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vii

ONSOZ

Glinlimiizde antibiyotik direnci halk sagligini tehdit eden problemlerin basinda
gelmektedir. Antibiyotik diren¢ tablosuna Enterococcus spp. ¢ergevesinden
bakildiginda ise, Vankomisin Direngli Enterokoklar (VRE) tarafindan olusturulan

infeksiyonlarin halk sagligin1 6nemli dlciide tehdit ettigi goriilmektedir.

Diinya ¢apinda nozokomiyal ve gida kaynakli infeksiyonlar agisindan 6nem arz
eden bu mikroorganizmanin Tiirkiye’de tavuk etleri gibi riskli gidalardaki durumunun
belirlenmesi, gida giivenligi ve halk saglig1 boyutu ile ilgili bilimsel bir veri saglanmasi
acisindan 6nem arz etmektedir. Elde edilen veriler tavuk etlerinde vankomisine direngli
enterokoklarin varliginin belirlenmesi ile potansiyel risklerin belirlenmesine hizmet

edecektir.

Tiirkiye’de yapilan calismalar dikkate alindiginda, daha c¢ok nozokomiyal
infeksiyon yoniinden onem tasiyan vankomisin direngli enterokoklarin tavuk etlerinde
varhig ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamasi gida giivenligi ve halk saglig1 yoniinden
onemli eksiklik olarak dikkat ¢ekmektedir. Kesim prosediiriine bagli olarak tavuk etleri
siklikla Enterococcus tiirleri ile kontamine olmakta ve halk saghigi agisindan tehdit

olusturmaktadir.

Bu calisma kapsaminda tavuk eti Orneklerinde Enterococcus spp. varliginin
saptanmasi, PCR analizi ile Enterococcus spp.’nin dogrulanmasi ve multipleks PCR
analizi yapilarak molekiiler karakterizasyonlari, antibiyotik diren¢ profillerinin
arastirtlmasi, E. faecalis, E. faecium’da van A ve van B vankomisin diren¢ genlerinin
PCR ile belirlenmesi ile vankomisin direnci saptanan izolatlarda s6z konusu
antibiyotigin E-test yontemi ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarmnm (MIK)

belirlenmesi amaglanmustir.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarda antibiyotiklere karsi direng gelisimi diinya capinda ilgi
uyandiran 6nemli bir konudur. Patojen mikroorganizmalarda olusan antibiyotik
direncinin, insan ve hayvanlarin infeksiyonlarinda baslica proflaktik veya tedavi
amacli  antibiyotiklerin ~ yaygin  olarak  kullanilmasindan  kaynaklandig
bildirilmektedir. Bu durum diren¢li mikroorganizmalarin ve diren¢ genlerinin
olusumuna neden olmaktadir. Antibiyotikler, infeksiyon tedavisinin yani sira
hayvanlarda biiylitme faktorii veya performans arttirict (Antimicrobial Performance
Enhancers, APE) olarak yemlere katilabilmektedir. APE, karbadoks ve olakindoks
disinda gram pozitif mikroorganizmalara karsi etkili olmaktadir (Andersson ve
Hughes, 2011 ve Van den Bogaard ve Stobberingh, 2000). Avilamisin, basitrasin,
tilosin, spiramisin, virginamisin gibi bilyiitme faktérlerinin icinde Vankomisin
Direngli Enterokoklar (Vancomycin Resistant Enterococci, VRE) olusumuna neden
olan avoparsin, Avrupa iilkelerinde 1970’li yillarin ortalarina kadar biiyiime faktorii
olarak kullanilmistir (Kasimoglu Dogru ve ark., 2010; Robredo ve ark., 200 ve Van
den Bogaard ve Stobberingh, 2000).

Diinya genelinde ylriitiilen arastirmalarda, insanlarda nozokomiyal
infeksiyonlara yol acan VRE i¢in tavuk etinin 6nemli bir kontaminasyon kaynagi
oldugu bilinmektedir (Philips ve ark., 2004). insan hekimliginde antibiyotiklere
coklu direng¢ gosteren Gram pozitif mikroorganizmalarin yol actig1 infeksiyonlarin
sagaltiminda kullanilan vankomisin ve hayvanlarda antibiyotik biiylime faktorii
olarak kullanilan avoparsin ayni grupta yer alan antibiyotiklerdir. Bu sebeple
avoparsin eklenmis rasyonlarla beslenen hayvanlarda ve bu hayvanlardan elde edilen
hayvansal gidalarda VRE saptanabilmektedir. Avrupa Birligi iilkelerinde 2006 yil1
itibariyle antibiyotik biiylime faktorleri tiimiiyle yasaklanmistir. Tiirkiye’de ise
2002/66 numarali tebligde belirtildigi iizere antibiyotik biiylime faktorlerinin
tamaminin kullanimi 2006 tarihi sonrasinda yasaklanmistir (Aarestrup, 1995; Anon,
2002). Avrupa Birligi 1998 yilinda 2821/98 sayili karar itibariyle ‘Tilosin fosfat,

avoparsin, virginamisin, spiramisin ve zinc basitrasin’in yem katki maddesi olarak



kullanilmasimi yasaklamistir. Ulkeler bazinda ise Danimarka, Finlandiya, Isveg,
iilkelerde bu antibiyotiklerin yem katkis1 ve biiylime faktorii olarak kullanilmasi

yasaklanmistir (Anon, 1998).

Insanlarn ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde; ¢evresel kosullara
direncli olduklar1 icin bitkilerde, su ve toprakta bulunabilen Enterococcus
infeksiyonlarina neden olanlarin ¢ogunlugunu E. faecalis ve E. faecium tiirleri
olusturmaktadir. Enterokoklar bakteriyemi, intra-abdominal ve pelvik infeksiyonlar,
iiriner sistem, sentral sinir sistemi ve deri infeksiyonlarma yol agan etkenler
patojenler olarak halk saglig1 agisindan 6nem tasimaktadirlar (Petsaris ve ark., 2005

ve Vankerckhoven ve ark., 2008).

Tavuk eti, patojen mikroorganizmalarin rahatlikla iireyebilecegi ve
gelisimlerini siirdiirebilecekleri olduk¢a uygun bir ortamdir. Gidadan kaynaklanan
infeksiyonlarin yani sira tavuk etlerinin bozulmasi agisindan da olduk¢a dnemlidir.
Enterokoklar tuz, pH ve sicaklikliga karsi direngleri dolayisiyla islem gormiis
gidalarda bozulmalara sebep olmaktadir. Yeterli 1s1 islemine tabi tutulmadiklarinda
Enterococcus spp. ile kontamine hayvansal gidalar insanlarin gastrointestinal

kanalinda infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Krocko ve ark., 2007).

Enterokoklarin sicaklik islemine karsi olan direnglilik durumlari; bakteri
kiiltiirlintin yapis1, ortamin besin igerigi, yag asidi miktari, pH’s1 ve membran yapisi
gibi bircok etkene baghidir. Mikroorganizmalarin gelisimini siirdiirebildikleri ve
tireyebildikleri en diisiik sicakliklarda membran yapisi sabittir. Yiiksek sicaklik
derecelerinde ise doymus yag asidi miktarinin diismesi ve membran yag asidi
konsantrasyonunun artmasi, enterokoklari yiiksek sicakliga minimum direngli

duruma getirmektedir (Ahmad ve ark., 2002 ve lvanov ve ark., 1999).

Enterokoklarin sicakliga karsi olan direngleri mikroorganizmalarin biiylime
egrisindeki durgunluk fazi, lag fazi1 ve latent fazlarinda artis gostermektedir. Siklikla
uygun olmayan c¢evre kosullarina maruz kaldiklarindan dolay1r da enterokoklar,

yagam siirelerinin uzun bir kismmi ortamda biiylime i¢in gerekli olabilecek ham



madde ve besinsel iceriklerin tiikendigi durgunluk fazinda gegirmektedirler ve
dolayistyla yasam dongiilerinin uzun bir boliimiinde sicakliga karsi olan direngleri
yiiksektir (Ahmad ve ark., 2002 ve Martinez ve ark., 2003). Bunun yani sira
enterokoklar donmus muhafazaya ve dondurma islemlerine karsi goreceli olarak
direngli  olduklar1  i¢cin  donmus  irlinlerde  fekal indikator  olarak
degerlendirilmektedirler. Enterococcus spp. ¢ig ette 10%-10* kob/g; insan diskisinda
ise E. faecium ise 10*-10° kob/g, E. faecalis 10°-10" kob/g kadar bulunmaktadir
(Erol, 2007 ve Krocko ve ark., 2007).

1.1. Enterokoklarin Tarihcesi ve Klasifikasyonu

Enterococcus kelime anlami olarak Yunanca’da bagirsak anlamina gelen
‘entero’ ve graniil anlamina gelen ‘coccos’ kelimelerinden olusmaktadir (Schleifer ve

Kilpper-Balz, 1984).

Enterokoklarin Kklasifikasyonu zaman iginde degisime ugramistir. Bu degisim
molekiiler tekniklerin gelismesine paralel olarak gergeklesmis, 16S rRNA ve DNA-
DNA ve DNA-rRNA hibritlesmeleri sayesinde daha ayrintili bir klasifikasyon
yapilmasinin ardindan Enterococcus cinsi ortaya ¢ikmistir (Hartman ve ark., 1992 ve
Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984).

Enterokoklarin tanimlanmasi ilk kez 1899 yilinda Thiercelin tarafindan
yapilmig, daha sonra 1903 ylinda Thiercelin ve Jouhaud tarafindan ‘Enterococcus’
olarak adlandirilmugtir. Streptococcus faecalis 1906 yilinda Andrewes ve Horder
tarafindan patojen bir mikroorganizma olarak endokarditli bir hastadan izole edilmis
ve tanimlanmustir (Klein, 2003).

Bir baska girisim de 1933 yilinda streptokoklarin serogruplarini tanimlayan
Lancefield tarafindan gergeklestirilmistir. Lancefield serolojik siniflandirmasina gore
grup D antijeni tasiyan fekal orijinli tiim streptokoklar enterokok olarak

degerlendirilmistir (Hartman ve ark., 1992).



Streptokoklart dort grup altinda toplayan ise 1937 yilinda Sherman olmustur,
Sherman’in  yaptigi siniflandirmaya gore streptokoklar; fekal streptokoklar
(enterokoklar), laktik streptokoklar, viridans ve pyogen streptokoklar olmak tizere
dort grup altinda toplanmustir. Jones, 1978 yilinda viridans ve enterokok gruplarini
fekal streptokok olarak birlestirmistir. Schleifer ve Kilpper-Bilz 1984 yilinda
smiflandirmay1 Enterococcus, Streptococcus ve Lactococcus olarak degistirmistir.
Bu gruplar arasindaki farklar 16S rRNA sekans karsilastirilmalariyla ortaya konmus
ve Enterococcus, Streptococcus ve Lactococcus farkli gruplara ayrilmistir (Sekil 1.1)
(Klein, 2003).

Lanciobacius) Padiooocres
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Sekil 1.1. Gram pozitif bakterilerin 16S rRNA dendrogramiyla ortaya konmasiyla elde edilen filogenetik
pozisyonu (Ludwig ve ark., 1985; Klein, 2003).

Enteroccocus cinsi igerisinde tiir ayrimi ilk olarak 1984 yilinda Schleifer ve
Kilpper-Bilz (1984) tarafindan yapilmis, onceden Streptococcus
faecalis ve Streptococcus faecium olarak isimlendirilen tirler E. faecium ve

E. faecalis olarak tanimlanmistir (Hartman ve ark., 1992; Klein, 2003).

Daha sonra E. faecium ve E. faecalis'un yani sira Enterococcus cinsine ait
birgok farkli tiir de tanimlanmistir. Euzeby tarafindan 1997 yilinda 26 enterokok
tiriiniin varligr yaynlanmis olup, daha sonradan tanimlanan tiirler fizyolojik ve

biyokimyasal 6zelliklerine gore farkliliklar igermistir (Klein, 2003).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB33
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Enterokok tiirlerini farkli tiir gruplar1 altinda toplamak igin 16S rRNA sekans
verileri kullanmilmistir. Enterokok tiirleri E. faecalis, E. faecium, E. avium,
E. casseliflavus, E. cecorum, E. dispar, E. saccharolyticus tiirleri gruplar1 olarak

siniflandirilmistir. Bu siniflandirmaya gore;

[EEN

. E. faecalis tiirleri grubunda; E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis,

2. E. faecium tiirleri grubunda; E. faecium, E. durans, E. hirae, E. mundtii,

E. porcinus, E. villorum,

3. E. avium tiirleri grubunda; E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus,

E. raffinosus,

SN

. E. casseliflavus tiirleri grubunda; E. casseliflavus, E. gallinarum, E. flavescens,

ol

. E. cecorum tiirleri grubunda; E. cecorum, E. columbae,

(o2}

. E. dispar tiirleri grubunda; E. dispar, E. asini,
7. E. saccharolyticus tiirleri grubunda; E. saccharolyticus, E. sulfureus
yer almaktadir (Klein, 2003).

Enterokoklarin klasifikasyonunda yapilan degisikliklerle birlikte giiniimiize
kadar 55 enterokok tiirii ve iki enterokok alttiirii identifiye edilmis, tarih sirasina gore

identifiye edilen tiirler Cizelge 1.1°de gdsterilmistir (Anon, 2017a).



Cizelge 1.1. Enterokok tiirlerinin identifikasyonundaki yillara gére degisimler (Anon, 2017a)

Tiir Yil Kaynak

E. faecium 1984 Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984
E. avium 1984 Collins ve ark., 1984

E. casseliflavus 1984 Collins ve ark., 1984

E. gallinarum 1984 Collins ve ark., 1984

E. durans 1984 Collins ve ark., 1984

E. malodoratus 1984 Collins ve ark., 1984

E. hirae 1984 Farrow ve Collins, 1985

E. mundtii 1986 Collins ve ark., 1986

E. pseudoavium 1989 Collins ve ark., 1989

E. raffinosus 1989 Collins ve ark., 1989

E. solitarius 1989 Collins ve ark., 1989

E. cecorum 1989 Williams ve ark., 1989

E. faecalis 1991 Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984
E. saccharolyticus 1991 Rodrigues ve Collins, 1990
E. dispar 1991 Collins ve ark., 1991

E. seriolicida 1991 Kusuda ve ark., 1991

E. sulfureus 1991 Martinez-Murcia ve Collins, 1991
E. flavescens 1992 Pompei ve ark., 1992

E. columbae 1993 Devriese ve ark., 1990

E. asini 1998 De Veux, 1998

E. moraviensis 2001 Svec ve ark., 2001

E. haemoperoxidus 2001 Svec ve ark., 2001

E. gilvus 2002 Tyrrell ve ark., 2002

E. canis 2003 De Graef ve ark., 2003

E. hermanniensis 2004 Koort ve ark., 2004

E. porcinus 2001 Teixeira ve ark., 2001

E. ratti 2001 Teixeira ve ark., 2001

E. villorum 2001 Vancanneyt ve ark., 2001

E. pallens 2002 Tyrrell ve ark., 2002

E. phoeniculicola 2003 Law-Brown ve Meyers, 2003
E. saccharominimus 2004 Vancanneyt ve ark., 2004

E. italicus 2004 Fortina ve ark., 2004

E. canintestini 2005 Naser ve ark., 2005

E. aquimarinus 2005 Svec ve ark., 2005

E. devriesei 2005 Svec ve ark., 2005

E. caccae 2006 Carvalho ve ark., 2006

E. silesiacus 2006 Svec ve ark., 2006

E. termitis 2006 Svec ve ark., 2006




Cizelge 1.1 (devam). Enterokok tiirlerinin identifikasyonundaki yillara gore degisimler (Anon, 2017a)

Tiir Yil Kaynak

E. camelliae 2007 Sukontasing ve ark., 2007
E. thailandicus 2008 Tanasupawat ve ark., 2008
E. viikkiensis 2011 Rahkila ve ark., 2011

E. lactis 2012 Morandi ve ark., 2012

E. rivorum 2012 Niemi ve ark., 2012

E. quebecensis 2012 Sistek ve ark., 2012

E. ureasiticus 2012 Sistek ve ark., 2012

E. plantarum 2012 Svec ve ark., 2012

E. saccharolyticus subsp. saccharolyticus 2013 Chen ve ark., 2013

E. saccharolyticus subsp. taiwanensis 2013 Chen ve ark., 2013

E. evrekensis 2013 Cotta ve ark., 2013

E. lemanii 2013 Cotta ve ark., 2013

E. alcedinis 2013 Frolkova ve ark., 2013

E. diestrammenae 2013 Kim ve ark., 2013

E. rotai 2013 Sedlacek ve ark., 2013

E. ureilyticus 2013 Sedlacek ve ark., 2013

E. xiangfangensis 2014 Li ve ark., 2014

E. olivae 2014 Lucena-Padros ve ark., 2014
E. bulliens 2016 Kadri ve ark., 2015

1.2. Enterokoklarm Genel Ozellikleri

Enterokoklar genel olarak sicakkanli ve sogukkanli hayvanlarin intestinal
kanalinda, mukozal yilizeylerinde bulunmakta, ayni zamanda toprak, su, et ve siit
uriinleri, ¢esitli gidalar ve bitkilerden de izole edilebilmektedirler. Bazi tiirlerin
konak spesifik olma yatkinliklar1 bulunmakla birlikte genellikle enterokoklar mutlak
konak spesifik 6zellikte degildir (Abouelnaga ve ark., 2016; Gomes ve ark., 2008 ve
Hartman ve ark., 1992).

Enterococcus cinsine ait tiirler genellikle tek, ¢ift ya da kiiciik gruplar halinde
bulunan, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob, katalaz negatif Gram-pozitif koklar
icermektedir. Glikoz fermentasyonu sonucunda son iiriin olarak en fazla miktarda

L(+) laktik asit olusur; % 6,5 NaCl igeren ortamda ve pH 4,6-9,6 araliginda



(optimum 7,5) tireyebilme, safra tuzlar1 varliginda (max. % 40) eskiilini hidrolize
etme enterokok izolatlarii identifiye etmek icgin karakteristik 6zelliklerdir. Yine,
enterokoklar leucine-p-naphthylamide (LAP) ve I-pyrrolidonyl-B-naphthylamide
(PYR) hidrolizi gergeklestirmektedirler (Abouelnaga ve ark., 2016; Fisher ve Philips,
2009 ve Teixeira ve Merquior, 2013).

Enterokoklar genellikle 5-50 °C sicakliklarinda iireyebilmektedirler.
Gelisebildikleri optimum, minimum ve maksimum sicaklik dereceleri sirasiyla 42,7 ,
6,5 ve 47,8 °C olarak belirtilmektedir (Van den Berghe ve ark., 2006). Ayrica,
E. faecalis ve E. faecium sicakliga relatif direngli tiirlerdir. Bu 6zellikleriyle yapisal
benzerlik gosterdikleri streptokoklardan ayrilmaktadirlar. Enterokok tiirlerinin ¢ogu
donma islemine karsi da relatif diren¢ gostermektedir (Abouelnaga ve ark., 2016;

Hartman ve ark., 1992 ve Moreno ve ark., 2006).

Az sayida streptokok (Sc. avium, Sc. bovis, Sc. faecalis, Sc. faecium, Sc.
liquefaciens, Sc. casseliflavus, Sc. alactolyticus, Sc. durans, Sc. Zymogenes ve Sc.
equinus) Lancefield siniflandirmasina gore D serogrubunda yer almaktadir. D
serogrubunda yer alan enterokoklari streptokoklardan ayiran en onemli 6zellikleri
% 6,5 NaCl konsantrasyonunda ve 10 °C’de iireyebilmeleridir (Hartman ve ark.,
1992 ve Klein, 2003).

Enterokoklar1  diger = Gram  pozitif, katalaz  negatif  koklardan
(Pediococcus, Lactococcus, Tetragenococcus tiirlerinden) ayirmak igin ise Sekil
1.2°deki reaksiyonlar esas alinmaktadir (Facklam ve Elliott, 1995 ve Klein, 2003).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB16

Gram Pozitif, Katalaz Negatif Koklar

!

Serogrup
I
v v
D serogrubu D serogrubu disinda kalanlar
% 6,5’luk NaCl ve Diger streptokoklar

10 °C’de tireyebilme

v

Hayur:

Sc. bovis, Sc. equinus, Sc. alatolyticus,
Gemella spp., Pediococcus spp.,

1etragenococcus spp., Globicatella spp.

Glikozdan gaz olusturma

v +
Hayir Evet:
v Leuconostoc spp.

45 °C’de iireyebilme

v v
Evet Hayir:

Vagococcus spp., Aerococcus spp.,
Helcococcus spp., Alloiococcus spp.

Mannitol (MAN), Sorbitol (SBL), Arabinoz (ARA) ve Rafinoz (RAF)
karbonhidratlarin1 fermente edebilme

; E— )

MAN (-) MAN (+) MAN (+) MAN (+
SBL () SBL (+) SBL (+/-) SBL ((_))
ARA () ARA (-) ARA (+) ARA ()
50 °C (-) 50 °C (+)
RAF (9): RAF (+): Y L \
E. durans E. hirae E. faecalis E. faecium Lactococcus Spp.

Sekil 1.2. Enterokoklar1 diger Gram pozitif, katalaz negatif koklardan ayirmak icin gerekli reaksiyonlar (Facklam
ve Elliott, 1995 ve Klein, 2003).

Diger fenotipik identifikasyon sistemleri de farkli arastirmacilar tarafindan
gelistirilmistir (Devriese ve ark., 1993; Facklam ve Collins, 1989 ve Teixeira ve ark.,
1995). Bu sistemler enzim aktivitelerinin yani sira fermentasyon modelleri ve/ve ya
fizyolojik ozellikleri esas almarak gelistirilmistir. Fenotipik ve fiziksel 6zelliklerde
esas alinan Ozellikler, belirlenen sicaklik derecelerinde iireme ve karbonhidrat
fermentasyon modelleridir. Ayrica, E. faeciumve E. faecalisigin selektif

besiyerlerinde iireme karakteristikleri de ©nem arz etmektedir. Ornegin,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB15
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB47
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB47
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E. faecalis’in triphenyl-tetrazolium-chloride (TTC) iizerinde giiclii bir indirgeme
etkisi bulunurken, E. faecium bu etkiyi ya oldukca diisiikk derecede gostermekte ya da
gostermemektedir. TTC igeren selektif besiyerinde E. faecalis koyu kirmizi,

E. faecium ise soluk pembe koloniler halinde goriilmektedir (Klein, 2003).

Et ve siit lriinlerinden, ayn1 zamanda hayvan ve insan digkisindan alinan
numuneler i¢in kullanilan farkli besiyerleri mevcuttur. Bu amagla siklikla kullanilan
besiyerleri; Aesculin-bile-azide medium (ABA), Kanamycin aesculin azide agar
(KAA), Citrate azide tween carbonate agar (CATC), Slanetz and Bartley medium
(SB), Thallous acetate tetrazolium glucose agar (TITG), Streptococcus selective agar
(SCS) ve Crystal violet azide agar (KA)’dir. CATC ve ABA besiyerleri vankomisin
eklenerek kullanildiginda VRE identifikasyonu i¢in kullanilmaktadir (Klein ve ark.,
1998; Klein, 2003).

Ozellikle heterojen mikrofloraya sahip kaynaklardan elde edilen numunelerin
giivenilir ve hizli identifikasyonu i¢in molekiiler yontemler esastir. Ozellikle 16S ve
23S rRNA hedefleyen problarin Enterococcus spp. identifikasyonda basarili oldugu
kanitlanmistir  (Devriese ve ark., 1993). Enterokok tiirlerinin tiplendirilmesi
amaciyla; Kiitle Spektrofotometresi (Mass Spectrometry, MS), Rastgele Arttirilmis
Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Randomly Amplified Polimorphic
DNA-Polymerase Chain Reaction, RAPD-PCR), Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(Pulsed-Field Jel Elektroforez, PFGE), Contour-Clamped Homogeneous Electric
Field Electrophoresis (Kontiirii Kenetlenmis Homojen Elektrtik Alan Elektroforezi,
CHEF) ve sinirlayict enzim analizleri kullanilabilmektedir (Klein, 2003).

Enterokokal tiirlerin tanimlama kriterleri fenotipik testler ve DNA-DNA
yeniden birlesme analizleri, 16S rRNA gen sekanslamalar1 ve tiim hiicre protein
profillerinin analiz edilmesi gibi farkli molekiiler tekniklerin kombinasyonlar1 esas
aliarak olusturulmustur. 16S rDNA’nin kismi ya da tiim sekansi, enterokok
tiirlerinin identifikasyonu igin en pratik ve etkin yontemdir (Anon, 2017b ve Teixeira
ve Merquior, 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB42
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160503001752#BIB28
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Rutin tani laboratuarlarinda kullanilan otomatik, yari1 otomatik ve maniiel
olarak calisilan bircok identifikasyon yontemi ile enterokok tiirleri identifiye
edilmektedir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ise enterokok tiirlerinin hizli
identifikasyonu i¢in molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Enterokoklarin klinik
izolatlardan identifiye edilmesinde birgok molekiiler teknik gelistirilmis ve gelecekte
daha hizli ve kesin tan1 yontemlerinin gelistirilmesi amaglanmaktadir (Jackson ve
ark., 2004 ve Teixeira ve Merquior, 2013). Enterokok tiirlerinin ayriminda kullanilan

biyokimyasal testler Cizelge 1.2°de verilmistir.



Cizelge 1.2. Enterococcus spp. dzellikleri (Hartman ve ark., 1992;Manero ve Blanch, 1999).
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o - galaktosidaz + - - F + + - + + F - - = ¥ ND + V; n
Sar1 pigment + - - - - - - - + R R R - N N + N +
Alpha hemolysis + \ \ F F F ND - - F - - ND ND ND ND ND -
Beta hemolysis - \ \ F F - ND - - - - - ND ND ND ND ND -
pH 9.6 + + + + + + ND ND + + ND + ND ND ND ND ND ND
% 6.5 NaCl + + + + + + - + + F + + - + + + - ND




Cizelge 1.2 (devam): Enterococcus spp. 6zellikleri (Hartman ve ark., 1992;Manero ve Blanch, 1999).
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pozitif, - : % 10 ve daha az oranda pozitif.
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1.3. Enterokoklarin Epidemiyolojisi

Insanlarin ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde,  ayrica g¢evresel
faktorlere direngli oldugundan toprak, yiizey sulari, sebze ve meyvelerde de
bulunabilmektedirler. Enterokok tiirleri igerisinde E. faecium hayvan ve insan,
E. faecalis insan gastrointestinal sistemlerinde, E. mundtii ve E. casseliflavus
bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. insan diskisinda E. faecalis 10°-10" kob/g,
E. faecium 10%-10° kob/g diizeyinde bulunabilmektedir (Fisher ve Philips, 2009;
Petsaris ve ark., 2005 ve Vankerckhoven ve ark., 2008).

Enterokoklar 6zellikle immun sistemi baskilanmis insanlarda meydana gelen
infeksiyonlarda firsat¢1 mikroorganizmalar olarak belirtilmektedir. Enterokoklar en
fazla endokarditis, bakteriyemi ve yara infeksiyonlarina neden olmakta, ayrica
siklikla solunum, tiriner ve merkezi sinir sistem infeksiyonlar1 ve daha ender olarak
otitis, sinuzitis, septik artritis, endoftalmitis vakalarinda rastlanmaktadir (Petsaris ve

ark., 2005; Teixeira ve Merquior, 2013 ve Vankerckhoven ve ark., 2008).

Enterokoklar neden olduklar1 infeksiyonlarin yani sira 1970’li yillardan beri
hastane kaynakli infeksiyonlarin en onemli nedenlerinden biri olarak bilinmekte,
ayn1 zamanda gelistirdikleri antibiyotik diren¢ nedeniyle giin gegtikce artis gosteren

bir sekilde halk sagligini tehdit etmektedirler (Teixeira ve Merquior, 2013).

Antibiyotikler, infeksiyon tedavisinde kullanilmalarinin yani sira hayvanlarda
biiylitme faktorii (antimicrobial growth promoter) veya performans arttiric
(antimicrobial performance enhancers [APE]) olarak yemlere Kkatilarak
kullanilmislardir (Van den Bogaard ve Stobberingh, 2000). Avilamisin, basitrasin,
tilosin, spiramisin, virginamisin gibi biiylime faktorlerinin icinde VRE olusumuna
neden olan avoparsin, Avrupa iilkelerinde 1970’li yillarin ortalarina kadar biiylime
faktorii olarak kullanilmistir (Kasimoglu Dogru ve ark., 2010; Robredo ve ark., 2000
ve Van den Bogaard ve Stobberingh, 2000).
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Insan hekimliginde antibiyotiklere ¢oklu direng gdsteren bazi Gram pozitif
mikroorganizmalarin yol agtig1 infeksiyonlarmsagaltiminda kullanilan vankomisin ve
hayvanlarda antibiyotik biliylime faktorii olarak kullanilan avoparsin ayn1 grupta yer
alan antibiyotiklerdir. Bu sebeple VRE, avoparsin eklenmis rasyonlarla beslenen
hayvanlarda ve hayvansal gidalarda saptanabilmektedir. Avrupa Birligi’nde 2006
yilindan itibaren antibiyotik biiyiime faktorlerinin tamamiyle yasaklanmasina ragmen
kazanilmis antibiyotik direncine sahip vankomisin direngli enterokoklar (VRE)
Klinik infeksiyonlarda biiyiikk 6nem tasimakla birlikte tiim diinyanin dikkatini ¢eken
onemli bir halk sagligi problemi halini almistir (Aarestrup, 1995 ve Giraffa, 2002).
Diinya genelinde yiiriitilen arastirmalarda, tavuk etinin insanlarda nozokomiyal
infeksiyonlara yol agan VRE icin Onemli bir kontaminasyon kaynagi oldugu

bilinmektedir (Philips ve ark., 2004).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde yilda 66.000 Enterococcus spp.
infeksiyonunun gerceklestigi, bunlari 20.000’inin vankomisin direncli enterokoklar
(VRE) tarafindan olusturuldugu ve bu infeksiyonlarin yaklagik 1.300 kisinin
O6limiine neden oldugu  belirtilmektedir.  Enterokokal  infeksiyonlarinin
% 80-90’indan E. faecalis ve % 5-10’undan E. faecium sorumlu tutulmaktadir
(Anon, 2013 ve Teixeira ve Merquior, 2013).

VRE’lerin insan infeksiyonlarina yol agmasi, kontamine gidalar vasitasiyla
Tn1546 geninin transferi ile sekillenmektedir. Tn1546 geni aracilifiyla transfer
edilebilen VRE’lerin iki farkli (vanA ve vanB) fenotipi bulunmaktadir (Giraffa,
2002; Peters ve ark., 2003 ve Robredo ve ark., 2000).

Cesitli  hayvansal gidalarda VRE  kontaminasyonunun incelendigi
caligmalardan birinde, Finlandiya ve Danimarka’daki hayvansal gidalarin VRE
kontaminasyonu arastirilmigtir. Danimarka’da domuz etlerinde % 21, kanath
etlerinde % 56 oraninda VRE kontaminasyonunun oldugu belirlenmistir. Bu
calismada domuz eti izolatlarindaki eritromisin direnci % 91, kanath eti izolatlarinin
eritromisin direnci ise % 59 olarak bulunmustur. Kinupristin/dalfopristin

antibiyotigine kars1 direng tavuk ve domuz eti izolatlarinda sirasiyla % 37 - % 53
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olarak saptanmistir. Finlandiya’daki kanatli ve domuz eti izolatlarinin eritromisin
direnci sirasiyla % 9-18 olarak belirlenmistir (Van den Bogaard ve Stobberingh,
2000). Bir baska ¢alismada, Danimarka’da yemlere antibiyotik biiylime faktorlerinin
katilmasmin yasaklanmasinin Oncesinde, tavuk etlerinden izole edilen E. faecium
izolatlarnin % 60-80’1i antibiyotiklere direngli iken, biliylime faktorlerinin

yasaklanmasini takiben bu oranin % 5-35’e diistiigii kaydedilmistir (Nollet, 2005).

VRE’nin gidalara ulagsmasi bir¢ok kaynaktan ¢evresel kontaminasyon yoluyla
olmaktadir. VRE lagim sularinin aritildigi makinelerden, ciftlik hayvanlarinin
diskilarindan, ¢ig tavuk Orneklerinden izole edilmektedir (Giraffa, 2002).
Kesimhanelerdeki hijyen yetersizligi nedeniyle karkaslarin diski ile kontamine
olmasi, hayvansal gidalarin VRE transferi i¢in 6nemli bir etken haline gelmesine
sebep olmaktadir (Lemcke ve Biilte, 2000).

Konu ile ilgili bir diger arastirmada incelenen 150 kanatli eti 6rneginin % 30
oranda VRE ile kontamine oldugu belirlenmistir (Borgen ve ark., 2001). Lopez ve
ark. (2009), 129 tavuk eti 6rneklerinden izole edilen Enterococcus spp. izolatlarinin
vankomisne kars1 kazanilmis ve intrinsik direng profillerini incelemistir. Elde edilen
izolatlarin vankomisine karsi kazanilmis ve intrinsik direngleri sirasiyla % 4,7-13,2
olarak tespit edilmistir. Izolatlardan yedisinin yiiksek seviyede vankomisin direncine
[MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu): 4-128 pg/ml] sahip oldugu

belirlenmistir.

1.4. Enterokoklarin Virulens Faktorleri

Enterokoklarin virlilensinden, plazmidlerde kodlanan viriilens genler ve
genomda bulunan patojenite adalari1 sorumlu tutulmaktadir. Enterokoklarin baglica
virtilens faktorleri; agregasyon faktorii (Agregation Factor, AF), sitolizin, jelatinaz
(gelatinase, GelE), ekstraseliiler siiperoksit, hiyaliironidaz (hyaluronidase, HYL),
Enterococcus faecalis antijen A (EfaA) proteini, kapsiil ve hiicre duvari
polisakkaritler, lipoteikoik asit (LTA), enterokok yiizey proteini (Enterococcal

Surface Protein, ESP), enterokoklarin kollagenin adheziv matriks molekiil
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adezyonunu taniyan mikrobiyal yiizey bileseni (Microbial Surface Component
Recognizing Adhezive Matrix Molecule Adhesin of Collagen From Enterococci,
MSCRAMM), seks feromonlari, biyofilm ve quorum sensing mekanizmasi
bulunmaktadir (Chajecka-Wierzchowska ve ark, 2017; Fisher ve Philips, 2009 ve
Yuen ve Ausubel, 2014).

1.5. Enterokoklarda Antibiyotik Diren¢

1.5.1. Enterokoklarda Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Enterokoklar bir¢cok antibiyotige karsi intrinsik olarak diren¢ gostermelerinin
yani sira, mutasyona ugrayarak ve diger mikroorganizmalardan gen alarak
kazanilmis dirence de sahip olabilmektedirler. Kazanilmig direng genlerinin
taginmast genellikle feromonlar1 yanitlayan konjugatif plazmidler ve transpozonlar

tarafindan gerceklestirilmektedir (Arias ve Murray, 2012).

1.5.1.1. Intrinsik (dogal) diren¢

Intrinsik direnci kodlayan genler, diger karakteristik Ozellikler gibi

kromozomlarda bulunmaktadirlar (Murray, 1990).

Enterekoklar oksasilin gibi yarisentetik penisilinlere, aminoglikozitlere, diisiik
seviyede vankomisine (E. gallinarum, E. -casseliflavus / E. flavescens),
linkozamidlere, sefalosporinlere, p-laktamlara, sulfonamidlere, polimikinlere,
streptograminlere (E. faecalis), klindamisine ve monobaktamlara intrinsik olarak

direng gostermektedir (Klare ve ark., 2003 ve Leclercq, 1997).

Cogu E. faecium izolat1 6 asetiltransferaz-asetilaz enzimi iretebildigi i¢in
dogal olarak amikasin, kanamisin, netilmisin ve tobramisine karst direng

gostermektedirler (Sood ve ark., 2008).
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1.5.1.2. Kazamilmis diren¢

Enterokoklarin kazanilmis dirence sahip olmalart i¢in:

(i) Genetik degisimlerin kendi DNA’sinda gercekleserek dirence neden
olmast veya dondr (alic1) hiicrelerden transfer edilebilir direncin
kazanilmasi,

(if) Antibiyotiklerin temel veya ek tedavi secenegi olarak kullanilmalar

gerekmektedir (Klare ve ark., 2003).

Enterokoklar cesitli mikroorganizmalardan horizontal gen transferiyle gen
aligverisi yaparak antibiyotik direncine sahip olmaktadirlar. Bu mikroorganizmalar
arasinda stafilokoklar, listeria tiirleri, streptokoklar, laktobasillus, laktokokus ve

bifidobakterler bulunmaktadir (Werner ve ark., 2013).

Enterokoklarda kazanilmis direng, ampisilin, penisilin, eritromisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, siprofloksasin, gentamisin, streptomisin, vankomisin, rifampin,
yiiksek seviyede klindamisin, aminoglikozit ve B-laktamlar, aztreonam, trimetoprim-
stilfametokzazol, sefalosporinler, kinolonlar ve glikopeptidler gibi bir¢ok
antibiyotige karst  goriilmektedir.  Ozellikle vankomisin, B-laktamlar ve
aminoglikozitlere olan diren¢ tedavi segeneklerinin daralmasina neden olmaktadir
(Franz ve ark., 2001; Klare ve ark., 2003; Leclercq, 1997; Rice, 2001 ve Werner ve
ark., 2013).

Glikopeptidlere kars1 olan direncin 6nemi bu antibiyotiklere karsi olan direncin
cogunlukla transfer edilebilir olmasidir. Tiim bu antibiyotik direncini kodlayan
genler konjugatif plazmid veya transpozonlar vasitasiyla enterokoklara ya da
Stapylococcus aureus gibi daha virulent patojenlere transfer edilebilmektedir.
Kazanilmis antibiyotik direncine sahip vankomisin direncli enterokoklar (VRE)

klinik infeksiyonlarda biiyiik 6nem tagimaktadir (Giraffa, 2002).
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Sefalosporinler ve aminoglikozitler gibi Gram pozitif mikroorganizmalara
kars1 etkili olan antibiyotiklere karsi kazanilan direng E. faecium’da E. faecalis’e
oranla daha sik goriilmektedir. Ayrica, yapilan bir ¢alismada E. faecium izolatlarinin
vankomisine kars1 % 60, ampisiline kars1 ise % 80 direngli oldugu belirlenmistir ve
E. faecalis’e gore ¢ok daha fazla direngli oldugu bilinmektedir (Sood ve ark., 2008
ve Witte, 1999).

1.5.1.3. Plazmid ve transpozonlar

Enterokoklardaki kazanilmig antibiyotik direncinden sorumlu olan genler
feromon aracilikli konjugatif plazmid ya da transpozonlar tarafindan transfer
edilebilmektedir. Bu sayede diren¢ genleri sadece antibiyotik duyarli enterokoklara
degil diger patojen mikroorganizmalara da transfer edilebilmektedir (Giraffa, 2002
ve Klare ve ark., 2003).

Plazmidler birden fazla antibiyotige karsi direnci kodlayabilen DNA
pargalaridir. Transpozonlar ise bir DNA molekiilinden digerine, non-homolog
bolgelere yerleserek transloke olabilen (yer degistirebilen) DNA elementleridir.
DNA’dan DNA’ya atlayabilen genler anlaminda ‘jumping genes’ olarak da
adlandirilmaktadirlar.  Transpozonlar kendi  translokasyonlarindan  sorumlu
transpozaz enzimlerini kodlayan genlerini, anbiyotik direng genlerini ve ayrica bazi
katabolik genleri tasirlar. Transpozisyon en etkili DNA aligverisi yontemlerinden biri
olup dondr hiicrede kimi zaman replikon flizyonu, delesyon veya inversiyon gibi
DNA’da ¢esitli diizenlenmelere yol agmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000 ve Threlfall,
1992).

Gram negatif mikroorganizmalardaki konjugasyon sistemlerinin aksine,
enterokok tiirlerindeki konjugasyon i¢in piluslar degil feromonlara duyarli sistem
gerekmektedir (Fisher ve Phillips, 2009). Konjugatif plazmidlere sahip
mikroorganizmalar genetik degisim igin plazmid spesifik feromonlara yanit
vermektedir ve bu mikroorganizmalar genelde konjugasyon ig¢in smnirlt alici

cesitliligine sahiptir. Genetik elementlerin bu lateral transferi antibiyotik direncinin
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yayllmasina sebep olur. Plazmid bulunan enterokok tiirleri ayni zamanda

transpozonlarin transfer araci da olabilmektedir (Williams ve Hergenrother, 2008).

E. faecalis’de feromonlar vasitasiyla uyarilabilen plazmidlerin en fazla
calisilanlar1 pCF10, pADI, pPD1’dir. Bu plazmidlerden serbest birakilan feromonlar
ise sirastyla; cCF10, cAD1 ve cPD1’dir. pPDI, transkripsiyonda etkili olan ve traE
geni tarafindan kodlanan diizenleyici protein olarak bildirilmektedir (Folli ve ark.,
2008). pAD1 plazmidinin ayn1 zamanda E. faecalis ile iliskili Tn917 transpozonunu
tagidig bildirilmistir (Fisher ve Phillips, 2009). Bu plazmidlerin transferi, plazmid
bulunmayan alict hiicreler tarafindan spesifik cinsiyet feromon peptidlerine yanit
olarak gergeklesmektedir. Verici hiicre tarafindan eksojen feromonun alinmasi,
konjugasyon siirecine iliskin proteinlerin eksprese olmasina neden olmaktadir

(Clewell ve ark., 2002).

Enterokokal plazmidler ayni zamanda virulens faktorlerin genetik olarak
degisiminde de gorev alabilmektedir (Fisher ve Phillips, 2009). Alic1 hiicre
yiizeyinde agregasyon faktoriiniin iiretimi, enterokokal baglanma faktoriine
(Enterococcal Binding Factor, EBS) baglanarak verici hiicre ile temasa gegmesini
saglamaktadir. Boylece alici hiicrede konjugasyon ve antibiyotik direncin gecisi

gerceklesebilmektedir (Clewell ve ark., 2002).

E. faecalis’te RepA, RepB, RepC proteinleri ve par lokusu; feromonlar
cevaplayan pADI replikonunun diizenlenmesinde gorev almaktadirlar. repA geni
replikasyonu baglatan oncii proteini kodlamakta, repB ve repC ise replikasyon
sikliginin kontrolii ve plazmidin stabilitesinin saglanmasinda gorev almaktadir

(Weaver ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢alismada, konjugatif ¢coklu direng plazmidi pRE25’nin bir sosisten
izole edilen E. faecalis izolatindan elde edildigi bildirilmektedir. Bu plazmidin
50.237 bp’lik agirliga sahip oldugu ve diger Enterokoklara, Listeria inocua’ya ve
Lactococcus lactis’e konjugasyonla transfer edilebildigi belirtilmektedir (Teuber,
2001).
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Tn1546 transpozonunun E. faecalis’ten S. aureus’a vankomisin direncini
transferi, bakteriler arasinda horizontal gen transferinin Onemini gdstermektedir

(Macovei ve Zurek, 2006).

1.5.1.4. Horizontal gen transferi

Insan gastrointestinal sistemi antibiyotik diren¢ genlerinin olusumu ve
yaytlimi i¢in gerekli bir¢cok faktoriin bir arada bulundugu bir ortamdir. Direng
genlerinin horizontal olarak transferinde bir¢ok mekanizma bulunmakla birlikte
mikroorganizmalar direng¢ genlerinin transferini en ¢ok konjugasyon, transformasyon

ve transdiiksiyon mekanizmalariyla gergeklestirmektedirler (Huddleston, 2014).

Direng genlerini tasiyan genetik materyal ve plazmidler mikroorganizmalar
arasinda transdiiksiyon, konjugasyon, transformasyon gibi mekanizmalar araciliiyla

aktarilabilmektedir (Verraes ve ark., 2013).

Mikroorganizmalar arasinda antimikrobiyal diren¢ genlerinin transferinde
onemli rolii oldugu bilinen konjugasyon, mikroorganizmaya ait iki hiicrenin temasi
ile genetik materyalin aktarilmasidir. Tirler arasi plazmid aktariminin in vivo
kosullarda gergeklesebilmesi ve direng plazmidlerinin Gram (+) ve Gram (-)
mikroorganizma tiirleri arasinda da aktarilabilmesi biiylik Onem tasimaktadir

(Huddleston, 2014 ve Verraes ve ark., 2013).

Birg¢ok antibiyotik diren¢ geninin hayvansal kokenli E. faecium’lardan insan
gastrointestinal ~ sistemindeki E. faecium’lara konjugasyon mekanizmasiyla
aktarilabildigi bildirilmistir. Bunun yani sira, farelerin gastrointestinal sistemi
tizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda vankomisin direncinin E. faecium
izolatlarindan E. faecalis izolatlarina in vivo kosullarda transferinin gergeklestigi
belirtilmistir. Hayvansal kokenli enterokok izolatlarindan vanA geninin transferi,
insan gastrointestinal sistemindeki enterokoklarin vankomisin direnci kazanmasina

neden olmustur (Moubareck ve ark., 2003).



22

Transformasyon, mikroorganizmaya ait bir hiicrenin igine farkli bir
mikroorganizmanin DNA’siin girmesi ve bu DNA’nin konak mikroorganizmanin
genomunun bir pargasi haline gelerek hiicrenin degisime ugramasi olarak
bilinmektedir. Mikroorganizmlara ait DNA’lar, gida isletmelerinde maruz kaldiklari
fiziksel ve kimyasal islemleri sirasinda savunmasiz halde olmalarina ragmen
isletmelerde biyofilm varliginda DNA’nin korunabildigi gosterilmistir (Huddleston,
2014 ve Verraes ve ark., 2013).

Horizontal gen transferinde rol oynayan bir diger énemli mekanizma olan
transdiiksiyon, genetik materyalin bir mikroorganizmadan digerine nakledilmesidir.
Transformasyon ya da konjugasyonun tersine, bakteriyofajlar araciligiyla genetik
materyalin aktarilmasi1 heniiz netlik kazanmamustir. Bakteriyofajlar tarafindan
konak¢t genomunun bir kisminin kopyalandigi, bu kopyalama sirasinda
transdiiksiyon olaymin gergeklestigi bilinmektedir (Huddleston, 2014 ve Verraes ve
ark., 2013).

1.5.2. Enterokoklarin Diren¢ Gelistirdikleri Antibiyotikler

1.5.2.1. Aminoglikozitlere diren¢

Enterokoklar aminoglikozitlere karsi degisen konsantrasyonlarda [MIC
(Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu): 4-256 pg/ml] intrinsik direng gdstermektedir.
Enterokoklarin aminoglikozitlere gosterdikleri intrinsik direnci elimine edebilmek
icin aminoglikozitlere ek olarak p-laktamlar gibi hiicre duvarina zarar veren
antibiyotikler  kullanilarak  aminoglikozidin ~ hiicre  i¢ine  penetrasyonunu
gerceklestirilebilmekte ve sinerjizm saglanabilmektedir (Chow, 2000 ve Klare ve
ark., 2003).

Enterokoklar ayni zamanda aminoglikozitleri modifiye edici bir¢ok enzim
tarafindan kodlanan, aminoglikozitlere karsi kazanilmis direng genlerine sahiptirler

ve bu durum aminoglikozitlere karsi yiiksek seviyede diren¢ gostermelerine neden
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olmaktadir. Aminoglikozitlere karsi olan direng MIC > 2000 pg/ml oldugunda
yiiksek seviye direngten bahsedilmektedir. Aminoglikozit modifiye edici enzimler,
aminoglikozit molekiiliindeki amino ve hidroksil grubu arasindaki kovalent
baglanmanin modifikasyonunu katalize eder. Bu etkisini ise antibiyotik ve bakteriyal
ribozom arasindaki baglayici afiniteyi disiirerek gerceklestirmektedir (Arias ve
Murray, 2012 ve Chow, 2000).

Enterokoklarin ciddi enterokokal infeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan
bir aminoglikozid olan gentamisine dnemli derecede direng gosterdigi belirlenmistir.
Gentamisin  direnci  iki  fonksiyonlu  protein  olarak  adlandirilan  ve
aph(2’’)-lafacc(6’)-le enzimini  kodlayan  bir  transpozon  araciligiyla
gerceklesmektedir. Aph(2°’)-la/acc(6’)-le enzimi iki aktif bolgeye sahip olan protein
tarafindan kodlanir ve 2’’fosfotransferaz/6’asetiltransferaz fonksiyonlara sahiptir.
Bu enzim gentamisinin yani sira streptomisin harig klinik olarak kullanilabilecek tiim
aminoglikozitlere (tobramisin, netilmisin, amikasin ve kanamisin) karsi dirence de
neden olmaktadir. Bu nedenle gentamisin direnci tobramisin, netilmisin, amikasin ve
kanamisin aminoglikozitlerine olan direnci de gostermektedir (Arias ve Murray,

2012; Cetinkaya ve ark., 2000 ve Sood ve ark., 2008).

E. faecalis’teki gentamisine kars1 yiiksek seviye direnci kodlayan genin DNA
sekansinin, stafilokoklardaki gentamisin diren¢ geninin sekansiyla ayni oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle enterokolardaki gentamisin direncinin stafilokoklardakiyle

ayni transpozon lizerinden kodlandig: diisiiniilmektedir (Murray, 1998).

Gentamisin ve streptomisine karst diren¢ farkli mekanizmalarla
gerceklesmesine ragmen, her iki antibiyotige karsi olan direncin de test edilmesi
gerekir. Streptomisin direnci streptomisin adeniltransferaz tretimiyle iliskilidir ve
streptomisin direncine sahip Kkiiltlirler gentamisine karsi duyarli kalmaktadir

(Cetinkaya ve ark., 2000 ve Sood ve ark., 2008).

Streptomisine kars1 yiiksek seviye diren¢ (MIC > 1000 pg/ml) ribozomal

olarak da gerceklesebilir yani ribozomlarin streptomisin inhibisyonuna direncli hale
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geldigi bir mutasyondan kaynaklanabilmektedir. Kanamisine karsi yiiksek seviye
diren¢ ise oldukca yaygin goriilen bir durumdur ve 3’fosfotransferaz [aph (3”)]
sentezinden kaynaklanmaktadir. Bu enzim 3’-hidroksil grubunun fosforilasyonuyla,
hiicre duvar aktif ajanlar1 ve amikasin arasindaki sinerjizmi elimine ettigi i¢in dnem

arz etmektedir (Murray, 1998).

Streptomisine kars1 yiiksek seviye direng, genellikle S12 ribozomal proteinin
degismesine neden olan ribozomal mutasyonlardan veya ant(3’’)-la/ant(6’)-la
aminoglikozit niikleotidil transferaz enziminin kazanilmasindan kaynaklanmaktadir

(Arias ve Murray, 2012).

Tim E. faecium tiirleri kromozomal olarak kodlanan aminoglikozit
asetiltransferaz [aac (6’)-li] enzimini tiretmektedir. Bu enzim hiicre duvari aktif
antimikrobiyalleri ~ ve  tobramisin, kanamisin, netilmisin  ve  sisomisin
aminoglikozitleri arasindaki sinerjiyi elimine eder. Aminoglikozit fosfotransferaz
[aph(3’)-1lla] enzimi kanamisine karsi yiiksek seviye direng gelisimine,
aminoglikozit niikleotidiltransferaz [ant(4’)-la] enzimi ise tobramisin, amikasin,
kanamisine karsi direng gelisimine neden olmaktadir. Aph(3’)-1lla ve ant(4’)-la
genlerinden her ikisi de enterokoklarda amikasine kars1 64-256 pg/ml MIC degerinde
direng gelisimine neden olmasina ragmen, bu genlerden yalnizca birine sahip olan

izolatlar ampisilin-amikasin sinerjizmine direng gostermektedir (Chow, 2000).

Aph(2’’)-Ic, aph(2°’)-Id, aph(2°’)-Ib genlerinin de aminoglikozit direng genleri
oldugu belirtilmistir. Bu gene sahip enterokoklar 256-384 pg/ml MIC degerinde
gentamisin direncine sahip olmalarinin yani sira, ampisilin-gentamisin sinerjizmine
de direnglidirler (Murray, 1998; Chow, 2000). Aph(2’’)-1d geni ise ilk olarak
E. casseliflavus’un kan izolatindan izole edilmistir. Bu genin gentamisinin yani sira,
tobramisin, kanamisin, netilmisin ve dibekasin antibiyotiklerine kars1 direng
olusumunda da rol aldig1 bildirilmektedir. Bu gene sahip enterokoklarda, her bes
antibiyotik i¢in de MIC degerinin 2000 pg/ml’nin iizerinde oldugu bildirilmistir. En
son identifiye edilen gentamisine kars1 yiiksek seviye direng geni aph(2’’)-1b’dir. Bu

gene sahip izolatlarin da gentamisin, tobramisin, kanamisin, netilmisin ve dibekasin
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antibiyotiklerine kars1  yiiksek seviye direng gosterdigi  bildirilmektedir.
Enterokoklarin aminoglikozitlere karsi gelistirdikleri diren¢ mekanizmalar1 Cizelge

1.3’de gosterilmektedir (Chow, 2000 ve Klare ve ark., 2003).

Cizelge 1.3. Enterokoklarin aminoglikozitlere kars1 gelistirdikleri direng¢ mekanizmalar (Klare ve ark., 2003).

Diren¢ mekanizmasi Direng genleri  Direnc spektrumu

Aminoglikozit aph(2’’)-1b Gentamisin, Tobramisin, Kanamisin, Netilmisin, Dibekasin

modifiye edici enzimler (E. faecium’un klinik izolatlarinda saptanmustir.)

aph(2’)-lc Gentamisin, Tobramisin, Kanamisin, Dibekasin

aph(2’’)-1d Gentamisin, Tobramisin, Kanamisin, Netilmisin, Dibekasin

aph(2>)-1lla Kanamisin

aac(6’)-lel Streptomisin digindaki tiim aminoglikozitler

aph(2”’)-la

aac(6’)-li Tobramisin, Kanamisin, Netilmisin, Sisomisin  (sadece
E. faecium’da)

ant(4’)-la Tobramisin, Amikasin, Kanamisin, Dibekasin

ant(6)-la Streptomisin

ant(3”)-la Streptomisin

ant(9)-1b Streptomisin

1.5.2.2. Beta laktamlara karsi direng

Beta laktam antibiyotikleri, tek basina ya da aminoglikozitlerle kombine olarak
enterokokal infeksiyonlarin tedavisinde yarim ylizyildan fazladir kullanilmaktadir.
1990’1 yillarda ilk kez B-laktamaz enzimine sahip E. faecalis’lerden kaynakli bir
salgin meydana gelmesiyle P-laktamaz enzimine sahip enterokoklar giindeme

gelmistir (Arias ve Murray, 2012).

Beta laktam antibiyotiklerine kars1 direng, enterokoklarin beta laktamaz
enzimine sahip olmalariyla gergeklesmektedir. Bu enzim penisilin, ampisilin ve
piperasilini yikimlamaktadir. Beta laktamaz iiretimini kodlayan transfer edilebilir
plazmid, ayn1 zamanda yiiksek derecede gentamisin direncini de kodlamaktadir

(Sood ve ark., 2008). B-laktamlara gosterilen direng¢ etkeninin Tn552 transpozonu
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tizerine lokalize olmas1 dolayisiyla, f-laktamaz iiretimi ve direncinin S. aureus’tan

aktarildig1 diistiniilmektedir (Witte, 1999).

Enterokoklarin biiyiik cogunlugu diisiik afiniteli penisilin baglayici proteinler
(PBP) nedeniyle beta laktam antibiyotiklerine karsi direng gostermektedirler. Bu
proteinler beta laktam antibiyotiklerinin diisiik seviyede varliginda dahi hiicre zar
komponentlerini sentezleyebilirler. PBP5’in asir1 {iretimi sonucu E. faecium’da
yiiksek seviyede (MIC: 16-64 ug/ml) beta laktam direnci goriilirken, E. faecalis
plazma konsantrasyonunaulasan penisilin varliginda (MIC 1-8 pg/ml) inhibe
olabilmektedir. PBP5’in diger PBP’ler olmadan da gorevini yerine getirebilmesi,
hiicre duvart sentezinde gerekli olan tiim fonksiyonlar1 yerine getirebildigini

gostermektedir (Murray, 1990 ve Rice, 2001).

1.5.2.2.1. Penisilin direnci

Enterokokal penisilinaz geni, stafilokokal tip A penisilinazi kodlayan gen ile
aynidir ve genellikle gentamisine karst HLR gdsteren izolatlardan izole edilmekte,
ayni zamanda kendisinin de aph(2°’)-la/acc(6’)-1e’ye sahip oldugu, transfer edilebilir
bir plazmid iizerinde bulunmaktadir. Penisilinaza sahip enterokoklar genel olarak
penisilin 1ile birlikte ayni zamanda ampisilin ve iireidopenisilinlere de yliksek
seviyede direng gostermektedir. Penisilinaz aktivitesi klavulanat, siilbaktam ve
tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleriyle Onlenebilmektedir. Hayvan
modellerinde yapilan ¢aligmalarda beta-laktamaz inhibitorlerinin, ampisilinin veya
penisilinin endokarditis {izerinde tedavi edici etkisini arttirdigi belirlenmistir

(Murray, 1998).

E. faecium penisiline E. faecalis’ten 4-16 kat daha duyarlidir. Penisilin direnci
direkt olarak, iiretilen PBP5 miktariyla iligkilidir. PBPS iiretiminde azalma olan
E. faecium tiirleri yiiksek seviye penisilin direncine sahip kiiltiirlerin olusumuna

neden olmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).
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Penisilinaz iiretimi olmadan kazanilan penisilin direnci ise genel olarak
E. faecium’dan izole edilmektedir. PBP’lerin asir1 iiretimi ve bu enzimlerden

birindeki azalma, bu direncin mekanizmasini olusturur (Murray, 1998).

1.5.2.2.2. Ampisilin direnci

Enterekoklardaki artan ampisilin direnci; beta laktamaz {iretimi, PBPS5
eksprasyonu ya da PBP5 yapisinda gergeklesen degisiklerden kaynaklanmaktadir.
PBP5’teki degisimlerden kaynaklanan ampisilin direnci, E. faecium’dan kaynaklanan
infeksiyonlar i¢in klinik bir problemdir. Klinik izolatlarda genel olarak ampisiline
kars1 gosterilen MIC degerleri; E. faecalis’te 0.5-4.0 pg/ml iken, E. faecium’da
4-8 png/ml’dir (Arias ve Murray, 2012 ve Rice, 2001).

Yiiksek seviye ampisilin direnci (MIC>128 pg/ml) Amerika’da 1970-1980
yillar1 arasinda ortaya ¢ikmistir. Bu izolatlarin molekiiler analizinde, artan ampisilin
direncinin, PBP5’in ampisiline baglanma afinitesini diisiiren pbp5 genindeki

mutasyonla ilgili oldugu goriilmiistiir (Arias ve Murray, 2012).

E. faecalis’te ender goriilen ampisilin direnci, E. faecium’un hastane kaynaklt

izolatlarinin yaklasik % 90’1inda goriilmektedir (Arias ve Murray, 2012).

Bir¢ok vankomisin direngli enterekokun ayn1 zamanda ampisiline kars1 yiiksek
seviye diren¢ gostermesi, vankomisin ve ampisilin diren¢lerinin transfer edilebilir

olmalarinin baglantili olmasiyla agiklanabilmektedir (Murray, 1998).

B-laktamaz iiretiminin terapdtik bir sorun degil, diagnostik agidan biiyilik bir
sorun teskil ettigi bildirilmektedir. Clinkii bu enzime sahip izolatlar testlere yalnizca
yiiksek konsantrasyonlarda pozitif vermektedir. Klinik infeksiyonlarda beta laktam
antibiyotikleri kullanilmadan o6nce beta laktamaz iiretimini saptamak amaciyla,
hastalardan elde edilen izolatlar kromojenik bir sefalosporin olan nitrosefinile test

edilmelidir. Enterokoklarin B-laktam antibiyotiklerine gelistirdikleri direng
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mekanizmalart Cizelge 1.4’de verilmistir (Arias ve Murray, 2012; Klare ve ark.,

2003 ve Sood ve ark., 2008).

Cizelge 1.4. Enterokoklarin B-laktam antibiyotiklerine gelistirdikleri direng mekanizmalari (Klare ve ark., 2003).

Diren¢ mekanizmasi Transfer Direng Direng¢ spektrumu
edilebilen genleri

Diistik afiniteli PBP5 pbp5 Tiim sefalosporinler ve penisilinlere karsi

diisiik seviye direng

PBP5’in asir1 tiretimi pbp5 Tiim B-laktamlara yiiksek seviye direng
Tn552, blaz Penisilinler
Tn5385

B-laktamaz gegisi (bypass) Penisilinlere yiiksek seviye direng

1.5.2.3. Glikopeptidlere direng

Glikopeptid antibiyotiklerden olan vankomisin ve teikoplaninlere direngli
enterokoklar, nozokomiyal infeksiyonlardan izole edilmekte ve bu nedenle klinik
olarak 6nem tagimaktadirlar. Bu sinifa dahil olan antibiyotikler, ¢coklu antibiyotik
direncine sahip mikroorganizmalara karsi kullanilmalarmin yanisira ampisilin ve
penisilin gibi diger antibiyotiklere kars1 alerjik reaksiyonlarda da kullanildiklar1 i¢in
klinik olarak biiyilk 6neme sahiptirler. Aym1 zamanda, glikopeptid antibiyotikler
nozokomiyal infeksiyonlarda siklikla son tedavi segenegi olarak kullanilmaktadirlar
(Giraffa, 2002).

Glikopeptidlere direngli enterokoklar saglik agisindan tehdit edici olmalarinin
yani sira diger mikroorganizmalara yiiksek seviye glikopeptid direncini transfer

edebilmeleri agisindan da 6nemlidirler (French, 2010).

Enterokoklarda glikopeptid direnci iki komponentli sistem tarafindan

gerceklestirilmektedir. Tki komponentli sistemde gergeklesen iki mekanizma;
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1- Peptidoglikan oOncli maddesinin D-Alanin (D-Ala) terminalinin yiiksek
seviye direnci saglayan D-Laktat (D-Lac) ile ya da diisiik seviye direnci
saglayan D-Serin (D-Ser) ile yer degistirmesi,

2- Spesifik D,D-dipeptidazlar ve karboksipeptidazlar tarafindan D-Ala-D-Ala

ile sonlanan 6ncli maddelerin yikimlanmasidir (Arias ve Murray, 2012).

D-Lac ile yer degistirme, afinitede yaklagik 1000 kat diislis olmasina sebep
olmaktadir. D-Ala ve D-Ser’in yer degistirmesi de, diisiik bir diizey olmasina
ragmen, peptidoglikan Oncli maddeleri ile glikopeptidlerin baglanma afinitesini
diistirmektedir. D-Ala-D-Ser vankomisine direngte yedi kat diisiis saglamakta ve
boylece duyarli hedef hiicre uzaklastirilmaktadir (Arias ve Murray, 2012 ve Fisher ve
Phillips, 2009).

Yapilan caligmalara gore infekte hastada antibiyotiklere duyarh kiiltiirler yerine
glikopeptidlere direngli enterokoklar (GRE) var ise klinik tedavilerde basarisizlik
orani % 20 artmakta ve 6liim oran1 % 27’den % 52’ye ¢ikmaktadir (Brown ve ark.,

2006).

Enterokoklarda glikopeptit antibiyotiklerine kars1 direng gelisimi vanA, vanB,
vanC, vanD, vanE, vanG genleri ile iligkilidir. Bunlardan vanA, vanB, vanD, vanE,
vanG sonradan kazanilmis direng genleri; vanC: ve vanCo/vanCaise intrinsik direng
genleri olarak bilinmektedir. En fazla goriilen diren¢ genotipleri vanA ve vanB’dir.
Yiiksek diizey teikoplanin ve vankomisin direncini vanA geni kodlamaktadir. VanA
tipi glikopeptid direnci enterokok tiirlerinin biiylik bir ¢ogunda saptanirken, VanB
tipi direncin ise daha sik olarak E. faecium ve E. faecalis izolatlarinda bulundugu
belirtilmektedir. VanB tipi glikopeptid direnci farkli konsantrasyonlarda vankomisin
direncine neden olmakta fakat teikoplanine karst diren¢ gostermemektedir. VanD
fenotipi; vankomisine karsi orta diizeyde, teikoplanine karsi ise diisiikk diizeyde
direng gostermektedir. VanE fenotipi; vankomisine karsi diisiik diizey direng
gostermekte fakat teikoplanine karsi duyarlilik gostermektedir. VanCi, vanC, ve
vanCs fenotipleri sirasiyla E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens tiirlerine

spesifik genlerdir. VanG fenotipi; vankomisine orta diizey direng gostermekte fakat
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teikoplanine duyarlilik gostermektedir. VanG fenotipi ¢ogunlukla E. faecalis klinik
izolatlarinda saptanmistir. VanA ve vanB’nin her ikisi de transpozonlarda lokalize
olmakta fakat plazmid tarafindan diger mikroorganizmalara aktarilabilmektedir
(Fisher ve Phillips, 2009; Klare ve ark., 2003; Perez-Hernandez ve ark., 2002 ve
Werner ve ark., 2008).

1.5.2.3.1. Vankomisin direnci

Vankomisinin Kklinikte 1972’de kullanilmaya baslanmasimnin ardindan, 1986
yilinda Avrupa’da vankomisin direngli enterokoklarin varligina rastlanmistir. Hemen
sonrasinda E. faecalis klinik izolatindan vanB geninin varligi ile Amerika’da VRE
bildirilmistir. Avrupa Birligi tilkelerindeki insan VRE infeksiyonlarinin insidensinin
oran1 % 1-3’tlir. Amerika’daki yiiksek ve artan orana gore oldukga diisiiktiir. CDC
(Centers for Disease Control and Prevention, Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezleri) verilerine gore 1989 yilinda % 0,3 olan Amerika’daki bu oran, 1997
yilinda % 10,5’e, 1999 yilinda ise % 24’e yiikselmistir (Klare ve ark., 2003; Metan
ve ark., 2005; Anon, 1997; Sood ve ark., 2008).

Amerika’da her yil 66.000 klinik kaynakli enterokok infeksiyonunun meydana
geldigi, bunlardan 20.000’inin vankomisine diren¢ gosterdigi ve vankomisin direngli
enterokoklara bagli yaklasik 1.300 6liim vakasinin gortildiigii belirtilmektedir (Anon,
2013).

Biiylime faktorii olarak kullanilan antibiyotiklerin siirekli kullaniminin
antibiyotiklere karsi direng¢ gosteren enterokoklarin gelisimini arttirict bir etken
oldugu bilinmektedir (Giraffa, 2002). Amerika ve Avrupa’da VRE dagilimiin
epidemiyolojik verileri farklilik gostermektedir. Vankomisin direncinin ortaya
cikmasina; klinik infeksiyonlarda bu antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi ve
yem katkist olarak kullaniminin yasaklandigi 1998 yilina kadar avoparsinin
Avrupa’da hayvan vyetistiriciliginde biiylime faktorii olarak kullanilmasi neden

olmustur. Avoparsinin hayvanlarin beslenmesinde kullanilmast vanA geni
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aracilifiyla saglanan direncin primer kaynagi olarak bilinmektedir. Avoparsinin
kullanimiyla hayvanlarda vankomisine direngli enterokoklar gelismis ve bu
hayvanlardan elde edilen etler de insanlar i¢in infeksiyon kaynagi olmustur.
Hastanede yatan hastalardaki VRE infeksiyonlarinin varhigi da, kisiler daha 6nce
hastanede yatmadilar ve antibiyotik kullanmadilarsa, VRE’nin gida yoluyla
alindigin1  gostermektedir. Giiniimiizde avoparsin kullaniomi1  Avrupa’da yasak
olmasma ragmen, Amerika’da kullanilmasma higbir zaman izin verilmemistir.
Amerika’da VRE’nin varli§i ve yayilmasinin klinik kaynakli oldugu bilinmektedir
(Anon, 1998; French, 2010; Giraffa, 2002; Mannu ve ark., 2003 ve Mundy ve ark.,
2000).

Vankomisin direncinin, biiyiime faktorii olarak avoparsin kullanilan hayvan
izolatlardan izole edilmesinin yani sira hastane disindaki insan popiilasyonlarindan
elde edilen izolatlardan da izole edilmesi, direncli kiiltiirlerin yayilarak ¢ogaldigini,
insan ve hayvanlar arasinda direngli gen transferinin gerceklestigini gostermistir.
VRE’nin gidalara ulagmasi bir¢ok kaynaktan c¢evresel kontaminasyon yoluyla
olmaktadir. VRE lagim sularmin antildigi makinelerden, ciftlik hayvanlarinin
diskilarindan, ¢ig tavuk Orneklerinden izole edilmektedir. Bu bilgiler c¢iftlik
hayvanlarinda avoparsin veya diger antibiyotiklerin kullanimiyla, insanlarda gida

yoluyla VRE kolonizasyonunun gerceklestigini dogrulamaktadir (Giraffa, 2002).

Avrupa Antimikrobiyal Direng¢ Siirvelans Programi (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Program)’nin 2008 yilinda yayimnladigi rapora gore, 33
tilkenin 23’{inde vankomisin direngli E. faecium varligi bildirilmis ve bu iilkelerin 3
tanesinde % 25 iizerinde bir oranla (Yunanistan > % 28, Irlanda % 35, Birlesik

Krallik % 28) direng gelisimi gézlenmistir (Anon, 2010).

Vankomisin direncli enterokoklarin global olarak infeksiyonlarin nedeni olarak

gosterilmesinin nedenleri sunlardir:

I- Kazanilmis vankomisin direnci, hastaliklarin tedavisinde kullanilan

secenekleri kisitlamaktadir.
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Ii- Enterokoklardan S. aureus’a vankomisin direng geni transferi oldugu
belirlenmistir.

lii- Amerika ve Avrupa’da vankomisin direngli enterokoklarm dagilimi
farklilik gostermektedir.

Iv- Vankomisin direncini dnleme ve kontrol stratejileri yetersiz kalmaktadir

(Mundy ve ark., 2000).

Enterokoklarda vankomisin direncinden sorumlu iki intrinsik ve bes kazanilmis
olmak iizere yedi direng genotipi (vanA, B, Ci, Cz3, D, E, G) gézlenmektedir. VanA,
B, D, E, G sonradan kazanilmis direng genleri iken; vanC; ve vanCys intrinsik direng
genleridir. Baslica ii¢ diren¢ mekanizmasi; vanA, B, C genleri tarafindan
saglanmaktadir (Fisher ve Phillips, 2009 ve Klare ve ark., 2003).

VanA direncine sahip kiiltiirler yiiksek seviye vankomisin (MIC > 64 pg/ml) ve
teikoplanin (MIC > 16ug/ml) direncine sahiptir. Direncin vankomisin, teikoplanin,
avoparsin, ristosetin gibi glikopeptid yapidaki maddelerden veya basitrasin,
polimiksin B, robenidin gibi glikopeptid yapida olmayan ajanlarin kullanimindan
ileri gelebilecegi belirtilmektedir. VanA fenotipinin ekspresyonu igin gerekli genler
Tn1546 transpozonu lizerinde bulunmaktadir. VanB direncine sahip izolatlar ise
vankomisine karsit degisen konsantrasyonlarda (MIC: 4->1000) direng gosterirken,
teikoplanine karst duyarlilhik gostermektedirler. VanB direng determinantlar

enterokok kiiltiirleri arasinda transfer edilebilmektedirler (Cetinkaya ve ark., 2000).

Intrinsik vanC direnci E. gallinarum, E. casseliflavus, E. flavescens tiirlerinde
spesifik olup, vanC operonu kromozomal olarak konumlanmis ve transfer
edilememektedir. VanC operonuna sahip enterokoklar vankomisine diisiik seviyede
direng (MIC 4-32 pg/ml) gosterirken, teikoplanine kars1 duyarlidirlar (Cetinkaya ve
ark., 2000; Fisher ve Phillips, 2009 ve Klare ve ark., 2003).

Bu simiflandirmanin disinda kalan durumlar da mevcuttur. VanA fenotipini
belirleyen genetik determinantlar E. gallinarum ve diger enterokoklardan da izole

edilmistir. E. avium izolatlarinda, teikoplanine ve MIC degeri 16 pg/ml diizeyinde
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vankomisine kars1 direng gosteren vanA diren¢ determinantlari saptanmistir. VanB
mutantlar1 teikoplanine karst da direng gosterebilmekte ve bdylelikle vanA
fenotipinden ayrilamamaktadir. Yine de yapilan bu fenotipik siniflandirma 6nemlidir
clinkli genel olarak genotipik siiflandirmayla eslesmekte ve laboratuarda daha

diisiikk maliyete bilgi sahibi olunmasini saglamaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).

1.5.2.3.1.1.Vankomisinin genotipik siniflandirmasi ve diren¢ mekanizmalari

1.5.2.3.1.1.1. Peptidoglikan sentezinde vankomisinin rolii

Enterokoklarda peptidoglikan sentezi sirasinda peptidoglikan
transglikozilasyonu ve transpeptidasyonunda substrat gorevi yapan muramil
pentapeptid ile iliskili olan lipid II, antibiyotiklerin hedef aldigi molekiillerden bir
tanesidir. Vankomisin, lipid II’nin muramil pentapeptid kismindaki D-Ala-D-Ala
terminalini hedef almaktadir. Hedef alinan bu yapidaki degisiklik, hem substratin
taninmasinda hem de enzimlerin diizenlenmesinde degisikliklere neden olmaktadir.
Ozellikle enterokoklarda goriillen vanA ve vanB tipi vankomisin direncinin
horizontal olarak transfer edilmesi, birgok genden olusan operonun aktarilmasi
sonucu olusmaktadir. Bu genler peptidoglikan sentezini degistirerek, vankomisine
baglanmaksizin lipid II yerine gecebilen farkli {iriinlerin olugsmasina neden

olmaktadir (Silver, 2011).

VanA geni normal olmayan D-Ala-D-Ala ligaz enzimini kodlar ve bu enzim
D-Ala-D-Ala ucuna sahip hiicre duvart peptidoglikan Onclii maddeleri ile
glikopeptidlere baglanamayan D-Ala-D-Lac’in yer degistirmesini katalize eder.
Vankomisin hiicre duvar1 peptidoglikan tabakasinin D-Ala-D-Ala terminaline
(ucuna) baglanir. Bu terminal dipeptid, transpeptidasyon reaksiyonuyla
peptidoglikanin bitisigindeki zincirlerle baglanti kuran enzimlerin substrati olarak
gorev yapar. Bu enzimlerin 6nemi ise B-laktam antibiyotiklerinin hedefi olmalaridir.
Baglant1 kurulan peptidoglikan zincirleri ise hiicre duvarimi giliclendirme ve hiicre

lizisini dnlemekle sorumludurlar (French, 2010 ve Wright, 2011).
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1.5.2.3.1.1.2. vanA glikopeptid direnci

VanA diren¢ operonu yedi gen (vanA, H, X, R, S, Y, Z) tarafindan
olusturulmaktadir. Kazanilmig vanA direnci 10,581 bp’lik Tnl1546 transpozonu
araciligiyla gerceklesmekte ve plazmid tarafindan tasinabilmektedir. VanA geni
vankomisin ve teikoplanine yiiksek seviye transfer edilebilir diren¢ saglar. VanA, H,
X, R, S, Y, Z genlerinin eksprese olmasi, normalde D-Ala-D-Ala ile sonlanan
peptidoglikan 6ncti maddelerinin D-Ala-D-Lac ile sonlanmasina neden olmaktadir.
Boylece peptidoglikan sentezi normal olmayan bir sekilde gerceklesmis olmakta ve
vankomisin D-Ala-D-Lac ile baglanmaktadir. Vankomisin, D-Ala-D-Ala ve bes adet
hidrojen bagi serisi birleserek non-kovalent bir kompleks olusturur. Direng,
D-Ala-D-Ala ile isosterik depsipeptid D-Alanin-D-Lac’in yer degistirmesinden
kaynaklanir. D-Ala-D-Ala’nin amin grubu ile ester baginin yer degistirmesi, H bagi
vericisini elimine eder, elektronik itmeye neden olur ve antibiyotikle baglanmayi
onler (Cetinkaya ve ark., 2000; Fisher ve Phillips, 2009; French, 2010; Klare ve ark.,
2003 ve Wright, 2011).

1.5.2.3.1.1.3.vanB glikopeptid direnci

VanB glikopeptid direnci, vanA ile yapisal benzerlik gosteren (% 76 aminoasit
benzerligi) vanB ligaz tarafindan olusturulmaktadir. VanB proteini ayni1 zamanda
D-Ala-D-Lac ile sona eren pentadepsipeptid iiretiminden sorumlu tutulmaktadir.
VanA direnciyle benzer olarak ilgili genler vanHg, Xg, Yg, R, Sg olarak
adlandirilmaktadirlar.  D,D-dipeptidaz  aktivitesi (vanXg) vankomisin direng
seviyelerini belirlemektedir. VanYg tiim izolatlarda bulunmamakta ve Tn1546’da
bulunan pozisyonu farklilik gostermektedir. DNA’daki sekans heterojenitesi, ii¢ adet
farkli vanB ligazin vanB-1, vanB-2 ve vanB-3 olmak iizere ii¢ alt grubun oldugunu
desteklemektedir. VanB izolatlarindaki diizenleyici sistemin, teikoplanin direncinin
olusumuna duyarsiz oldugu belirtilmektedir. Teikoplanin, vanA ile iliskili
proteinlerin sentezini tesvik etmekte fakat vanB ile iliskili proteinlerin iiretimine

neden olamamaktadir. Diger bir taraftan, aslinda her iki sistemde de, teikoplanine



35

duyarli enterokok ile vanB gen kiimesi vankomisine maruz kaldiysa teikoplanine

kars1 direnglilik testi de yapilmalidir (Cetinkaya ve ark., 2000).

VanA ve vanB tipi direng arasindaki farklardan biri de, vanA tipi direncin
Avrupa’da ¢ok daha yaygin oldugudur. vanB tipi daha ¢ok Amerika’dan izole
edilmektedir. VanA ligaz geni enterokok tiirleri arasinda daha yayginken, vanB
oncelikli olarak E. faecium ve E. faecalis’ten izole edilmektedir. VanB gen kiimesi
konak¢i kromozom iizerine lokalize olmakta fakat plazmid tarafindan
taginabilmektedir (Cetinkaya ve ark., 2000; Fisher ve Phillips, 2009 ve Klare ve ark.,
2003).

1.5.2.3.1.1.4. vanC glikopeptid direnci

Diisiik diizeyde vankomisin direnci E. gallinarum, E. casseliflavus ve
E. flavescens i¢in tipiktir. E. gallinarum’da vanC: geninin, E. casseliflavus’da vanC;
geninin, E. flavescens’de ise vanCs geninin niikleotid sekanslari bildirilmistir.
E. gallinarum’daki vanC ligaz, D-Ala-D-Ser ile sonlanan pentepeptidin iiretiminden
sorumludur. D-Ser ve D-Ala’nin yer degistirmesinin, vankomisinin yeni
pentapeptide baglanmasin zorlastirdigi 6ngoriilmektedir. VanC:’in inaktivasyonu,
E. gallinarum’daki D-Ala-D-Ala pentapeptidinin iiretimini ortaya c¢ikarmaktadir.
D,D-peptidaz ve D,D-karboksipeptidaz aktiviteleri vanA ve vanB’dekilerle benzerlik
gostermektedir. D-Ala-D-Ser’e gore degisen miktarlardaki D-Ala-D-Ala miktarlar
vanC fenotipi tasiyan VRE izolatlarindaki degisen seviyelerdeki vankomisin
direncinden sorumludur. Yani, diisiik miktarlardaki MIC degerleri yiliksek miktardaki
D-Ala-D-ala’nin varligiyla; yiiksek miktarlardaki MIC degerleri yiiksek miktardaki
D-Ala-D-ser’in varligiyla agiklanabilmektedir. D-Ala-D-Ala vankomisinin hiicre zar1
sentezini inhibe etmesini saglamaktadir. E. casseliflavus’un vanC, geni,
vanCy’dekiyle % 66 niikleotid sekans benzerligi gostermektedir. E. gallinarum’a
benzer olarak ligaza sahiptirler. VanC; ve vanCs arasinda ise % 98 oraninda yiiksek
bir benzerlik bulunmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000; Fisher ve Phillips, 2009 ve
Klare ve ark., 2003).
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E. casseliflavus ve E. gallinarum’dan da vanA genleri identifiye edilmistir ve
bu izolatlarin vankomisine yiiksek diizeyde diren¢ (MIC > 26 ng/ml) gosterdigi, ayni

zamanda teikoplanine de direngli olduklari belirlenmistir (Cetinkaya ve ark., 2000).

1.5.2.3.1.1.5. vanD glikopeptid direnci

VanD, vankomisin diren¢ geni ilk olarak 1991 yilinda New York Hospital’dan
identifiye edilmistir. Bu geni tagiyan E. faecium izolati, vankomisine kars1 64 pg/ml,
teikoplanine kars1 4pug/ml direng gostermekteydi. Ligaz geninin sekanslanmasiyla
vanA ve vanB ligaz genleriyle benzerlik tasidig1 fakat bunlardan farkli oldugu ortaya
¢ikarilmigtir. Boston’dan elde edilen diger bir E. faecium izolatindan ise vanD’nin
aminoasit sekanslanmasinda ise vanA ve vanB’ye % 67 benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. VanD’nin kromozom {izerinde tasindigi ve diger enterokoklara transfer

edilemedigi kaydedilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000).

1.5.2.3.1.1.6. vanE glikopeptid direnci

VanE vankomisin direng geni E. faecalis BM4405’ten izole edilmis ve
vankomisine kars1 diisiik diizeyde (MIC: 16pug/ml) direng gosterdigi, teikoplanine ise
duyarli oldugu (MIC: 0,5 pg/ml) belirlenmistir. Bu direng genotipinin ise vanC tipi
direng ile benzerlikleri bulunmaktadir. Aminoasit sekanslamalarinda vanC’ye % 55,
vanA’ya % 45, vanB’ye % 43 ve vanD’ye % 44 benzerlik gosterdigi belirlenmistir
(Cetinkaya ve ark., 2000). Enterokoklarin glikopeptid antibiyotiklerine gelistirdikleri
diren¢ mekanizmalar1 Cizelge 1.5’te verilmistir (Fisher ve Phillips, 2009 ve Klare ve
ark., 2003).
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Cizelge 1.5. Enterokoklarin glikopeptid antibiyotiklerine gelistirdikleri diren¢ mekanizmalari (Fisher ve Phillips,
2009 ve Klare ve ark., 2003).

Direng Transfer Fenotipik direng faktorii MIC degerleri  Direng spektrumu
genleri edilebilen
element

vanA Tn1546 vanA: D-Ala-D-Lac 64-1000 Vankomisin,
Teikoplanin,
Avoparsin

vanB Tn1547 vanB: D-Ala-D-Lac 4-1000 Vankomisin,
Avoparsin

Tn5382 vanB + PBP5 2-32 Vankomisin,

Ampisilin

vanCi - vanCi (E. gallinarum): 2-32 Vankomisin,

(intrinsik) D-Ala-D-Lac Teikoplanin

vanCas3 - vanCas3 2-32 Vankomisin,

(intrinsik) (E. casseliflavus/E. flavescens): Teikoplanin

D-Ala-D-Ser

vanD ?) vanD (E. faecium): D-Ala-D-Lac 64-168 Vankomisin,
Teikoplanin

vanE ? vank (E. faecalis): D-Ala-D-Ser 16 Vankomisin,
Teikoplanin

vanG ? vanG (E. faecalis): D-Ala-D-Ser <16 Vankomisin,
Teikoplanin

1.5.2.4. Kloramfenikol, tetrasiklin ve kinolononlar

Enterokoklarin  kloramfenikol direnci, asetiltransferazlar (horizontal gen
transferine sahip ve plazmidler tarafindan kodlanan stafilokokal cat genleri) ve akis
mekanizmasiyla iligkilendirilmektedir. Tetrasiklinlere olan direngleri ise ribozomal
afiniteyi  dusiiriici  etkiye sahip tet genleri ve akis mekanizmalariyla
gerceklesmektedir. Enterokoklardaki kinolonon direnci, gyrA (giraz) ve parC
(topoizomeraz IV) genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Enterokoklarin
kloramfenikol, tetrasiklin ve kinolonon antibiyotiklerine karsi gelistirdikleri direng

mekanizmalar1 Cizelge 1.6’da gosterilmektedir (Klare ve ark., 2003).
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Cizelge 1.6. Enterokoklarin kloramfenikol, tetrasiklin ve kinolonon antibiyotiklerine karsi gelistirdikleri direng
mekanizmalar1 (Klare ve ark., 2003).

Antibiyotik

Kloramfenikol

Direng Transfer Direnc genleri Diren¢ spektrumu
mekanizmasi edilebilen

element
Kloramfenikol pIP501 plazmidi catipsol Kloramfenikol
asetiltransferaz
Kloramfenikol pSCS7, pCl94, catpscsy, Kloramfenikol

asetiltransferaz

pC221 plazmidleri

catpcios,Catpcaor

Tetrasiklinler Akis (efflux) - tet(K) Tetrasiklinler
Akis (efflux) Konjugatif tet(L) Tetrasiklinler
plazmidler
Ribozomal Tn916 tet(M) Tetrasiklin,
konformasyonun minosiklin
degisimi Konjugatif tet(O), tet(S) Tetrasiklin,
plazmidler minosiklin
Bilinmiyor Plazmid tet(U) — E. faecium  Tetrasiklin,
minosiklin
Kinolononlar GyrA ve ParC - gyrA ve parC Orta seviye (sadece
genlerinde parC’de mutasyon)
mutasyon
GyrA ve ParC - gyrA ve parC Yiksek seviye
genlerinde (gyrA ve parC’de
mutasyon mutasyon)

1.5.2.5. Daptomisin direnci

Daptomisin, in vitro olarak enterokoklara karsi bakteriyal aktivite gosteren

lipopeptid yapida bir antibiyotiktir. ABD ve diger iilkelerde VRE infeksiyonlarinin

tedavisinde, bu olgularinda kullanimi Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag

Kurumu (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan onaylanmamis olmasina

ragmen kullanilmaktadir. Daptomisinin basarisini engelleyen en biiyiik sorun, bu

antibiyotige kars1 gelistirilen direngtir (Arias ve Murray, 2012).

Daptomisin, bakteriyel hiicre zarinda hizli depolarizasyona neden olarak hiicre

6liimiine sebep olmaktadir. Daptomisin aktivitesi i¢in zorunlu olan olay hiicre duvari
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ile kalsiyumun etkilesimidir. Daptomisin hiicre zarindan kalsiyuma baglanarak geger
ve hiicreden iyon sizintis1 olmasina neden olacak por olusumunu saglar. Bu
etkilesim, daptomisinin insanlarin savunma mekanizmasinin bir parcast olan
katyonik antimikrobiyal peptidleri paylastig1 bir 6zelligidir (Arias ve ark., 2011 ve
Palmer ve ark., 2011).

Daptomisine direng¢ ve hassasiyet gosteren izolatlarin karsilastirilmasi, direngli
olan izolatlarin hiicre zar1 ve hiicre duvarinda degisim gergeklestigini gostermistir.
Bu degisim daptomisinin, direngli hiicre zarin1 depolarize etmekte giigliikk cekmesine
neden olmaktadir. Pozitif olarak yiiklenen hiicre duvari, hiicre zarindaki katyonik
daptomisini reddeder ve bu durum direng gelisimine neden olur. Hiicre duvarinin
yuikiiniin degisimine neden olan temel faktor, negatif yiiklii fosfolipid kardiyolipin ve
pozitif yiiklii fosfatidilgliseroliin amino derivatlar1 gibi hiicrenin i¢ ve dig zar
yapilarindaki fosfolipid kompozisyonudur (Arias ve ark., 2011 ve Arias ve Murray,

2012).

Enterokoklarda daptomisine karst diren¢ gelisiminin iki basamakta
gergeklestigi bildirilmektedir. Birinci basamakta, liaF geni ve LiaFSR sistemindeki
diger komponentlerin mutasyon sonucunda gerceklesen LiaFSR ii¢ komponentli
diizenleyici sistemin baglangic aktivasyonudur. Bu sistemin aktive olmasi,
antibiyotikten kaynaklanacak hasarlarin azaltilmasinda etkili olabilecek birgok genin
transkripsiyonunun etkilenmesi ve hiicre duvart homeostazini etkilenmesine neden
olmaktadir. Ikinci basamakta ise, hiicre zarindaki daha sonraki degisim olan
fosfolipid metabolizmasindaki GdpD veya Cls gibi enzimlerin farklilagmasi
gerceklesir. Bu durum, hiicre zarindaki fosfolipidlerin kompozisyon veya
dagiliminda kritik ve zorunlu degisimlerin meydana gelmesine neden olur.
Bakteriyal GdpD, gliserol metabolizmasinda 6nemli rolii oynar. Bu roliinii birgok
hiicre zar1 gliserofosfodiesterlerini hidrolize ederek gdstermektedir. Kardiyolipinin
ise bakteriyal hiicre boliinmesi ve hiicre zar1 fosfolipid kompozisyonlarindaki
degisimleri tetikleme gibi hiicre zar1 fizyolojisinde bir¢cok anahtar role sahip oldugu

bilinmektedir (Arias ve ark., 2011 ve Arias ve Murray, 2012).
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1.5.2.6. MLS antibiyotikleri (makrolidler, linkozamidler ve streptogramin)

Makrolid, linkozamid ve B tipi streptogramin antibiyotiklerine karsi direng;
erm(B) geni, asetiltransferaz enzimi ya da akis (efflux) pompasi mekanizmalariyla
gerceklesmektedir. Ayrica bu gruptaki antibiyotikler ayni1 zamanda gegmiste biiylime
faktorli olarak kullanilan ticari preparatlarla (spiramisin, tilosin, virginiamisin S/M)

da yapisal benzerlik gostermektedir (Klare ve ark., 2003).

Kinupristin-dalfopristin, VRE kaynakli infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak
tizere FDA tarafindan onaylanan ilk antibiyotiktir ve 2000 yilina kadar Avrupa’da
Gram pozitif infeksiyonlarda son ¢are olarak kullanilmistir. Bu antibiyotik iki

yarisentetik streptograminin karigimindan olusmaktadir (Arias ve Murray, 2012).

Virginiamisin S/M ise streptogramin A/B kombinasyonu olan Kkinupristin-
dalfopristin ile ¢apraz dirence neden olmaktadir. Bu nedenle hayvan yetistiriciliginde
virginiamisin S/M’nin kullanimi, kinupristin-dalfopristinlere direngli bakterilerin

olugmasinda etkili olmustur (Klare ve ark., 2003).

Kinupristin-dalfopristin, 50S ribozomal alt {initeyi etkileyerek protein sentezini
inhibe etmektedir. E. faecalis tiirlerinin kinupristin-dalfopristin direnci, bir ATP-
baglayict protein olan Isa aktivitesinden kaynaklanmaktadir. E. faecium tiirleri ise
Kinupristin-dalfopristin aktivitesini azaltici bircok mekanizmaya sahiptir. Bunlar;
etkenin modifikasyonu, inaktivasyonu, virginiamisin asetiltransferaz (vat) ve
virginiamisin B liyaz (vgb) araciligiyla gerceklesen akis (efflux), makrolid-
streptogramin direng proteini (msrC)’dir. (Virginiamisin kinupristin-dalfopristin ile
benzerlik gosteren bir diger streptogramin karigimidir.) erm genlerinin trettigi
enzimler, 23S rRNA’nin degismesine ve makrolid, linkozamid, kinupristine karsi
direng gelisimine neden olmaktadir (Arias ve Murray, 2012). Ayrica E. faecalis
tiirlerinin streptograminlere intrinsik olarak da diren¢ gosterdigi bildirilmektedir.
Enterokoklarin MLS antibiyotiklerine gelistirdikleri diren¢ mekanizmalar1 Cizelge

1.7°de gosterilmektedir (Klare ve ark., 2003).



41

Cizelge 1.7. Enterokoklarin MLS antibiyotiklerine gelistirdikleri diren¢ mekanizmalar1 (Klare ve ark., 2003).

Antibiyotik Transfer  Direng genleri Direng spektrumu
edilebilen
Makrolidler Tn917 erm(B), erm(A) Eritromisin, Azitromisin, Klaritromisin

- mef(A) Eritromisin, Azitromisin, Klaritromisin
- msrC Makrolid, Linkozamid, Streptogramin B
Linkozamidler - Inu(B) Linkomisin ve Klindamisin
Streptograminler - (E. faecalis - Isa Linkosamidler, Streptogramin A,
intrinsik direng) Streptogramin A/B
- (E. faecalis - vat(E) Streptogramin A
intrinsik direng)
Plazmid E. faecium vat(D) Streptogramin A, Kinupristin-Dalfopristin,
Virginamisin S/M
[vat(D)+  E.faecium vat(E) Streptogramin A, Kinupristin-Dalfopristin,
Virginamisin S/M
vanA+ E. faecium vat(A) Streptogramin A, Kinupristin-Dalfopristin
erm(B)] E. faecium erm(B)  Streptogramin B, Kinupristin-Dalfopristin,
Virginamisin S/M
E. faecium vgb(A)  Streptogramin A, Kinupristin-Dalfopristin,

Virginamisin S/M

1.5.2.7. Oksasolidinonlar ve everninomisinler

Klinik kullanimi 2000 yilinda onaylanmis olan oksazolidinonlarin ilk {iyesi

olan linezolidler, VRE infeksiyonlarinin tedavisinde kullanimina FDA tarafindan

onaylanan iki antibiyotikten biri olmakla birlikte ¢oklu antibiyotik direncine sahip

stafilokok ve enterokok infeksiyonlarin biiyiikk ¢ogunlugunda etkili olmaktadir. Fakat

linozolidlerin uzun siireli tedavilerde kullanilmas1 direngli tiirlerin ortaya ¢ikmasina

neden olabilmektedir. Linezolidlere direngli enterokok salgini ilk kez Ispanya’da

ortaya ¢ikmis ve linozoid direncinden sorumlu enterokok tiirii E. faecalis olarak

belirlenmigtir. Tiim direncgli izolatlarda MIC >128 pg/ml olarak kaydedilmis ve

duyarlilik noktasinin ise 4 pg/ml oldugu belirtilmistir (Gomez-Gil ve ark., 2009;

Klare ve ark., 2003).
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Linezolidler bakteriostatik etkilidir ve bakteriyal ribozomdaki A bolimi
tizerindeki aminoasil tRNA’nin lokalizasyonuna etki ederek protein sentezini inhibe
ederler. Bu direncin enterokoklardaki mekanizmasi, 23S rRNA’daki V alam
tarafindan kodlanan genlerdeki G2576T mutasyonlar ile iligkilendirilmektedir. Bu
mutasyon linezolid baglanma bolimiindeki niikleotidlerin  konumlanmasini
engellemektedir. E. faecium ve E. faecalis sirasiyla 6 ve 4 rRNA gen kopyalarina
sahiptirler. Direncin seviyesi de mutasyona ugrayan allel genlerle baglantilidir. Gen
kopyalarinin aynm1 zamanda hiicre i¢i rekombinasyonu mutasyona ugrayan rRNA
genlerinin amplifikasyonunda rol oynadig: bildirilmektedir. Rekombinaz A eksikligi
olan bakterilerde bu amplifikasyonun geciktigi gézlemlenmistir (Arias ve Murray,
2012).

Everninomisinler, ¢oklu antibiyotik direncine sahip enterokoklar i¢in alternatif
bir tedavi secenegi olarak diistiniilmiis fakat klinik vakalarda yan etkilere neden
olmalar1 gerekgesiyle kullanimlar1 durdurulmustur. Ayni zamanda, bu smif
antibiyotikleri i¢inde yer alan avilamisin de geg¢miste hayvan yetistiriciliginde
bliylime faktorii olarak kullanilmaktaydi. Avilamisin ve evernimisin arasindaki
capraz direncin olusumu, evernisinin enterokok infeksiyonlar: tizerindeki etkinligini
negatif yonde etkiledigi bildirilmektedir. Enterokoklarin oksazolidinon ve
everninomisin antibiyotiklerine kars1 gelistirdikleri direng mekanizmalar1 Cizelge
1.8’de gosterilmektedir (Klare ve ark., 2003).

Cizelge 1.8. Enterokoklarin oksazolidinon ve everninomisinantibiyotiklerine kargi gelistirdikleri direng
mekanizmalar (Klare ve ark., 2003).

Antibiyotik Diren¢ mekanizmasi Direnc genleri Diren¢ spektrumu

Oksazolidinonlar Niikleotid 2576’daki G2576T Linezolid
23S rRNA’nin V bolgesi

Everninomisinler rRNA metiltransferazin 23S emtA Everninomisin,
rRNA’daki G2470’1 metillemesi Avilamisin
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1.6. Gidalarda antibiyotiklere direncli enterokoklar

Enterokoklar insan ve hayvanlarin intestinal sistemlerinde dogal olarak
bulunan mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar ciddi nozokomiyal
infeksiyonlara neden olmakla birlikte, yliksek derecede ¢oklu antibiyotik direncine
de sahiptirler. Gidalarda enterokoklar fekal kontaminasyonun indikatorleri olarak
bilinmektedir. Enterokoklarin hayvanlardan insanlara ve patojen mikroorganizmalara

kazanilmis diren¢ genlerini gidalar araciligiyla transfer edebildigi bildirilmektedir

(Erol, 2007 ve Teuber, 2001).

Enterokoklarin diisiik pH ve yiiksek tuz konsantrasyonlarina dayanikli
olmalarinin yan1 sira yiikksek enzimatik aktiviteleri nedeniyle siit {riinleri
teknolojisinde starter veya ek starter olarak kullanilabilecekleri bildirilmektedir.
Ancak starter kiiltiir olarak kullanilacak enterokok tiirlerinin belirlenmesinde, susun
patojen olmamasi ve antibiyotik direncliliginin olmamasina dikkat edilmelidir

(Gonciioglu ve ark., 2009).

Siit tirlinlerinde starter kiiltiir olarak kullanilmasinin yaninda birgok fermente et
iriiniinde olgunlagtirma, aroma gelisimi ve antimikrobiyel etkinligi saglamak i¢in de
kullanilmaktadir. Fermente gidalarda en sik rastlanan tiiriin E. faecalis, fermente
olmayan gidalarda ise E. faecium oldugu bildirilmistir (Abouelnaga ve ark., 2016 ve
Barbosa ve ark., 2010).

Bazi enterokokal kiiltlirlerin ise peynir ve etlerde bakteriyosin iiretiminde
kullanildiklar bildirilmistir. Enterokoklar probiyotik olarak da bagirsagin mikrobiyel
dengesini saglamak, insan ve hayvanlarda gastroenteritis tablosunu desteklemek icin
kullanim alan1 bulmaktadirlar. Probiyotik olarak kullanilmalarinin nedeni ise
gastrointestinal sistemdeki diger mikroorganizmalar ile savasabilmeleri ve hayatta
kalabilmeleridir (Barbosa ve ark., 2010; Mannu ve ark., 2003 ve Vankerckhoven ve
ark., 2008).
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Diger yandan, tavuk eti, patojen mikroorganizmalarin rahatlikla tireyebilecegi
ve gelisimlerini siirdiirebilecekleri oldukca uygun bir ortamdir. Gidadan kaynaklanan
infeksiyonlarin yan1 sira tavuk etlerinin bozulmasi agisindan da olduk¢a onemlidir.
Enterokoklar tuz, pH ve sicaklikliga karsi direngleri dolayisiyla islem gormiis
gidalarda bozulmalara sebep olmaktadir. Yeterli 1s1 islemine tabi tutulmadiklarinda
Enterococcus spp. ile kontamine hayvansal gidalar insanlarin gastrointestinal
kanalinda infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Krocko ve ark., 2007). Diinya
genelinde yiirlitiilen arastirmalarda, tavuk etinin insanlarda nozokomiyal

infeksiyonlara yol agan VRE i¢in 6nemli bir kontaminasyon kaynagi oldugu
bilinmektedir (Philips ve ark., 2004).

Antibiyotik direncli enterokoklar (ARE)’1n varlig1 et ve siit {iriinleri, tiiketime
hazir gidalar ve probiyotik olarak kullanilan gidalarda dahi bildirilmektedir.
Avrupa’da iiretilen peynirlerden izole edilen ve baslica E. faecalis ve E. faecium’a ait
olan izolatlarin degisen miktarlarda penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin,
gentamisin, linkomisin, rifampisin, fusidik asit ve vankomisine direncli olduklar

belirtilmis, ayrica ¢oklu antibiyotik diren¢ prevalanslar1 belirlenmistir (Giraffa,

2002).

Antibiyotik direngli enterokoklar, hayvansal gidalarla beslenen insanlardan
kaynakl1 fekal kontaminasyon, ¢evre ve hayvanlar vasitasiyla yaygilagmaktadir
(Bertrand ve ark., 2000). Gidalarla iliskilendirilen enterokoklar antibiyotik direncinin
rezervuarlaridir.  ARE mideye girdiginde mide pasajim  gegebilmekte ve
cogalabilmekte, intestinal sistemde siirekli tasinmaktadir (Sorensen ve ark., 2001).
Nozokomiyal infeksiyonlarda ARE’nin ortaya ¢ikisi, bu mikroorganizmalarin
potansiyel gida rezervuarlari olmalari, ¢cevreye antibiyotik direncini yaymasi, insan

saglig1 i¢in risk olugturmalarimin bir sonucudur (Giraffa, 2002).

Antibiyotiklere direngli enterokoklar (E. faecalis, E. casseliflavus, E. faecium,
E. durans) gidalardan izole edilmektedir. 135 sosis ve peynir numunesi iizerinde
yapilan bir calismada, drneklerde 102 -107 kob/g enterokok bulundugu ve E. faecalis

izolatlarinin kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin direncinin dominant oldugu,
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E. faecium izolatlarinin ise ampisilin, siprofloksasin, eritromisin, imipenem,

nitrofurantoin, penisilin ve tetrasiline direng gosterdigi bildirilmistir (Teuber, 2001).

Enterokoklar peynir, fermente et iiriinleri ve salamura sebzeler gibi bir¢ok
fermente iiriinde de bulunmaktadir. Cig siitten iiretilen geleneksel peynirler esas
olarak fermentasyona bagli olarak olusurken, ayn1 zamanda starter olmayan
mikroorganizmalar tarafindan olgunlagtiillirlar ve bu da aroma gelisimini

saglamaktadir (Mannu ve ark., 2003)

Yapilan bir calismada, peynirlerde ve fermente et iiriinlerinde izole edilen

enterokoklarin % 71’inin tetrasikline diren¢ gosterdigi belirlenmistir (Teuber, 2001).

Enterokoklar geleneksel fermente iiriinler ve bircok gidadan kolayca izole
edilebilmektedir. Bunun nedeni ise enterokoklarin memelilerin gastrointestinal
sistemlerinde bulunmasidir. Ayrica ¢evresel faktorlere direngli oldugundan toprak,
yiizey sular1, sebze ve meyvelerede de bulunabilmektedirler. Intestinal veya cevresel
kontaminasyonla, enterokoklar ¢ig et ve siitte kolonize olabilmekte ve fermentasyon
sirasinda  ¢ogalabilmektedirler. Ayrica {irlinlin islenmesi sirasinda son {irlinii
kontamine edebilmektedirler. Sonug¢ olarak bircok fermente et {iriinii ve peynirlerde

enterokoklara rastlanabilinmektedir (Giraffa, 2002).

1.6.1. Siit iiriinlerinde antibiyotiklere direncli enterokoklar

Siit {riinlerinde enterokoklarin varligi tiretim ve islem siirecinde hijyenin
oldugunun gostergesidir. Bu durumun tersine, bazi enterokoklarin peynirin
olgunlagma siirecinde aroma gelisimine katkida bulundugu goriilmiis ve bu yararh

etki enterokoklarin starter kiiltiir olarak kullanimini giindeme getirmistir (Giraffa,
2002).

Istya kars1 relatif direngli olan enterokoklar, birgok peynirde &zellikle

geleneksel ev yapimi peynirlerde bulunmaktadir. Enterokoklarin peynirlerde
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bulunmasi, sicaklik uygulamasinin ardindan rekontaminasyondan ya da
mikroorganizmanin sicaklik, pH ve tuza kars1 olan toleransindan kaynaklanmaktadir.
Peynirlerde olgunlasma sonunda 10°-107 kob/g kadar enterokok bulundugu
saptanmustir (Erol, 2007 ve Giraffa, 2002).

Cig siitten yapilmis peynirlerde antibiyotik direncinin gida zinciriyle yayilma
riski diger peynirlere gére daha fazladir. Fransa’da ¢ig siitten yapilan peynirlerde ve
hastanede yatan hastalarda kanamisin ve gentamisine karsi yiiksek seviye direng

saptanmustir (Bertrand ve ark., 2000).

Avrupa’da iiretilen ev yapimi peynirlerin mikroflorasinin biiyiik bir boliimiinii
olusturdugu belirtilen enterokoklarin, peynirlerin olgunlagsmasi ve aroma gelisiminde
etkin rolii oldugu belirtilmektedir. E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin peynir
tiretimi i¢in starter kiiltiir olarak secildigi deneysel bir ¢alismada, bu tiirlerin
antibiyotik direngleri de arastirilmistir. E. faecalis izolatlarinin yalnizca 1’1 disinda
hepsi vankomisine kars1 direng gostermistir. E. faecium izolatlari ise en fazla direnci
% 56,3 ile siprofloksasine, % 45,8 penisiline, % 27,1 eritromisine, % 10,4
kloramfenikole, % 6,3 tetrasikline, % 4,2 streptomisine, % 2,1 gentamisine, % 2,1
vankomisine kars1 gdstermis, izolatlardan hicbiri ampisisiline karsit direng
gostermemistir. Buna karsin E. faecalis izolatlar1 % 63,8 kloramfenikole, % 46,8
streptomisine, % 44,7 tetrasikline, % 31,9 eritromisine, % 27,7 siprofloksasine,
% 25,5 gentamisine, % 12,8 penisiline, % 2,1 ampisiline kars1 direng gostermis,
izolatlardan hi¢ biri vankomisine diren¢ gdstermemistir. Tiim antibiyotiklere karsi
direng gosteren izolata rastlanmamis fakat bes ve daha fazla antibiyotige karsi ¢oklu

antibiyotik direncine sahip izolatlar gozlenmistir (Franz ve ark., 2001).

1.6.2. Et iiriinlerinde antibiyotiklere direncli enterokoklar

Et ve et {irlinleri patojen mikroorganizmalarin rahatlikla tireyebilecegi ve
gelisimlerini siirdiirebilecekleri olduk¢a uygun bir ortamdir. Gidadan kaynaklanan

infeksiyonlarin yani sira tavuk etlerinin bozulmasi agisindan da olduk¢a 6nemlidir.
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Enterokoklar tuz, pH ve sicakliklifa karsi direngleri dolayisiyla islem gormiis
gidalarda bozulmalara sebep olmaktadir. Yeterli 1s1 islemine tabi tutulmadiklarinda
Enterococcus spp. ile kontamine hayvansal gidalar insanlarin gastrointestinal
kanalinda infeksiyonlara neden olmaktadirlar (Krocko ve ark., 2007). Diinya
genelinde yiiriitiilen arastirmalarda, tavuk etinin insanlarda nozokomiyal
infeksiyonlara yol agan VRE i¢in 6nemli bir kontaminasyon kaynagi oldugu

bilinmektedir (Philips ve ark., 2004).

Enterokoklarin sicaklik islemine karsi olan direnglilik durumlari; bakteri
kiiltiirinlin yapis1, ortamin besin igerigi, yag asidi miktari, pH’s1 ve membran yapisi
gibi bircok etkene baglidir. Mikroorganizmalarin gelisimini siirdiirebildikleri ve
tireyebildikleri en diisiik sicakliklarda membran yapisi sabittir. Yiiksek sicaklik
derecelerinde ise doymus yag asidi miktarinin diigmesi ve membran yag asidi
konsantrasyonunun artmasi, enterokoklari yiiksek sicakliga minimum direncli

duruma getirmektedir (Ahmad ve ark., 2002 ve lvanov ve ark., 1999).

Fermente et drlinleri diinyanin bircok yerinde ve genis cesitlilikte
iiretilmektedir. Avrupa’da yaygin olan iiriinler arasinda italyan salami, Alman
sosisleri ve bunlarin bir¢ok ¢esidi yer almaktadir. Bu iiriinlerin tiretimi icin gerekli
olan teknoloji biiyiik 6l¢iide birbirilerine benzemektedir. Son {iriiniin stabilizasyonu
icin yapilan fermentasyon periyodundan sonra, iglenmis iirlinler tuzlanma veya
dumanlamaya tabi tutulurlar ve biiyiik 6l¢iide ¢ig olarak tiiketilirler. Cig kirmiz1 ette
10 — 10* kob/g bulunan enterokoklar sicaklik, pH ve tuzlamaya karsi oldukca
direngli olduklarindan, islenmis iirlinlerde hizla ¢ogalarak bozulmaya neden olurlar.
Bu nedenle, iirlinlerin islenmesi sirasinda uygun sicaklik uygulamasinin yapilmasi

onemlidir (Giraffa, 2002).

Yapilan bir c¢alismada, parga domuz etlerinden elde edilen E. faecium
izolatlarmin vankomisin, teikoplanin, avoparsin, penisilin, ampisilin, streptomisin,
eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve siprofloksasine direngli oldugu

belirlenmistir (Teuber ve ark., 1999).



48

Birgok olguda enterokoklar sicaklik uygulamasma dayanikli olduklarindan,
ozellikle baslangic mikroorganizma sayist yiiksek oldugu durumlarda, pismis ve
islem gormiis et irlnlerinde de bozulmaya neden olduklar1 bildirilmektedir. Bu
durum g6z Oniine alinarak yapilan c¢aligmalarda normal bir frankfurter iiretiminde
kullanilan 68 °C’de 30 dakika 1s1 isleminde E. faecium’un canliligini koruyabildigi
bildirilmistir. Sonug olarak, enterokoklarin varliginin fermente ve fermente olmayan

et irlinlerinde giiniimiizde kullanilan teknolojilerle onlenemedigi goriilmektedir

(Giraffa, 2002).

Isvicre ve Danimarka’da tavuklardan elde edilen Enterococcus spp.
izolatlarindan sirastyla % 73’0 ve % 55’1 tetrasiklin, eritromisin ve vankomisin
antibiyotiklerinden birine veya birkacina karsi direng gosterdigi bildirilmistir.
Kiyma, sosis, jambon ve bifteklerden izole edilen enterokoklarin basitrasin,
kloramfenikol, eritromisin, gentamisin, penisilin, rifampisin, streptomisin, tetrasiklin
antibiyoktiklerinden birine veya birkacina karsi direng gosterdigi bildirilmistir.
Ciftlik hayvanlariin etlerinden izole edilen enterokoklarin ¢oklu antibiyotik

direncinin % 60-100 arasinda oldugu bildirilmektedir (Giraffa, 2002).

Yiiksek seviye vankomisin direncine sahip enterokoklar 6zellikle E. faecium,
biftek, kanathi iriinleri, domuz eti, et Uriinleri ve peynirlerde yiiksek oranda
bulunmaktadir. VanA tipi glikopeptid direnci (vankomisin ve teikoplanine direng)
gidalarla iliskilendirilen VRE vakalarinda en sik rastlanan diren¢ fenotipi olarak
bilinmektedir (Giraffa, 2002). Cesitli gidalardan izole edilen antibiyotik direngli
enterokoklar Cizelge 1.9°da gosterilmektedir (Werner ve ark., 2013).
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Cizelge 1.9. Cesitli gidalardan izole edilen antibiyotik direngli enterokoklar (Werner ve ark., 2013).

Gida MLSs Tetrasiklinler ~ Aminoglikozitler Glikopeptidler
Fransiz peynirleri ermB tetM, tetL aac6’-aph2’’, aph3”’
Isvicre peynirleri ermB tetM, tetL ND ND
Kanath iiriinleri ermB - aac(6’)-le-aph(2’’)-  vanA, vanCl
Broyler ve domuz eti  ermB tetL, tetM, tetO  aac6’-aph2”’, vanA
Broyler ermA, ermB, ermAM,  tetL, tetM, tetO  Aac, aacA-aphD,
msrC, vat(E), linB aadB, aphA, sat4
Sosisler ermB tetM aac(6’)-le-aph(2””) vanA
Par¢a et ermA, ermB, tetL, tetM, tetO  Aac, aphA3, aadE
(domuz, tavuk, vat(E), linB
hindi)
Broyler iiretim hatti ~ ermA, ermB, ND ND ND
msrC, vgbA,
vat(D), vat(E)

ND: saptanamamigtir

1.7. Enterokoklarin Neden Oldugu Infeksiyonlar

Enterokokal infeksiyonlar siklikla bakteriyemi, endokarditis, intra-abdominal
ve pelvik infeksiyonlar, iiriner sistem, sentral sinir sistemi ve deri infeksiyonlarina
neden olmakta, daha az olarak da osteomyelit, septik artrit ve yumusak doku
apselerinden izole edilmektedir (DiazGranados ve ark., 2005; Guerrero ve ark., 2007;
Harbarth ve Uckay, 2004; O’Driscoll ve Crank, 2015; Salgado, 2008; Sievert ve ark.,
2013; Wang ve ark., 2014).

1.8. Enterokokal infeksiyonlarin sagaltim

Enterokokal infeksiyonlarin tedavisi amaciyla gerekli antibiyogram testleri
yapildiktan sonra antibiyotik direncin gelisip gelismemesine bagli olarak hareket
edilmelidir. Vankomisin direncine sahip enterokok infeksiyonlarin sagaltimi halk
saglig acisindan onem tasimaktadir. VRE infeksiyonlarinin tedavisi i¢in son yillarda

VRE’ye kars1 linezolidden dort kat daha diigiik MIC degerine sahip gelecek nesil bir
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antibiyotik olan tedizolidin parenteral veya oral yolla kullanimi vanA ve vanB
direncine sahip VRE infeksiyonlariin tedavisinde kullanilmaktadir. Tedizolid, cfr

genindeki mutasyonla linezolid direngli izolatlara karsi etkinlik gostermektedir

(Brown ve Traczewski, 2010 ve Rybak ve ark., 2014).

VRE infeksiyonlarmin tedavisi i¢in tigesiklin kullanim1 bir baska alternatiftir.
Minosiklin derivati olan ve FDA tarafindan onaylanan ilk glisilsiklin antibiyotiktir.
Bu giline kadar VRE izolatlarinda tigesiklin direnci belirtilmemistir. Telavansin,
dalbavansin ve orivansin VRE infeksiyonlarinda kullanilabilecek lipoglikopeptid
antibiyotiklerdir. Telavansin ve dalbavansin sadece vanB direncine sahip VRE
infeksiyonlarinda etkili iken, orivansin vanA ve vanB direncine sahip VRE
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilmektedir (Stein ve Craig, 2006; O’Driscoll
ve Crank, 2015).

Ampisilin ve vankomisin direncine sahip enterokokal infeksiyonlarin
tedavisinde nitrofurantoin ve fosfomisin antibiyotikleri kullanilabilmektedir (Zhanel

ve ark., 2001; Shrestha ve ark., 2003).

1.9. Yasal Diizenlemeler

Avrupa Birligi’nde 2006 yili itibariyle antibiyotik biiyltime faktorleri tlimiiyle
yasaklanmistir. Tiirkiye’de ise 2002 yilinda yayinlanan ilgili teblig kararinca
antibiyotik  bliylime faktorlerinin  tlimiiniin  kullanimlar1 2006 yili itibariyle

yasaklanmistir (Anon, 2002).

Avrupa Birligi 1998 yilinda ‘Avoparsin, tilosin fosfat, virginamisin, spiramisin,
zinc basitrasin’ in yem katkisi olarak kullanilmasini yasaklamistir. Danimarka,
Finlandiya, Isvegiilkelerinde ise bu antibiyotiklerin yem katkis1 ve biiyiime faktorii

olarak kullanilmasi yasaklanmistir (Anon, 1998).
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Diinya ¢apinda gerek nozokomiyal gerekse gida kaynakli infeksiyonlarda 6nem
arz eden Enterococcus spp.’lerin Tiirkiye’deki tavuk etlerindeki durumunun
belirlenmesi, gida giivenligi ve halk sagligi boyutu ile ilgili bilimsel veri saglanmasi,
ayni zamanda vankomisin direncgli enterokoklarin tavuk etlerinde kontroliine yonelik
uygulamalara temel teskil etmesi amaglanmaktadir. Elde edilen epidemiyolojik

veriler halk sagliginin korunmasina hizmet edecektir.

Calisma verileri Tirkiye’de klinik izolatlarda nozokomiyal infeksiyonlara
neden olan vankomisin direngli Enterococcus spp. izolasyon ve identifikasyonu
lizerine yapilan ¢alismalarin yam1 sira tavuk etlerinde vankomisin direngli
enterokoklarin varligimi arastiran az sayidaki caligmalara katkida bulunarak
bunlardan kaynaklanan infeksiyonlarin 6niine gecebilmek icin gerekli dnlemlerin
alinmasini saglayacaktir. Izolatlarin PCR metodu ile tiplendirilmelerinin yapilmasi
ile elde edilen vankomisin direngli suslarin potansiyel insan izolatlar1 ile
karsilastirilmast molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda dnemli bir veri olarak dnem
tasimaktadir. Ozellikle hastane infeksiyonlar1 agisindan 6nem tasiyan vankomisin
direncli enterokoklarla kontamine olmus tavuk etlerinde varliginin ortaya
cikarilmasiyla multidisipliner bir c¢alisma ortami1 olusturularak olusabilecek
infeksiyonlar1 6nlemek i¢in ulusal kalint1 izleme programlari ile kontrol stratejilerine

katkida bulunmasi1 amag¢lanmaktadir.

Bu amagla g¢alismada, Ankara’da farkli marketlerde satilan tavuk kusbasi
orneklerinden Enterococcus spp. izolasyonu ve identifikasyonu yapilmis, izolatlar
PCR analizi ile dogrulanmis, pozitif 6rnekler multipleks PCR yontemiyle identifiye
edilmistir. Calismada tespit edilen E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum izolatlarinin
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI) standartlarina gére vankomisin, eritromisin, kinupristin-dalfopristin,
kloramfenikol, streptomisin, gentamisin, penisilin, linezolid antibiyotiklerine karsi
direng profilleri tespit edilmistir. E. faecalis ve E. faecium olarak identifiye edilen
tirler vanA ve vanB direng fenotipleri yoniinden multipleks PCR analizi yapilarak
molekiiler karakterizasyonlari yapilmistir. Vankomisine direng ve orta diizeyde

direngli tiim suslarda MIK degerleri belirlenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Calismada materyal olarak Ankara ilinde farkli marketlerde taze olarak
tiikketiciye sunulan toplam 120 kusbasi tavuk &rnegi kullanilmistir. Ornekler Eyliil,
Ekim, Kasim, Aralik, Ocak, Subat ve Mart aylarinda farkli markalardan orijinal
paketinde ve 14 farkl agikta dokme noktasindan olmak iizere toplam 28 farkl: satis
noktasindan toplanmustir. Ornekler iki saat igerisinde soguk zincirde laboratuvara

getirilerek analizleri yapilmstir.

2.1.1. Enterococcus spp. izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Tamponlanmis Peptonlu Su

Bilesimi: 10 g/L Pepton, 5 g/L NaCl, 9.0 g/L Na;HPO4.12H,0, 1,5 g/L KoHPO,

pH (25°C): 7,2 £0,2

Hazirlanmasi: Klasik kiiltiir yontemi kullanilarak, dehidre besiyeri 25,5 g/L olacak
sekilde sicak su banyosunda eritildi, pH degeri ayarlandiktan sonra 16x150 mm’lik
tiiplere dokuzar ml paylastirilarak otoklavda sterilize edildi. Otoklavdan g¢ikan

besiyerleri oda sicakligina ulastiginda buzdolabi kosularinda muhafaza edildi.

2.1.1.2. Slanetz-Bartley Agar (Oxoid, CMO0377A)

Bilesimi: 20 g/LTriptoz, 5 g/LMaya ekstrakti, 2 g/L Glikoz, 4 g/L Di-potasyum
hidrojen fosfat, 0,4 g/LSodyum azid, 0,1 g/LTetrazolyum klorit, 10 g/LAgar
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pH (25°C): 7,2+ 0,2

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri, 41,5 g/L olacak sekilde hazirlanarak, pH degerinin
uygunlugu kontrol edildikten sonra sicak su banyosunda eritildi. Besiyeri seffaf ve
homojen hale geldikten sonra 1sis1 45-50 °C'ye diisiiriilene kadar sogutuldu ve
sterilpetrilere paylastirildi. Besiyerlerinin 12 saat oda sicakliginda bekletilmesinin

ardindan buzdolab1 kosullarinda muhatazasi gergeklestirildi.

2.1.1.3. % 0,6 Maya Ekstrakti iceren Tryptone Soya Agar (TSA)

Tryptone Soya Agar, TSA (Oxoid, CM0131)

Bilesimi: 15 g/L Pankreatik kazein, 5 g/L Enzimatik soya fasiilyesi, 5 g/L Sodyum
Klorit, 15 g/L Agar

pH (25°C): 7.3+ 0.2

Yeast Extract Agar (Oxoid, LP0021B)

Bilesimi: 3 g/L Maya ekstrakti, 5 g/L Pepton, 15 g/LAgar

pH (25°C): 7,2+ 0,2

Hazirlanmasi: Calismada elde edilen izolatlarin muhafazasi amaciyla kullanilacak
bu besiyerini hazirlamak i¢in, Tryptone Soya Agar dehidre besiyerinden 40 gram ve
Yeast Extract Agar besiyerinden alt1 gram tartilarak bir litre distile suda ¢ozdiiriildii,
pH degeri de diizenlenerek sicak su banyosunda eritildi. Eritilen besiyeri dokuzar ml
olacak sekilde tiiplere paylastirilarak otoklavda sterilize edildi. Sterilize olan tiipler

otoklavdan alindiktan sonra yatik bir pozisyona getirilerek yaklasik 12 saat oda
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sicakliginda katilagmasi icin bekletildi. Katilasan besiyerlerinin muhafaza iglemi i¢in

buzdolabi kosullari kullanildi.

2.1.1.4. Brain Heart Infusion Broth (Oxoid, CM1135B)

Bilesimi: 12,5 g/L Beyin infiizyon katt maddeleri, 5 g/L Sigir eti ve kalbiinfiizyon
kat1 maddeleri, 10 g/L Proteoz pepton, 2 g/L Glikoz, 5 g/L Sodyum klorit, 2,5 g/L

Di-sodyum fosfat

pH (25°C): 7,4 £ 0,2

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 37 g/L olacak sekilde hazirlanarak pH degeri
kontrol edildi ve sicak su banyosunda eritildi. Eritilen besiyeri 9’ar ml, 16x150
mm’lik tiiplere alinarak otoklavda 15 dakika, 121 °C'de sterilize edildi. Tipler
otoklavdan cikarildiktan sonra oda sicakligina gelmesi beklendi ve daha sonra

muhafazasi i¢in +4 °C'ye alindi.

2.1.2. Enterococcus spp. Identifikasyonu Amaciyla Kullamlan Kimyasallar ve

Besiyerleri

2.1.2.1. Hidrojen Peroksit

H202 (Merck, 1.08597.1000), % 30°luk

Hazirlanmasi: izolatlarin katalaz aktivitesini belirlemek amaciyla kullanilacak bu
test i¢in gerekli olan % 3’liikk H20O- soliisyonunu hazirlamak amaciyla, 27 ml distile
su igine % 30’luk H20O2’den ii¢ ml ilave edildi. Soliisyon sadece testin yapilacagi giin

kullanilmak tizere taze olarak hazirlandi.
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2.1.2.2. % 6,5’lik NaCl iceren MRS Agar

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

Bilesimi: 10 g/L Pepton, 8 g/L Lab-Lemco’ tozu, 4 g/L Maya ekstrakti, 20 g/L
Glikoz, 1 ml Sorbitan mono-oleat, 2 g/L Di-potasyum hidrojen fosfat, 5 g/L Sodyum
asetat 3H.O, 2 g/L Triamonyum sitrat, 0,2 g/L Magnezyum siilfat 7H.O, 0,05 g/L
Manganez siilfat 4H.0

pH (25°C): 6,2+ 0,2

- NaCl (Oxoid/Remel, LP 005 B)
- AnaeroGen Gaz Kitleri (Oxoid, AN 0025 A; AN 0035 a)

Hazirlanmasi: Bir litre distile su icerisinde, dehidre besiyerinden 62 g ve NaCl’den
65 g tartilarak ¢ozdiiriildii ve pH’s1 N/10’luk NaOH ile 9,6’ya ayarlandiktan sonra
sicak su banyosunda eritildi. Hazirlanan bu besiyeri 15 dakika, 121 °C'de otoklavda
sterilize edildi. Sterilizasyon isleminden sonra otoklavdan alinan besiyeri
45-50 °C'ye sogutulup 12-13’er ml olacak sekilde steril petrilere paylastirildi. Isinin
biraz daha diismesi i¢in yaklagik 12 saat oda sicakliginda bekletilen besiyerleri

muhafaza edilmek tizere +4 °C'ye kaldirild1.

Inkiibasyonun anaerob kosullarda yapilabilmesi amaciyla AnaeroGen Gaz
Kitleri kullanildi.

2.1.2.3. Sulphidelndole Motility Medium (SIM Medium, Oxoid, CM0435B)

Bilesimi: 20 g/L Tripton, 6,1 g/L Pepton, 0,2 g/L Ferr6z amonyum siilfat, 0,2 g/L
Sodyum triosiilfat, 3,5 g/L Agar

pH (25°C): 7,3+ 0,2
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Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 30 g/L olacak sekilde distile su i¢inde ¢ozdiiriildii
ve pH uygun degerde sabitlendikten sonra sicak su banyosunda eritildi. Hazirlanan
besiyeri dokuzar ml, 16x150 mm’lik tiiplere paylastirilarak 15 dakika, 121 °C'de
otoklavda sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikrilan besiyerleri oda sicaklifina ulastiginda

muhafaza i¢in +4 °C'ye kaldirildu.

2.1.2.4. Bile Esculin Agar (Oxoid, CM0888B)

Bilesimi: 14 g/L. Pepton, 15 g/L Safra tuzlari, 0,5 g/L Ferrik sitrat, 1 g/L Eskiilin,
14 g/L Agar

pH (25°C): 7,1 £ 0,2

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 44,5 g/L olacak sekilde distile su i¢inde ¢6zdiiriildii
ve pH uygun degere getirildikten sonra sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda 15
dakika, 121 °C'de sterilizasyonu yapilan besiyeri sonrasinda 45-50 °C'ye sogutularak
steril petrilere paylastirildi. Yaklasik 12 saat oda sicakliginda bekletilen besiyerleri
muhafaza i¢in +4 °C'ye kaldirildu.

2.1.2.5. Moeller Decarboxylase Broth Base (BBL, 221659)

Bilesimi: 5 g/L Peptik hayvansal doku, 5 g/L Sigir eti ekstrakti, 0,5 g/L Dekstroz,
0,01 g/L Bromocresol moru, 0,005 g/L Kreozol kirmizisi, 0,005 g/L Piridoksa

pH (25°C): 6.2+ 0.2

L-Arginine

Hazirlanmasi: Bir litre distile su igerisinde dehidre besiyerinden 10,52 gram ve

% 1’lik L-Arginine’den on gram almarak ¢ozdiriildii ve pH uygun degere
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getirildikten sonra sicak su banyosunda eritildi. Hazirlanan besiyeri dokuzar ml,
16x150 mm’lik tiiplere paylastirilarak 15 dakika, 121 °C'de otoklavda sterilize edildi.
Otoklavdan ¢ikrilan besiyerleri oda sicakligima geldiginde muhafaza icin +4 °C'ye
kaldirildi.

2.1.2.6. Karbonhidrat Fermentasyon Besiyeri ve Sekerler

-Phenol Red Broth Base (Merck, 110987)

Bilesimi: 5 g/L Kazein peptonu, 5 g/L Et peptonu, 5g/L NaCl, 0.018 g/L Fenol

kirmizisi

pH (25°C): 7,4 + 0,2

Hazirlanmasi: Distile su igerisinde dehidre besiyeri 15 g/ olacak sekilde
¢ozdiiriildii ve pH uygun degere getirilerek sicak su banyosunda eritildi. Hazirlanan
besiyeri dokuzar ml, 16x150 mm’lik tiiplere paylastirilarak 15 dakika, 121 °C'de
otoklavda sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan tiipler oda sicakligmna geldiginde

muhafaza i¢in +4 °C'ye kaldirildu.

-D-mannitol (Merck, 105982)

-L-sorboz (Merck, 567692)

-D-riboz (Merck, 107605)

-Siikroz (Merck, 1076511000)

Hazirlanmasi: Karbonhidrat fermentasyon reaksiyonlarimin gerceklestirilmesi
amactylaD-mannitol, Siikroz, L-sorboz ve D-riboz soliisyonlarinin konsantrasyonlari

% 10’luk olacak sekilde hazirlandi. Bunun icin her bir karbonhidrattan birer gram

alimarak 100 ml’lik balon jojelerde, distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan
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soliisyon steril filtrelerden gegirilerek, dnceden sterilizasyonu yapilan 100 ml’lik

erlenler i¢ine aktarildi ve muhafaza i¢in +4 °C'ye kaldirildu.

Karbonhidrat fermentasyon testi yapilacagi sirada, birer ml hazirlanmis olan
karbonhidrat soliisyonlarindan alinarak i¢inde dokuz ml’lik Phenol Red Broth Base
besiyeri olan tiiplere aktarildi. Karbonhidrat soliisyonlari eklendikten sonra saf
bakteri kiiltiirinden segilen siipheli koloniler besiyeri iizerine siispanse edilip,
inkiibasyon  siiresince  bekletildikten ~ sonra  fermentasyon  reaksiyonlari

degerlendirildi.

2.1.3. Enterococcus spp. Izolatlarmmm PCR Analizi Amaciyla Kullamlan
Kimyasallar

2.1.3.1. Tag DNA Polymerase Set (Dr. Zeydanh, Ankara, Tiirkiye)

Bilesimi:5 U/ul Tag DNA Polimeraz enzimi, 10 x PCR Buffer, 25mM MgCl:

2.1.3.2. dNTP Set

Bilesimi: 100 mM dATP, 100 mM dCTP, 100 mM dGTP, 100 mM dTTP

2.1.3.3. DNA Ladder ve Yiikleme Soliisyonu

- 100bp DNA Ladder (Dr. Zeydanli, Ankara, Tiirkiye)

-6x Bromophenol Blue Loading Dye (AppliChem-BioChemica, Darmstad, Germany)
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2.1.3.4. Primerler

Dutka-Malen ve ark. (1995), Cheng ve ark. (1997), Ke ve ark. (1999),
Kariyama ve ark. (2000), Jackson ve ark. (2004) tarafindan belirlenen PCR
analizlerinde kullanilacak oligoniikleotid primer ¢iftleri, Kariyama ve ark (2000)
tarafindan belirlenen vanA ve vanB genlerine ait spesifik primerler kullanildi.
Liyofilize formda satin alinan primerler ultra saf su ile istenilen yogunluga gore

sulandirildu.

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

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

Bilesimi: 0,89 M Tris, 0,89 M Borik asit, 0,02 M EDTA

Hazirlanmasi: Agaroz jel yapim ile elektroforez asamasinda kullanmak amaciyla
TBE 1 X konsantrasyonunda hazirlandi. Bunun i¢in, 10 X stok soliisyondan, 100 ml

aliarak 1 litreye kadar distile su ile tamamlanda.

2.1.3.6. Ethidium Bromide (% 0,1°lik)

- Ethidium Bromide 10 mg/ml (AppliChem-GmbH, Darmstadt, Germany)

Hazirlanmasi: Bir pg/ml konsantrasyondaEthidium Bromide soliisyonu elektroforez

asamasinda kullanilmak tizere hazirlandi.

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

Hazirlanmasi: PCR amplikasyonlarinin elde edilmesinden sonra elektroforez

asamast icin % 1,5’1ik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla, sicak su banyosunda, 0,9 g
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agaroz jel, 60 ml 1 X TBE soliisyonu iginde eritildi. Sivi haldeki jel soliisyonunun
sicakligit 45-50 °C'ye indiginde, i¢ine Ethidium Bromide soliisyonu eklenerek
homojen olarak karistigindan emin olduktan sonra elektroforez kiiveti (MINICELL
EC 370M) igine aktarildi. Agaroz jel, oda sicaklifinda laminar flow iginde

donduktan sonra elekteroforez isleminde kullanildi.

2.1.4. Enterococcus spp. Izolatlarinin Antibiyotik Duyarhihk Testinde Kullanilan
Besiyerleri ve Antibiyotik Diskler

2.1.4.1. Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM 337B)

Bilesimi: 300 g/L etin dehidre infiizyonu, 17,5 g/l Kazein hidrolizati, 1,5 g/L
Nisasta, 17 g/L Agar

pH (25°C): 7,3+ 0,2

Hazirlanmasi: Dehidre besiyeri 38 g/l konsantrasyonunda distile su igerisinde
¢ozdiiriildii ve pH uygun degere getirilerek sicak su banyosunda eritildi. Otoklavda
15 dakika, 121 °C'de sterilize edilen besiyeri sonrasinda 45-50 °C'ye sogutularak
kalinlig1 yaklasik 4 mm olacak sekilde steril petrilere paylastirildi. Oda sicakliginda
12 saat kadar bekletilen besiyerleri muhafaza i¢in +4 °C'ye kaldirildi.
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2.1.4.2. Antibiyotik Diskler

Cizelge 2.1. Enterococcus spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testinde kullanilan antibiyotik diskler

Eritromisin (Oxoid, CT0020B) 15 g
Kloramfenikol (Oxoid, CT0013B) 30 pug
Gentamisin (Oxoid, CT0794B) 120ug
Penisilin (Oxoid, CT0043B) 10U

Streptomisin (Oxoid, CT1897B) 300 ug
Vankomisin (Oxoid, CT0058B) 30 pug
Linezolid (Oxoid, CT1650B) 30 ug
Kinupristin-Dalfopristin (Oxoid, CT1644B) 15 pg

2.2. Yontem

2.2.1. Enterococcus spp. Izolasyon ve Identifikasyonu

Tavuk kusbasi ornekleri, Enterococcus spp. izolasyonu amaciyla aseptik
kosullar altinda steril posetler igine onar gram tartilarak, 90 ml TPS ile sulandirilarak
iki dakika siiresince karisim stomacherde (AES Easy Mix) homojenize edilmistir.
Slanetz—Bartley Agar’a homojenattan 0,1 ml alinip ekimi yapilmig ve 24-48 saat
sliresince aerob kosullarda 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Wegener ve ark.,
1997). Inkiibasyon sonrasi belirlenen 5 tipik pembe, kirmiz1 ya da kestane renkli
koloni secilerek % 0,6 oraninda maya ekstrakti igeren Tryptone Soya Agar’a
gecilmistir. Tryptone Soya Agar’a gecilen suslar 24 saat siiresince 37°C’de aerob
kosullarda inkiibe edildikten sonra koloniler biyokimyasal reaksiyonlar agisindan
degerlendirilmek amaciyla +4°C’de saklanmistir. Slanetz—Bartley Agar’da
inkiibasyon sonu olusan tipik kirmizi, kestane ya da pembe renkli koloniler Sekil

2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Slanetz—Bartley Agar’da inkiibasyon sonu olusan tipik koloniler

2.2.2. Biyokimyasal Reaksiyonlar

2.2.2.1. Katalaz Reaksiyonu

Izolatlarin katalaz reaksiyonunu degerlendirmek amaciyla Brain Heart Infusion
Broth’da tiretilen 18-24 saatlik saf bakteri kiiltiirlerinden 6ze ile alinarak lam tizerine
konulmus, saf bakteri kiiltiirii tizerine bir ml % 3’liik bir ml H2O> (hidrojen peroksit)
damlatilarak, hava kabarciklari olusturan suslar pozitif (Sekil 2.2), olusturmayan
suslar ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir. Gram pozitif ve katalaz negatif
izolatlar MRS Agar’a ekim yapilarak 10 °C ve 45 °C’lerde anaerob kosullarda 48
saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda siipheli kolonilerden diger biyokimyasal
testler yapilmistir (Hartman ve ark., 1992; Psoni ve ark., 2003). MRS Agar’da iireyen
stipheli koloniler Sekil 2.3°te gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Katalaz testinde hava kabarciklarinin olugumu Sekil 2.3. MRS Agar’da iireyen siipheli koloniler

2.2.2.2. Motilite reaksiyonu

Motilite testi i¢in bir 6ze dolusu koloni alinip SIM Medium’a batirilarak ekim
yapilmis, 30 °C’de 24 saat aerob kosullarda inkiibe edilmis ve degerlendirilmistir.
Hareket pozitif kolonilerde iireme ekim hattinin dismna tasmis ve besiyerinde
bulaniklik olusmustur. Hareket negatif kolonilerde ise, lireme ekimin yapildigi hat

tizerinde kalmigtir (Facklam ve Elliott, 1995) (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. SIM Medium’da hareket pozitif ve hareket negatif siipheli enterokok kolonileri
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2.2.2.3. L- pirolidonil- p-naftilamid (PYR) Reaksiyonu

izolatlarm PYR hidrolizini degerlendirmek amaciyla PYR emdirilmis filtre
kagidi tizerine 24 saatlik saf bakteri kiiltiirtinden 1-2 koloni konulduktan sonra bir
damla PYR ayiract damlatilarak iki dakika inkiibasyona birakilmistir. Kirmizimtirak
renk veren suslar pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 2.5). E. cecorum,
E.  saccaroliticus, E.  columbia tiirleri haricindeki  enterokoklar
L-pirolidonil-p-naftilamid (PYR) hidrolizini ger¢eklestirmektedir (Hartman ve ark.,
1992).

......... y & W
........ X, SR
...... 19A......
@y

Sekil 2.5. L- pirolidonil- B-naftilamid Reaksiyonunda kirmizimtirak renk veren pozitif suslar

2.2.2.4. Eskiilin Reaksiyonu

Eskiilin hidroliz reaksiyonu i¢in 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden Bile Esculin
Agar’a ekim yapilmig, 35 °C’de maksimum yedi giin olacak sekilde inkiibasyona
birakilmistir (Facklam ve Elliott, 1995). Inkiibasyon sonucunda eskiilinin hidrolize
olup eskuletin ortaya ¢ikmasi ve eskuletin’in ise ortamdaki Fe*® ile reaksiyona
girerek koyu kahve-siyah renge doniismesi o susun pozitif oldugunu belirtmektedir
(Hartman ve ark., 1992) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Bile Eskiilin Agar’da siyah renk olusturan pozitif suslar

2.2.2.5. Arjinin Dekarboksilasyon Reaksiyonu

Arjinin dekarboksilasyon reaksiyon testi i¢cin, Moeller Decarboxylase Broth
Base besiyerine siipheli kolonilerden ekim yapilmis ve yiizeyi steril mineral yag ile
kaplanmig, 35 °C’de maximum yedi giin olacak sekilde inkiibasyona birakilmigtir
kullanilmistir. Besiyerini mavi mor renge doniistiiren suslar pozitif kabul edilirken,
besiyerini sar1 renge doniistiiren suslar negatif olarak degerlendirilmektedir (Facklam

ve Elliott, 1995) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Moeller Decarboxylase Broth Base’de pozitif ve negatif suslar

2.2.2.6. Pigmentasyon Reaksiyonu

Pigmentasyon reaksiyonu i¢in bakteri kiiltiirlinden Tryptone Soya Agar’a ekim
yapilmis ve besiyerleri aerobik ortamda, 24 saat, 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda steril pamuklu bir svapla toplanan kolonilerin
pigmentasyonuna bakilmistir. Svap ylizeyinde gézlemlenen sar1 renk olusumu pozitif

olarak degerlendirilmistir (Facklam ve Collins, 1989).

2.2.2.7. Karbonhidrat Fermentasyon Reaksiyonlari

D-mannitol, Siikroz, L-sorboz, D-riboz yoniinden karbonhidrat fermentasyon
reaksiyon testleri yapilmistir. Phenol Red Broth Base’e Agar’a % 1°lik olacak
sekilde karbonhidratlar eklenmistir. Karbonhidratli besiyerine, 24 saatlik saf bakteri
kiiltiriinden alinan siipheli koloni siispanse edilerek 24 saat, 37 °C’de, aerobik
kosullar altinda inkiibe edilmigstir. Besiyerinin sart renk almasi susun pozitif
oldugunu, rengin degismemesi ise negatif oldugunu gostermektedir (Sekil 2.8).

Cizelge 2.1°de Enterococcus spp. 6zellikleri 6zetlenmistir (Manero ve Blanch, 1999).
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Klasik kiiltiir yontemleri ile Enterococcus spp. identifikasyonunu takiben
izolatlar, PCR ile dogrulanincaya kadar -20°C’de cryoviallerde muhafaza edilmistir.
Cryovialler 0,6 ml gliserol ve 0,9 ml Brain Heart Infusion Broth’da tiretilen 18-24

saatlik saf bakteri kiiltiirli karisimini igermektedir.

Cizelge 2.2. Enterococcus spp. 6zellikleri (Manero ve Blanch, 1999).

g
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Mannitol + 5 + + + .
Sukroz + = + + + +
RIbOZ + + + + + +
Sorboz - = - - - -
Raffinoz F - - F + F
Katalaz - - - 3 - -
Avrjinin dihidrolaz F + + + + +
Eskiilin + + + + + +
PYR + + + + + +
Motilite + - - - + .
Sar1 pigment + - - - - -
4°C° de gelisme VY VY - + - VY
10°C’ de gelisme + + + + + +

F: Farkli sonuglar elde edilmis, V: % 26—74 oraninda pozitif, VY: Veri yok, + : % 90°dan fazlas1 pozitif, - : % 10
ve daha az oranda pozitif. (+): % 75-89 oraninda pozitif, (-): % 11-25 oraninda pozitif
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Sekil 2.8. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi Phenol Red Broth Base’de karbonhidrat fermentasyonu
bakimindan pozitif ve negatif suglar

2.2.3. PCR Analizi ile Enterococcus spp. Dogrulanmasi

Enterokok tiirlerinin PCR ile dogrulanmasi, tuf geni saptanarak yapilmistir. Bu
amagla Ent 1 ve Ent 2 primerleri kullanilmigtir (Ke ve ark., 1999). Bunun i¢in DNA
ekstraksiyonu Chelex 100 resin teknigi kullanilarak yapilmistir. Cryoviallerde,
-20 °C’de saklanan izolatlar, Brain Heart Infusion Broth’a gegilerek 24 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda 1 ml BHI brothdan mikrosantrifiij
tiiplerine alinarak 6 dakika, 12.000 g’de santrifiij yapilmistir (Eppendorf Centrifuge
5417R). Pelet % 6 Chelex 100 resinden 200 pl konularak resiispanse edilip, lizerine
2 pl proteinaz K eklenmistir. Stispansiyonlar karistirilarak 40 dakika 55 °C’de su
banyosunda inkiibasyona birakildiktan sonra 8 dakika boyunca 100°C’de su
banyosunda bekletilmistir. Tekrar 3 dakika, 12.000 g’de santrifiij edilip PCR

asamalarina kadar muhafaza edilmek tizere -20 °C’ye kaldirilmistir.

PCR amplifikasyonu, toplam 50 pl hacimde gerceklestirilmis olup bilesiminde
1X PCR buffer [10 mmol I’ Tris-HCI (Ph 8.3), 1,5 mmol It MgCl, 50 mmol It KClI,
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% 0,01 Tween—20], 2,5 U Tag DNA polymerase, her bir dNTP’den 200 umol 17, her
bir primerden 10 pmol ve 10 pl 6rnek DNA igeren PCR karisimi kullanilmistir.
Amplifikasyon islemi, thermal cycler’da (Biometra Personel Cycler) ilk
denatiirasyon islemi olan 94 °C’de on dakikanin ardindan, 30 siklus 94 °C’de 15
saniye denatiirasyon, 55 °C’de 15 saniye baglanma ve 72 °C’de 45 saniye DNA
uzatma ve son olarak 72 °C’de bes dakika uzatma islemleri ile yapilmistir
(Kasimoglu Dogru ve ark., 2010). PCR islemi sonrasinda elde edilen amplikonlar
bromophenolphicol blue ile boyanmis, ethidium bromide (0,1 pug/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
degerlendirilerek jel goriintiileme sistemi araciligiyla dokiimantasyonu yapilmistir

(Syn-gene, Cambridge, UK).

E. faecalis ATCC 29212, E. faecium tetM 7003, E. faecalis WHO3 (vanA®),
E. faecalis WHO14 (vanB™), E. gallinarum C30BR, E. durans (wild type), E. hirae
(wild type) suslar1 pozitif kontrol i¢in kullanilmistir.

2.2.4. Multipleks PCR ile Enterococcus spp. identifikasyonu

E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae ve E. gallinarum tiirlerinin
dogrulanmasi amactyla 2 farkli Multipleks PCR protokolii uygulanmistir. E. faecium,
E. gallinarum, E. faecalis, tiirlerinin dogrulanmasi i¢in Kariyama ve ark.’nin (2000),
E. durans, E. hirae tiirlerinin dogrulanmasi i¢in ise Jackson ve ark.’nin (2004)
multipleks PCR protokolleri kullanilmistir. Cizelge 2.2°de Multipleks PCR’da

kullanilan primer c¢iftleri gosterilmistir.

Template DNA olarak yukarida belirtilen ekstraktlar kullanilmistir. E. durans,
E. hirae tiirlerinin dogrulanmasi amaciyla hazirlanan karisim toplam 50 pl hacimde
olup bilesiminde 1 X PCR buffer [16 mmol I (NH4)2SO4, % 0,01 Tween-20, 67
mmol I Tris-HCI (pH 8.8)], 2,5 mmol I MgCly, her bir dNTP*den 0,2 mmol I, her
bir primerden 50 pmol, 2 U Taq DNA polymerase ve 10 pl érnek DNA igeren PCR
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karisimi kullanilmistir. E. faecium, E. gallinarum, E. faecalis tiirlerinin dogrulanmasi
amactyla hazirlanan karisim toplam 50 pl hacimde olup bilesiminde 1X PCR buffer
[10 mmol It Tris-HCI (pH 8.3), % 0,01 Tween—20, 50 mmol I KCI], 1,5 mmol I
MgCl, her bir dANTP’den 0,2 mmol I, her bir primerden 50 pmol, 0,625 U Taq
DNA polymerase ve 10 pl 6rnek DNA iceren PCR karisimi kullanilmistir. Her iki
PCR master miks amplifikasyonu i¢in thermal cycler’da (Biometra Personel Cycler)
baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de bes dakika (E. durans ve E. hirae i¢in 95°C’de
dort dakika), ilk denatiirasyon islemini takiben 30 siklus 94°C’de 1 dakika
denatiirasyon (E. durans ve E. hirae igin 95°C’de 30 saniye), 54 °C’de bir dakika
baglanma (E. durans ve E. hirae i¢in 55 °C-60 °C’de bir dakika), 72 °C’de bir dakika
DNA uzatma ve son olarak 72°C’de bir dakika uzatma (E. durans ve E. hirae i¢in 72
°C’de yedi dakika) yapilmistir (Kariyama ve ark., 2000 ve 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) {izerinde jel dokiimentasyon sistemi
yardimiyla goriintiilenmistir. Olusan spesifik bandlar DNA marker ve pozitif kontrol
yardimiyla UV 15181 altinda degerlendirilerek jel goriintilleme sistemi ile

dokiimantasyonu yapilmistir (Syn-gene, Cambridge, UK).

E. faecalis ATCC 29212 (tuf geni pozitif), E. faecium tetM 7003, E. faecalis
WHO3 (vanA*), E. faecalis WHO14 (vanB™), E. gallinarum C30BR, E. durans (wild
type), E. hirae (wild type) suslar1 pozitif kontrol i¢in kullanilmistir.
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Cizelge 2.3. PCR analizlerinde kullanilan oligoniikleotid primer ¢iftleri (Ke ve ark., 1999; Dutka-Malen ve ark.,
1995; Kariyama ve ark., 2000; Cheng ve ark., 1997; Jackson ve ark., 2004).

Hedef gen Oligoniikleotid  Sekans (5" - 3") PCR Kaynaklar
primer ciftleri iiriinii
(bp)
tuf Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke ve ark.
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC (1999)
vanCik. gallinarum C1l GGTATCAAGGAAACCTC 822 Dutka-
C2 CTTCCGCCATCATAGCT Malen  ve
ark. (1995)
ddIe. faecatis ddIE1 ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG 941 Kariyama
ddIE2 ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT ve ark.
(2000)
ddle. faecium ddIF1 TTGAGGCAGACCAGATTGACG 658 Cheng ve
ddIF2 TATGACAGCGACTCCGATTCC ark. (1997)
ddle. durans DUl CCTACTGATATTAAGACAGCG 295 Jackson ve
DU2 TAATCCTAAGATAGGTGTTTG ark. (2004)
ddle. hirae HIl CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187 Jackson ve
HI2 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG ark. (2004)

2.2.5. Disk Difiizyon Yontemi ile Antibiyotik Duyarhlik Testi

Disk difiizyon yontemi araciligiyla izolatlarin antimikrobiyel duyarlilik
profilleri saptanmistir. Bu islem, CLSI tarafindan bildirilen yontem esas alinarak
Mueller Hinton Agar’da (Oxoid, CMO0337B) ve eritromisin (15 pg, Oxoid
CT0020B), vankomisin (30 pg, Oxoid CT0058B), kloramfenikol (30 pg, Oxoid
CT0013B), gentamisin (120 pg, Oxoid CT0794B), kinupristin-dalfopristin (15 pg,
Oxoid CT1644B), penisilin (10 U, Oxoid CT0043B), streptomisin (300 pg, Oxoid
CT1897B), linezolid (30 pug, Oxoid CT1650B) olmak iizere toplam 8 antibiyotik
diski kullanilarak yapilmistir (Anon, 2011). Bu amacla; PCR metoduyla
identifikasyonu yapilan E. faecalis, E. durans, E. faecium, E. hirae, E. gallinarum
izolatlar1 Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid CMO0225) i¢ine transfer edilip
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. NanoDrop Spectrophotometer (NanoDrop ND-
100, Delaware, USA) kullanilarak tiirbidite standardi dogrulanmistir. Broth i¢indeki
kiiltiirtin 625 nm dalga boyunda 0,08-0,13 araliginda sabitlendigi deger CLSI
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standardi baz alindiginda optimum olarak degerlendirilmistir. ~ Tiirbidite
ayarlanmasinin ardindan steril svab kiiltiir icerisine daldirilip tlipin ¢eperinden
stizdiiriilerek Mueller Hinton Agar (4 mm kalinliginda) ylizeyine yayilmistir. Agar
yiizeyi kuruduktan sonra antibiyotik diskleri (120 mm ¢apindaki plak igerisinde en
fazla sekiz disk olacak sekilde) yerlestirilerek 24 saat 35°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda disklerin etrafinda olusmus olan inhibisyon
zonlar Ol¢iiliip CLSI standartlarinda belirtildigi gibi direncli, orta diizeyde direngli

ve duyarli olarak yorumlanmistir (Anon, 2011).

S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis WHO3 (vanA™),
E. faecalis WHO14 (vanB"), E. coli ATCC 25922 suslar1 pozitif kontrol igin

kullanilmuastir.

2.2.6. E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda Multipleks PCR ile vanA ve vanB

Genlerinin Tespiti

Secilen vanA ve vanB genlerine spesifik primerler ve PCR protokolii Kariyama
ve ark.’nin (2000) yaptiklari ¢alismaya gore uygulanmistir. Bu amagla multipleks
PCR’da kullanilan primer ciftleri Cizelge 2.3’te gosterilmistir. Daha 6nce PCR
amplifikasyonunu i¢in hazirlanan izolatlardan 5 pl template DNA kullanilmastir.
Multipleks PCR toplam 25 ul hacimde gergeklestirilmis olup bilesiminde 1 X PCR
buffer [10 mmol It Tris-HCI (pH 8.3), % 0,01 Tween-20, 50 mmol I KCI],
1,5 mmol It MgCly, her bir dNTP’den 0,2 mmol I, her bir primerden 5 pmol,
0,625 U Taq DNA polymerase karisim1 kullanilmigtir. Amplifikasyon iglemi, thermal
cycler’da (Biometra Personel Cycler) ilk denatiirasyon isleminin olan 94 °C’de bes
dakikanin ardindan, 30 siklus 94 °C’de bir dakika denatiirasyon, 54 °C’de bir dakika
baglanma ve 72 °C’de bir dakika DNA uzatma ve son olarak 72°C’de on dakika
uzatma yapilmistir. PCR isleminin ardindan elde edilen amplikonlar ethidium
bromide (0,1 pg/ml) ile boyanan % 1,5 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve bandlar UV
transluminator (Biometra TI1 UV 9511011) iizerinde jel dokiimentasyon sistemi

yardimiyla goriintiilenmistir. Olusan spesifik bantlar DNA marker ve pozitif kontrol
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yardimiyla UV 15181 altinda degerlendirilerek jel goriintiileme sistemi ile

dokiimantasyonu yapilmigtir.

E. faecalis ATCC 29212 (tuf geni pozitif), E. faeciumtetM 7003, E. faecalis
WHO3 (vanA¥), E. faecaliswHO14 (vanB™), E. gallinarum C30BR, E. durans (wild
type), E. hirae (wild type) suslar1 pozitif kontrol i¢in kullanilmustir.

Cizelge 2.4. Multipleks PCR’da kullanilan vanA ve vanB oligoniikleotid primer ¢iftleri (Evers ve ark., 1993;
Handwerger ve ark., 1992).

Hedef  Oligoniikleotid Sekans (5" -3") PCR iiriinii  Kaynaklar

gen primer ciftleri (bp)

VanA Al CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 1030 Evers ve ark.
A2 CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA (1993)

VanB Bl GTGACAAACCGGAGGCGAGGA 433 Handwerger  ve
B2 CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA ark. (1992)

2.2.7. E-Test Yontemi ile Vankomisin Izolatlarma Karsi Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Tiirbiditesi 0,5 McFarland standardina gére ayarlanmig olan izolatlar Mueller-
Hinton Agar (Oxoid, CMO0337B) yiizeyine svab teknigi araciligiyla yayilmistir.
Takibinde agar ylizeyine, vankomisin igeren E-test seritleri yerlestirilmistir. Plaklar
24-48 saat 35 °C’de inkiibasyona birakilip MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) degeri tespit edilmistir. MIK degeri, serit iizerindeki dlgek ile serit
etrafinda sekillenen inhibisyon elipsinin kesistigi nokta olarak hesaplanmigtir (Huang
ve ark., 1992). Bu nokta CLSI standardina gore vankomisin direnci olan enterokoklar
icin > 32 pg/ml, vankomisin duyarliligina sahip enterokoklar i¢in < 4 pg/ml olarak

kabul edilmistir (Anon, 2014).
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3. BULGULAR

Calismada tavuk kusbasi orneklerinin Enterococcus spp. varliginin izolasyon
ve identifikasyonu, antibiyotik direng profillerinin degerlendirilmesi, E. faecalis ve
E. faecium izolatlarinda vanA ve vanB vankomisin diren¢ genlerinin belirlenmesi,
fenotipik olarak vankomisin direnci saptanan izolatlarda MIK degerlerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calisma kapsaminda 120 tavuk kusbast 6rnegi, Eyliil,
Ekim, Kasim, Aralik, Ocak, Subat ve Mart aylarinda Ankara’daki 14 farkli markadan
orijinal paketinde ve 14 acikta dokme satis noktasindan olmak iizere toplam 28 farkli
satig noktasindan toplanmis ve analiz edilmistir. Satis noktalar1 kendi iclerinde

numaralandirilmistir. Analiz sonuglar1 belirtilen siraya gore degerlendirilmistir.

3.1. Enterococcus spp. izolasyon ve Identifikasyonu

Enterococcus spp. yoniinden analiz edilen 120 tavuk kusbasi 6rneginin 39’u
paketli, 81°1 agik olarak satilan tavuk 6rneklerinden olusmaktadir. Paketli 6rneklerin
12 (30,8)’inin, a¢ik olarak satisa sunulan Orneklerin ise 24 (% 29,6)liniin

Enterococcus spp. ile kontamine oldugu saptanmustir.

Paketli orneklerin dokuzu (% 75) E. faecalis, biri (% 8,3) E. faecium, biri
(% 8,3) ise E. gallinarum olarak belirlenmis, birinin ise tiirii tespit edilememistir.
Agik olarak satisa sunulan Orneklerin ise dokuzu (% 37,5) E. faecium, sekizi
(% 33,3) E. faecalis, biri (% 4,2) ise E. casseliflavus olarak belirlenmis, ii¢ izolatin

ise tiirii tespit edilememistir (Cizelge 3.1).

E. faecalis olarak belirlenen 16 izolat, 11 farkli satis noktasina ait érneklerden
izole edilmistir. Satis noktalar1 alt1 farkli marka ve bes acikta dokme satis
noktasindan olusmaktadir. E. faecium olarak belirlenen 10 izolat, sekiz farkli satig
noktasma ait orneklerden izole edilmistir. E. faecium izolatlarinin izole edildigi

orneklerin bir marka ve yedi agikta dokme satis noktasindan alindigi tespit edilmistir.
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E. gallinarum izolatinin orijinal paketinde alinan markali bir O6rnekten,
E. casseliflavus izolatinin ise agikta dokme satis noktasindan alinan bir ornekten

izole edildigi saptanmistir.

E. faecalis izolatlarinin {igiiniin (% 18,7) ayn1 agikta dokme satis noktasindan,
E. faecium olarak belirlenen izolatlarin ikisinin (% 20) aymi agikta dokme satis
noktasindan, iki tanesinin ise farkli bir agikta dokme satis noktasindan; E. durans
izolatlarinin ise ikisinin (% 50) ayni1 agikta dokme satis noktasina, digerlerinin ise

farkl1 satis noktalarina ait 6rneklerden izole edildigi belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Satis noktalarina gore tavuk kugbas1 6rneklerinde Enteroccocus spp. izolat sayilari

Marka E. faecalis E.faecium E.durans E.gallinarum  E. casseliflavus Diger
Enteroccocus
spp.

1 2 1 - - - -

2 2 - - - - -

3 1 - - - - -

4 - - - - - -

5 - - - 1 - -

6 - - - - = -

7 2 - - - - -

8 1 - - - - -

9 - - - - - -

10 - - - - -

11 - - - - - 1

12 1 - - - - -

13 - - - - - -

14 - - - - - -
Agikta E. faecalis E.faecium E.durans E. gallinarum E. casseliflavus Diger
dokme Enteroccocus

satis Spp.

noktasi

1 3 - - -

2 1 2 1 - - 1

3 1 1 - - - -

4 1 1 - - 1 -

5 - 2 - - - -

6 - 1 - - - -

7 - 1 - - - -

8 - 1 - - -

9 1 - - - - -

10 - - 2 - - -

11 - 1 - - - 2

12 - - - - - -

13 - - - - - -

14 - - - - - -
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Calismada 120 tavuk kusbasi 6rneginin 36’sinin (% 30) Enterococcus spp.
oldugu PCR analizi ile dogrulanmistir. Pozitif 6rneklere ait plaklardan secilen alt
izolatlar ayn1 Enterocoocus spp. tiirline ait olarak saptandigi i¢in her bir pozitif 6rnek
icin bir izolat segilerek analizler yapilmistir. PCR ile tuf geni tespit edilen

Enterococcus spp. izolatlarinin elektroforez goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

100 bp

112 bp

—» 500 bp

Sekil 3.1. PCR ile tuf geni tespit edilen Enterococcus spp. izolatlarinin elektroforez goriintiisii (1: Pozitif kontrol;
E. faecalis ATCC 29212,2: Negatif kontrol 3-4 : tuf geni pozitif Enterococcus spp. izolatlar1 5: 100 bp DNA
marker)

Enterococcus spp. olarak belirlenen 36 izolatin 16°s1 (% 44.4) multiplex PCR
yontemiyle E. faecalis, 10’u (% 27.8) E. faecium, biri (% 2.8) ise E. gallinarum
olarak identifiye edilmistir (Sekil 3.1). Multipleks PCR ile elde edilen identifikasyon

sonugclari, biyokimyasal test sonuglari ile ortiismiistiir.
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100 bp

822 bp

658 bp <

941 bp

Sekil 3.2. Multipleks PCR ile ddle. faecalis Ve ddle. faecium genleri tespit edilen Enterococcus spp. izolatlarmmn
elektroforez goriintisii [1: 100 bp DNA marker 2: Pozitif kontrol E. faecium tetM 7003 3: Pozitif kontrol
E. faecalis ATCC 29212 4: Pozitif kontrol E. gallinarum C30BR 5: Negatif kontrol 6: ddle. faecium geni pozitif
Enterococcus spp. izolati 7: ddle. taecaiis geni pozitif Enterococcus spp. izolatt 8: vanCie. gallinarum geni pozitif
Enterococcus spp. izolati]

E. durans ve E. hirae izolatlarmin identifiye edilmesi amaciyla
gerceklestirilen bir diger multipleks PCR protokoliiyle ise dort (% 11.1) izolat

E. durans olarak belirlenmis fakat E. hirae izolati elde edilememistir (Sekil 3.3).

500 bp
295 bp

187 bp

Sekil 3.3. Multiplex PCR ile ddle. durans geni tespit edilenve ddle. niraegeni belirlenemeyen Enterococcus spp.
izolatlarmm elektroforez goriintiisii [1: 100 bp DNA marker 2: Pozitif kontrol - E. durans (wild type) 3:ddIE. durans
pozitif Enterococcus spp. izolat1 4: Negatif kontrol 5: Pozitif kontrol - E. hirae (wild type) 6:ddlIe. nirae Negatif
Enterococcus spp. izolati]

Biyokimyasal testler kullanilarak yapilan analizlerde, izolatlardan biri (% 2,8)

ise E. casseliflavus olarak belirlenmis, dort izolatin tiirii tespit edilememistir.
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Enterococcus spp. ile kontamine oldugu saptanan 36 izolatin dordiiniin
(% 11,1) Mart, ikisinin Kasim, besinin (% 13,9) Aralik, 16 (% 44,4)’sinin Ocak,
altisinin (% 16,7) Subat aymna ait 6rneklerden izole edildigi goériilmektedir. Mart
ayma ait dort izolatin tgliniin E. faecalis, Ekim ayma ait iki izolatin E. faecium,
Kasim ayina ait iki izolatin birinin E. faecalis, birinin ise E. faecium; Aralik ayina ait
bes izolatin {¢liniin E. faecium, ikisinin ise E. faecalis; Ocak ayma ait 16 izolatin
altisinin E. faecalis, ti¢lintin E. faecium, birinin ise E. casseliflavus; Subat ayina ait
alt1 izolatin tigiiniin E. faecalis, birinin E. faecium, birinin ise E. gallinarum oldugu
belirlenmistir. Tim E. durans izolatlar1 Ocak ayinda alinan orneklerden izole

edilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Orneklerin alindig tarihlere gore Enterococcus spp. izolasyonu ve antibiyotik direng profilleri

izolat Tarih Satis Tiir | Fenotipik Direng Fenotipik Genotipik MIC
No Noktasi Direng (I) Diren¢
3 17.03.2013 | Markal | Efa | E, VA, LZD, QD C vanA 4
4 17.03.2013 | Marka2 | Efa VA, QD E, LZD vanA 8
9 22.03.2013 Agik 2 ND E, VA, QD C,LzD 4
10 22.03.2013 Agik 1 Efa VA, LZD, QD E,S vanA 4
17 27.10.2013 Acik2 | Efec VA, QD E, C, LZD - 8
19 27.10.2013 Acik 3 | Efec - E, VA, LZD, - 2
QD
23 03.11.2013 Acik2 | Efec - E, C, S, VA, - 4
LZD, QD
31 10.11.2013 | Marka3 | Efa E, C, VA LZD, - vanA 8
QD
54 05.12.2013 Acik 4 Efa E, VA, QD C,LzD vanA, 4
vanB
56 05.12.2013 Acik 5 | Efec E,P,S, QD C -
65 12.12.2013 Acik 5 | Efec - E -
66 12.12.2013 Acik 4 | Efec E, VA, QD C,LzD - 1
74 02.01.2014 Agik 2 Efa E, VA, QD C vanA 4
76 02.01.2014 Acik 1 Efa | E,C,CN,S, VA, LZD - 4
QD
78 02.01.2014 Acik 6 | Efec LZD E, C,CN, VA - 4
79 02.01.2014 Acik 7 | Efec E,C,P,S, QD - -
80 02.01.2014 | Acik 11 | ND E,C,P,QD CN -
82 10.01.2014 Agik 1 Efa E, S, VA, LZD, C vanB 4
QD
83 10.01.2014 Acik 3 Efa E, C, LZD, QD S, VA vanB 4
84 10.01.2014 Acik 4 Cas - E -
85 10.01.2014 | A¢ik 11 | ND E,P o -
86 10.01.2014 Agik 8 Du E, LZD, QD C,CN, S -
88 10.01.2014 Agik 9 Efa E, S, VA, QD C,LzD - 2
89 10.01.2014 | A¢ik 10 | Du E,C,CN,P,S, - direncli
VA, LZD, QD
94 16.01.2014 Agik 2 Du E, VA, QD C,CN, LzZD - 4
95 16.01.2014 | A¢ik 10 | Du P, QD E -
100 16.01.2014 | Agik 11 | Efec E,C,P - -
103 16.01.2014 Marka Efa E,VA, QD C,LzD - 8
12
105 16.01.2014 | Markal | Efa P, VA, QD E,C,LZD - 4
106 22.12.2014 | Marka8 | Efa | E, VA, LzZD, QD - - 1
109 21.02.2015 | Marka7 | Efa E, S, VA, LZD, C,CN - 4
QD
110 21.02.2015 | Marka2 | Efa E, P, VA, QD o - 4
111 21.02.2015 | Marka5 | Gal E, C,CN, S, VA, - - 4
LZD, QD
114 21.02.2015 | Markal | Efec E,C,P,LZD S, VA, QD - 4
116 21.02.2015 Marka ND E, P, LZD, QD VA - 4
11
117 21.02.2015 | Marka7 | Efa E,P VA, LZD - 4

E. faecalis : Efa; E. faecium : Efec; E. gallinarum: Gal; E. durans: Du; E. casseliflavus: Cas; ND: Belirlenemeyen
tir; 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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3.2. E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda multiplex PCR yontemi ile vanA ve

vanB genlerinin belirlenmesi

Enterococcus spp. olarak belirlenen 36 izolatin altistnin (% 16,7) vanA,
ticiiniin (% 8.3) vanB geni yoniinden pozitif oldugu saptanmustir (Sekil 3.4). VanA
ve vanB genlerinin izole edildigi toplam dokuz izolatin tamaminin E. faecalis oldugu
belirlenmistir. Bu izolatlardan bir tanesinin vanA ve vanB genlerinin ikisine de sahip

oldugu belirlenmistir.

100 bp

433 bp

1000 bp
1030 bp

B BEDEBEDONODDO

Sekil 3.4. Multipleks PCR ile vanA ve vanB genleri tespit edilen Enterococcus spp. izolatlarinin elektroforez
goriintiisii  [1: 100 bp DNA marker 2: Pozitif kontrol (vanA) 3: Pozitif kontrol (vanB) 4: Negatif kontrol
5-6: vanA pozitif Enterococcus spp. izolatlar1 7-8: vanB pozitif Enterococcus spp. izolatlari]

3.3. Antibiyotik direng profillerinin saptanmasi icin disk difiizyon yontemi

[zolatlarin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon
yontemi kullanmilmigtir (Sekil 3.11). Bu amagla yapilan analiz sonuglarina gore
Enterococcus spp. izolatlarinin panelde bulunan sekiz antibiyotige yiiksek oranda
direncli ve/veya orta diizeyde direngli olduklar1 belitlenmistir. izolatlara ait
antibiyotik direng profilleri Cizelge 3.3’de verilmistir. izolatlarin belirlenen
antibiyotik diren¢ profillerine gore, 36 izolatin 26’inin (% 72,2) lic ve iizeri,
yedisinin (% 19,4) bes ve fiizeri, birinin (% 2,8) ise tiim antibiyotiklere direngli

olduklar1 saptanmugtir.
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Sekil 3.5. izolatlara ait Disk difiizyon yontemi

Cizelge 3.3. Enterococcus spp. izolatlarinin antibiyotik direng profilleri

Antibiyotik (nug disk) Enterococcus pozitif izolatlar (%6)

R | S
Eritromisin (E-15) 26 (% 72,2) 10 (% 27,8) -
Kloramfenikol (C-30) 9 (% 25) 18 (% 50) 9 (% 25)
Gentamisin (CN-120) 3(%8,3) 5 (% 13,9) 28 (% 77,8)
Penisilin (P-10) 12 (% 33,3) - 24 (% 66,7)
Streptomisin (S-300) 8 (% 22,2) 5 (% 13,9) 23 (% 63,9)
Vankomisin (VA-30) 20 (% 55,5) 7 (% 19,4) 9 (% 25)
Linezolid (LZD-30) 13 (% 36,1) 13(%36,1) 10 (% 27.8)
Kinupristin/dalfopristin (QD-15) 27 (% 75) 3 (% 8,3) 6 (% 16,7)

R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarlt

Izolatlarin % 72’si eritromisine diren¢ gdstermistir. Eritromisine direngli 26
izolatin 16’s1 E. faecalis, 10’u E. faecium, ti¢ii E. durans, biri E. gallinarum olarak
belirlenmistir. Eritromisine orta derecede direngli 10 izolatin besi E. faecium, {igii
E. faecalis, biri E. casseliflavus, biri E. durans olarak belirlenmistir. Calismada elde
edilen tiim izolatlarin eritromisine direngli ya da orta derecede direngli oldugu

saptanmigtir. Calisma kapsaminda izole edilen E. casseliflavus izolati ¢alisma
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kapsaminda test edilen sekiz antibiyotikten sadece eritromisine orta derecede

direncli, diger antibiyotiklerin hepsine duyarli oldugu saptanmustir.

Izolatlarin % 25’inin  kloramfenikole direngli oldugu saptanmustir.
Kloramfenikole diren¢li dokuz izolatin ii¢i E. faecalis, tici E. faecium, biri
E. durans, biri E. gallinarum olarak belirlenmistir. Kloramfenikole orta derecede
direng gosteren 18 izolatin dokuzu E. faecalis, besi E. faecium, ikisi E. durans olarak

identifiye edilmistir.

Izolatlarin % 8’i gentamisine direnclidir. Gentamisine direng gdsteren iic
izolatin biri E. faecalis, biri E. gallinarum, biri E. durans olarak belirlenmistir.
Gentamisine orta derecede direng gosteren bes izolatin ikisi E. durans, biri
E. faecalis, biri E. faecium olarak saptanmistir. Calismadan elde edilen izolatlarin en

az direngli olduklar1 antibiyotik gentamisin olmustur.

Izolatlarin penisilin antibiyotigine olan direngleri % 33 olarak belirlenmistir.
Penisiline direngli 12 izolatin dordi E. faecium, tcii E. faecalis, ikisi E. durans
olarak belirlenmistir. Calismada elde edilen E. gallinarum izolatinin ¢alismada test
edilen sekiz antibiyotikten sadece penisiline duyarli oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Izolatlarin penisiline direngli ya da duyarli oldugu belirlenmis, orta derecede direng

saptanmamistir.

Izolatlarin % 22’si streptomisine direngli olarak belirlenmistir. Streptomisine
direngli sekiz izolatin dordiiniin E. faecalis, ikisinin E. faecium, birinin
E. gallinarum, birinin E. durans oldugu saptanmistir. Streptomisine orta derecede
direngli bes izolatin ikisi E. faecalis, ikisi E. faecium, biri E. durans olarak

belirlenmistir.

Calismadan izole edilen izolatlarin % 55,5’1 vankomisine direng gostermistir.
Vankomisine direng gosteren 20 izolatin 15’1 E. faecalis, ikisi E. faecium, ikisi

E. durans, biri E. gallinarum olarak belirlenmistir. Vankomisine orta derecede
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direncli yedi izolatin dérdiiniin E. faecium, ikisinin E. faecalis oldugu saptanmustir.
Izolatlardan birinin ¢alisma kapsaminda test edilen antibiyotiklerden sadece

vankomisine kars1 direngli oldugu dikkati ¢cekmektedir.

Izolatlarin linezolid antibiyotigine olan direngleri % 36’dir. Linezolide direngli
13 izolatin yedisi E. faecalis, ikisi E. faecium, ikisi E. durans, biri E. gallinarum
olarak identifiye edilmistir. Linezolide orta derecede direnc¢li 13 izolatin ise yedisi

E. faecalis, dordii E. faecium, biri E. durans olarak belirlenmistir.

Izolatlarm % 75’ kinupristin/dalfopristin antibiyotigine kars1 direng
gostermistir. Calisma  izolatlarinin  en fazla diren¢c gdsterdigi antibiyotik
kinupristin/dalfopristindir. Calismada bu antibiyotige direngli 27 izolatin 15’i
E. faecalis, dordi E. faecium, doérdi E. durans, biri ise E. gallinarum olarak
belirlenmistir. Kinupristin/dalfopristine orta derecede direngli {i¢ izolatin ise tamami
E. faecium izolatlarindan olusmaktadir. izolatlarmn tiir bazinda antibiyotiklere direng

profilleri Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. izolatlarm tiir bazinda antibiyotiklere direng profilleri

izolat TUR E C CN P S VA LZD QD
no
3 E. faecalis R | S S S R R R
4 E. faecalis | S S S S R | R
9 ND R | S S S R | R
10 E. faecalis | S S S | R R R
17 E. faecium | | S S S R | R
19B E. faecium | S S S S | | |
23 E. faecium | | S S | | | |
31 E. faecalis R R S S S R R R
54 E. faecalis R | S S S R | R
56 E. faecium R | S R R S S R
65 E. faecium | S S S S S S S
66 E. faecium R | S S S R | R
74 E. faecalis R | S S S R S R
76 E. faecalis R R R S R R | R
78 E. faecium | | | S S | R S
79 E. faecium R R S R R S S R
80B ND R R | R S S S R
82 E. faecalis R | S S R R R R
83 E. faecalis R R S S | | R R
84 E. casseliflavus | S S S S S S S
85 ND R [ S R S S S S
86 E. durans R | | S | S R R
88 E. faecalis R | S S R R | R
89 E. durans R R R R R R R R
94 E. durans R | | S S R | R
95 E. durans | S S R S S S R
100 E. faecium R R S R S S S S
103 E. faecalis R | S S S R | R
105 E. faecalis | | S R S R | R
106 E. faecalis R S S S S R R R
109A E. faecalis R | | S R R R R
110A E. faecalis R | S R S R S R
111A E. gallinarum R R R S R R R R
114 E. faecium R R S R | | R |
116 ND R S S R S | R R
117A E. faecalis R S S R S | | S

E: Eritromisin, C: Kloramfenikol, CN: Gentamisin, P: Penisilin, S: Streptomisin, VA: Vankomisin,
LZD: Linezolid, QD: Kinupristin/dalfopristin, R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarls;
ND: saptanamamigtir

Tiir bazinda bakildiginda identifiye edilen E. faecalis, E. faecium,
E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. durans izolatlarinin antibiyotik direnglilik
durumlart farklilhik gostermektedir. E. faecalis izolatlarinin 15 (% 94)’i
kinupristin/dalfopristine, 14 (% 87,5)’4i vankomisine, 13 (% 81)’i eritromisine,
yedisi (% 44) linezolide, dordi (% 25) streptomisine, iigii (% 18) kloramfenikole,
tcii (% 18) penisiline direngli iken, sadece biri (% 6) gentamisine direng
gostermistir. E. faecalis izolatlarinin tamaminin vankomisin ve eritromisine direngli

ya da orta derecede direngli oldugu dikkat ¢ekmektedir.
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E. faecium izolatlarindan dordiiniin (% 40) Kinupristin/dalfopristine, ti¢liniin
(% 30) kloramfenikole, ikisinin (% 20) streptomisine, ikisinin (% 20) vankomisine,
ikisinin (% 20) linezolide diren¢li oldugu saptanmistir. E. faecium izolatlarinin
tamaminin eritromisine diren¢li ya da orta derecede direncli oldugu dikkat
cekmektedir. E. faecium izolatlarindan yalnizca biri (% 10) gentamisine orta
derecede direngliyken diger E. faecium izolatlarinin hepsinin gentamisine duyarli
oldugu belirlenmistir. penisiline orta derecede direng gosteren izolat olmadigi,
E. faecium izolatlarinin dordiiniin (% 40) penisiline direngli digerlerinin ise duyarli

oldugu goriilmektedir.

E. durans izolatlarinin tamaminin Kinupristin/dalfopristine direngli oldugu,
yine tim E. durans izolatlarinin eritromisine direngli veya orta derecede direngli
oldugu dikkat ¢ekmektedir. E. durans izolatlarindan birinin (% 25) calismada test
edilen tim antibiyotiklere direncli oldugu belirlenmistir. E. durans izolatlarinin
ticiiniin (% 75) kloramfenikol, gentamisin ve linezolid antibiyotiklerine, ikisinin
(% 50) ise penisilin, streptomisin ve vankomisine direncli veya orta derecede direncli

oldugu saptanmustir.

Calismadan izole edilen E. casseliflavus izolatinin sadece eritromisine orta
derecede direngli oldugu, diger antibiyotiklere duyarli oldugu saptanmistir.
E. gallinarum izolatinin ise penisilin hari¢ tiim antibiyotiklere direncli oldugu dikkat
cekmektedir.
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Sekil 3.6. Disk difiizyon yontemi ile izolatlarda belirlenen vankomisin (VA-30) direnci

3.4. E-Test Yontemi ile Vankomisin izolatlarina Karsi Minimum inhibisyon

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Vankomisine direng gosteren 20 izolat Mueller-Hinton Agar yiizeyine svab
teknigi ile yayilarak, agar yiizeyine vankomisin iceren E-test seritleri yerlestirilmis,

inkiibasyon sonras1t MiK degerleri belirlenmistir (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13).

Sekil 3.7. izolatlara ait E test (MIK: 4 ug/ml) Sekil 3.8. izolatlara ait E test (MiK: 256 pg/ml iizeri)
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MIK degeri CLSI standartlarma gore vankomisin direncli enterokoklar igin
> 32 pg/ml, vankomisin duyarli enterokoklar i¢in < 4 pg/ml olarak kabul edilmistir.
Vankomisine direngli oldugu belirlenen 20 Enterococcus spp. izolatindan iigiiniin
MIK degerinin (% 15) 8 pg/ml, 13’iiniin (% 65) 4 pg/ml, birinin (% 5) 2 ug/ml,
ikisinin (%10) 1 pg/ml, bir izolatin ise vankomisine tamamen direngli oldugu
belirlenmistir. CLSI standartlarina gére belirlenen MIK degerlerine gore direngli ve

duyarli olan VRE izolatlarin sayis1 Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.5. CLSI standartlarina gore belirlenen MIK degerlerine gore direngli ve duyarli olan VRE izolatlarin
sayisl

MIK degeri (ug/ml) Direnclilik durumu  izolat sayis1

>32 R 1
8-16 | 3
<4 S 16

R: Direngli; I: Orta diizeyde direngli; S: Duyarli

Enterococcus spp. izolatlarinin 20’si (% 55,5) vankomisine fenotipik olarak
diren¢ gosterirken, dokuzunun vankomisine genotipik olarak direncli oldugu
belirlenmistir. Izolatlardan altisin (% 16.7) vanA geni, ii¢iiniin (% 8,3) vanB geni,
bir izolatin ise hem vanA hem vanB genleri yoniinden pozitif oldugu saptanmustir.
VanA ve vanB genlerinin izole edildigi toplam dokuz izolatin tamami E. faecalis

olarak belirlenmistir.

[zolatlarin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi amaciyla yapilan analiz
sonuglarina gére Enterococcus spp. izolatlarinin panelde bulunan sekiz antibiyotige
yiiksek oranda direncgli ve/veya orta diizeyde direngli olduklar1 dikkati ¢cekmektedir.
Izolatlarin belirlenen antibiyotik direng profillerinegére, 36 izolatin 26’inin (% 72,2)
ic ve tlzeri, yedisinin (% 19,4) bes ve iizeri, birinin (% 2,8) ise tiim antibiyotiklere
direngli olduklar1 saptanmistir. Enterococcus spp. izolatlarindan % 55,5’inin
vankomisine kars1 direngli oldugu saptanmustir. izolatlarm % 70 ve iizerinde bir
oranla eritromisin ve Kkinupristin/dalfopristine direngli olduklar1 belirlenmistir.

Konuyla ilgili literatiirler incelendiginde, ¢aligma bulgularindakilere benzer ve ayni
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gruplardaki antibiyotiklere karsit diren¢ profillerine sahip olduklar1 goriilmiistiir

(Messi ve ark., 2006; Pesavento ve ark., 2014 ve Trivedi ve ark., 2011).

Calismada fenotipik olarak vankomisine direncli ya da orta derecede direngli
oldugu saptanan tiim izolatlarda MIK degerleri degerlendirilmistir. Bu amagla
yapilan E-test sonuglarina gére Enterococcus spp. izolatlarindan birinin (% 5) MIK
degerinin 256 pg/ml’nin iizerinde oldugu yani yiiksek seviyede vankomisin direnci

(MIK: 64 — 128 pg/ml) gosterdigi belirlenmistir.

VanB geni pozitif izolatlarin ikisi vankomisine direncli iken, birinde
vankomisine orta derecede fenotipik direng goriilmiistiir. Fakat tiim vanB
izolatlarinin vankomisine karst1 MIK degeri 4 pg/ml olarak belirlenmistir. VanA geni
saptanan izolatlarin ikisinin MIK degeri 8 pg/ml iken, dérdiiniin MIK degeri
4 ng/ml olarak tespit edilmistir.

Calismadaki tiim antibiyotiklere diren¢ gdsteren izolatin vankomisine tamamen
direngli oldugu goriilmektedir. Bu izolat disindaki tiim izolatlarda 1-8 pg/ml arasinda
MIK degeri saptanmistir. Vankomisine direngli ya da orta derecede direngli oldugu
saptanan diger 26 izolatin birinde 1 pg/ml, ikisinde 2 pg/ml, 18’inde 4 pg/ml,
dordiinde ise 8 pg/ml MIK degeri belirlenmistir.

VanA geni pozitif ~ izolatlarin tamaminin vankomisin ve
Kinupristin/dalfopristine direngli fakat penisiline ve gentamisine duyarli oldugu
saptanmistir. Yalnizca bir vanA geni pozitif izolat streptomisine orta derecede direng
gostermis, diger vanA pozitif izolatlarin streptomisine duyarli oldugu belirlenmistir.
Yine tiim vanA geni pozitif izolatlar eritromisine direncli veya orta derece

direnglidir.

VanB geni pozitif izolatlarin tamaminin eritromisin ve Kinupristin/dalfopristine

direngli oldugu, yine tiim vanB geni pozitif izolatlarin kloramfenikol, vankomisin ve
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linezolid antibiyotiklerine direngli olduklar1 dikkat ¢ekmektedir. Tiim vanB geni

pozitif izolatlar gentamisin ve penisiline duyarlilik gostermistir.
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4. TARTISMA

Tavuk etlerinde diinya genelinde yapilan c¢alisma sonuglarina gore
Enterococcus spp. prevalansinin oldukg¢a yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu
durumun 6zellikle yetersiz kesim hijyenine bagl karkaslarin digki ve bagirsak icerigi
ile kontamine olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmekdir. Yapilan ¢alismalara gore en
sik rastlanan tiirlerin basta E. faecalis ve E. faecium olmak tizere E. durans, E.hirae,
E. gallinarum, E. casseliflavus oldugu rapor edilmektedir (Kasimoglu Dogru ve ark.,
2010; Lemcke ve Biilte, 2000; Messi ve ark., 2006; Miranda ve ark., 2007 ve
Robredo ve ark., 2000).

Calisma verilerine paralel olarak, Krocko ve ark. (2007) tarafindan 110 et
numunesinde Enterococcus spp. prevelansini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, 15 ¢ig tavuk numunesinin % 19’unun Enterococcus spp. ile kontamine
oldugu, Enterococcus spp. izolatlarinin % 39’u E. faecium, % 23’ E. faecalis, %
15’1 E. casseliflavus, % 4’ii E. durans olarak belirlenmistir. izolatlarm % 44’iiniin
ampisiline, tlim izolatlarin ise tetrasikline direngli oldugu belirlenmistir. E.
casseliflavus izolatlarindan Dbirisinin tetrasiklin, eritromisin ve vankomisin
antibiyotiklerinin iicline birden direncli oldugu saptanmistir. Yine antibiyotik direng

profilleri ¢alismadan elde edilen verilerle paralellik gostermektedir.

Robredo ve ark. (2000) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 1997-1998
yillart arasinda farkli marketlerden toplanan 100 tavuk eti iiriinleri, haglanmis jambon
ve hindi et 6rnegi vankomisine direngli enterokoklar yoniinden analiz edilmis ve
toplam 92 tavuk eti Uriinlerinin 25’inde vankomisine direngli enterokok izole
edilmistir. Calisma verileriyle benzer sekilde, vankomisine direngli enterokoklarin
11°1 E. durans, 10’u E. faecalis, 10’u E. faecium, ikisi E. hirae olarak identifiye

edildigi bildirilmistir.

Calismada izole edilen verilere paralel olarak, Messi ve ark. (2006) yaptiklari

bir caligmada 42 tavuk eti Orneginin 15’inde (% 33,3) vankomisine direngli


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160599001956
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160599001956
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enterokok izole etmislerdir. Calismada elde edilen genotipik direng profillerine
benzer sekilde vankomisine direngli enterokoklarn tamaminda degil, yalnizca
altisinda vanA ya da vanB geni izole edilmistir. Izolatlarin dérdiinde (% 8,9) vanA,

ikisinde (% 4,4) vanB geni izole edilmistir.

Yine Jung ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise 2003
yilinin Mart-Kasim aylar1 arasinda Kore’nin ¢esitli bolgelerinden 100 kanatl eti 50
domuz eti ve 50 sigir eti 6rnegi toplanmistir. Toplam 100 kanathi eti 6rneginin 44’1

ve 50 sigir eti 6rneginin biri vanA pozitif olarak izole edilmistir.

Italya’da yapilan bir calismada 30 sigir eti, 26 tavuk, 24 domuz, 16 hindi ve
4’1 kuzu eti olmak iizere analiz edilen 100 6rnekte enterokok varligi ve izolatlarin
antibiyotik direnci arastirilmistir. Orneklerden elde edilen toplam 45 Enterococcus
spp. izolatinin 17’°si tavuk, 12’si sigir, sekizi domuz, bes, hindi ve {i¢ii domuz eti
Ornegine ait oldugu tespit edilmistir. Enterococcus spp. izolatlarinin 29’u
vankomisine direngli ve 30’u teikoplanine direngli oldugu saptanmistir. Caligsma
verileri ile kiyaslandiginda VRE izolatlarinin daha yiiksek oranda elde edildigi
goriilmektedir. VRE izolatlarinin 13’{iniin tavuk eti, altisinin sigir eti, besinin domuz
eti, li¢liniin hindi eti ve ikisinin kuzu eti 6rnekleri olduklari tespit edilmistir. Elde
edilen enterokok tiirleri dagilimi caligmadaki verilerle benzerlik gdstermektedir.
Enterococcus spp. izolatlarmin 16’sinin E. faecium, 15’inin E. faecalis, ii¢iiniin
E. gallinarum, tigtiniin E. durans, ikisinin E. casseliflavus izolatlar1 olduklari

belirlenmis, geri kalan alt1 izolatin tiirleri belirlenememistir (Pavia ve ark., 2000).

Ayni ¢alismada 29 VRE izolatinin 12’sinin E. faecium, altisinin E. faecalis,
ticiiniin E. gallinarum, ikisinin E. durans, birinin E. casseliflavus izolati oldugu
saptanmistir. Enterococcus spp. izolatlarinin % 17,8’inin ampisiline, % 88,8 unun
metisiline, % 84,4’linilin tetrasikline, % 55,6’smin siprofloksasine, % 42,2’sinin
kloramfenikole, % 15,6’simin rifampine, % 31,1’inin trimetoprim-sulfametoksazole
direncli olduklar1 belirlenmistir. Ortak olarak diren¢ profilleri degerlendirilen
antibiyotik gruplar1 kiyaslandiginda, diren¢ profillerinin daha yiliksek oranda
belirlendigi dikkat ¢cekmektedir (Pavia ve ark., 2000).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160506004387
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Guerrero-Ramos ve ark. (2016) tarafindan Ispanya’da yapilan bir diger
calismada, 80’1 hindi ve tavuk, 40’1 domuz ve 40’1 si8ir eti 6rnegi olmak iizere
toplam 160 6rnek VRE bakimindan incelendigi bildirilmistir. Calisma verilerinden
diisiik oranda VRE prevelansi elde edildigi goriilmektedir. Tiim 6rneklerin 38’inin
(% 23,8) VRE izolat1 oldugu belirlenmistir. VRE izolatlarinin ise 30’unun kanatl eti
Ornegine, altisinin domuz eti Ornegine, ikisinin sigir eti Grnegine ait oldugu
belirlenmistir. Tiir bazinda bakildiginda, ¢alismadaki verilerden farkli olarak yiiksek
oranda E. hirae izolati belirlendigi goriilmektedir. VRE izolatlarinin 14’{iniin
E. faecium, 10’unun E. durans, yedisinin E. hirae, besinin E. gallinarum, ikisinin E.
casseliflavus oldugu PCR yontemi ile belirlenmistir. Kanatli eti 6rneklerinden izole
edilen 30 (hindi ve tavuk) izolatin 10’unun E. faecium, dokuzunun E. durans,
altisinin E. hirae, tigliniin E. gallinarum, ikisinin E. casseliflavus izolatlar1 oldugu
belirlenmistir. Calismadakinden farkli olarak fenotipik ve genotipik diren¢ profilleri
oldukca benzerlik gostermektedir. Elde edilen toplam 38 VRE izolatinin 27’sinin
vanA genine, birinin vanB genine, yedisinin vanCi genine, ikisinin vanCa;z genine

sahip olduklar1 belirtilmektedir.

Ayni galismada, 27 vanA genine sahip Enterococcus spp. izolatinin 10’unun
E. faecium, 10’unun E. durans ve yedisinin ise E. hirae oldugu dogrulanmistir. VanA
pozitif E. faecium izolatlarinin yedisinin kanatl eti, ikisinin domuz eti, birinin sigir
eti orneklerine ait oldugu belirlenmistir. VanA pozitif E. durans izolatlarinin ise
dokuzunun kanatli eti, birinin domuz eti 6rnegine ait oldugu belirlenmistir. VanB
geni ise sadece bir kanatli eti orijinli E. faecium izolatindan izole edilmistir. Yedi
vanCi geni pozitif E. gallinarum izolatinin; ti¢liniin kanatl eti, birinin domuz eti ve
bir digerinin s18ir eti 6rnegine ait oldugu saptanmistir. VanCzss geni ise iki kanatl eti
orijinli E. casseliflavus izolatindan elde edilmistir. Benzer olarak VRE izolatlarinin
antibiyotik direng profilinin belirlenmesi amaciyla disk diflizyon metodu

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

Danimarka’da 2005-2006 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada ise 2209 tavuk
eti ve 907 hindi eti olmak tizere toplam 3116 kanatl eti 6rnegi vankomisin direngli

E. faecalis yoniinden incelenmistir. Hindi eti izolatlarmin tglinde (% 0.,7)
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vankomisin direngli E. faecalis izole edilmis fakat tavuk eti izolatlarindan
vankomisin direngli E. faecalis izole edilememistir. Calisma verileri ile
kiyaslandiginda oldukca diisilk oranda VRE izole edildigi dikkat c¢ekmektedir
(Agerso ve ark., 2008).

Sacramento ve ark (2016) Brezilya’da gerceklestirdikleri bir c¢alismada,
parekende olarak satisa sunulan 542 tavuk eti Orneginin 535’ini (% 98,7)
Enterococcus spp. yoniinden pozitif bulmustur. Calisma verileri ile kiyaslandiginda
tavuk eti Orneklerinde oldukca yiisek oranda enterokok kontaminasyonu dikkat
¢cekmektedir. Yine ¢alisma verilerinden farkli olarak, izolatlarin tiir bazinda dagilimi
oldukga farklilik gostermektedir. Enterococcus spp. izolatlarinin % 61,471
E. faecalis, % 28,7’si E. gallinarum, % 5,1’1 E. casseliflavus, % 2,2’si ise E. faecium
olarak identifiye edildigi bildirilmektedir. Calismada direng profillerinin incelendigi
antibiyotik gruplart benzerlik gostermektedir. Enterococcus spp. izolatlarinda
vankomisinin yani sira gentamisin, streptomisin, teikoplanin, ampisilin, tetrasiklin,
siprofloksasin, eritromisin, kloramfenikol, linezolid, kinupristin/dalfopristin,
daptomisin ve tigesiklin antibiyotik direnglerini incelemistir. Calisma verileriyle
benzer olarak Fenotipik ve genotipik direncler farklilik gostermektedir. Dort
E. faecalis ve iki E. faecium izolatinda vanA geni saptanmis, ayni zamanda bu

izolatlarin ¢oklu antibiyotik direncine sahip olduklar1 belirlenmistir.

Yilmaz ve ark. (2016) tarafindan 100 tavuk numunesinin antibiyotik direng
profiline bakilmis, bu c¢alisma verilerine benzer olarak izolatlarin % 96’sinin
penisilin, ampisilin, vankomisin, teikoplanin, eritromisin, tetrasiklin, siprofloksasin,
kloramfenikol, gentamisin ve trimetoprim/siilfametoksazol antibiyotiklerinden en az
birine diren¢li olduklar1 belirlenmistir. En yiiksek direng profilleri sirasiyla
tetrasiklin, eritromisin, siprofloksasin ~ ve trimetoprim/siilfametoksazol
antibiyotiklerine kars1 % 89, % 59, % 35 ve % 34 oranlarinda saptanmustir. Bir tavuk
izolatinda kloramfenikol hari¢ test edilen tiim antibiyotiklere kars1 direng
belirlenirken, bu calismada ise tiim antibiyotiklere diren¢ gosteren bir izolat elde

edilmistir. Ayn1 ¢alismada, izolatlarin % 40’inda ii¢ ve daha fazla antibiyotige karsi
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coklu dirence rastlanirken, bu ¢alismada ise li¢ ve daha fazla antibiyotige karsi ¢coklu

direng orani % 64 olarak belirlenmistir.

Kasimoglu Dogru ve ark. (2010) tarafindan yapilan bagka bir arastirmada ise,
106 tavuk boyun derisi 6rneginden elde edilen E. faecium izolatlarindan % 25’inin
eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve streptomisine, E. faecalis izolatlarinin
% 44’tunilin ise eritromisin, tetrasiklin ve streptomisine karsi ¢oklu dirence sahip
olduklar1 belirlenmistir. E. faecium izolatlarinin % 44°i ve E. faecalis izolatlarinin

% 90’1n1n 3 ve daha fazla antibiyotige kars1 ¢oklu antibiyotik direnci gostermislerdir.

Biitiin bu c¢alismalarda goriilen farkliliklarin orijinden, cografik farklardan,
calisgma periyodundan, ornekleme prosediirlerinden, Orneklerin  baslangig
kontaminasyonundan, kesimhane hijyeninden, iriinlerde olusan ¢apraz
kontaminasyondan ve metot farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Konuyla ilgili literatiirler incelendiginde, ¢aligma bulgularindakilere benzer ve ayni
gruplardaki antibiyotiklere karsi direng¢ profillerine sahip olduklar1 goriilmiistiir
(Messi ve ark., 2006; Pesavento ve ark., 2014 ve Trivedi ve ark., 2011).

ABD’nin Georgia eyaletinde 2000-2001 yillar1 arasinda yapilan bir ¢aligmada
cesitli et drneklerinde Enterococcus spp. varligi incelenmistir. Incelenen 396 &rnegin
189’unun (% 48) Enterococcus spp. yoniinden pozitif oldugu dogrulanmistir.
Calisma verileri ile kiyaslandiginda tavuk eti 6rneklerinde oldukca yiisek oranda
enterokok kontaminasyonu dikkat ¢ekmektedir. Enterococcus spp. pozitif izolatlarin
22’sinin tavuk eti, 22’sinin sigir eti, 22’sinin domuz eti, 21’inin hindi eti, ikisinin
tiketime hazir gidalardan, ig¢iiniin ise bufalo eti, devekusu eti ve tavuk cigeri
orneklerine ait oldugu saptanmistir. Calismada tavuk eti 6rneklerinin 21°inde (% 95),
hindi eti 6rneklerinin 20 (% 95)’sinde, s18ir eti 6rneklerinin 16 (% 73)’sinda, domuz
eti 6rneklerinin 15’inde (% 68), bufalo eti, devekusu eti ve tavuk cigeri 6rneklerinin

birinde enterokok tiirleri izole edilmistir (McGowan ve ark., 2006).

Enterokok izolatlar1 igerisinde elde edilen baskin tiiriin ¢calisma verilerinde

elde edilen tiir ile ortak oldugu fakat tiir bazinda dagilimin ¢aligma verilerinden
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farklilik gosterdigi dikkat ¢gekmektedir. Et 6rneklerinde 80 pozitif izolat sayisi ile E.
faecalis baskin enterokok tiirii olarak saptanmistir. Tavuk eti drneklerinin 13’iiniin
(% 62) E. faecalis, ikisinin (% 10) E. durans, ikisinin (% 10) E. gallinarum, ikisinin
(% 10) E. hirae, birinin (% 5) E. faecium izolatlar1 oldugu, bir izolatin ise tiirtiniin
belirlenemedigi bildirilmistir. Benzer antibiyotik gruplarina ait direng profilleri
incelenmis, c¢esitli et orneklerinden izole edilen E. faecalis izolatlarmin 41’inin
basitrasin, ikisinin kloramfenikol, ikisinin siprofloksasin, 12’sinin eritromisin,
licliniin flavomisin, 10’unun gentamisin, 20’sinin kanamisin, 53’iiniin linkomisin,
birinin penisilin, 24’{niin streptomisin, 54’{iniin sinersid, 37’sinin tetrasiklin,
13’liniin tilosin direngli olduklart belirtilmistir. Yine et drneklerinden izole edilen
E. faecium izolatlarinin ise dordiiniin basitrasin, ikisinin siprofloksasin, dordiiniin
flavomisin, birinin gentamisin, dordiiniin kanamisin, {giiniin linkomisin, ikisinin
nitroflirantoin, birinin penisilin, ikisinin streptomisin, {i¢iiniin sinersid, ikisinin

tetrasiklin, birinin tilosin direngli olduklar1 bildirilmistir (McGowan ve ark., 2006).

Miranda ve ark. (2007) tarafindan yapilan benzer bir ¢calismada ise, 30’unun
konvansiyonel, 30’unun organik tavuk eti 30’unun ise hindi eti Orneklerinden
olustugu belirtilen toplam 90 kanathi eti 6rnegi Enterococcus spp. yoniinden
incelenmis, izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri degerlendirilmistir. Yine 60’ 1mnin
konvansiyonel, 60’mnin organik tavuk eti ve 60’min hindi eti 6rneginden izole
edildigi belirtilen toplam 180 Enterococcus spp. izolatinin disk diflizyon yontemi ile
antibiyotik direng profilleri belirlenmistir. Elde edilen enterokok tiir dagilimi ¢alisma
verilerinden oldukga farklilik gostermektedir. Konvensiyonel tavuk eti izolatlarinin
% 58,3’tinlin E. durans, % 21,7’sinin E. faecalis, % 1,7’sinin E. avium tirlerine ait
olduklar1 saptanmis, yine izolatlarmn % 1,7 sinin Leuconostoc spp. yoniinden pozitif
olduklar1 ve % 3,3’linlin identifiye edilemedigi belirtilmistir. Organik tavuk eti
izolatlarinin % 36,7’sinin E. faecalis, % 31,7’sinin E. durans, % 6,7 sinin
E. casseliflavus, % 6,7’sinin E. gallinarum, % 1.7’sinin E. faecium tiirlerine ait
olduklar1 saptanmis, yine izolatlarin % 3,3’liniin Leuconostoc spp., % 1,5’inin
Aerococcus spp. yoniinden pozitif olduklari ve % 8,3’liniin identifiye edilemedigi
belirtilmistir. Hindi eti izolatlarmin ise % 56,7’sinin E. durans, % 36.7’sinin

E. faecalis, % 1,7’sinin E. gallinarum tiirlerine ait olduklari, % 5’nin ise Aerococcus
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spp. yoniinden pozitif olduklar1 saptanmistir. Organik tavuk eti Orneklerinde
E. faecalis, hindi ve tavuk eti 6rneklerinde E. durans tiirlerinin en baskin enterokok
tiiri oldugu goriilmektedir. Organik tavuk eti Orneklerinden baskin olarak izole

edilen tiir, bu caligmada elde edilen baskin tiir ile benzerlik gétermektedir.

Ayni ¢alismada konvensiyonel, organik tavuk ve hindi eti drneklerinden elde
edilen Enterococcus spp. izolatlarinin ampisilin, doksisislin, ertiromisin,
nitrofirantoin,  siprofloksasin,  kloramfenikol, eritromisin ve  vankomisin
antibiyotiklerine karsi direng profilleri ¢alismadakine benzer olarak disk difiizyon
yontemiyle belirlenmistir. Vankomisine kars1 direng profilleri ¢alismada elde edilen
verilere kiyasla olduk¢a diisiik olarak belirlenmistir. Organik tavuk etinden izole
edilen Enterococcus spp. izolatlarimin higbirinin vankomisine direngli olmadigi,
% 3,3’linlin vankomisine orta derecede direngli oldugu saptanirken, konvansiyonel
tavuk eti izolatlarinin % 11,7 sinin vankomisine direngli oldugu belirtilmistir. Hindi
etinden elde edilen Enterococcus spp. izolatlarinin ise % 90’inin vankomisine
direngli, % 5’inin orta derecede direngli, % 5’inin ise vankomisine duyarlt oldugu
saptanmistir. Hindi etinden oldukga fazla oranda vankomisin direngli enterokoklarin
elde edilmesi, hindilerin kesime tabi tutulmalarina kadar gecen zamanin tavuklara
oranla olduk¢a uzun olmasi ve kesim hijyeni farkliliklariyla iliskilendirilebilir.
Konvansiyonel tavuk eti izolatlarinin % 5’inin bes veya daha fazla antibiyotige, %
3,3’liniin dort antibiyotige, % 11,7 sinin li¢ antibiyotige direngli oldugu belirtilmistir.
Organik tavuk eti izolatlarmin ise % 3,3’ {i¢ antibiyotige direngli iken % 73’1
paneldeki higbir antibiyotige direng gostermemistir. Hindi eti izolatlarinin % 3,371
dort antibiyotige, % 6,7’si li¢ antibiyotige direng gostermis, % 45’1 ise paneldeki
higbir antibiyotige direng gostermemistir (Miranda ve ark., 2007). Genel antibiyotik
diren¢ profilleri kiyaslandiginda, calismada elde edilen ¢oklu antibiyotik direng
profillerinin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir.

Simjee ve ark., (2002) tarafindan ABD’de yapilan bir baska calismada ise 43’1
tavuk, 32’si hindi eti olmak iizere toplam 75 6rnek Enterococcus spp. yoniinden
incelenmistir. Orneklerden toplam 70 Enterococcus spp. izolati elde edilmis,

izolatlarin 32’si E. faecalis, 33’i E. faecium, dordii E. gallinarum, biri ise E. hirae
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olarak identifiye edilmistir. Kinupristin/dalfopristin antiyotigine kars1 saptanan
direng calisma verilerindeki ayni antibiyotige kars1 olan direng profilleri ile benzerlik
gostermektedir. Kinupristin/dalfopristine direngli (> 4 pg/ml) izolatlarin 27’sinin
E. faecium, t¢liniin E. gallinarum, birinin ise E. hirae tiirlerine ait olduklar1 tespit
edilirken, E. faecalis izolatlarinin higbirinin kinupristin/dalfopristine direngli
olmadiklar1 saptanmistir. Kinupristin/dalfopristine direngli 27 E. faecium izolatinin
23’linlin tavuk, dordiiniin ise hindi eti Orneklerine ait olduklar1 belirlenmistir.
Kinupristin/dalfopristine direngli dort E. gallinarum izolatinin birinin tavuk, ikisinin
hindi eti 6rneklerine; kinupristin/dalfopristine direngli E. hirae izolatinin ise tavuk eti
Oornegine ait olduklar1 tespit edilmistir. Tavuk etinden izole edilen
kinupristin/dalfopristine direngli E. faecium izolatlarinin % 75’inin eritromisin ve
penisiline, tamaminin tetrasikline direngli olduklar1 belirtilmektedir. Tavuk etinden
izole edilen kinupristin/dalfopristine  direngli E.  faecium izolatlarinin
% 13’linlin eritromisine, % 69’unun penisiline, % 75’inin tetrasikline direngli
olduklar1 saptanmistir. Hindi etinden izole edilen kinupristin/dalfopristine direncli
E. gallinarum izolatlarimin ikisinin de eritromisin ve tetrasikline direngli fakat
penisiline duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Tavuk etinden izole edilen
kinupristin/dalfopristine direngli E. hirae izolatinin ise tetrasikline direngli,

eritromisin ve penisiline duyarl olduklar1 belirtilmistir.

Aslam ve ark. (2012) tarafindan Kanada’da yapilan bir ¢alismada 206’°s1 tavuk,
91’1 hindi, 134’1 si18ir, 133 linlin domuz etine ait oldugu belirtilen tolam 564 6rnek
Enterococcus spp. yoniinden incelendigi ve calisma verilerindekinden oldukga
yiiksek oranda E. faecalis kontaminasyonu saptandigi goriilmektedir. Tavuk ve hindi
etlerinden izole edilen Enterococcus spp. izolatlarinin % 94’Uniin, sigir eti
izolatlarmin % 73’linlin ve domuz eti izolatlarinin % 86’sinin E. faecalis olarak
identifiye edildigi bildirilmistir. Calisma verileri ile kiyasklandiginda E. hirae
kontaminasyonu da farklilik gdstermektedir. Sigir eti izolatlarinin % 21’1, domuz eti
izolatlarinin % 8’1, tavuk eti izolatlarinin % 2’si ise E. hirae olarak belirlenmistir.
Sigir ve domuz eti izolatlarinin % 2’si, tavuk eti izolatlariin % 4’tiniin E. faecium

oldugu saptanmis; hindi eti izolatlarinin ise higbirinin E. faecium ya da E. hirae
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olmadigi belirlenmistir. Tavuk eti izolatlarinin E. faecium kontaminasyonu da

calismada elde edilen verilerden oldukg¢a diisiik diizeydedir.

Calismada antibiyotik direng profilleri belirlenen yine benzer gruptaki
antibiyotiklere karsi direng profilleri saptanmistir. Benzer olarak eritromisine ve
diger makrolid grubu antibiyotiklere kars1 direncin oldukea yiiksek oranda saptandigi
belirtilmistir. Hindi eti E. faecalis izolatlarinin % 28’inin, tavuk eti E. faecalis
izolatlarmin % 47’sinin, sigir eti E. faecalis izolatlarinin % 2’si, domuz eti
E. faecalis izolatlarinin % 8’inin eritromisine direngli olduklar1 bildirilmistir. Hindi
eti E. faecalis izolatlarinin % 29’unun tilosine ve % 15’inin kanamisine, tavuk eti
E. faecalis izolatlarinin % 49’unun tilosine ve % 20’sinin kanamisine, tavuk eti
E. faecium izolatlarinin % 11’inin kanamisine direngli olduklar1 tespit edilmistir.
Yine Kinupristin/dalfopristine karsi olan diren¢ de c¢alismaki direng profillerine
paralelik gostermektedir. Tavuk eti E. faecium izolatlarin % 78’inin ve domuz eti
E. faecium izolatlarinin % 50’sinin kinupristin/dalfopristine direngli olduklari
belirlenmistir. Toplam 91 hindi eti E. faecalis izolatmin % 97’sinin
kinupristin/dalfopristine, % 10’unun gentamisine, % 97’sinin linkomisine, % 11’inin
streptomisine, % 90’1n1in ise tetrasikline direncli olduklar1 belirlenmistir. Yine ii¢ ve
daha fazla antibiyotige birden ¢oklu direng saptanan izolatlarin yiizdesi
calismadakilere paralellik gostermekte, hindi eti E. faecalis izolatlarinin % 91°1,
tavuk eti E. faecalis izolatlarinin % 91’1, sigir eti E. faecalis izolatlarinin % 14’0 ve
domuz eti E. faecalis izolatlarinin % 45’inin ii¢ ve daha fazla antibiyotige birden

direngli olduklar1 tespit edilmistir (Aslam ve ark., 2012).

Ankara bolgesinde toplam 106 tavuk boyun derisi 6rneginin 83’tinden (% 78)
Enterococcus spp. izolatlart elde edilmistir. Bu ¢alismadakine kiyasla oldukca fazla
enterokok kontaminasyonu saptanmis olmasi, tavuk boyun derisinin kesim sirasinda
daha ¢ok fekal kontaminasyona maruz kalmasiyla agiklanabilir. Yine enterokok
tiirlerinin dagilimi1 da bu caligmakinden farklilik gdstermis, izolatlarin % 48’inin
E. faecium, % 23’iniin E. durans, % 19’unun E. faecalis, % 6’smin E. gallinarum,
% 1’inin E. hirae, % 1’inin E. mundtii ve % 1’inin E. casseliflavus oldugu tespit

edilmistir. Calismada antibiyotik direng profilleri incelenen yine benzer gruptaki
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antibiyotiklere karsi direng profilleri belirlenmis, benzer sonuglar elde edilmistir.
E. faecalis izolatlarinin tiimiiniin ve E. faecium izolatlarinin % 68’inin streptomisine,
E. faecalis izolatlarinin % 31’inin ve E. faecium izolatlarinin % 21’inin gentamisine
direngli olduklar1 belirlenmistir. E. faecium izolatlarindan % 25’inin eritromisin,
tetrasiklin, kloramfenikol ve streptomisine, E. faecalis izolatlariin % 44’{iniin ise
eritromisin, tetrasiklin ve streptomisine karsi c¢oklu dirence sahip olduklar
belirlenmistir. E. faecium izolatlariin % 44’t ve E. faecalis izolatlarinin % 90’1min
iic ve daha fazla antibiyotige karsi ¢oklu antibiyotik direnci gostermislerdir.
Calismadakinden farkli olarak, izolatlarin higbirinde vanA veya vanB geni

saptanamamustir (Kasimoglu Dogru ve ark., 2010).



100

5. SONUC ve ONERILER

Enterokoklar ¢evrede siklikla bulunmalari, pH, tuz ve sicakliga karsi olan
yiiksek direngleri dolayisiyla gida iiretimi sirasinda inhibe olmayarak iiretimin her
asamasinda kontaminasyona sebep olabilmektedirler. Bu nedenle enterokoklarin
gidalarda bulunmalari, uygun olmayan iiretim kosullarinin ve fekal kontaminasyonun
indikatoriidiir. Gida kaynakli enterokok tiirleri, tastyiciya adapte olabilen genetik
materyallerini degistirebilmeleri ve genetik materyallerini diger mikrorganizmalara
ya da diger enterokok tiirlerine aktarabilmeleri nedeniyle, mevcut genomun
degismesine ve direng genlerinin tasinmasina neden olmaktadirlar. Bu durum gida
kaynakli enterokok tiirlerinin antibiyotik diren¢ genlerinin insanlara aktarilmasinda

olduk¢a 6nemlidir.

Vankomisine kars1 direng, gida kaynakli enterokok tiirleri arasinda en énemli
antibiyotik diren¢ fenotipi olarak bilinmektedir. Vankomisinin de i¢inde bulundugu
antibiyotik grubu olan glikopeptidler, ¢oklu antibiyotik direncine sahip tiirlere ya da
ampisilin, penisilin gibi antibiyotiklere karsi alerjisi olan hastalarin tedavisinde
kullanildiklarindan dolayr klinik Onemleri biiytiktiir. Direng genlerinin gidalar
araciligiyla insanlara aktarilmasi da bu durumun 6nemini ciddilestirmektedir. Bu
nedenle vankomisine direcli enterokoklar halk sagligi acgisindan global bir tehdit

olusturmaktadir.

Diinya c¢apinda nozokomiyal infeksiyonlarin yani sira gida kaynakl
infeksiyonlarin da 6nemli bir etkeni olarak bilinen Enterococcus spp.’nin Tiirkiye’de
tavuk etlerindeki durumunun belirlenmesi, gida giivenligi ve halk sagligi boyutu ile
ilgili bilimsel veri saglanmasi amaciyla yapilan bu ¢alisma, vankomisin direngli

enterokoklarin tavuk etlerindeki kontroliine yonelik ulusal veriler saglamaktadir.

Calisma verileri tavuk etlerinde vankomisin direngli enterokoklarin varligini
arastiran az sayidaki calismalara katkida bulunarak Tiirkiye’de klinik izolatlarda

nozokomiyal infeksiyonlara neden olan vankomisin direngli Enterococcus spp.
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izolasyon ve identifikasyonu iizerine yapilan ¢alismalarin yan1 sira, VRE
infeksiyonlarinin 6niine gecebilmek icin gerekli 6nlemlerin alinmasini saglayacaktir.
Izolatlarin PCR metodu ile tiplendirilmelerinin yapilmasi ile elde edilen vankomisin
direngli suslarin, yapilan farkli calismalarda izole edilen potansiyel insan izolatlari ile
karsilagtirillmast  molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalar i¢in Onemli bir veri

saglayacaktir.

Ozellikle hastane infeksiyonlar1 agisindan 6nem tasiyan vankomisin direngli
enterokoklarla kontamine olmus tavuk etlerinde varliginin ortaya c¢ikarilmasiyla
multidisipliner bir ¢aligma ortami olusturularak olusabilecek infeksiyonlari 6nlemek

icin ulusal kalint1 izleme programlari ile kontrol stratejilerine katkida bulunacaktir.

Vankomisin direncine sahip enterokok infeksiyonlarin sagaltimi halk sagligi
acisindan 6nem tasimaktadir. Enterokokal infeksiyonlarin tedavisi amaciyla gerekli
antibiyogram testleri yapildiktan sonra antibiyotik direncin gelisip gelismemesine
bagl olarak hareket edilmelidir. VRE infeksiyonlarinin tedavisi i¢in son yillarda
VRE’ye kars1 linezolidden dort kat daha diigiik MIC degerine sahip gelecek nesil bir
antibiyotik olan tedizolidin parenteral veya oral yolla kullanimi vanA ve vanB
direncine sahip VRE infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Tedizolid, cfr

genindeki mutasyonla linezolid direngli izolatlara kars1 etkinlik gostermektedir.

Calismada, Ankara’daki marketlerde olarak satisa sunulan 120 adet tavuk
kusbas1 orneklerinden klasik kiiltiir yontemiyle Enterococcus spp. izolasyonu ve
biyokimyasal testler kullanilarak identifikasyonu yapilmis, izolatlar PCR analizi ile
dogrulanmis, pozitif bulunan 6rneklerin multipleks PCR ile Enterococcustiirlerinin
dogrulanmas1 yapilmistir. Calismada tespit edilen E. faecalis, E. faecium,
E. gallinarum izolatlarinin CLSI standartlarina gore eritromisin, kloramfenikol,
gentamisin, penisilin, streptomisin, vankomisin, linezolid, Kinupristin-dalfopristin
antibiyotiklerine karsi direng profilleri tespit edilmistir. E. faecalis ve E. faecium
olarak identifiye edilen tiirler vanA ve vanB direng fenotipleri yoniinden multipleks

PCR analizi yapilarak molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmistir. Vankomisine direng
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ve orta diizeyde direng gosteren tiim suslarda E-test yapilarak MIK degerleri

belirlenmistir.

Calisma verileri diinya genelinde tavuk etlerinde Enterococcus spp.
prevalansin1  belirlemeye  yonelik yapilan c¢alisma sonuglarina  paralellik
gostermektedir. Yine diinya genelinde yapilan g¢alismalara gore en sik rastlanan
tiurlerin E. faecalis ve E. faecium olmasi ¢alisma verileriyle oOrtiismektedir. Elde
edilen veriler Tiirkiye’deki mevcut literatiir bilgisine katkida bulunmakta, aymi
zamanda gida giivenligi ve halk saglhigi acisindan degerlendirilerek daha sonra

yapilacak ¢alismalara katki saglamaktadir.

Calismada multipleks PCR ile elde edilen identifikasyon sonuglarinin
biyokimyasal test sonuglariyla paralel olmasi, PCR’in E. faecalis ve E. faecium
olarak identifiye edilmesi igin etkin ve hizli bir yontem oldugunu gostermistir.
Bunun yani sira, multipleks PCR optimizasyonunun gelistirilebilmesi i¢in daha fazla

calisma yapilabilecegi diistiniilmektedir.

Yiiksek seviyede vankomisin direncinin Enterococcus spp. izolatlarindan
Staphylococcus aureus izolatlarina in vivo ve in vitro ortamda aktarilabildigi yapilan
caligmalarla kanitlanmistir. Calisma sonuglar1 da dikkate alindiginda, vankomisinin
direncinin basta S. aureus olmak tizere diger patojenlere aktarilabilmesi ve
insanlardan elde edilebilecek potansiyel izolatlar ile ilgili kapsamli epidemiyolojik

caligmalara gereksinim duyuldugu sonucuna varilmistir.

Sonug olarak, calismadan elde edilen bulgular incelendiginde tavuk kusbasi
orneklerinin 6nemli diizeyde Enterococcus spp. ile kontamine olduklari, izolatlarin
vankomisine ve diger antibiyotiklere karsi yiiksek seviyede direng gosterdikleri
saptanmigtir. Calismadan elde edilen sonuglarin ulusal kalinti izleme plam
kapsaminda Onem tasiyacagi diisiiniilmektedir. Ozellikle vankomisine direncli
enterokoklarin halk sagligi acisindan biiylik 6nem tagimasi nedeniyle, ciftlikten
sofraya gida giivenligi kapsaminda Enterococcus spp. ile ilgili epidemiyolojik

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Calismada, Ankara’daki marketlerde taze olarak satisa sunulan tavuk kusbasi
orneklerinden klasik kiltir yontemiyle Enterococcus spp. izolasyonu ve
biyokimyasal testler kullanilarak identifikasyonu, izolatlarin PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) analizi ile dogrulanmasi, pozitif bulunan izolatlarin multipleks PCR ile
identifikasyonu, Enterococcus spp. izolatlarmin eritromisin, kloramfenikol,
gentamisin, penisilin, streptomisin, vankomisin, linezolid, Kkinupristin-dalfopristin
olmak lizere 8 farkli antibiyotik diski kullanilarak antibiyotik diren¢ profillerinin
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI) standartlarina gore saptanmasi, E. faecalis ve E. faecium olarak
identifiye edilen tiirlerin vanA ve vanB direng fenotipleri yoniinden multipleks PCR
analizi yapilarak molekiiler karakterizasyonlarinin belirlenmesi, vankomisine direng
gdsteren tiim suslarda E test yapilarak MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu)
degerlerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Bu kapsamda 120 tavuk kusbasi 6rnegi analiz edilmis ve 6rneklerin 36’sinin
(% 30) Enterococcus spp. ile kontamine oldugu belirlenmistir. Caligma sonuglarina
gore Enterococcus spp. olarak belirlenen 36 izolatin 16’s1 (% 44,4) E. faecalis, 10’u
(% 27,8) E. faecium, dordii (%11,1) E. durans, biri (% 2,8) E. gallinarum, biri ise
(% 2,8) E. casseliflavus olarak identifiye edilmis, dort izolat identifiye edilememistir.

Enterococcus spp. olarak belirlenen 36 izolatin altistnin (% 16,7) vanA,
ticiiniin (% 8,3) vanB geni yoniinden pozitif oldugu saptanmistir. VanA ve vanB
genlerinin izole edildigi toplam dokuz izolatin tamammin E. faecalis oldugu
belirlenmistir. Bu izolatlardan bir tanesinin vanA ve vanB genlerinin ikisine de sahip
oldugu belirlenmistir. izolatlarin belirlenen antibiyotik direng profillerine goére, 36
izolatin 26’inin (% 72,2) ¢ ve lizeri, 7’sinin (% 19,4) bes ve iizeri, birinin (% 2,8)
ise tlim antibiyotiklere direngli olduklari saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Vankomisin direngli enterokok (VRE), multipleks PCR,
antibiyotik direng, E. faecalis, E. faecium, vanA, vanB
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SUMMARY

The objectives of this study were to isolate and identify Enterococcus spp.
from chicken 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 identify the Enterococcus spp. isolates by multiplex PCR, to evaluate
the antibiotic resistance profiles of the verified Enterococcus spp. isolates with eight
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 species identified as E. faecalis and E. faecium for vanA and
vanB 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, 120 chicken retail meat samples were analyzed, and
36 (% 30) of the samples were detected as Enterococcus spp. According to the
results, 16 (% 39,7) were isolated as E. faecalis, 10 (% 39,7) were isolated as
E. faecium, four were isolated (%11,1) E. durans, one (% 2.8) was isolated as
E. gallinarum, one (% 2.8)was isolated as E. casseliflavus andfour of the isolates
couldn’t be identified.

Among 36 isolates confirmed as Enterococcus spp., six isolates (% 16,7) were
detected as vanA positive, three isolates (% 26,9) were detected as vanB positive. All
of the nine vanA and vanB positive isolates were confirmed as E. faecalis. One of
these isolates contained both vanA and vanB genes. According to antibiotic
resistance profiles, 26 isolates (% 72,2) were resistant to three and above, seven
isolates (% 19,4) were resistant to five and above, one isolate (% 2,8) was resistant to
all of the eight antibiotics out of 36 isolates.

Keywords: Vancomycin resistant Enterococci (VRE), multiplex PCR, antibiotic
resistance, E. faecalis, E. faecium, vanA, vanB
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VII- Bilimsel Etkinlikleri

Aldig burslar
Odiiller
Projeleri:

TUBITAK (proje no: 113Z407) Ankara’da satisa sunulan tavuk ve hindi kusbasi
orneklerinde vankomisin direncli enterokoklarin varligi ve antibiyotik direngliliginin
belirlenmesi

TUBITAK (proje no:114R104) Sigir, Koyun Karkas ve Pili¢ Boyun Derisi
Orneklerinden Izole Edilen Listeria monocytogenes’lerin Karakterizasyonu ve
Mezbaha Atik Sularindan Elde Edilen Bakteriyofaj Kokteyli Ile Farkli Iki Gida
Modelinde L. monocytogenes'in Biyokontrolii

Verdigi konferans ya da seminerler
Katildig1 paneller (panelist olarak)
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VI1II- Diger Bilgiler

Egitim programi haricinde aldig1 kurslar

Katildig1 egitim seminerleri

Organizasyonunda katkida bulundugu bilimsel toplantilar: Genovate
Diger tiyelikleri



