
igerisinde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan besiyerinin pH degeri hazirlanan NaoH ile
kontrol edildi. Uygun pH aralig1 (9.6) ayarlandiktan sonra sicak Su banyosunda
tyice eritildi. Daha sonra 121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi.
Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 45-50°C’ye sogudugunda sonra besiyerinden
yaklasik 12 ml steril petrilere dokiilerek oda sicakliginda yaklasik 12 saat
bekletildi. Sonra + 4°C’de muhafaza edildi.

- AnaeroGen Gaz Kitleri (Oxoid, AN0O025A; AN0035a)

Anaerob ortam saglanmasi amaciyla AnaeroGen (Oxoid AN 0025 A ve AN 0035
A) ticari gaz kitleri kullanildu.

2.1.2.4. SIM Medium

Citrate Indole Motility, (Oxoid, CM0435B)
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Bilesim

Tryptone

Peptone

Ferrous ammonium sulphate
Sodium thiosulphate

Agar

pH7.3+0.2

Hazirlanisi:

gram/litre
20.0
6.1
0.2
0.2
3.5

Hazir besiyerinden 30 gram tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildii.

Hazirlanan besiyerinin pH degeri kontrol edildi. Uygun pH aralig1 (7.3 £ 0.2)

ayarlanan besiyeri sicak Su banyosunda tamamen eritildi. Daha sonra 16x150 mm

tiiplere 9 ml olacak sekilde dolduruldu. Tipler 121°C’de 1 atm basing altinda 15

dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan tiipler oda sicakligina ulasgtiginda + 4°C’de

muhafaza edildi.

2.1.2.5. Bile Esculin Agar
Bile Esculin Agar (Oxoid, CM0888B)

Bilesim
Peptone

Bile salts
Ferric citrate
Aesculin
Agar
pH7.1£02

Hazirlanisi:

gram/litre
14.0
15.0
0.5
1.0
15.0
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Hazir besiyerinden 44.5 gram tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildii.
Hazirlanan besiyerinin pH degeri kontrol edildi. Uygun pH aralig1 (7.1 £ 0.2)
ayarlanan besiyeri sicak Su banyosunda tamamen eritildi. Daha sonra 121°C’de 1
atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 45-
50°C’ye sogudugunda sonra besiyerinden yaklasik 12 ml steril petrilere dokiilerek,
oda sicakliginda yaklagik 12 saat bekletildi. Sonra + 4°C’de muhafaza edildi.

2.1.2.6. Moeller Decarboxylase Broth Base

Moeller Decarboxylase Broth Base (BBL, 221659)

Bilesim gram/litre
Peptic Digest of Animal Tissue 5.0
Beef Extract 5.0
Dextrose 0.5
Bromocresol Purple 0.01
Cresol Red 0.005
Pyridoxal 0.005
pH 6.2+ 0.2

- L-Arginin (Merck, 0059470)
Hazirlanisi:

Hazir besiyerinden 10.5 gram ve % 1’lik L-Arginine besiyerinden 10 gram
tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan besiyerinin pH degeri
kontrol edildi. Uygun pH aralig1 (6.0 + 0.2) ayarlanan besiyeri,16x150 mm tiiplere
9 ml olacak sekilde dolduruldu. Tiipler 121°C’de 1 atm basing altinda 10 dakika
steril edildi. Otoklavdan ¢ikan tiipler oda sicaklifina ulastifinda + 4°C’de

muhafaza edildi.

2.1.2.7. Phenol Red Broth Base ve Sekerleri

- Phenol Red Broth Base (Merck, 110987)

Bilesim gram/litre
Casein peptone 10.0
Sodium chloride 5.0
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Phenol red 0.018
Demineralized water 1000 ml
pH7.4+0.2

Hazirlanisi:

Hazir besiyerinden 15 gram tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiirtildii.
Hazirlanan besiyerinin pH degeri kontrol edildi. Uygun pH aralig1 (7.4 + 0.2)
ayarlanan besiyeri, 16x150 mm tiiplere 9 ml olacak sekilde dolduruldu. Tiipler
121°C’de 1 atm basing altinda 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan tiipler oda

sicakligina ulagtiginda + 4°C’de muhafaza edildi.

- D-mannitol (Merck, 105982), L-sorboz (Merck, 567692), D-riboz (Merck,
107605), Siikroz (Merck, 1076511000)

Hazirlanisi:

Karbonhidrat fermentasyon reaksiyonlari i¢in % 10’luk sekilde karbonhidratlar
hazirlandi. Bunun i¢in hazir besiyerinden 1 gram tartilarak 100’luk balon joje’de
distile su ile ¢ozdiriildii. Dada sonra steril edilmis 100’luk erlen igerisine filtre
kapagindan gecirerek dolduruldu ve + 4°C’de muhafaza edildi. Daha sonra 1 ml
hazirlanmis karbonhidrattan alinip tiipler igerisinde 9 ml phenol red broth base’e
eklendi ardindan 24 saatlik saf bakteri kiiltiirinden siipheli koloniler bu besiyerine

stispanse edildi ve karbonhidrat fermentasyon reaksiyonlarina bakild.

2.1.3. Enterococcus spp. Izolatlarmin PCR Analizi Amaciyla Kullanilan
Kimyasallar

2.1.3.1. Tag DNA Polymerase Set

- Taqg DNA Polymerase Set (Dr. Zeydanli, Ankara, Tiirkiye)

Tag DNA polymerase 500 U (5 U/ul)
PCR Buffer 10 x
MgCl; 25 mM
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2.1.3.2. dNTP Set

- NTP Set (Promega, Madison, ABD)

dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM
dTTP 100 mM

2.1.3.3. DNA Ladder ve Yiikleme Soliisyonu

e Ladder DNA Marker 100 bp (Dr. Zeydanli, Ankara, Tiirkiye)
e 6 x Bromophenol Blue Loading Dye (AppliChem-BioChemica, Darmstad,

Germany)

2.1.3.4. Primerler

PCR analizlerinde (Ke ve ark., 1999; Dutka-Malen ve ark., 1995; Kariyama ve
ark., 2000; Cheng ve ark., 1997; Jackson ve ark., 2004) tarafindan belirlenen
oligoniikleotid primer g¢iftleri, Kariyama ve ark. (2000) tarafindan belirlenen van
A ve van B genlerinin spesifik primerleri kullanildi. Liyofilize formda satin alinan
primerler istenilen yogunluk ayarlanacak sekilde firmanin bilgilendirme

talimatlarina uygun sekilde ultra saf su ile sulandirildi.

2.1.3.5. TBE Soliisyonu (Tris-Boric acid-EDTA)

- 10 X TBE Soliisyonu (Dr. Zeydanl, TBE 10-1, Lot No: 0803S7)

Tris 0.89 M
Boric acid 0.89 M
EDTA 0.02 M
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Hazirlanisi:

10 X olarak bulunan stok soliisyondan 100 ml alinarak distile su yardimiyla 1
litreye tamamlandi. Sulandirilan soliisyon agaroz jel yapimi ve elektroforez

asamasinda kullanilmak amaciyla 1 X yogunlukta hazirlandi.

2.1.3.6. Ethidium Bromide (% 0.1’lik)
Ethidium Bromide 10 mg/ ml (AppliChem-GmbH, Darmstadt, Germany)
Hazirlanisi:

Stok soliisyon yardimiyla 1:9 oraninda TBE ile sulandirilarak 1 pg / ml

konsantrasyonda kullanildi.

2.1.3.7. Agaroz Jel
- Agaroz Jel (Cambrex SeaKem LE Agarose, Rockland, USA)

PCR sonrasinda amplikonlarin elektroforez islemi i¢in % 1.5’lik agaroz jel
hazirlandi. Bu amag ile 0.9 gram agaroz jel tartilarak 60 ml 1 X TBE igerisinde 90-
95°C su banyosunda c¢ozdiiriildii. Agaroz jelin sicakligt 50°C’ye geldiginde
icerisine 60 pl ethidium bromide eklendi. Homojen bir sekilde dagilim
saglandiktan sonra elektroforez kiiveti (MINICELL EC 370M) icerisine dokiildii.
Oda sicakliginda laminar flow igerisinde dondurularak elektroforez amaciyla

kullanildi.

2.1.4. Enterococcus spp. lizolatlarinin Antibiyotik Duyarhlik Testinde
Kullanilan Besiyerleri ve Antibiyotik Diskleri

2.1.4.1. Mueller-Hinton Agar

Mueller-Hinton Agar (Oxoid CM 0337B)

Bilesim gram/litre
Beef, dehydrated infusion from 300.0
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Casein hydrolysate 17.5

Starch 1.5
Agar 17.0
pH7.3+0.2

Hazirlanisi:

Mueller-Hinton agardan 38 gram tartilarak 1 litre distile su igerisinde ¢ozdiiriildii.
Homojen hale gelmis olan besiyerninin pH degeri kontrol edildi. Uygun pH degeri
(7.3 £ 0.2) ayarlanan besiyeri sicak Su banyosunda tamamen eritildi. Sonra 121°C
1 atm basing altinda 15 dakikada sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra
50-55°C sicakliga sogutulan besiyeri steril petrilere kalinligi 4 mm olacak sekilde

yaklasik 12-14 ml dokiilerek hazirlandi.

2.1.4.2.Antibiyotik Diskleri

Eritromisin (Oxoid CT0020B) 15 pg
Kloramfenikol (Oxoid CT0013B) 30 ug
Gentamisin (Oxoid CT0794B) 120 pg
Penisilin (Oxoid CT0043B) 10U
Streptomisin (Oxoid CT1897B) 300 ug
Vankomisin (Oxoid CT0058B) 30 ug
Linezolid (Oxoid CT1650B) 30 ug
Kinupristin-dalfopristin (Oxoid CT1644B) 15 pg
2.2. Yontem

2.2.1. Enterococcus spp. izolasyon ve identifikasyonu

Enterococcus spp. izolasyonu i¢in hindi kusbasi 6rnekleri aseptik kosullarda steril
posetlere 10’ar g tartilmis, 90 ml tamponlanmis peptonlu su (TPS, Oxoid,
CMO0009) ile sulandirildiktan sonra karigim 2 dk. boyunca stomacherde (AES Easy
Mix) homojenize edilmistir. Homojenattan 0.1 ml alinarak Slanetz—Bartley Agar’a
(Oxoid, CM0377A) ekimi yapilarak 37°C’de aerob kosullarda 24-48 saat inkiibe
edilmistir (Wegener ve ark., 1997). Inkiibasyonu takiben olusan en fazla 5 tipik
kirmizi, kestane ya da pembe renkli koloni segilerek (Sekil 2.1) % 0.6 maya
ekstrakti (Oxoid, LP0021B) iceren Tryptone Soya Agar’a (Oxoid, CMO0131)
gecilmistir. TSA’lar 37°C’de aerob kosullarda 24 saat inkiibe edildi ve ardindan
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kolonilerin biyokimyasal reaksiyonlar yoniinden degerlendirilmesi i¢in +4°C’de
saklanmistir (Manero ve Blanch, 1999).

Sekil 2.1. Slanetz—Bartley Agar’da tipik kirmizi, kestane ya da pembe renkli siipheli entrokok
koloniler

2.2.2. Biyokimyasal Reaksiyonlar

2.2.2.1. Katalaz Reaksiyonu

Koloniler 35°C’de Brain Heart Infusion Broth’da (Oxoid, CM1135B) iiretilmis
18-24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden 0ze ile lam iizerine konulmustur. Lam iizerine
1 ml % 3’liik H202 (hidrojen peroksit) damlatilarak, gaz kabarciklari olusturmayan
suslar katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Hartman ve ark., 1992). Gram
pozitif ve katalaz negatif izolatlar pH’s1 9.6 olan ve % 6.5’luk NaCl (Oxoid/Remel,
LP 005 B) iceren MRS Agar’a (De Mann Rogosa Sharpe, Oxoid, CM0359B) ekim
yapilarak 10°C ve 45°C’ lerde anaerob kosullarda 48 saat inkiibe edilmistir (Sekil
2.2). Inkiibasyon sonunda siipheli kolonilerden diger biyokimyasal testler
yapilmistir (Psoni ve ark., 2003).
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Sekil 2.2. PH’s1 9.6 olan ve % 6.5’ luk NaCl iceren MRS Agar’a tireyen siipheli entrokok koloniler.

2.2.2.2. Motilite reaksiyonu

Hareket testi i¢in bir 6ze dolusu koloni alinip SIM Medium’a (Citrate Indole
Motility, Oxoid, CM0435B) batirilarak ekim yapilmistir. inkiibasyon 30°C’de 24
saat aerob kosullarda tamamlanmis ve degerlendirilmistir. Ureme ekim hattinin
disina tasmis ve besiyerinde bulaniklik olusmus koloniler hareket pozitif olarak
degerlendirilmistir. Ureme ekimin yapildign hat iizerinde kalmis koloniler ise

hareket negatif olarak degerlendirilmistir (Facklam ve Elliott, 1995), (Sekil 2.3).
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Hareket negatif Hareket pozitif

Sekil 2.3. Hareket negatif ve hareket pozitif koloniler SIM Medium agarda

2.2.2.3. L- pirolidonil- p-naftilamid Reaksiyonu

E. cecorum, E. columbia, E. saccaroliticus tiirleri disindaki enterokoklar L-
pirolidonil- B-naftilamid (PYR) hidrolizini gergeklestirmektedir. PYR emdirilmis
filtre kagidi (Oxoid, R30854401) tizerine 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden 1-2
koloni  konulduktan sonra 1 damla PYR aywract (% 0.015 p-
dimetilaminosinamaldehit, Oxoid, R30854401) damlatilarak 2 dk. inkiibasyona
birakilmigtir. Kirmizimtirak renk veren suslar pozitif olarak degerlendirilmistir

(Hartman ve ark., 1992), (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. L- pirolidonil- B-naftilamid Reaksiyonunda (PYR), kirmizimtirak renk veren pozitif

suslar.

2.2.2.4. Eskiilin Fermentasyonu

Eskiilin hidrolizi i¢in Bile Esculin Agar’a (Oxoid, CM0888B) 24 saatlik saf bakteri
kiiltiirinden ekim yapilmistir. 35°C’ de en fazla 7 giin inkiibe edilmistir (Facklam
ve Elliott, 1995). Inkiibasyon sonunda eskiilin hidrolize olarak eskuletin ortaya
cikmaktadir. Eskuletin ise Fe*3 ile reaksiyona girerek ortam koyu kahve-siyah
renge donlismektedir. Siyah renk olusturan suslar pozitif olarak degerlendirilmistir

(Hartman ve ark., 1992), (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Bile Esculin Agarda siyah renk olusturan pozitif suslar

2.2.2.5. Arjinin Dekarboksilasyon Reaksiyonu

Arjinin dekarboksilasyon testi icin Moeller Decarboxylase Broth Base (BBL,
221659) kullanilmustir. Siipheli kolonilerden ekim yapilmis ve yiizeyi steril
mineral yag ile kaplanmistir. 35°C’de en fazla 7 giine kadar inkiibe edilmistir.
Pozitif suglar besi yerini mavi mor renge doniistiiriirken negatif suslar besi yerini

sar1 renge doniistiirmektedir (Facklam ve Elliott, 1995), (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Ekim yapilmis Moeller Decarboxylase Broth Base’lerin, 35°C’de en fazla 7 giine kadar
inkiibe edilmesi, pozitif suglar besiyerini mavi mor renge ve negatif suglar besiyerini sar1 renge
déniistiiriilmesi.

2.2.2.6. Pigmentasyon Reaksiyonu

Tryptone Soya Agar’a (TSA, Oxoid, CM0131) bakteri kiiltiirinden ekim yapilmis
ve besiyerleri 37°C’de 24 saat aerobik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda steril pamuklu svapla alinan kolonilerin pigmentasyonuna bakilmistir.
Svap yiizeyinde gozlenen sari renk olusumu pozitif olarak kabul edilmistir
(Facklam ve Collins, 1989).

2.2.2.7. Karbonhidrat Fermentasyon Reaksiyonlari

D-mannitol (Merck, 105982), L-sorboz (Merck, 567692), D-riboz (Merck,
107605), siikroz (Merck, 1076511000) yoniinden karbonhidrat fermentasyon
testleri yapilmistir. Phenol Red Broth Base’e (Merck, 110987) % 1°lik olacak
sekilde karbonhidratlar (mannitol, sorboz, riboz, siikroz) eklenmistir. 24 saatlik saf
bakteri kiiltlirlinden siipheli koloni karbonhidratli besiyerine siispanse edilip
aerobik kosullar altinda 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinin sar1
renge doniisiimii pozitif, rengin ayni kalmasi ise negatif olarak degerlendirilmistir
(Manero ve Blanch, 1999), (Sekil 2.7). Enterococcus spp. oOzellikleri Cizelge
2.1°de Ozetlenmistir.

Klasik kiiltiir yontemi ile Enterococcus spp. identifikasyonundan sonra
izolatlar, PCR (Polymerase Chain Reaction: Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
dogrulanmasina kadar 0.6 ml gliserol ve 0.9 ml Brain Heart Infusion Broth’da,
cryoviallerde -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 2.1. Enterococcus spp. 6zellikleri (Manero ve Blanch, 1999).
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Mikroorgani E. E. E. E. E.
zma casseliflavu duran faecali faeciu gallinaru
S S S m m
Mannitol + - + + +
Sukroz + F + + +
Riboz + + + + +
Sorboz - - - - -
Raffinoz F - - F +
Katalaz - - - - -
Arjinin F + + + +
dihidrolaz
Eskiilin + + + + +
PYR + + + + +
Motilite + - - - +
Sar1 pigment + 3 - - -
4°C’ de VY VY - + -
gelisme
10°C’ de + + + + +
gelisme

VY: Veri yok, F: Farkli sonuglar elde edilmis, V: % 26—74 oraninda pozitif, (+): % 75—89 oraninda
pozitif, + : % 90’dan fazlas1 pozitif, (-): % 11-25 oraninda pozitif, - : % 10 ve daha az oranda
pozitif.
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Phenol Red Broth

Neg

Sekil 2.7. Phenol Red Broth Base’e % 1°lik olacak sekilde karbonhidratlar (mannitol, sorboz, riboz,

siikroz) eklendi, stipheli koloni karbonhidratli besiyerine siispanse edili, aerobik kosullar altinda
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi, besiyerinin sar1 renge doniisiimii pozitif, rengin ayni kalmasi

ise negatif olarak degerlendirildi.

2.2.3. PCR Analizi ile Enterokoklarin Dogrulanmasi
Enterokok tiirlerinin dogrulanmasi, tuf geni saptanarak yapilmistir. Bunun igin Ent
1 ve Ent 2 primerleri kullanilmistir (Ke ve ark., 1999).

Bu amagla Chelex 100 resin teknigi kullanilarak DNA ekstraksiyonu

yapilmistir. Ayrica -20°C’de cryoviallerde saklanan izolatlar Brain Heart Infusion
85



Broth’a (BHI, Oxoid CM0225) gegilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrast BHI brothdan 1 ml mikrosantrifiij tiiplerine aliarak 12,000
g’de 6 dakika santrifiij edilmistir (Eppendorf Centrifuge 5417R). Pelet % 6 Chelex
100 resinden 200 pl konularak resiispanse edilip, iizerine 2 ul proteinaz K
eklenmistir. Siispansiyonlar karistiritlip 55°C’de 40 dk su banyosunda inkiibe
edildikten sonra 100°C’de 8 dk boyunca su banyosunda bekletilmistir. Tekrar
12,000 g’de 3 dakika santrifiij edilerek PCR asamalarina kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir.

PCR amplifikasyonu, toplam 50 pl hacimde gerceklestirilmis olup bilesiminde
1x PCR buffer [10 mmol I"* Tris-HCI (Ph 8.3), 50 mmol I'* KCI, % 0.01 Tween—
20], 1.5 mmol I* MgCly, her bir ANTP’den 200 pumol 1, her bir primerden 10
pmol, 2.5 U Taq DNA polymerase ve 10 pl érnek DNA igeren PCR karigimi
kullanilmistir. Amplifikasyon islemi, thermal cycler’da (Biometra Personel
Cycler) 94°C’de 10 dk ilk denatiirasyon isleminin ardindan, 30 siklus 94°C’de 15
sn denatiirasyon, 55°C’de 15 sn baglanma ve 72°C’de 45 sn DNA uzatma ve son
olarak 72°C’de 5 dk uzatma islemleri ile yapilmistir (Kasimoglu Dogru ve ark.,
2010). PCR islemini takiben elde edilen amplikonlar bromophenolphicol blue ile
boyanmis, ethidium bromide (0.1 pg/ml) ile boyanan % 1.5 agaroz jelde
yiirlitiilmiis ve bandlar UV transluminator (Biometra TI1 UV 9511011) {izerinde
jel dokiimentasyon sistemi yardimiyla goriintiilenmistir. Olusan spesifik bandlar
DNA marker ve pozitif kontrol yardimiyla UV 15181 altinda degerlendirilmistir ve
jel goriintiileme sistemi ile dokiimantasyon yapilmistir (Syn-gene, Cambridge,
UK).

E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis WHO3 (van A"), E. faecalis WHO14
(van BY), E. faecium tetM 7003, E. gallinarum C30BR, E. durans (wild type), E.
hirae (wild type) suslari pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Kasimoglu-Dogru ve
ark., 2010).

2.2.4. Multipleks PCR ile Enterococcus spp. identifikasyonu

E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum, E. durans, E. hirae tiirlerinin dogrulanmasi
icin 2 farkli Multipleks PCR protokolii uygulanmustir. E. faecium, E. faecalis, E.
gallinarum tiirlerinin dogrulanmasi i¢in Kariyama ve ark.’nin (2000), E. durans,

E. hirae tiirlerinin dogrulanmasi i¢in Jackson ve ark.’nin (2004) multipleks PCR
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protokolleri kullanilmistir. Multipleks PCR’da kullanilan primer ciftleri Cizelge
2.2’de gosterilmistir.

Template DNA olarak yukarida belirtilen ekstraktlar kullanilmistir. E. durans,
E. hirae tiirlerinin dogrulanmasi i¢in hazirlanan karisim toplam 50 pl hacimde olup
bilesiminde 1x PCR buffer [16 mmol 1 (NH4)2SO4, 67 mmol I Tris-HCI (pH
8.8), % 0.01 Tween—20], 2.5 mmol It MgCl,, her bir dNTP’den 0.2 mmol 1%, her
bir primerden 50 pmol, 2 U Tag DNA polymerase ve 10 ul 6rnek DNA igeren PCR
karisimi  kullamlmistir.  E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum tiirlerinin
dogrulanmasi i¢in hazirlanan karigim toplam 50 pl hacimde olup bilesiminde 1x
PCR buffer [10 mmol I Tris-HCI (pH 8.3), 50 mmol I KCI, % 0.01 Tween—20],
1.5 mmol It MgCly, her bir ANTP’den 0.2 mmol 17, her bir primerden 50 pmol,
0.625 U Taq DNA polymerase ve 10 pl drnek DNA iceren PCR karisimi
kullanilmistir. Her iki PCR master miks amplifikasyonu i¢in thermal cycler’da
(Biometra Personel Cycler) baslangi¢c denatiirasyonu 94°C’de 5 dk (E. durans ve
E. hirae i¢in 95°C’de 4 dk), ilk denatiirasyon isleminin ardindan, 30 siklus 94°C’de
1 dk denatiirasyon (E. durans ve E. hirae i¢in 95°C’de 30 sn), 54°C’de 1 dk
baglanma (E. durans ve E. hirae i¢in 55°C-60°C’de 1 dk), 72°C’de 1 dk DNA
uzatma ve son olarak 72°C’de 1 dk uzatma (E. durans ve E. hirae i¢in 72°C’de 7
dk) yapilmistir (Kariyama ve ark., 2000; Jackson ve ark., 2004). PCR islemini
takiben elde edilen amplikonlar bromophenolphicol blue ile boyanarak, ethidium
bromide (0.1 pg/ml) ile boyanan % 1.5 agaroz jelde yiiriitillerek ve bandlar UV
transluminator (Biometra TI1 UV 9511011) iizerinde jel dokiimentasyon sistemi
yardimiyla goriintiillenmistir. Olusan spesifik bandlar DNA marker ve pozitif
kontrol yardimiyla UV 15181 altinda degerlendirilmistir ve jel goriintiileme sistemi
ile dokiimantasyon yapilmistir (Syn- gene, Cambridge, UK).

E. faecalis ATCC 29212 (tuf gen pozitif), E. faecalis WHO3 (van A"), E.
faecalis WHO14 (van B™), E. faecium tetM 7003, E. gallinarum C30BR, E. durans
(wild type), E. hirae (wild type) suslart pozitif kontrol olarak kullanilmigtir
(Kasimoglu-Dogru ve ark., 2010).

Cizelge 2.2. PCR analizlerinde kullanilan oligoniikleotid primer ciftleri (Ke ve ark., 1999; Dutka-
Malen ve ark., 1995; Kariyama ve ark., 2000; Cheng ve ark., 1997; Jackson ve ark., 2004).
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Hedef gen Oligoniikleotid Sekans (5" -3") PCR Kaynaklar

primer ciftleri iiriinii
(bp)

Tuf Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke ve ark.
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC (1999)

van Cie C1 GGTATCAAGGAAACCTC 822 Dutka-Malen

gallinarum C2 CTTCCGCCATCATAGCT ve ark. (1995)

ddle faecalis ddIE1 ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG 941 Kariyama ve
ddIE2 ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAG ark. (2000)

T

ddle. faecium ddIF1 TTGAGGCAGACCAGATTGACG 658 Cheng ve ark.
ddIF2 TATGACAGCGACTCCGATTCC (1997)

ddle. durans DUl CCTACTGATATTAAGACAGCG 295 Jackson ve ark.
DU2 TAATCCTAAGATAGGTGTTTG (2004)

ddle hirae HI1 CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187 Jackson ve ark.
HI2 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG (2004)

2.2.5. Antibiyotik Diren¢ Profillerinin Saptanmasi icin Disk Difiizyon
Yontemi
izolatlarin antimikrobiyel direng profilleri disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir.
Bu islem CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) tarafindan bildirilen
yontem esas alinarak Mueller Hinton Agar’da (Oxoid, CM0337B) ve eritromisin
(15 pg, Oxoid CT0020B), kloramfenikol (30 pg, Oxoid CT0013B), gentamisin
(120 pg, Oxoid CT0794B), penisilin (10 U, Oxoid CT0043B), streptomisin (300
ng, Oxoid CT1897B), vankomisin (30 pg, Oxoid CT0058B), linezolid (30 pg,
Oxoid CT1650B), kinupristin-dalfopristin (15 pg, Oxoid CT1644B) olmak iizere
toplam 8 antibiyotik diski kullanilarak yapilmistir (Anon, 2011 b). Bu amagla;
PCR metodu ile identifiye edilen E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. durans,
E. hirae izolatlar1 Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid CM0225) igerisine
transfer edilerek 37°C’de, tiirbiditesi 0.5 McFarland standardina gelinceye kadar
inkiibe edilmigstir. Tiirbidite standardi NanoDrop Spectrophotometer (NanoDrop
ND-100, Delaware, USA) kullanilarak dogrulanmistir. Broth igerisindeki kiiltiiriin
625 nm dalga boyunda 0.08-0.13 araliginda sabitlendigi deger CLSI standardina
gore optimum olarak degerlendirilmistir. Tiirbidite ayarlandiktan sonra steril svab,
kiiltiir icerisine daldirilip tiipiin ¢eperinde siizdiiriilerek Mueller Hinton Agar (4
mm kalinliginda) yilizeyine yayilmistir. Agar yiizeyi kuruduktan sonra antibiyotik
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diskleri (120 mm c¢apindaki plak icerisinde en fazla 8 disk olacak sekilde)
yerlestirilerek 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi disklerin
etrafinda olusan inhibisyon zonlar dlgiilerek CLSI standartlarinda belirtildigi gibi
direngli, orta diizeyde direngli ve duyarli olarak degerlendirilmistir (Anon, 2011b).
2.2.6. E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda Multipleks PCR ile van A ve van
B Genlerinin Belirlenmesi

Secilen van A ve van B genlerinin spesifik primerleri ve PCR protokolii Kariyama
ve ark.’nin (2000) yaptiklar1 calismaya gore uygulanmistir. Bu amagla multipleks
PCR’da kullanilan primer ¢iftleri Cizelge 2.3 te gosterilmektedir. Daha 6nce PCR
amplifikasyonunu i¢in hazirlanan izolatlardan 5 ul template DNA kullanilmistir.
Multipleks PCR toplam 25 pl hacimde gergeklestirilmis olup bilesiminde 1x PCR
buffer [10 mmol I Tris-HCI (pH 8.3), 50 mmol It KCI, % 0.01 Tween-20], 1.5
mmol I MgCl,, her bir dNTP’den 0.2 mmol 17, her bir primerden 5 pmol, 0.625
U Taq DNA polymerase karigimi kullanilmigtir. Amplifikasyon islemi, thermal
cycler’da (Biometra Personel Cycler) 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon isleminin
ardindan, 30 siklus 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 54°C’de 1 dk baglanma ve
72°C’de 1 dk DNA uzatma ve son olarak 72°C’de 10 dk uzatma yapilmistir. PCR
islemini takiben elde edilen amplikonlar ethidium bromide (0.1 pg/ml) ile boyanan
% 1.5 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve bandlar UV transluminator (Biometra TI1 UV
9511011) tizerinde jel dokiimentasyon sistemi yardimiyla goriintiilenmistir.
Olusan spesifik bandlar DNA marker ve pozitif kontrol yardimiyla UV 15181 altinda
degerlendirilmis ve jel goriintiileme sistemi ile dokiimantasyon yapilmaistir.

E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis WHO3 (van A"), E. faecalis WHO14
(van BY), E. faecium tetM 7003, E. gallinarum C30BR, E. durans (wild type), E.
hirae (wild type) suslar1 pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Kasimoglu-Dogru ve
ark., 2010).

Cizelge 2.3. Multipleks PCR’da kullanilan van A ve van B oligoniikleotid primer ¢iftleri (Evers ve
ark., 1993; Handwerger ve ark., 1992; Kariyama ve ark., 2000).

de primer ciftleri (bp)
f
ge
n

He Oligoniikleotid Sekans (5" -3") PCR iiriinii Kaynaklar
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Va Al CATGAATAGAATAAAAGTTGCAA 1030 Evers ve ark. (1993);
n A2 TA Kariyama ve ark.
A CCCCTTTAACGCTAATACGATCA (2000)

A
Va B1 GTGACAAACCGGAGGCGAGGA 433 Handwerger ve ark.
n B2 CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA (1992); Kariyama ve
B ark. (2000)

2.2.7. Vankomisinin Izolatlara Karsi Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonunun Belirlenmesi icin E-Test Yontemi

Tiirbiditesi 0.5 McFarland standardina getirilen izolatlardan Mueller-Hinton Agar
(Oxoid, CM0337B) yiizeyine svab teknigi ile yayilmistir. Takiben agar yiizeyine,
vankomisin igeren E-test seritleri (Oxoid, MAO102F) yerlestirilmistir. Plaklar
35°C°de 24-48 saat inkiibe edilip MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu)
degeri belirlenmistir. MIK degeri serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit
tizerindeki olgekle kesistigi nokta olarak kabul edilmistir (Huang ve ark., 1992).
Bu nokta CLSI standardina gore vankomisin direngli enterokoklar i¢in > 32 pg/ml,
vankomisin duyarli enterokoklar i¢in < 4 pg/ml olarak kabul edilmistir (Anon,

2014).
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3. Bulgular

Hindi kusbas1 6rneklerinde Enterococcus spp. varliginin saptanmasi, dogrulanmasi ve
tiplendirmesi, antibiyotik direng profillerinin arastirilmasi, E. faecalis, E. faecium’da
van A ve van B vankomisin diren¢ genlerinin belirlenmesi ile vankomisin direnci
saptanan izolatlarin minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi
amaglanan bu ¢alismada, Ankara’da farkli marketlerden temin edilen taze olarak satisa
sunulan 100 hindi kusgbas1 6rnegi, Eyliil, Ekim, Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda

toplanmis ve analiz edilmistir.
3.1. Enterococcus spp. izolasyon ve Identifikasyonu

Calismada biyokimyasal reaksiyonlarina gore analiz edilen 100 hindi kusbasi
orneginin 50’sinin (% 50) Enterococcus spp. ile kontamine oldugu tespit edilmistir.
Hindi kusbasi ornekleri toplam 2 marka ve 8 acgikta dokme satis noktalarindan
alinmistir ve bunlarin hepsine 1-10’a kadar firma ismi verilmistir. Toplam 100 hindi
kusbag1 6rneginin 21°1 birinci firmaya, 15’1 ikinci firmaya, 12’si tiglincii firmaya, 10’1
dordiincii firmaya, 3’1 besinci firmaya, 12’si altinci firmaya, 10’u yedinci firmaya, 5’1
sekizinci firmaya, 9’u dokuzuncu firmaya ve 3’1i onuncu firmaya ait olduklar

belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Pozitif d6rneklere ait plaklardan secilen alt izolatlar ayn1 Enterococcus spp. tiiriine
ait saptandigi i¢in her bir pozitif drnek icin bir izolat secilerek analizleri yapilmistir.
Eyliil ayina ait toplam 7 Enterococcus spp. izolatinin 3’1 E. faecalis ve 4’ E. faecium,
Ekim ayina ait toplam 2 Enterococcus spp. izolatinin 2’si de E. faecalis, Kasim ayina
ait toplam 11 Enterococcus spp. izolatinin 5’1 E. faecalis, 4’1 E. faecium, 1’1 E. hirae
ve 1’1 E. casseliflavus, Aralik ayina ait toplam 12 Enterococcus spp. izolatinin 6’s1 E.
faecalis, 2’si E. faecium, 1’i E. durans,1’i E. casseliflavus ve 2’si E. gallinarum, Ocak
aymna ait toplam 18 Enterococcus spp. izolatinin 5°i E. faecalis, 9’1 E. faecium, 1’1 E.

casseliflavus ve 3’1 E. gallinarum olarak tanimlanmaistir.
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Cizelge 3.1. Firmalara gére hindi kusbas1 6rneklerinde Enterococcus spp. izolasyonu.
Firma | Ornek | Pozitif Ornek Sayisi (%) | Entrokok tiirleri Enterococcus spp.’lerin
Sayisi sayisl
1 21 16 (% 76.19) E. faecalis 6
E. faecium 8
E. gallinarum 2
2 15 8 (% 53.33) E. faecalis 4
E. faecium 3
E. casseliflavus 1
3 12 6 (%50) E. faecalis 3
E. faecium 1
E. gallinarum 2
4 10 3 (% 30) E. faecalis 2
E. casseliflavus 1
5 3 2 (% 66.66) E. faecalis 2
6 12 4 (% 33.33) E. faecalis 1
E. faecium 3
7 10 4 (% 40) E. faecalis 1
E. faecium 2
E. casseliflavus 1
8 5 3 (%60) E. faecium 2
E. hirae 1
9 9 3 (%33.33) E. faecalis 1
E. gallinarum 1
E. durans 1
10 3 1 (% 33.33) E. faecalis 1

3.2. PCR Analizi ile Enterokoklarin Dogrulanmasi

Klasik kiiltiir teknigi ile izole edilen Enterococcus spp.’lerin dogrulanmasi amaciyla

tuf gen sekansi esas alinarak yapilan PCR analizinde biitlin izolatlarin tuf genine sahip

oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Calismada her hindi kusbasi 6rneginden elde edilen

izolatlarin ayn1 Enterococcus spp. tiirlerine ait oldugu belirlenmistir.
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500 bp

200 bp

112 bp
100 bp

Sekil 3.1. PCR ile tuf geni tespit edilen Enterococcus spp. izolatlarinin elektroforez
goriintiisi.~ (1: 100 bp DNA marker 2-3: tuf geni pozitif Enterococcus spp. izolatlar 4:
Negatif control 5: Pozitif kontrol; E. faecalis ATCC 29212, tuf gen pozitif).

Tuf geni pozitif 50 Enterococcus spp. izolatinin 16’smin birinci firmaya, 8’inin
ikinci firmaya, 6’smin lcilincli firmaya, 3’linlin dordiincii firmaya, 2’sinin besinci
firmaya, 4’iinlin altinc1 firmaya, 4’iiniin yedinci firmaya, 3’liniin sekizinci firmaya,

3’linilin dokiiziincii firmaya ve 1’inin onuncu firmaya ait oldugu belirlenmistir.

3.3. Multipleks PCR ile Enterococcus spp. identifikasyonu

E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum, E. durans, E. hirae tiirlerinin dogrulanmasi

icin 2 farkli multipleks PCR protokolii uygulanmustir.

Enterococcus spp. olarak belirlenen 50 6rnegin 21°1 (% 42) E. faecalis, 19’u (%
38) E. faecium, 5’i (% 10) E. gallinarum, 1’i (% 2) E. durans olarak identifiye
edilmistir (Sekil 3.2). Multipleks PCR ile elde edilen serotiplendirme sonuglari,

biyokimyasal test sonuglar1 ile ortlismiistiir.

93



100 bp

500 bp
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1500 bp

Sekil 3.2. Multipleks PCR ile ddle. faecaiis Ve ddle. taecium genleri tespit edilen Enterococcus spp.
izolatlarinin elektroforez goriintiisii (1: 100 bp DNA marker 2: Pozitif kontrol E. faecalis
ATCC 29212 (ddlg. faecatis gen pozitif) 3: Pozitif kontrol E. faecium tetM 7003 (ddle. faecium
gen pozitif) 4: Negatif kontrol 5-6: ddIe. faecaiis pozitif Enterococcus spp. izolatlar1 7-8: ddle.
faecium E. faecium pozitif Enterococcus spp. izolatlar1).

Hindi 6rneklerinde E. faecalis olarak belirlenen 6rneklerin 6’s1 birinci firmaya,
4’1 ikinci firmaya, 3’1 liclincl firmaya, 2’si dordiincii firmaya, 2’si besinci firmaya,

digerleri ise 6,7,9 ve 10’lincii firmalara ait oldugu belirlenmistir.

E. faecium olarak belirlenenlerin ise; 8’1 birinci firmaya, 3’1 ikinci firmaya, 3’1
altinc1 firmaya, 2’si yedinci firmaya, 2’si sekizinci firmaya, 1’1 {iglincli firmaya ait

oldugu belirlenmistir.

E. gallinarum olarak belirlenen 6rneklerin 2’si birinci firmaya, 2’si tiglincii
firmaya ve 1’1 dokiiziincii firmaya, E. durans olarak beirlenen bir 6rnek ise dokiiziincii

firmaya ait oldugu belirlenmistir.

Biyokimyasal testler kullanilarak yapilan analizlerde, izolatlardan 1’1 (% 2) E.

hirae, 3’1 (% 6) ise E. casseliflavus olarak izole edilmistir. E. hirae olarak belirlenen
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izolat sekizinci firmaya, E. casseliflavus olarak belirlenen izolatlarin 1’1 ikinci

firmaya, 1’1 dordiincii firmaya ve 1’1 yedinci firmaya ait oldugu belirlenmistir.

3.4. Disk Difiizyon Yontemi ile Enterokoklarin Antibiyotik Direnc¢ Profillerinin

Izolatlarin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon
yontemi kullanilmistir. Bu amagla yapilan analiz sonuglarina gére Enterococcus spp.
izolatlarinin panelde bulunan 8 antibiyotige yliksek oranda direngli ve/veya orta

diizeyde direngli olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Enterococcus spp. izolatlarinin antibiyotik direng profilleri.

Antibiyotik (ng disk?) Enterococcus pozitif izolatlar (%)
R* * S*
Eritromisin (E-15) 36 (72) 13 (26) 1(2)
Kloramfenikol (C-30) 9 (18) 31 (62) 10 (20)
Gentamisin (CN-120) 1(2) 5(10) 44 (88)
Penisilin (P-10) 14 (28) - 36 (72)
Streptomisin (S-300) 6 (12) 8 (16) 36 (72)
Vankomisin (VA-30) 43 (86) 7(14) -
Linezolid (LZD-30) 29 (58) 16 (32) 5 (10)
Kinupristin/dalfopristin (QD-15) 46 (92) 2(4) 2(4)

* R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarl

Eritromisine (E-15) direngli 36 izolatinin; 13’ E. faecalis, 17’si E. faecium, 3’i
E. gallinarum, 1’1 E. durans, 1’i E. hirae ve 1’1 E. casseliflavus, eritromisine (E-15)
orta diizeyde direngli 13 izolatinin; 8’1 E. faecalis, 1’1 E. faecium, 2’si E. gallinarum,
ve 2’si E. casseliflavus, eritromisine (E-15) duyarli bir izolat ise E. faecium olarak

identifiye edilmistir.
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Kloramfenikole (C-30) direngli 9 izolatinin; 5’1 E. faecalis, 3’1 E. faecium ve 1’1
E. gallinarum, kloramfenikole (C-30) orta diieyde direngli 31 izolatinin; 11’1 E.
faecalis, 12’si E. faecium, 4’i E. gallinarum, 1’i E. durans, 1’i E. hirae ve 2’si E.
casseliflavus, kloramfenikole (C-30) duyarli 10 izolatinin; 6’si E. faecalis, 3’i E.

faecium ve 1’1 E. casseliflavus olarak belirlenmistir.

Gentamisine (CN-120) direngli bir izolat E. faecalis, gentamisine (CN-120) orta
diizeyde direngli 5 izolatinin; 2’si E. faecalis, 2’si E. faecium ve 1’1 E. gallinarum,
gentamisine (CN-120) duyarli 44 izolatinin; ; 18’1 E. faecalis, 17’si E. faecium, 4’i E.

gallinarum, 1’i E. durans, 1°i E. hirae ve 3’1 E. casseliflavus olarak saptanmustir.

Penisiline (P-10) direngli 14 izolatinin; 6’s1 E. faecalis, 6’s E. faecium, 1°i E.
gallinarum ve 1°i E. durans, penisiline (P-10) duyarl 36 izolatinin; 15’i E. faecalis,
13’4 E. faecium, 4’ E. gallinarum, 1’i E. hirae ve 3’1 E. casseliflavus olarak

saptanirken penisiline (P-10) orta diizeyde direngli izolat saptanmamustir.

Streptomisine (S-300) direngli 6 izolatinin; 3’1 E. faecalis, 2’si E. faecium ve 1’1
E. casseliflavus, streptomisine (S-300) orta diizeyde direngli 8 izolatinin; 3’i E.
faecalis, 3’i E. faecium, 2’si E. gallinarum, streptomisine (S-300) duyarli 36
izolatinin; 15’1 E. faecalis, 14’1 E. faecium, 3’1 E. gallinarum, 1’1 E. durans, 1’1 E.

hirae ve 2’si E. casseliflavus olarak belirlenmistir.

Linezolide (LZD-30) direngli 29 izolatinin; 12’si E. faecalis, 13’1 E. faecium, 1’1
E. gallinarum, 1’1 E. hirae ve 2’si E. casseliflavus, linezolide (LZD-30) orta diizeyde
direngli 16 izolatinin; 7’si E. faecalis, 4’i E. faecium,4’ii E. gallinarum ve 1°i E.
casseliflavus, linezolide (LZD-30) duyarli 5 izolatinin; 2’si E. faecalis, 2’si E. faecium

ve 1’1 E. durans olarak idetifiye edilmistir.

Kinupristin/dalfopristine (QD-15) direncli 46 izolatinin; 18’1 E. faecalis, 18’i E.
faecium, 5’i E. gallinarum, 1’i E. durans, 1’i E. hirae ve 3’4 E. casseliflavus,
kinupristin/dalfopristine (QD-15) orta diizeyde 2 izolatinin; 1’1 E. faecalis, 1’i E.
faecium, kinupristin/dalfopristine (QD-15) duyarli 2 izolatinin; 2’si de E. faecalis

olarak belirlenmistir.
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Vankomisine (VA-30) direngli 43 izolatinin; 18’1 E. faecalis, 15’1 E. faecium, 5’1
E. gallinarum, 1’1 E. durans, 1’1 E. hirae ve 3’ii E. casseliflavus, vankomisine (VA-
30) orta diizeyde direngli 7 izolatinin; 3’ E. faecalis ve 4’i E. faecium olarak
belirlenirken vankomisine (VA-30) duyarli izolat beirlenmemistir (Sekil 3.3).

Vankomisine (VA-30) direngli 18 E. faecalis izolatinin; 4’iinde van A geni,
9’unda van B geni, vankomisine (VA-30) direncli 15 E. faecium izolatinin; 2’sinde
van A geni, 4’iinde van B geni, vankomisine (VA-30) direngli 5 E. gallinarum
izolatinin; 1’inde van A geni, 1’inde van B geni, vankomisine (VA-30) direngli bir E.
durans izolatinda van B geni, vankomisine (VA-30) direngli bir E. hirae izolatinda
van B geni, vankomisine (VA-30) direngli 3 E. casseliflavus izolatinin 1’inde van B

geni saptanmistir.

Vankomisine (VA-30) orta diizeyde direngli 4 E. faecium izolatinin; 1’inde van B
geni belielenirken vankomisine (VA-30) orta diizeyde direngli 3 E. faecalis izolatinin

higbirinde van A veya van B geni belirlenmemistir.

Sekil 3.3. Disk difiizyon yontemi ile izolatlarda belirlenen vankomisin (VA-30) direnci (A,
a) ve(B,b).
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Cizelge 3.3. Antibiyotik direng profillerine gore Enterococcus spp. izolatlarinin sayisi.

Antibiyotik | E. faecalis | E. E. E. E. hirae | E. casseliflavus
(ng disk™) faecium gallinarum durans
E R* | 13 17 3 1 1 1
I 8 1 2 - - 2
S |- 1 - - - -
C R* |5 3 1 - - -
I 11 12 4 1 1 2
S" |5 4 - - - 1
CN R* |1 - - - - -
I 2 2 1 - - -
S” 18 17 4 1 1 3
P R* | 6 6 1 1 - -
I - - - E - -
S* |15 13 4 - 1 3
S R" |3 2 - - - 1
" |3 3 2 - - -
S* |15 14 3 1 1 2
VA R* | 18 15 5 1 1 3
I 3 4 - - - -
S* - - - - - -
LzD | R |12 13 1 - 1 2
-7 4 4 - - 1
S 2 - 1 - -
QD R* | 18 18 5 1 1 3
I 1 1 - - - -
S* |2 - - - - -

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), *R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli.
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Bir E. faecalis (% 2) izolat1 bir antibiyotige direngli, 4 antibiyotige birden orta
diizeyde direngli ve 3 antibiyotige birden duyarli oldugu saptanmistir. izolatlarin
6’smnin (% 12) 2 antibiyotige, izolatlarin 15’inin (% 30) 3 antibiyotige, izolatlarin
17°sinin (% 34) 4 antibiyotige, izolatlarin 8’inin (% 16) 5 antibiyotige, izolatlarin
3’liniin (% 6) 6 antibiyotige birden direngli olduklar1 belirlenmistir (Sekil 3.4). Van A
ve van B pozitif veya negatif Enterococcus spp. izolatlarinin birden; bir veya birden

fazla antibiyotige direngli olduklar1 Cizelge 3.4 te verilmistir.

Sekil 3.4. Disk diflizyon yontemi ile belirlenen 5 antibiyotige birden direngli (a, b, c, d, e),
bir antibiyotige orat diizeyde direngli (), 2 antibiyotige birden duyarli oldugu (g, h) bir izolat.
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Cizelge 3.4. Van A ve van B pozitif veya negatif Enterococcus spp. izolatlarinin birden; bir
veya birden fazla antibiyotige direncli olduklar1 gdsterilmistir.

Antibiyotik | izolat Van A ve van B pozitif veya negatif Enterococcus spp. izolatlarinin sayisi

sayis1 sayisi

1 1 1 E. faecalis
Van A Van B

2 6 2 E. faecalis 2 E. faecium 2 E. gallinarum
Van A Van B Van A Van B Van A Van B
- 1 - - - 1

3 15 8 E. faecalis 3 E. faecium 2 E. gallinarum 2 E. casseliflavus
Van A Van B VanA | VanB | VanA | VanB Van A Van B
3 2 - 3 1 - - 1

4 17 5 E. faecalis 9 E. faecium | 1E. durans 1 E. hirae 1 E. casseliflavus
Van VanB | Van | Van | Van Van | Van | Van | Van A Van B
A A B A B A B
- 3 2 2 - 1 - 1 - -

5 8 3 E. faecalis 5 E. faecium
Van A Van B Van A Van B
o 3 - -

6 g 2 E. faecalis 1 E. gallinarum
Van A Van B Van A Van B
1 - - -

(-): bulunmamustir.

Izolatlarin 22’sinin (% 44) bir antibiyotige, izolatlarin 12’sinin (% 22) 2

antibiyotige,

izolatlarin 9’{iniin (% 18) 3 antibiyotige, bir E. faecalis izolatinin (%

2) 4 antibiyotige, bir E. faecalis izolatinin (% 2) 5 antibiyotige birden orta diizeyde

direngli olduklar1 saptanmustir. Izolatlarn 5’inin (% 10) higbir antibiyotige orta

diizeyde direngli olmadiklar1 beirlenmistir. Van A ve van B pozitif veya negatif

Enterococcus spp. izolatlarinin birden; bir veya birden fazla antibiyotige orta diizeyde

direncli olduklar Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.5. Van A ve van B pozitif veya negatif Enterococcus spp. izolatlarinin birden; bir
veya birden fazla antibiyotige orta diizeyde direncli olduklar1 gosterilmistir.

Antibiyotik | Izolat Van A ve van B pozitif veya negatif Enterococcus spp. izolatlarinin sayisi

sayis1 sayis1

1 22 8 E. 10 E. faecium | 1 E. durans 1E. hirae 2 E. casseliflavus
faecalis
Van | Van | Van | Van Van |Van | VanA |VanB | VanA | VanB
A B A B A B
1 5 2 2 - 1 - 1 - 1

2 12 6 E. faecalis 4 E. faecium 2 E. gallinarum
Van A Van B Van A Van B Van A Van B
2 2 - 2 - -

3 9 2 E. faecalis 3 E. faecium 3 E. gallinarum 1 E. casseliflavus
VanA | VanB | VanA | VanB Van A VanB | Van A Van B
- - - - - - 1 1

4 1 1 E. faecalis
Van A Van B

5 1 1 E. faecalis
Van A Van B
1 -

0 5 3 E. faecalis 2 E. faecium
Van A Van B Van A Van B
- 2 - 1

(-): bulunmamustir.

Izolatlarin 3’iiniin (% 6) bir antibiyotige, izolatlarm 11’inin (% 22) 2 antibiyotige,

izolatlarin 24’{iniin (% 48) 3 antibiyotige, izolatlarin 8’inin (% 16) 4 antibiyotige ve

bir E. faecalis izoltinin (% 2) 5 antibiyotige birden duyarli olduklari belirlenmistir.

Izolatlarin 3’iiniin (% 6) higbir antibiyotige duyarli olmadiklari saptanmustir. Van A ve

van B pozitif veya negatif Enterococcus spp. izolatlarinin birden; bir veya birden fazla

antibiyotige duyarli olduklar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6. Van A ve van B pozitif veya negatif Enterococcus spp. izolatlarinin birden; bir
veya birden fazla antibiyotige duyarli olduklar1 gosterilmistir.

Antibiyotik sayis1 | Izolat sayis: Enterococcus spp. izolatlarin Van A Van B
sayis1

1 3 2 E. faecalis 1 -

1 E. faecium - -
2 11 5 E. faecalis - 2

4 E. faecium - -

1 E. gallinarum 1 -

1 E. casseliflavus - -
3 24 9 E. faecalis 2

9 E. faecium 2

3 E. gallinarum -

1 E. durans -
1 E. hirae -

e ] L S S,

1 E. casseliflavus -
4 8 5 E. faecalis -

2 E. faecium -

e S

1 E. casseliflavus -
5 1 1 E. faecalis -
0 3 1 E. faecalis 1 -

1 E. faecium - -

1 E. gallinarum - -

(-): bulunmamustir.

Enterococcus spp. izolatlarinin bir veya birden fazla antibiyotik diren¢ ve orta diizey

direng prfilleri Cizelge 3. 7 ve Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Enterococcus spp. izolatlarinin bir veya birden fazla antibiyotik direng prfilleri.

Antibiyotik (ug disk” | Direncli Direngli Enterococcus spp. izolatlarinin tiirlere
h izolatlarin sayis1 | gore dagihm
E, VA, LZD 10 2’si E. faecalis, 6’s1 E. faecium, 1°i E. hirae,
1’1 E. casseliflavus
E, VA, QD 6 3’1 E. faecalis, 1’1 E. faecium, 2’si E. gallinarum
E, P, VA, LZD, QD 5 3’1 E. faecalis, 2’si E. faecium
VA, QD 5 2’si E. faecalis, 1’1 E. faecium, 2s’i E. gallinarum
VA, LZD, QD 3 2’si E. faecalis, 1’1 E. casseliflavus
E, P, VA, QD 2 1’1 E. faecium, 1°i E. durans
E, LZD, QD 2 2 E. faecium
E, C, P, VA, LZD, 1 E. gallinarum
QD
E,C,S, VA, LZD, 1 E. faecalis
QD
E,C,CN,S, VA, QD |1 E. faecalis
E, S, VA, LZD, QD 1 E. faecium
E,C, P, LZD, QD 1 E. faecium
E,C, P, VA QD 1 E. faecium
C, VA, LZD, QD 1 E. faecalis
P, VA, LZD, QD 1 E. faecalis
E, S, LZD, QD 1 E. faecalis
E, C, VA, QD 1 E. faecium
P, VA, LZD, QD 1 E. faecium
E,P,LZD 1 E. faecalis
C,P, VA 1 E. faecalis
E, C, VA 1 E. faecalis
S, VA, QD 1 E. casseliflavus
E,S 1 E. faecium
QD 1 E. faecalis

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15).
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Cizelge 3.8. Enterococcus spp. izolatlarinin bir veya birden fazla antibiyotik orta diizey direng
prfilleri.

Antibiyotik (pg disk” | Orta diizeyde Orta diizeyde direncli Enterococcus spp.
h direncli izolatlarmnin tiirlere gore dagihm
izolatlarin sayisi

C 12 7’si E. faecium, 2’si E. faecalis, 1’1 E. durans,
1’1 E. hirae, 1°i E. casseliflavus

LzD 5 3’1 E. faecalis, 2’si E. faecium

E,C,LZD 5 1’i E. faecalis, 1’1 E. faecium, 2’si E. gallinarum,
1’1 E. casseliflavus

E 3 2’si E. faecalis, 1’1 E. casseliflavus

C, VA 3 2’si E. faecium, 1’1 E. faecalis

C,LZD 3 1’1 E. faecalis, 1’1 E. faecium, 1’1 E. gallinarum

E,C 2 2 E. faecalis

C,CN, S, VA, QD 1 E. faecalis

E, C, VA, LZD 1 E. faecalis

CN, S, VA 1 E. faecium

E,C,S 1 E. faecalis

C,CN,S 1 E. faecium

C, S LZD 1 E. gallinarum

E, LZD 1 E. faecalis

CS 1 E. faecalis

CN, S 1 E. gallinarum

VA, QD 1 E. faecium

S 1 E. faecium

CN 1 E. faecalis

O] 5 3’1 E. faecalis, 2’si E. faecium

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), (-): orta diizeyde antibiyotik direnci bulunmayan izolatlar.

3.5. E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda Multipleks PCR ile van A ve van B

Genlerinin Belirlenmesi

Enterococcus spp. olarak belirlenen 50 izolatin 7’sinin (% 14) van A, 18’inin (% 36)

van B geni yoniinden pozitif oldugu saptanmistir (Sekil 3.5).
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Van A geni pozitif olan 7 hindi kusbasi izolatinin 4’iiniin E. faecalis, 2’sinin E.
faecium ve 1’inin E. gallinarum, van B geni pozitif olan 18 hindi kusbasi izolatinin
ise, 9’unun E. faecalis 5’inin E. faecium, 1’inin E. gallinarum, 1’inin E. durans, 1’inin

E. hirae ve 1’inin E. casseliflavus oldugu belirlenmistir.

100 bp

433 bp

1000 bp
1030 bp <

Sekil 3.5. Multipleks PCR ile van A ve van B genleri tespit edilen Enterococcus spp.
izolatlarinin elektroforez goriintiisii (1: 100 bp DNA marker 2: Pozitif kontrol; E. faecalis
WHOQO3 (van A*), 3: Pozitif kontrol E. faecalis WHO14 (van B*), 4: Negatif kontrol 5-6: van
A pozitif Enterococcus spp. izolatlar1 7-8: van B pozitif Enterococcus spp. izolatlart).

Toplam 7 van A ve 18 van B Enterococcus spp. izolatinin firmalara gére dagilimi

Cizelge 3.9’da verilmistir.
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Cizelge 3.9. Van A ve van B Enterococcus spp. izolatinin firmalara gore dagilimi.

Van A ve van B Enterococcus spp. | Firma | Entrokok | Enterococcus spp. izolatlarinin
izolatlarmin sayisi sayis1 sayis
Van B (18) 1 4 3 E. faecalis
1 E. gallinarum
2 3 1 E. faecalis
1 E. faecium
1 E. casseliflavus
3 3 2 E. faecalis
1 E. faecium
4 1 1 E. faecalis
6 2 1 E. faecalis
1 E. faecium
7 1 1 E. faecium
8 2 1 E. faecium
1 E. hirae
9 2 1 E. faecalis
1 E. durans
Van A (7) 1 2 1 E. faecalis
1 E. faecium
2 3 2 E. faecalis
1 E. faecium
3 1 1 E. gallinarum
7 1 1 E. faecalis

Toplam 7 van A Enterococcus spp. izolatinin; 6’s1 vankomisin (30 pg), 6’s1
Kinupristin-dalfopristin (15 pg), 5’1 eritromisin (15 pg), 5’1 linezolid (30 pg), 2’si
penisilin (10 U), 1’1 kloramfenikol (30 pg) ve 1’1 streptomisine (300 pg) direncli
olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.10).

Toplam 18 van B Enterococcus spp. izolatinin; 17°si kinupristin-dalfopristin (15
ng), 16’s1t vankomisin (30 pg), 12’si eritromisin (15 pg), 12’si linezolid (30 pg), 6’s1
penisilin (10 U) ve 2’si kloramfenikole (30 pg) direngli olduklar1 saptanmisir (Cizelge
3.11).
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Van A ve van B pozitif Enterococcus spp. izolatlarmin antibiyotik direng

profilleri Cizelge 3.12, Cizelge 3.13, Cizelge 3.14, Cizelge 3.15° te verilmistir.

Enterococcus spp. izolatlarinin antibiyotik direng profilleri ve MIK degerlerinin

toplanan ay ve firmalara gore dagilimi1 Cizelge 3.16°da verilmistir.

Cizelge 3.10. Antibiyotiklere karst direngli van A Enterococcus spp. izolatlarinin sayist.

Antibiyotik (ng disk™?)

Van A Enterococcus spp. pozitif izolatlarin sayisi

R" I S*
Eritromisin (E-15) 5 1 1
Kloramfenikol (C-30) 1 6 -
Gentamisin (CN-120) - 2 5
Penisilin (P-10) 2 - 5
Streptomisin (S-300) 1 2 4
Vankomisin (VA-30) 6 1 -
Linezolid (LZD-30) 5 2 -
Kinupristin/dalfopristin (QD-15) 6 1 -

* R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarl.

Cizelge 3.11. Antibiyotiklere kars1 direngli van B Enterococcus spp. izolatlarinin sayisi.

Antibiyotik (pg disk?)

Van B Enterococcus spp. pozitif izolatlarin sayisi

R” I S*
Eritromisin (E-15) 12 6 -
Kloramfenikol (C-30) 2 9 7
Gentamisin (CN-120) - - 18
Penisilin (P-10) 6 - 12
Streptomisin (S-300) - - 18
Vankomisin (VA-30) 16 2 -
Linezolid (LZD-30) 12 4 2
Kinupristin/dalfopristin (QD-15) 17 - 1

* R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli.
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Cizelge 3.12. Van A pozitif Enterococcus spp. izolatlarinin antibiyotik direng profilleri.

Van A pozitif Antibiyotik (ng disk™?)
izolatlar R I S”
E. faecalis E,C, S, VA, LZD, - CN, P

QD
E. faecalis E, VA, QD C,LZD CN,P,S
E. faecalis VA, LZD, QD E, C CN, P, S
E. faecalis E, P, LZD C,CN,S,VA QD | -
E. faecium P, VA, LZD, QD C E,CN, S
E. faecium E, VA, LZD, QD C CN,P,S
E. gallinarum E, VA, QD C, S, LZD CN, P

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), *R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli.

Cizelge 3.13. Van B pozitif E. faecalis izolatlarinin antibiyotik direng profilleri.

Van B poziif Antibiyotik (ng disk™?)

izolatlarin sayisi R I S*

2 E. faecalis E,P, VA, LZD, QD | - C,CN, S

1 E. faecalis E,P,VA, LZD,QD | C CN, S

1 E. faecalis C, VA LZD, QD E CN, P, S

1 E. faecalis P, VA, LZD, QD E,C CN, S

1 E. faecalis E, VA, LZD, QD CN, P, S

1 E. faecalis C, P, VA E CN, S, LzZD, QD
1 E. faecalis E, VA, QD LZD C,CN,P, S

1 E. faecalis VA, QD E, LZD C,CN,P, S

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), * R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli.
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Cizelge 3.14. Van B pozitif E. faecium izolatlarinin antibiyotik direng profilleri.

Van B pozitif Antibiyotik (ng disk?)

izolatlarin sayisi R I S*
2 E. faecium E, VA, LZD, QD C CN, P, S

1 E. faecium E, LZD, QD C, VA CN, P, S

1 E. faecium E, LZD, QD C, VA CN, P, S

1 E. faecium E, VA, QD LZD C,CN,P,S

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), * R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli.

Cizelge 3.15. Van B pozitif E. hirae , E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum izolatlarinin
antibiyotik direng profilleri.

Van B pozitif Antibiyotik (pg disk™)

izolatlar R I S*
E. hirae E, VA, LZD, QD C CN,P,S

E. casseliflavus VA, LZD, QD E C,CN,P,S
E. durans E, P, VA, QD C CN, S, LzD
E. gallinarum VA, QD E,C,LZD CN, P, S

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), * R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarl.
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Cizelge 3.16. Enterococcus spp. izolatlarinm antibiyotik direng profilleri ve MIK

degerlerinin toplanan ay ve firmalara gore dagilim (95,96 ve 97’inci sayfalar).
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v . ] S'd‘ND azi ad 'vA 0 '3q wnovey 3 7
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E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:

Kinupristin/dalfopristin (QD-15), * R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli.
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3.6. Vankomisinin izolatlara Karsi Minimum inhibisyon Konsantrasyonunun

Belirlenmesi icin E Test Yontemi

Vankomisine diren¢ gosteren tiim izolatlarda E test yapilarak MIK (Minimum

Inhibisyon Konsantrasyonu) degerleri belirlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. izolatlara ait E-test (1: MiK: 4 pg/ml, 2: MIK: 256 pg/ml iizeri).

MIK > 256 pug/ml; Enterococcus spp. izolatlarmdan 3’iiniin (% 6) MIK degerleri
256 pg/ml’nin lizerinde oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin 2’si E. faecalis ve 1’1 E.
faecium olduklari ayni zamanda her 3 izolatta da van B geninin bulundugu

saptanmuistir.

MIK = 16 pg/ml; Enterococcus spp. izolatlarindan 2’sinin (% 4) MIK degerleri
16 pg/ml oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin 2’si de E. faecalis olduklar1 ve van A

veya van B genine sahip olmadiklar1 saptanmastir.

MIK = 8 ug/ml; Enterococcus spp. izolatlarindan 2’sinin (% 4) MIK degerleri 8
ng/ml oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin 1’1 E. faecalis ve 1’1 E. gallinarum oldugu

saptanmistir. Bu izolatlarin her 2°sinde de van A geninin bulundugu tespit edilmistir

MIK = 4 ug/ml; Enterococcus spp. izolatlarindan 17’sinin (% 34) MIK degerleri

4 pg/ml oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin 7’si E. faecalis, 8’1 E. faecium, 1’1 E.
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durans ve 1’i E. hirae olduklar tespit edilmistir. Ayn1 zamanda 7 E. faecalis izolatinin
2’sinde van A geni ve 4’linde van B geni, 1’inde ise van A veya van B geninin
bulunmadigi, 8 E. faecium izolatinin 1’inde van A geni, 1’inde van B geni ve 6’sinda
ise van A veya van B geninin bulunmadigi, E. durans ve E. hirae izolatlarinin her

2’sinde de van B geninin bulundugu saptanmustir.

MIK = 2 pg/ml; Enterococcus spp. izolatlarindan 14’iiniin (% 28) MIK degerleri
2 ug/ml oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin 4’ E. faecalis, 4’ E. faecium, 3’i E.
gallinarum ve 3’1 E. casseliflavus olduklar1 saptanmistir. Ayn1 zamanda 4 E. faecalis
izolatinin 2’sinde, 4 E. faecium izolatinin 1’inde, 3 E. casseliflavus izolatinin 1’inde
ve 3 E. gallinarum izolatinin 1’inde van B geninin bulundugu ve digerlerinde ise van

A veya van B geninin bulunmadig1 belirlenmistir.

MIK =1 pg/ml; Enterococcus spp. izolatlarmdan 1’inin (% 2) MiK degeri 1 pg/ml
oldugu belirlenmistir. Bu izolat E. gallinarum’a ait oldugu, van A veya van B genine

sahip olmadig1 saptanmustir.

MIK = 0.5 pg/ml; Enterococcus spp. izolatlarindan 4’iiniin (% 8) MIK degerleri
0.5 pg/ml oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin 2’si E. faecalis ve 2’si E. faecium
olduklar1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda 2 E. faecalis izolatinin 1’inde van A geni ve
1’inde van B geni, 2 E. faecium izolatinin 1’inde van B geni bulunurken digerinde ise

van A veya van B geni bulunmamustir.

MIK =0.25 pg/ml; Enterococcus spp. izolatlardan 1’inin (% 2) MIK degeri 0.25
ug/ml oldugu belirlenmistir. Bu izolat E. faecium’a ait oldugu ayn1 zamanada van A

genine sahip oldugu saptanmistir.

MIK < 0.015 pg/ml; Enterococcus spp. izolatlarindan 1’inin (% 2) MIK degeri
0.015 pg/ml’nin altinda oldugu belirlenmistir. Bu izolat E. faecalis’e ait oldugu, van
A veya van B genine sahip olmadig1 saptanmistir (Sekil 3.7). Enterococcus spp.

izolatlarinin firmaralara gére MIK degerleri Cizelge 3.17°de verilmistir.
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Cizelge 3.17. Enterococcus spp. izolatlarinin firmaralara gére MIK degerleri

MiK Enterococcus spp. Van A | VanB | Firma
izolatlarinin sayisi
>256 ug/ml | 3 (% 6) | 2E. faecalis - 2 1,6
1 E. faecium - 1 2
16 pg/ml 2 (% 4) | 2E. faecalis - - 1,5
8 ug/ml 2(%4) | 1E.faecalis 1 - 1
1 E. gallinarum 1 - 3
4 ng/ml 17 (% 7 E. faecalis 2 4 vanA | 2,7
34) van B 2’si birinci firma, 2,
3
van(-) | 4
8 E. faecium, 1 1 vanA | 2
vanB | 8
van (-) | 4’ birinci firma, 7,
8
1 E. durans - 1 9
1E. hirae - 1 8
2 pg/ml 14 (% 4 E. faecalis - 2 vanB | 4,9
28) van(-) | 1,5
4 E. faecium - 1 vanB | 6
van (-) | 1, 2’si altinci firma
3 E. gallinarum - 1 vanB |1
van(-) |3,9
3 E. casseliflavus | - 1 vanB | 2
van(-) | 4,7
1 pg/ml 1% 2) | E.gallinarum - - 1
0.5 pg/ml 4 (% 8) | 2E.faecalis 1 1 vanA | 2
vanB |3
2 E. faecium - 1 vanB |7
van(-) |1
0.25 ug/ml 1(%2) | E.faecium 1 - 1
<0.015pg/ml | 1 (% 2) | E. faecalis - - 2

(-): van A veya van B geni bulunmamustir.
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Sekil 3.7. Izolatlara ait A: E-test (MIK > 256 pg/ml), B: E-test (MIK: 16 pg/ml), C: E-test
(MIK: 4 pg/ml), D: E-test (MIK < 0.015 pg/ml).
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4. TARTISMA

Enterokoklar kontamine sular ile sulanmig bitkiler, atik sular, diskilar gibi ¢esitli
kaynaklardan ve cevresel kontaminasyon yoluyla gidalara bulasabilmektedir.
Diger yandan, kesim yerlerindeki hijyen eksikligi sonucunda karkaslar bagirsak
icerigi ile kontamine olarak hayvansal gidalarin bu mikroorganizmalar ve direngli
tiirleri igin bir vektor olmasina neden olabilmektedir (Giraffa, 2002; Lemcke ve
Biilte, 2000).

Bu ¢alisma kapsaminda toplam 100 6rnekte yapilan analiz sonuglarina gore
50 ornegin (% 50) Enterococcus spp. pozitif oldugu saptanmistir. Eyliil, Ekim,
Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda toplam 10 firmadan toplanan bu izolatlarin 7’si
Eylil, 2’si Ekim, 11’1 Kasim, 12’si Aralik ve 18’i Ocak aymna ait oldugu
belirlenmistir. Hindi etlerinde diinya genelinde yapilan ¢alisma sonuglarina gore
Enterococcus spp. prevalansinin oldukga yiiksek oldugu bildirilmektedir.
Izolatlardan yapilan serotip calismalarina gore en sik rastlanan serotiplerin basta
E. faecalis ve E. faecium olmak iizere E. durans, E.hirae, E. gallinarum, E.
casseliflavus oldugu rapor edilmektedir (Lemcke ve Biilte, 2000; Robredo ve ark.,
2000; Messi ve ark., 2006; Miranda ve ark., 2007; Kasimoglu Dogru ve ark., 2010).

Calismada multipleks PCR ile elde edilen serotiplendirme sonuglarinin
biyokimyasal test sonuglariyla paralel olmasi, PCR’1n E. faecalis ve E. faecium
serotiplendirmesi i¢in etkin ve hizli bir yontem oldugunu gostermistir. Bunun yan1
sira, multipleks PCR optimizasyonunun gelistirilebilmesi i¢in daha fazla ¢alisma

yapilabilecegi diisiiniilmektedir.

Robredo ve ark. (2000), tarafindan yapilan bir ¢aligmada 1997-1998 yillari
arasinda farkli marketlerden toplanan 100 tavuk eti liriinleri, haglanmig jambon ve
hindi et 6rnegi vankomisine direngli enterokoklar yoniinden analiz edilmistir. Bu
calismada toplam 92 tavuk eti {iriinlerinin 25’inde vankomisine direncli enterokok
izole edilirken, pismis domuz eti veya hindi eti iiriinlerinde vankomisine direngli

enterokok izole edilememistir. Vankomisine direngli enterokoklarin 10’u E.
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faecalis, 10’u E. faecium, 11’1 E. durans, 2’s1 E. hirae olarak bildirilmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen verilere gére Enterococcus spp. olarak belirlenen
50 6rnegin Enterococcus spp. olarak belirlenen 50 6rnegin 21°1 (% 42) E. faecalis,
19’u (% 38) E. faecium, 5’1 (% 10) E. gallinarum, 1’i (% 2) E. durans, 1’1 (% 2)

E. hirae, 3’1 (% 6) ise E. casseliflavus olarak identifiye edilmistir.

Mart 2001-haziran 2002 yaillar1 arasinda lowa eyaletinde yapilan bir
calismada 263 marketden toplanan 981 tavuk, hindi, domuz ve sigir eti 6rneginde
Enterococcus spp. varligma bakilmistir. Toplam 981 6rnegin 227’si hindi eti,
237’si tavuk et, 255’1 domuz eti ve 262’si sigir eti oldugu bildirilmistir. PCR
analizi ile hindi eti 6rneginin 226’sida (% 99.6), tavuk eti 6rneginin 236’sinda (%
99.6), domuz eti 6rneginin 247’sinde (% 99.9) ve s18ir et drneginin 262’sinde (%
100) Enterococcus spp. bulunmustur. S6z konusu ¢alismada E. casseliflavus ve E.
gallinarum’un daha ¢ok hindi etlerinden, E. durans ve E. hirae’nin daha ¢ok sigir
etlerinden izole edildigi bildirilmistir Bu ¢alismada; multipleks PCR ile toplam 227
hindi eti 6rneginden 356 Enterococcus spp. izolati identifiye edilmistir. Bu
izolatlarin 1’1 E. avium, 21’1 E. casseliflavus, 110’u E. faecalis, 213’1 E. faecium,
6’s1 E. gallinarum, 3’1 E. hirae olarak tanimlanirken, 3’1 tanimlanmamistir (Hayes
ve ark., 2003).

Mayis 2007-Nisan 2008 tarihleri arasi yapilan baska bir ¢alismada toplanan
134 sig1r, 206 tavuk ve 91 hindi eti 6rneginde, tavuk ve hindi etlerinin % 94’linde
ve s1gir etlerinin % 73’linde E. faecalis izole edilirken, E. hirae ve E. faecium hindi
etlerinde saptanamamistir. Tavuk etlerinin % 4’tinde, sigir etlerinin ise % 2’sinde

E. faecium izole edilmistir (Aslam ve ark., 2012).

Calisma kapsaminda hindi kusbasi 6rneklerinde Enterococcus spp. olarak
identifiye edilen 50 izolatin 21’inin (% 42) E. faecalis, 19’unun (% 38) E. faecium,
5’inin (% 10) E. gallinarum, 1’inin (% 2) E. durans oldugu belirlenmistir. Hindi
orneklerinde E. faecalis olarak belirlenen 6rneklerin 6’sinin ayni firmaya, E.
faecium olarak belirlenenlerin ise 8’inin aymi firmaya, digerlerinin ise farkli
firmalara ait oldugu belirlenmistir. Hindi etlerinden izole edilen Enterococcus

spp.’lerin firma bazinda daha yiiksek oranda benzerlik gdstermesi, hindi eti
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tiretiminin siirli sayida firma tarafindan yapiliyor olmasina baglanmistir. Ayni
zamanda, hindi etlerinin Enterococcus spp. ile daha yiiksek oranda kontamine
olmasi, hindilerin kesim agirligina erismesi i¢in ge¢cen zamanin uzun olmasindan
kaynaklandig1r diisiiniilmektedir. Kendi iclerinde ayni firmalara ait hindi
orneklerinden izole edilen vankomisin diren¢ genlerinin ve MIK degerlerinin
benzerlik gdstermemesi, kontaminasyonun farkli asamalarda gerceklesmis
olabilecegini gostermistir.

Calismada elde edilen bulgulara gore, Enterococcus spp. olarak belirlenen 50
izolatin 7’sinin (% 14) van A, 18’inin (% 36) van B geni yoniinden pozitif oldugu
saptanmistir (Sekil 3.15). Van A geni pozitif bulunan 7 hindi kusbasi izolatinin
4’iniin E. faecalis, 2’sinin E. faecium, 1’inin E. gallinarum, van B geni pozitif
bulunan 18 hindi kusbas1 izolatinin ise, 9’unun E. faecalis 5’inin E. faecium, 1’inin
E. gallinarum, 1I’inin E. durans, 1’inin E. hirae, 1’inin E. casseliflavus izolati
oldugu belirlenmistir. Messi ve ark. (2006), toplam 59 et izolatinin % 35’inde
vankomisine direngli enterokok izole edildigini bildirmistir. Bu izolatlarin %
10.7’sinde van A ve % 8.3’{linde van B izole edilmistir. Bu ¢aligsmadaki toplam 18
van A izolatinin 11°i E. faecium, 3’u E. faecalis, 3’ E. casseliflavus ve biri E.
gallinarum olarak bildirilmistir. Yine toplam 14 van B izolatinin 5’1 E. faecalis,

9’u E. faecium olarak bildirilmistir.

Jung ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada 2003 yilinin Mart-
Kasim aylar1 arasinda Kore’nin ¢esitli bolgelerinden 100 kanatli eti 50 domuz eti
ve 50 si1g1r eti 6rnegi toplanmistir. Bu calismadaki toplam 100 kanathi eti 6rneginin

44’1 ve 50 s1g1r eti 6rneginin 1’1 van A pozitif olarak izole edilmistir.

Italya’da yapilan bir ¢alismada, toplam 100 et (sigir, tavuk, hindi, kuzu ve
domuz eti) orneginde enterokok varligmma ve izolatlarin antibiyotik direncine
(6zellikle vankomisin direncine) bakilmistir. Bu 6rneklerin 30’u sigir eti, 26’s1
tavuk eti, 24’1 domuz eti, 16’s1 hindi eti ve 4’1 kuzu eti oldugu bildirilmistir. Bu
orneklerden elde edilen toplam 45 Enterococcus spp. izolatinin 17’si tavuk eti
Ornegine, 12’si s181r eti 6rnegine, 8’1 domuz eti drnegine, 5’1 hindi eti érnegine ve
3’1 domuz eti 6rnegine ait oldugu saptanmistir. Toplam 45 Enterococcus spp.
izolatinin 29’u vankomisine direncli (VRE) ve 30’u teikoplanine direncli (TRE)
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oldugu tespit edilmistir. Yine toplam 29 vankomisine direngli Enterococcus spp.
izolatinin; 13’1 tavuk eti 6rnegine, 6’s1 s181r eti drnegine, 5’1 domuz eti 6rnegine,
3’1 hindi eti 6rnegine ve 2’si kuzu eti 6rnegine ait oldugu saptanmistir. Toplam 30
teikoplanine diren¢li Enterococcus spp. izolatinin; 13’1 tavuk eti 6rnegine, 6’s1
sigir eti 6rnegine, 6’s1 domuz eti 6rnegine, 3’1 hindi eti drnegine ve 2’si kuzu eti
Ornegine ait oldugu bildirilmistir. Toplam 45 Enterococcus spp. izolatinin; 16’s1
E. faecium, 15’1 E. faecalis, 3’t E. gallinarum, 3’i E. durans, 2’si E. casseliflavus
ve 6’s1 diger enterokok tiirleri oldugu saptanmustir (Pavia ve ark., 2000).

Ayni1 ¢alismada; toplam 29 vankomisine direngli Enterococcus spp. izolatinin;
12’si E. faecium, 6’s1 E. faecalis, 3’4 E. gallinarum, 2’si E. durans, 1°i E.
casseliflavus, 5’i diger enterokok tiirleri ve toplam 30 teikoplanine direngli
Enterococcus spp. izolatinin; 12’si E. faecium, 7’si E. faecalis, 3’1 E. gallinarum,
2’si E. durans, 1’1 E. casseliflavus, 5’1 diger enterokok tiirleri oldugu belirtilmistir.
Yine toplam 45 Enterococcus spp. izolatinin; % 17.8’1 ampisiline, % 88.9’u
metisiline, % 71.1°1 seftriaksona, % 22.2’si imipeneme, % 64.4’1i vankomisine, %
66.7’si teikoplanine, % 66.7’°si gentamisine, % 88.9’u streptomisine, % 75.6’s1
eritromisine, % 84.4°1 tetrasikline, % 55.6’s1 siprofloksasine, % 42.2’si
kloramfenikola, % 15.6’s1 rifampine, % 31.1°1 trimetoprim-sulfametoksazola
direngli olduklar1 saptanmistir (Pavia ve ark., 2000).

Ispanya’da yapilan bir baska ¢aligmada; toplam 160 et 6rneginde vankomisine
direncli enterokoklar incelenmistir. Bu 6rneklerin 80’1 hindi ve tavuk eti, 40’1
domuz eti, 40’1 sig1r eti 6rnegine ait oldugu bildirilmistir. Toplam 160 et 6rneginin
38’1 (% 23.8), vankomisine direncli enterokoklara ait oldugu saptanmistir. Toplam
38 vankomisine direngli Enterococcus spp. izolatinin; 30’u kanath eti 6rnegine
(hindi ve tavuk eti), 6’s1 domuz ei drnegine , 2’si s18ir eti drnegine ait oldugu tespit
edilmistir.

PCR yontemi ile tanimlanan 38 vankomisine direngli Enterococcus spp.
izolatinin; 14’1 E. faecium, 10°u E. durans, 7’si E. hirae, 5’1 E. gallinarum, 2’si E.
casseliflavus oldugu bildirilmistir. Toplam 30 kanatli (hindi ve tavuk) vankomisine
direngli Enterococcus spp. izolatinin; 10°u E. faecium, 9’u E. durans, 6’s1 E. hirae,
3’u E. gallinarum, 2’si E. casseliflavus oldugu belirtilmistir. Yine toplam 6 domuz

vankomisine direngli Enterococcus spp. izolatinin; 3’1 E. faecium, 1’1 E. durans,
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1’1 E. hirae ve 1’1 E. gallinarum, toplam 2 sigir vankomisine direngli Enterococcus
spp. izolatmin; 1’1 E. faecium ve 1’1 E. gallinarum oldugu bildirilmistir. Bu
calismada toplam 38 vankomisin direngli Enterococcus spp. izolatinin 27°si van A
genine, 1’1 vanB genine, 7’si vanC-1 genine, 2’si vanC-2/3 genine sahip olduklar1
saptanmistir (Guerrero-Ramos ve ark., 2016).

Ayni ¢aligsmada; toplam 27 van A genine sahip Enterococcus spp. izolatinin;
10’u E. faecium, 10’u E. durans ve 7’si E. hirae oldugu saptanmistir. Toplam 10
van A E. faecium izolatinin; 7’si kanatli eti (hindi ve tavuk eti) ornegine, 2’si
domuz eti 6rnegine ve 1’1 s1g1r eti drnegine, toplam 10 van A E. durans izolatinin;
9’u kanath eti (hindi ve tavuk eti) 6rnegine ve 1’1 domuz eti 6rnegine, toplam 7
van A E. hirae izolatinin; 6’s1 kanatli eti (hindi ve tavuk eti) 6rnegine ve 1’i domuz
eti 6rnegine ait oldugu bildirilmistir. Van B geni ise sadece bir kanatli eti (hindi ve
tavuk eti) E. faecium izolatinda bulunmustur. Toplam 7 van C-1 E. gallinarum
izolatinin; 3’1 kanath eti (hindi ve tavuk eti) 6rnegine, 1’1 domuz eti 6tnegine ve
1’1 s181r eti 6rnegine ait oldugu saptanmistir. Van C-2/3 geni ise 2 kanath eti (hindi
ve tavuk) E. casseliflavus izolatinda bulundugu bildirilmistir. Bu g¢alismada;
kanatl eti (hindi ve tavuk eti) vankomisin diren¢li Enterococcus spp. izolatlarin
antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon yontemi

kullanilmistir (Guerrero-Ramos ve ark., 2016).

Klare ve ark. (1999)’un yapmis oldugu calismada; toplam 31 kanathi eti
orneginde van A pozitif vankomisin direngli enterokoklara bakilmistir. Bu
calismada toplam 31 kanatli eti 6rnegin 24’1 tavuk eti ve 7’si hindi eti 6rnegine ait
oldugu bildirilmistir. Toplam 24 tavuk eti 6rneginin 22’si dondurulmus ve 2’si taze
tavuk eti 6rnegi, toplam 7 dindi eti 6rneginin 6’si dondurulmus ve 1’1 taze hindi eti
ornegi oldugu belirtilmistir. Bu 6rneklerin 8’inde (% 26) van A geninin bulundugu
tespit edilmistir. Toplam 8 van A pozitif vankomisin direngli enterokok izolatinin
7’si tavuk eti ve 1’1 hindi eti 6rnegine ait oldugu saptanmistir. Diger 23 kanatl eti

orneginde van A geni bulunmamistir (Klare ve ark., 1999).

Danimarka’da 2005-2006 yillart aras1 yapilan baska bir ¢alismada; toplam
3116 kanatli eti 6rneginde vankomisine direngli E. faecalis incelenmitir. Bu
orneklerin 2209’u tavuk eti 6rnegi ve 907’si hindi eti 6rnegi oldugu bildirilmistir.
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Hindi eti izolatlarinin 3’{inde (% 0.7) vankomisine direngli E. faecalis saptanirken
tavuk eti izolatlarinda vankomisine direngli E. faecalis bulunmamistir. Bu
calismada hindi eti izolatlarinda vankomisine ve teikoplanine direngli E.
faecalis’ler, van A, tet (M) ve erm (B) genleri tarafindan kodlandiklar1 saptanmistir
(Agersg ve ark., 2008).

Izolatlarin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi amaciyla yapilan analiz
sonuglara gore Enterococcus spp. izolatlarinin panelde bulunan 8 antibiyotige
yiiksek oranda direncli ve/veya orta diizeyde direngli olduklar1 dikkati ¢ekmektedir
(Cizelge 3.2). Izolatlarin 1’inin (% 2) bir antibiyotige, 6’sinm (% 12) 2
antibiyotige, 15’inin (% 30) 3 antibiyotige, 17’sinin (% 34) 4 antibiyotige, 8’inin
(% 16) 5 antibiyotige, 3’linlin (% 6) 6 antibiyotiZe birden direngli olduklari
saptanmigtir. Elde edilen sonuglara gore izolatlarin % 22’sinin ¢oklu antibiyotik
direncine sahip olduklar1 (5 wve iizeri) belirlenmistir. Enterococcus spp.
izolatlarindan 47’sinin (% 94) vankomisine kars1 direncli, 7’sinin (% 14)
vankomisine kars1 orta diieyde direngli oldugu saptanmistir. izolatlarin % 70 ve
izerinde bir oranla eritromisin, vankomisin ve kinupristin/dalfopristine direngli

olduklar1 belirlenmistir.

Calisma kapsaminda; birinci firmadan toplam 6 E. faecalis izolat1 elde
edilmistir. Bu izolatlarin 3’1 3 antibiyotige ve 3’1 4 antibiyotige birden direncli
olduklar1 saptanmistir. Bu izolatlarin hepsi vankomisine diregli olduklar
belirlenmistir. Yine bu izolatlarin 1’inde van A, 3’linde van B geni saptanirken
2’isinde van A veya van B geni bulunmamistir. Ikinci firmadan toplanan 4 E.
faecalis izolatin 2’si 3 antibiyotige, 1’1 5 antibiyotige ve 1’i 6 antibiyotige birden
direngli olduklar1 saptanmustir. Bu izolatlarin hepsi vankomisine direngli olduklari,
2’sinde van A geni ve 1’inde van B geni bulunurken 1’inde ise van A veya van B

geni bulunmamustir.

Ucgiincii firmadan toplanan 3 E. faecalis izolatin 1’i 2 antibiyotige, 1’i 3
antibiyotige ve 1’1 4 antibiyotige birden direngli olduklari, 2°si vankomisine
direngli ve 1’1 vankomisine orta diizeyde direngli oldugu belirlenmistir. Bu

izolatlarin 2’sinde van B geni bulunurken 1’inde van A veya van B geni
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bulunmamistir. Dordiincii firmadan toplanan 2 E. faecalis izolatin 1’1 5
antibiyotige birden direngli oldugu ayn1 zamanda van B genine sahip oldugu, 1’1 6
antibiyotige birden direngli oldugu ve van A veya van B gennei sahip olmadigi

belirlenmistir. Her iki izolt vankomisine direngli olduklar1 saptanmistir.

Besinci firmadan toplanan 2 E. faecalis izolatin 1’i 2 antibiyotige ve 1’1 3
antibiyotige birden direngli olduklar1 ve van A veya van B genine sahip olmadiklari
belirlenmistir. Her iki izolt vankomisine direngli olduklar1 saptanmistir. Toplam 4
E. faecalis izolat1 6, 7, 9 ve 10’uncu firmalardan elde edilmistir. Alt1 ve 9’{incii
firmalarina ait izolatlar vankomisine direngli ve ayn1 zamanda van B genine sahip
olduklari, 7 ve 10’uncu firmalarina ait izolatlar vankomisine orta diizeyde direngli
olduklar1 saptanmistir. Yedinci firmaya ait E. faecalis izolat1 van A genine sahip
oldugu, 10’uncu firmaya ait izolat ise van A veya van B genine sahip olmadigi
belirlenmistir. Altinci firmaya ait E. faecalis izolat1 5 antibiyotige ve 7’inci firmaya
ait izolat 3 antibiyotige, 9 uncu firmaya ait izolat 4 antibiyotige ve 10’uncu firmaya

ait izolat bir antibiyotige birden direngli olduklari saptanmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. E. faecalis izolatlarinin firmalara gore antibiyotik direg profilleri.

Firma E. Van Antibiyotik (ug disk?)
faecalis R B
1 6 van E, VA, QD C,LzZD
A
van C,P, VA E
B P, VA, LZD, QD E, C
E, VA, LZD, QD C
van E, VA, LZD, QD C, S
- E,C, VA -
2 4 van VA, LZD, QD E,C
A E,C,S, VA, LZD, QD CN
van E, P, VA, LZD, QD -
B
van VA, LZD, QD E,C,S
3 3 van VA, QD E, LZD
B E, VA, QD LZD
van E, S, LZD, QD C, VA
4 2 van E, P, VA, LZD, QD C
B
van E,C,CN, S, VA, QD LZD
5 2 van VA, QD E,C, LZD
van E, VA QD LzZD
6 1 van E, P, VA, LZD, QD -
B
7 1 van E,P,LZD C,CN, S, VA QD
A
9 1 van C, VA, LZD, QD E
B
10 1 van QD E, C, VA, LZD

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), * R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli,  van -: van
A veya van B geni bulunmayan izolatlar.

Calisma kapsaminda; birinci firmaya ait toplam 8 E. faecium izolatinin 4’1 4
antibiyotige ve 4’ti 5 antibiyoti§e birden direng¢li olduklari, izolatlarin 7’si

vankomisine direngli ve biri ise vankomisine orta diizeyde diren¢li oldugu
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saptanmistir. Bu izolatlarin 1’inde van A geninin bulundugu digerlerinde ise van

A veya van B geninin bulunmadigi belirlenmistir.

Ikinci firmaya ait 3 E. faecium izolatin 2’{i 4 antibiyotige ve 1’i 2
antibiyotige birden direngli olduklari, izolatlarin 2’si vankomisine direngli ve 1°1
vankomisine orta diizeyde direncli oldugu saptanmistir. Izolatlarin 1’inde van A
geni, 1’inde van B geninin bulundugu ve digerinde ise van A veya van B geninin
bulunmadig tespit edilmistir. Uciinii firmaya ait E. faecium izolat1 3 antibiyotige
birden direncli oldugu, van B genine sahip oldugu ve vankomisine orta diizeyde

direncli oldugu saptanmustir.

Altinci firmaya ait toplam 3 E. faecium izolatinin 2’si 4 antibiyotige ve 1’i 2
antibiyotige birden diren¢li olduklari, izolatlarin hepsi vankomisine direncli
olduklar1 saptanmistir. Bu izolatlarin 1’inde van B geninin bulundugu digerlerinde

ise van A veya van B geninin bulunmadig belirlenmistir.

Yedinci firmaya ait toplam 2 E. faecium izolatinin 1’i 3 antibiyotige ve 1’1 5
antibiyotige birden direngli olduklari, izolatlarin biri vankomisine direncli, biri ise
vankomisine orta diizeyde direncli olduklar1 saptanmaistir. Bu izolatlarin 1’inde van
B geninin bulundugu digerinde ise van A veya van B geninin bulunmadigi

belirlenmistir.

Sekizinci firmaya ait toplam 2 E. faecium izolatinin 1’1 3 antibiyotige ve 1’i 4
antibiyotige birden direngli olduklari, izolatlarin 2’side vankomisine direngli
olduklar1 saptanmistir. Bu izolatlarin 1’inde van B geninin bulundugu digerinde

ise van A veya van B geninin bulunmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. E. faecium izolatlarinin firmalara gore antibiyotik dire¢ profilleri.

Firma E. Van Antibiyotik (ng disk™?)
faecium R I*
1 8 van P, VA, LZD, QD C
A
van E, C, VA QD LZD
i E, VA, LZD, QD C
E, VA, LZD, QD C,CN,S
E,C,P,LZD, QD CN, S, VA
E, C,P,VA QD -
E, P, VA, LZD, QD C
E, P, VA, LZD, QD S
2 3 van E, VA, LZD, QD C
A
van E, VA, LZD, QD -
B
van E,S VA, QD
3 1 van E, LZD, QD C, VA
B
6 3 van E, VA, LZD, QD C
B
van E, VA, LZD, QD C
i VA, QD E, C,LZD
7 2 van E, LZD, QD C, VA
B
van E, S, VA, LZD, QD C
8 2 van E, VA QD LZD
B
van E, P, VA, QD C,LZD

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), * R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli, van
-2 van A veya van B geni bulunmayan izolatlar.

Calismada; birinci firmaya ait toplam 2 E. gallinarum izolatinin 1’1 2
antibiyotige ve 1’1 3 antibiyotige birden direngli olduklari, izolatlarin 2’side
vankomisine direngli olduklari1 saptanmistir. Bu izolatlarin 1’inde van B geninin

bulundugu digerinde ise van A veya van B geninin bulunmadigi belirlenmistir.
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Ucgiincii firmaya ait toplam 2 E. gallinarum izolatinin 1°i 2 antibiyotige ve 1’i
3 antibiyotige birden direncli olduklari, izolatlarin 2’side vankomisine direngli
olduklar1 saptanmistir. Bu izolatlarin 1’inde van A geninin bulundugu digerinde

ise van A veya van B geninin bulunmadigi belirlenmistir.

Dokuzuncu firmaya ait vankomisine direngli E. gallinarum izolati 6
antibiyotige birden direncli oldugu, van A veya van B genine sahip olmadigi
saptanmistir. Dokuzuncu firmaya ait vankomisine direngli E. durans izolat1 4
antibiyotige birden direng¢li oldugu, van B genine sahip oldugu saptanmistir.
Sekizinci firmaya ait vankomisine direngli E. hirae izolat1 4 antibiyotige birden

direngli oldugu, van B genine sahip oldugu saptanmustir.

Toplam 3 vankomisine direngli E. casseliflavus izolati, 2, 4 ve 7’inci firmalara
ait olduklar1 saptanmistir. Bu izolatlarin 2’si 3 antibiyotige ve 1’1 4 antibiyotige
birden direngli olduklari, 1’inde van B geninin bulundugu digerlerinde ise van A

veya van B geninin bulunmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. E. gallinarum, E. durans, E. hirae ve E. casseliflavus izolatlarinin firmalara gore
antibiyotik dire¢ profilleri.

Enterococcus Firma Van Antibiyotik (ug disk™)
spp. R B
E. gallinarum 1 van VA, QD E,C,LZD
B
van E, VA, QD C,LzD
3 van E, VA, QD C,S,LzZD
A
van VA, QD E,C,LZD
9 van E,C,P, VA, LZD, QD CN, S
E. durans 9 van E, P, VA QD C
B
E. hirae 8 van E, VA, LZD, QD C
B
E. casseliflavus 2 van VA, LZD, QD E
B
4 van E, VA, LZD, QD C
7 van S, VA, QD E,C,LZD

E: Eritromisin (E-15), C: Kloramfenikol (C-30), CN: Gentamisin (CN-120), P: Penisilin (P-
10), S: Streptomisin (S-300), VA: Vankomisin (VA-30), LZD: Linezolid (LZD-30), QD:
Kinupristin/dalfopristin (QD-15), * R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli,  van -: van
A veya van B geni bulunmayan izolatlar.

Konuyla ilgili literatiirler incelendiginde, ¢calisma bulgularindakilere benzer ve
ayn1 gruplardaki antibiyotiklere kars1 direng profillerine sahip olduklar
goriilmistiir (Messi ve ark., 2006; Trivedi ve ark., 2011; Pesavento ve ark., 2014).
Hindi etlerinde vankomisine karsi olan direncin tavuk etlerinden daha fazla
bulunmasi da yine, hindilerin kesim agirligina erismesi i¢in gecen zamanin

tavuklarinkinden daha uzun olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Georgia eyaletinde 2000-2001 yillar arasi yapilan bir caligmada, gida
maddelerinde (sebze, meyve ve et orneklerinde) enterokok variligi incelenmistir.
Toplam 396 gida 6rneginin 189’unda (% 47.7) enterokok bulunmustur. Yine
toplam 92 et 6rneginin 22’si tavuk etine, 22’si sigir etine, 21°1 hindi etine, 22’si
domuz etine, 2’si hazir yemek iiriinlerine, 3’1 bufalo, devekusu ve tavuk cigerine

ait oldugu bildirilmistir. Hindi eti Orneklerinin 20’sinde (% 95), tavuk eti
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orneklerinin 21’inde (% 95), sigir eti 6rneklerinin 16’sinda (% 73), ve domuz eti
orneklerin 15’inde (% 68), bufalo, devekusu ve tavuk cigeri 6rneklerinin 1’inde

enterokok izole edilmistir.

Hazir yemek iiriinlerinde enterokok bulunmamuistir. Et 6rneklerinde E. faecalis
(n = 80), meyve ve sebze orneklerinde E. casseliflavus (n = 66) baskin enterokok
tiirii olarak saptanmistir. Bu ¢alismada 20 hindi Enterococcus spp. izolatinin 17’si
E. faecalis, 1’1 E. faecium, 1’i E. durans, 1’i E. hirae oldugu bildirilmistir. Ayn1
calismada; et 6rneklerinde bulunan E. faecalis izolatlarimin 41°i basitrasin, 2’si
kloramfenikol, 2’si siprofloksasin, 12’si eritromisin, 3’i flavomisin, 10’
gentamisin, 20’si kanamisin, 53’1 linkomisin, , 1’1 penisilin, , 24’{i streptomisin,
541 sinersid, 37’si tetrasiklin, 131 tilosin direngli olduklari bildirilmistir. Yine et
orneklerinde bulunan E. faecium izolatlarinin 4’1 basitrasin, 2’si siprofloksasin,
4’1 flavomisin, 1’1 gentamisin, 4’1 kanamisin, 3’1 linkomisin, 2’si nitrofiirantoin,
1’1 penisilin, 2’si streptomisin, 3’1 sinersid, 2’si tetrasiklin, 1’1 tilosin direngli

olduklar saptanmistir (McGowan ve ark., 2006).

Yapilan baska bir ¢aligmada; 2005 yilinda toplam 90 paketlenmis tavuk ve
hindi eti 6rnegi incelenmistir. Bu 6rneklerin 30’u hindi etine, 30’u tavuk etine ve
30’u organik tavuk etine ait olduklar1 bildirilmistir. Bu ¢alismada toplam 180
Enterococcus spp. izolatinin 60’1 hindi eti, 60’1 tavuk eti, 60’1 organik tavuk eti
olduklar1 ve disk diflizyon yontemi ile antibiyotik direng testi yapilmistir. Toplam
60 organik tavuk eti izolatinin % 36.67’si E. faecalis, % 31.67’si E. durans, %
6.67’si E. casseliflavus, , % 6.67’si E. gallinarum , % 1.67’si E. faecium, % 5’i
Aerococcus spp. , % 3.33°t Lactococcus spp. , % 8.33’ii tanimlanmams oldugu
bildirilmistir. Yine toplam 60 tavuk eti izolatinin % 58.33”i E. durans, % 21.67’si
E. faecalis, % 1.67’si E. avium, % 1.67’si E. faecium, % 1.67’si E. hirae , % 5’1
Lactococcus spp. ,% 5°i Aerococcus spp.,% 1.67’°si Leuconostoc spp. ve 3.33’i
tanimlanmamis oldugu saptanmaistir. Ayni ¢alismada; toplam 60 hindi eti izolatinin
% 56.67’si E. durans, % 36.67’si E. faecalis, % 1.67’si E. gallinarum, % 5’i
Aerococcus spp. oldugu saptanmistir. Organik tavuk eti 6rneklerinde E. faecalis,
hindi ve tavuk eti 6rneklerinde ise E. durans en sik goriilen enterokok tiirii olarak
saptanmistir. Hindi eti Enterococcus pozitif izolatlariin % 5’1 vankomisine
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direncli, % 5’1 vankomisine orta diizeyde direngli ve % 90°n1 vankomisine duyarl
olduklri belirlenmistir. Bu ¢alismada; hindi, tavuk ve organik tavuk eti
Enterococcus spp. izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direng profilleri (ampisilin,
kloramfenikol, doksisiklin, siprofloksasin, eritromisin, gentamisin, nitrofiirantoin
ve vankomisin) disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Hindi eti izolatlarinin %
3.33’1 4 antibiyotige, % 6.67’si 3 antibiyotige, % 21.67’si 2 antibiyotige, %
23.33’l bir antibiyotige birden direngli olduklar1 saptanirken, % 45’1 hicbir
antibiyotige direngli olmadiklar1 bildirilmistir (Miranda ve ark., 2007).

Washington DC’de yapilan baska bir ¢alismada; toplam 43 tavuk eti ve 32
hindi eti incelenmistir. Bu drneklerden elde edilen toplam 70 Enterococcus spp.
izolatinin 32’si E. faecalis, 33’ E. faecium, 4’ E. gallinarum ve 1°’i E. hirae
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada kinupristin/dalfopristine (>4 pg/ml) ditengli
izolatlarmin 27’si E. faecium’a, 3’ E. gallinarum’a, 1’1 E. hirae’a ait oldugu
saptanirken E. faecalis izolatlarinin kinupristin/dalfopristine direngli olmadiklari
tespit edilmistir. Toplam 27 Kinupristin/dalfopristine direncli E. faecium izolatinin
23’{i tavuk eti ve 4’1 hindi eti 6rneklerine ait oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada;
toplam 4 kinupristin/dalfopristine direngli E. gallinarum izolatinin 1’1 tavuk et, 2’si
hindi eti 6rneklerine ve Kinupristin/dalfopristine direngli E. hirae izolati ise tavuk
eti orneklerine ait oldugu saptanmistir. Kinupristin/dalfopristine direncli hindi E.
faecium izolatlarinin % 75’1 eritromisine (8 pg/ml) ve penisiline (16 pg/ml), %
100’4 tetrasikline (16  pg/ml)  direngli  olduklar1  saptanmustir.
Kinupristin/dalfopristine direngli tavuk E. faecium izolatlarunin % 13’0
eritromisine (8 pug/ml), % 69’u penisiline (16 pg/ml), % 75’1 tetrasikline (16 pg/ml)
direngli olduklart tespit edilmistir. Kinupristin/dalfopristine direngli 2 hindi E.
gallinarum izolatinin 2’side eritromisin ve tetrasikline direngli ayn1 zamanda
penisiline duyarli olduklar1 saptanmistir. Kinupristin/dalfopristine direngli tavuk
E. hirae izolati ise tetrasikline direngli, eritromisin ve penisiline duyarli oldugu

bildirilmistir (Simjee ve ark., 2002).

Kanada’nin Alberta eyaletinde yapilan bir baska calismada; toplam 564 hindi,
tavuk, sigir ve domuz eti 6rnegi incelenmistir. Bu orneklerin 206°s1 tavuk etine,
91’1 hindi etine, 134’1 sigir etine, 133’ domuz etine ait oldugu bildirilmistir.
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Hindi ve tavuk eti Enterococcus spp. izolatlarinin % 94’1, sigir eti izolatlarinin %
73’1 ve domuz eti izolatlarinin % 86’s1, E. faecalis’e ait oldugu saptanmustir. Sigir
eti izolatlarinin % 21’1, domuz eti izolatlarinin % 8’1, tavuk eti izolatlarinin % 2’si
E. hirae oldugu tespit edilmistir. Sigir ve domuz eti izolatlarinin % 2’si, tavuk eti
izolatlariin % 4’1 E. faecium’a ait oldugu saptanmistir. Hindi eti izolatlarinda ise
E. faecium ve E. hirae bulunmamistir. Bu c¢alismada; hindi eti E. faecalis
izolatlarinin % 5’1, tavuk ve domuz eti E. faecalis izolatlarinin % 3’1, sigir E. hirae
izolatlarinin % 4’1 tigesikline (>1 pg/ml) direncli olduklar1 saptanmistir. Tavuk eti
E. faecium izolatlarinin % 78’1 ve domuz eti E. faecium izolatlarmin % 50’si,
kinupristin/dalfopristine (>4 pg/ml) direngli olduklari tespit edilmistir. Hindi eti E.
faecalis izolatlarinin % 28’1, tavuk eti E. faecalis izolatlarinin % 47’si, sigir eti E.
faecalis izolatlarinin % 2’si, domuz eti E. faecalis izolatlarinin % 8’i eritromisine
(>8 ug/ml) direngli olduklar1 belirtilmistir. Hindi eti E. faecalis izolatlarmin %
29u tilosine (>32 pg/ml) ve % 15’1 kanamisine (>1024 pg/ml), tavuk eti E.
faecalis izolatlarinin % 49’u tilosine ve % 20’si kanamisine, tavuk eti E. faecium
izolatlarinin % 11’1 kanamisine direnc¢li olduklar1 saptanmistir. Ayn1 ¢alismada
toplam 91 hindi eti E. faecalis izolatinin, % 97’si kinupristin/dalfopristine (>4
ug/ml), % 10’u gentamisine (=500 pg/ml), % 97’si linkomisine (>8 pg/ml), % 11°1
streptomisine (>1000 pg/ml) ve % 90’1 tetrasikline (>16 pg/ml) direngli olduklar
bildirilmistir. Yine hindi eti E. faecalis izolatlariin % 91°i, tavuk eti E. faecalis
izolatlarinin % 91’1, sigir eti E. faecalis izolatlarinin % 14’4 ve domuz eti E.
faecalis izolatlarinin % 45’1, ii¢ ve lizeri antibiyotige birden direngli olduklari
beldirtilmistir (Aslam ve ark., 2012).

Tiirkiyede yapilan bir ¢alismada; Ege bolgesinde hasta ve 6lii baliklardan izole
edilen 26 E. faecalis susunun antibiyotik direnglilikleri incelenmistir. Bu
calismada E. faecalis suslarmin siprofloksasin, eritromisin, tetrasiklin,
streptomisin, ampisilin, gentamisin, penisilin ve vankomisin duyarliliklar1 agar-
disk difiizyon teknigi ile ve vankomisin direngli enterokoklarin (VRE) vankomisin
direng fenotipleri agar dilusyon yontemi ile belirlenmistir. incelenen E. faecalis
suslari, siprofloksasin, eritromisin, tetrasiklin, streptomisin, ampisilin, gentamisin,
penisilin ve vankomisine sirasiyla % 34.6, % 3.8, % 3.8, % 96.1, % 11.5, % 92.3,

% 11.5 ve % 3.8 oraninda direncli olduklar1 belirlenmistir. Incelenen 26 sustan
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I’inin (% 3.8) vankomisine direngli oldugu ve bu susun vankomisin direng
fenotipinin van A oldugu saptanmistir (Savasan ve ark., 2008).

Tiirkiyede yapilan baska bir ¢alismada; Ankara bolgesinde toplam 106 tavuk
boyun deri 6rneginin 83’ (% 78) Enterococcus. spp ile kontamine oldugu
bildirilmistir. Bu izolatlarin; % 48’1 E. faecium, % 23’i E. durans, % 19°u E.
faecalis, % 6’s1 E. gallinarum, % 1’i E. hirae, % 1 E. mundtii ve % 1 E.
casseliflavus oldugu saptanmistir. E. feacalis izolatlarinin % 100’u ve E. faecium
izolatlariin % 68’1 streptomisine, E. feacalis izolatlarinin % 31’1 ve E. faecium
izolatlarmin % 21’1 gentamisine direngli olduklari belirlenmistir. E. faecium
izolatlarinin  dortte  biri  (1/4), eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve
streptomisine birden direngli olduklar1 saptanmustir. E. faecalis izolatlarinin %
44°1i, eritromisin, tetrasiklin ve streptomisin birden direngli olduklar1 bildirilmistir.
Multipleks PCR yontemi ile izolatlarinin higbiride van A veya van B geni
bulunmamustir (Kasimoglu-Dogru ve ark., 2010).

Biitiin bu c¢aligmalardan elde edilen farkliliklarin orijinden, cografik
farklardan, c¢alisma periyodundan, Ornekleme prosediirlerinden, Orneklerin
baslangi¢ kontaminasyonundan, kesimhane hijyeninden, iirlinlerde olusan capraz
kontaminasyondan ve metot farkliliklarindan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Calismada vankomisine direng gdsteren izolatlarn MIK degerlerinin
belirlenmesi i¢in yapilan E-test sonuglarina gore Enterococcus spp. izolatlarindan
3’{iniin (% 6) MIK degerlerinin 256 pg/ml’nin iizerinde oldugu yani yiiksek
seviyede vankomisin direnci (MIK 64 — 128 ng/ml) gésterdigi belirlenmistir.
Yapilan bir caligmada 129 tavuk eti 6rneklerinden 23 ’{iniin (% 17,82) vankomisine
kars1 direngli oldugu saptanmistir. Bu oOrneklerden 7°si yliksek seviyede
vankomisin direnci (MIK 64 — 128 pg/ml) gdstermistir (Lopez ve ark., 2009).

Yiiksek seviyede vankomisin direncinin Enterococcus spp. izolatlarindan
S. aureus izolatlarina in vivo ve in vitro ortamda aktarilabildigi yapilan ¢alismalarla
kanitlanmistir (Noble ve ark., 1992; Lowy, 2003). Calisma sonuglar1 da dikkate

alindiginda, vankomisinin direncinin basta S. aureus olmak iizere diger patojenlere
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aktarilabilmesi ve insanlardan elde edilebilecek potansiyel izolatlar ile ilgili

kapsamli epidemiyolojik ¢caligmalara gereksinim duyuldugu sonucuna varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Asgari teknik ve hijyenik sartlara sahip olmayan kesimlere bagl olarak bagirsak
icerigi ile kontamine olan hayvansal gidalar antibiyotik  direngli
mikroorganizmalar i¢in kaynak olmaktadir. Enterokoklar hemen hemen her yerde
bulunmalar1 ve sicaklik, pH, tuza karsi olan direngleri sayesinde, gida iiretimi
sirasinda canli kalarak dretimin her asamasinda kontaminasyona neden
olabilmektedirler. Bu nedenlerle gidalarda bulunmalari; uygun olmayan {iretim
kosullar1 ve kontaminasyon seviyesinin bir gdstergesi (hijyen indikatorii) olarak

bilinmektedir.

Vankomisine kars1 direng, gida kaynakli Enterococcus spp.’ler arasinda en
onemli diren¢ fenotipi olarak kabul edilbilmektedir. Vankomisin gibi
glikopeptidlerin 6nemi, ¢coklu ilag direnci gosteren tiirlere ya da penisilin, ampisilin
gibi antibiyotiklere kars1 alerji goOsteren kisilerin klinik tedavisinde
kullanilmalarindan  kaynaklanmaktadir. Bu antibiyotikler immun sistemi
baskilanmis bireylerde bazi infeksiyonlara karst en son ¢are olarak kullanilan
antibiyotiklerdir. Ayn1 zamanda diren¢ genlerinin gida araciligityla insanlara
taginmasi bu durumu daha da ciddilestirmektedir. Bu nedenle VRE’ler halk saglig
acisindan global bir tehdit olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Gida kaynakli enterokok tiirleri, tasiyiciya adapte olabilen genetik
materyallerini  degistirebilmeleri ve genetik  bilgilerini  diger tiirlerle
paylagabilmeleri nedeniyle, mevcut genomun degismesine yol agmakta ya da
plazmidler araciligiyla genetik materyallerin hiicreler arasi transferine neden
olabilmektedir. Bu durum gidalarda bulunan Enterococcus spp.’lerin tasidigi

antibiyotik diren¢ genlerinin insanlara aktarilmasinda olduk¢a 6nemlidir

Diinyada nozokomiyal infeksiyonlar ac¢isindan oldukca énemli bir konumda
olan VRE’nin gidalarda varlig1 ile ilgili caligmalar giin gectikge artmaktadir.
Tirkiye’de ise Enterococcus spp.’nin hindi eti 6rneklerinde varligi, antibiyotik
direng profilleri ve vankomisine karsi minimal inhibisyon konsantrasyonlarinin
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belirlendigi, orneklerde baskin olan E faecalis ve E. faecium tiirlerindeki
vankomisin  diren¢ genlerinin  yayginhigin1  aragtiran  yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle Tirkiye’de hindi eti gibi riskli gidalardaki
durumunun belirlenecek olmasi, gida giivenligi ve halk sagligi boyutu ile ilgili

bilimsel bir veri saglanmasi ¢caligmaya orijinallik katmaktadir.

Bu calismada hindi kusbasi orneklerinde multipleks PCR ile etkenin tiir
diizeyinde identifikasyonu yapilmistir. CLSI standardinda ifade edilen ve direng
profillerinin belirlenmesi zorunlu olan eritromisin, kloramfenikol, gentamisin,
penisilin, streptomisin, vankomisin, linezolid, kinupristin-dalfopristin olmak iizere
toplam 8 antibiyotige kars1 direng profilleri belirlenmistir. Enterococcus spp.’lerin
multipleks PCR ile van A ve van B genleri belirlenmistir. Vankomisin direng
gbsteren tiim izolatlarda E test ydntemiyle vankomisin MIK degerleri tespit

edilmistir.

Sonug olarak, ¢aligmada elde edilen bulgular incelendiginde hindi kusbasi
orneklerinin 6nemli diizeyde Enterococcus spp. ile kontamine olduklari,
vankomisine ve diger antibiyotiklere karsi yliksek seviyedeki direng profilleri
gosterdikleri  saptanmustir. Calismadan elde edilen sonuglarin  ulusal
Antimikrobiyal Diren¢ (AMR) izleme plani kapsaminda biiyiik énem tasidigi
goriisiine varilmistir. Gidalarda bir diger temel sorun van A ve van B genine sahip
izolatlarin insanlara tranfer edilmesi ve potansiyel akatarimidir. Bu neden ile
vankomisine direncli enterokoklarin halk saglig1 agisindan biiyiik 6nem tagimasi
nedeniyle giftlikten sofraya gida giivenligi kapsaminda Enterococcus spp. ile ilgili
epidemiyolojik calismalarin yapilmasi 6zellikle gida kaynakli vankomisin direncli
enterokok (VRE) infeksiyonlarinda tedavide kullanilan antibiyotiklerin

belirlenmesi agisindan izlenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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OZET

Calismada, Ankara’daki marketlerde taze olarak satisa sunulan hindi kusbasi
orneklerinden klasik kiiltir yontemiyle Enterococcus spp. izolasyonu ve
biyokimyasal testler kullanilarak identifikasyonu, izolatlarin PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) analizi ile dogrulanmasi, pozitif bulunan izolatlarin multipleks
PCR ile tiir diizeyinde identifikasyonu, Enterococcus spp. izolatlarinin eritromisin,
kloramfenikol, gentamisin, penisilin, streptomisin, vankomisin, linezolid,
Kinupristin-dalfopristin olmak tizere 8 farkli antibiyotik diski kullanilarak
antibiyotik direng profillerinin CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
standartlarina gore saptanmasi, E. faecalis ve E. faecium olarak identifiye edilen
serotiplerin van A ve van B direng fenotipleri yoniinden multipleks PCR analizi
yapilarak molekiiler karakterizasyonlarinin belirlenmesi, vankomisine direng
gosteren tiim suslarda E test yapilarak MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) degerlerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu kapsamda toplam 100 hindi kusbas1 6rnek analiz edilmis, 50°si (% 50)
Enterococcus spp. pozitif olarak tespit edilmistir. Serotiplendirme sonuglarina
gore 50 ornegin 21°1 (% 42) E. faecalis, 19’u (% 38) E. faecium, 5’i (% 10) E.
gallinarum, 1’i (% 2) E. durans, 1’1 (% 2) E. hirae, 3’ii (% 6) ise E. casseliflavus
olarak identifiye edilmistir. Enterococcus spp. olarak belirlenen 50 izolatin 7’sinin
(% 14) van A, 18’inin (% 36) van B geni yoniinden pozitif oldugu saptanmustir.
Antibiyotik direng profillerine gore 50 izolatin 6’smnin (% 12) 2 antibiyotige,
15’inin (% 30) 3 antibiyotige, 17’sinin (% 34) 4 antibiyotige, 8’inin (% 16) 5
antibiyotige, 3’{inlin (% 6) 6 antibiyotige birden direngli olduklar1, bir E. faecalis
(% 2) izolat1 bir antibiyotige direngli oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Vankomisin direngli enterokok (VRE), multipleks PCR,
antibiyotik direng, E. faecalis, E. faecium, van A, van B
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SUMMARY

The objectives of this study were to isolate and identify Enterococcus spp. from
turkey retail meat samples collected from Ankara markets by classical culture
method and using biochemical tests, to verify the isolates by PCR (Polymerase
Chain Reaction), to evaluate the antibiotic resistance profiles of the verified
Enterococcus spp. isolates with 8 different antibiotics including erythromycin,
chloramphenicol, gentamicin, penicillin, streptomycin, vancomycin, linezolid,
quinupristin-dalfopristin according to CLSI Clinical and Laboratory Standards
Institute) standards, to determine the molecular characterization of the serotypes
identified as E. faecalis and E. faecium for van A and van B resistance phenotypes
with multiplex PCR, to verify of positive isolates’ species with multiplex PCR, to
determine MIC (Minimum Inhibitory Concentration) values of all the isolates
determined as vancomicin resistant by E test.

For this purpose, 100 turkey retail meat samples were analyzed, fifty (%
50) of the samples were detected as Enterococcus spp. positive. According to
serotyping results 21 (% 42) were isolated as E. faecalis, 19 (% 38) were isolated
as E. faecium, 5 (% 10) were isolated as E. gallinarum, 1 (% 2) was isolated as E.
durans, 1 was isolated as (% 2) E. hirae, 3 (% 6) were isolated as E. casseliflavus.
Among 50 isolates confirmed as Enterococcus spp., 7 isolates (% 14) were
detected as van A positive, 18 isolates (% 36) were detected as van B positive.
According to antibiotic resistance profiles, 6 isolates (% 12) were resistant to 2, 15
isolates (% 30) were resistant to 3, 17 isolates (% 34) were resistant to 4, 8 isolates
(% 16) were resistant to 5, 1 E. faecalis isolate (% 2) were resistant to one of the 8
antibiotics out of 50 isolates.

Keywords: Vancomycin resistant Enterococci (VRE), multiplex PCR, antibiotic
resistance, E. faecalis, E. faecium, van A, van B
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