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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TAVUK ETINDE YUKSEK SEVIYEDE AMINOGLIKOZID DiRENCLI
ENTEROCOCCUS spp. YAYGINLIGI VE AMINOGLIKOZID-MODIFiYE EDICi
ENZIM (AME) GENLERININ BELIRLENMESI

Meltem YALCIN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miithendisligi Anabilim Dal

Danmisman: Prof. Dr. Yasin TUNCER

Bu c¢alismada, Antalya ve Isparta illerinden temin edilen 112 tavuk eti 6érneginde
yuksek seviyede aminoglikozid direngli (YSAD) Enterococcus yayginhgr ve
aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) geni varligl arastirilmistir. Ayrica
izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri ile gentamisin ve streptomisin minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) da belirlenmistir. Bu ¢alismada toplam 32
YSAD Enterococcus susu izole edilmistir. 32 YSAD izolatinin 7’si yiiksek seviyede
gentamisin direngli (YSGD) ve 25’i yiiksek seviyede streptomisin direngli
(YSSD)'dir. izolatlar tiire 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve 16S rDNA dizi
analizi ile E. faecium (18, % 56.25), E. faecalis (5, % 15.63), E. durans (5, % 15.63), E.
avium (3, % 9.37) ve E. casseliflavus (1, % 3.12) olarak tanimlanmistir. Disk
difiizyon testi sonucu, YSAD Enterococcus izolatlarinin en duyarli oldugu
antibiyotiklerin ampisilin (% 93.75), linezolid (% 93.75), penisilin G (% 90.62),
teikoplanin (% 90.62), nitrofurantoin (% 78.12), vankomisin (% 75) ve
kloramfenikol (% 68.75) oldugu saptanmigtir. izolatlarinin en direngli oldugu
antibiyotiklerin eritromisin (% 96.87), minosiklin (% 96.87), streptomisin (%
96.87) ve tetrasiklin (% 96.87) oldugu belirlenmistir. Izolatlarin tamami ¢oklu
antibiyotik direncine sahip bulunmustur. YSAD Enterococcus izolatlarinin
gentamisin ve streptomisin MiK degerlerinin sirasiyla 16 ile >4096 ve 64 ile >4096
pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir. 32 YSAD Enterococcus izolatinin 18’inin (%
56.25) hem YSSD hem de YSGD olduklari tespit edilmistir. PZR denemeleri sonucu
YSAD Enterococcus izolatlarinin 1 ile 5 arasinda degisen sayida AME geni icerdigi
tespit edilmistir. YSAD Enterococcus izolatlarinda en sik rastlanan AME genlerinin
ant(6')-la (% 87.5, 28/32), aph(3’)-llla (% 78.13, 25/32),) ant(4')-la (% 68.75,
22/32), aph(2")-Ib (% 62.5, 20/32), aac(6')-le-aph(2")-la (% 21.88, 7/32) ve
aph(2")-Ic (% 9.38, 3/32) oldugu tespit edilmistir. izolatlarinin hicbirinde aph(2")-
Id genine rastlanilmamistir. Sonug olarak bu calisma, tavuk eti 6rneklerinde YSAD
Enterococcus varligin1 gostermistir. YSAD Enterococcus izolatlar tiiketici saghgi
acisindan risk teskil edebilir. Ayrica, bu suslar yiiksek seviyede aminoglikozid
direnci ile iliskili genlerin yayilmasinda rezevuar gorevi gorebilir.

Anahtar Kelimeler: Tavuk eti, Enterococcus, yliksek seviyede aminoglikozid
direnci, aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) genleri, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR)
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

PREVALENCE OF HIGH LEVEL AMINOGLYCOSIDE RESISTANT (HLAR)
ENTEROCOCCUS SPP. IN CHICKEN MEAT AND DETECTION OF THEIR
AMINOGLYCOSIDE-MODIFYING ENZYME (AME) GENES

Meltem YALCIN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Yasin TUNCER

In this study, the prevalence of high level aminoglycoside resistant (HLAR)
Enterococcus in chicken meat obtained from Antalya and Isparta provinces and
presence of aminoglycoside-modifying enzyme genes (AMEs) were investigated.
Antibiotic resistance profiles and minimum inhibition concentration (MIC) values
were also determined. A total of 32 HLAR Enterococcus strains were isolated in this
study. Seven out of 32 HLAR isolates are high level of gentamicin resistant (HLGR)
and 25 out of 32 HALR isolates are high level streptomycin resistant (HLSR).
Isolates were identified as E. faecium (18, 56.25%), E. faecalis (5, 15.63%), E. durans
(5, 15.63%), E. avium (3, 9.37%) ve E. casseliflavus (1, 3.12%) by species-specific
polymerase chain reaction (PCR) and 16S rDNA sequence analysis. As a result of the
disc diffusion test, HLAR Enterococcus isolates were found to be most susceptible to
ampicillin (93.75%), linezolide (93.75%), penicillin G (90.62%), teikoplanine
(90.62%), nitrofurantoin (78.12%), vancomycin (75%) and chloramphenicol
(68.75%). All isolates were found to have multiple antibiotic resistance. Gentamicin
and streptomycin minimum inhibitory concentration (MIC) values of HLAR isolates
were detected chancing in the ranged from 16 to >4096 and 64 to >4096 pg/mlL,
respectively. Eighteen out of 32 HLAR isolates were identified as both HLGR and
HLSR. PCR results showed that HLAR Enterococcus isolates contain AME genes
ranging of number from one to five. The most common AME genes in HLAR
Enterococcus isolates were ant(6')-la (87.5%, 28/32), aph(3')-llla (78.13%,
25/32),) ant(4')-1a (68.75%, 22/32), aph(2")-Ib (62.5%, 20/32), aac(6')-Ie-aph(2")-
la (21.88%, 7/32) ve aph(2")-Ic (9.38%, 3/32). The aph(2")-Id gene was not
detected in any of the isolates. In conclusion, this study showed the presence of
HLAR Enterococcus in chicken meat samples. In addition, these isolates can act as a
reservoir in the dissemination of genes associated with high levels of
aminoglycoside resistance. HLAR Enterococcus isolates may pose a risk to
consumer health. In addition, these strains can act as a reservoir for the
dissemination of genes associated with a high level of aminoglycoside resistance.

Keywords: Chicken meat, Enterococcus, high level aminoglycoside resistance,
aminoglycoside-modifying enzyme (AME) genes, polymerase chain reaction (PCR)
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1. GiRiS

Enterokoklar, Gram pozitif ve katalaz negatif koklar olup, ekosistem icinde
toprakta, suda, bitkilerde, gidalarda, hayvanlarin ve insanlarin deri,
gastrointestinal ve iirogenital sistemlerinin dogal florasinda bulunabilen, ayni
zamanda c¢ig gida maddeleri ile cesitli fermente gidalardan da siklikla izole
edilebilen, homofermentatif laktik asit bakterileridir. Enterokoklar farklh
sicaklik ve pH derecelerine dayanikli olmalarinin yaninda ekstrem tuz
konsantrasyonunda da gelisebilme yeteneklerinden dolay1 fermente gidalardan
ylksek siklikla izole edilebilirler. Enterokoklar firsat¢i patojenler olup beslenme
ve bakim sartlarinin uygun olmadig1 kosullarda hayvanlarda septisemi, iiriner
sistem infeksiyonu, endokardit, ishal ve otitis eksternaya neden olabilirler.
Enterokoklarin patojenitesine katkida bulunan 6nemli faktorlerin basinda bu
bakterilerin antibiyotiklere karsi gosterdikleri diren¢ gelmektedir (Facklam,
1999; Hirsh ve Biberstein, 2004; Koch, 2004; Cariolato vd., 2008; Ozden Tuncer
vd., 2013; Yogurtcu ve Tuncer, 2013, Tuncer vd., 2014; Demirgiil ve Tuncer,
2017; Hanchi vd., 2018).

Enterokoklar klinik olarak 6nemli temel antibiyotiklere kars1 dogal (intrensek)
ve kazanilmis dirence sahip olabilirler. Enterokoklar basta beta laktamlar ve
aminoglikozidler olmak tizere bir¢cok antibiyotige dogal direnglidir. Bazi
antibiyotiklere de c¢ok cabuk diren¢ gelistirirler (Garrido vd., 2014). Dogal
diren¢ Ozellikleri tire ozgudir, enterokok tiirlerinin tiimiinde bulunan
kromozomal direnci ifade eder. Kazanilmis diren¢ ise, genellikle bir DNA
mutasyonu ya da yeni bir DNA segmentinin transferi sonucunda gelisir.
Enterokoklarda yeni DNA segmenti transferinden en sik sorumlu olan

mekanizma konjugasyondur (Sardan, 2004).

Antibiyotik direncliligin bakteriler arasinda yayilmasi global diizeyde endiseye
yol acmaktadir. Hayvan yetistiriciliginde bilin¢siz ve kontrolsiiz antibiyotik
kullanimi1 kommensal bakterilerde klinik olarak 6nemli ilaglara karsi direng
gelisiminin ve bu direncin yayillmasinin temel sebebi oldugunu

disiindirmektedir (Mathur ve Singh, 2005). Yararli mikrofloray1 olusturan
1



laktik asit bakterilerinin klinik olarak 6nemli aminoglikozid grubu ilaglara karsi
diren¢ kazanmasi ciddi endise uyandirmaktadir (Jackson vd., 2010). Gentamisin
ve streptomisin klinik uygulamalarda kullanilan iki 6nemli aminoglikozid grubu
liyesi antibiyotiktir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile Diinya genelinde ytliksek
seviyede gentamisin (HLGR) (MIK>500 ug/mL) ve streptomisin direngli (HLSR)
(MIK>2000 pug/mL) bakterilerin izole edildigi rapor edilmistir (Niu vd., 2016).

Aminoglikozidler yasami tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisinde, tedavi
yontemlerinin énemli bir bileseni olmustur. Bu nedenle bakterilerde ytiksek
seviyede aminoglikozid direncinin yayginlasmasi enfeksiyonlarin tedavisinde
sorunlara yol ag¢ma riskini beraberinde getirmektedir. Ne yazik ki
antibiyotiklerin etkinligi, direncinin artmasi ve yayginlasmasi ile azalmaktadir.
Bazi durumlarda direnc¢ seviyeleri neredeyse antibiyotikleri yararsiz hale
getiren noktaya ulasir. Cok sayida iilke insan tedavisinde kullanimi tercih edilen
baz1 antibiyotiklerin hayvan yetistiriciliginde uygulanmasini yasaklamistir.
Aminoglikozidler 6ncelikle Gram negatif aerobik basiller, stafilokoklar ve diger
Gram pozitiflerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir (Yao
ve Moellering, 2007). Bununla birlikte, aminoglikozidlerin Gram-pozitiflere
kars1 kullanildiginda da, sinerjik etki gosterdikleri, 3-laktamlar veya vankomisin
gibi diger antibiyotikler ile kombinasyon halinde kullanilmasi 6nerilmektedir
(Eliopoulos, 1989; Scaglione vd. 1995; Yao ve Moellering, 2007). Bundan dolay1
tedavi edici ve korucuyu olarak ciftlik hayvanlarinda kullanimi tavsiye
edilmektedir (Jaimee ve Halami, 2016). Aminoglikozidlere karsi bakteriyel
diren¢ mutasyonlar, bozulmus tasima ve aktarilabilir diren¢ ile meydana
gelmektedir (Ramirez ve Tolmasky, 2010). Genel olarak enterokoklar, duisiik
hiicresel gecirgenliklerinden dolay1 aminoglikozidlere kars1 orta seviyede dogal
direnc¢ gosterirler. Gram pozitif bakterilerde en sik karsilasilan aminoglikozid
direnc bicimi aminoglikozid-modifiye edici enzimleri (AMEs) kodlayan genlerin

kazanimidir (Bismuth ve Courvalin, 2010; Niu vd., 2016).

Geg¢mis yillar boyunca enterokoklar 6zellikle antibiyotik direncinin gelisimi ve
yayillhimi ile ilgili bircok calismaya konu olmuslardir. Besi hayvanlarinda

biiylimeyi artiric1 ilaglarin  sik  kullanilmasi sonucu hayvan kaynakh
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enterokoklarda antibiyotik direncinin artmasina ve bu direncin insanlardaki
enterokoklarda da yayillmasina neden olmustur. Giinimize kadar ytuksek
seviyede aminoglikozid direncinin fosfotransferazlar (APHs), asetiltransferazlar
(AACs) ve niikleotidiltransferazlar (ANTs) olmak tlizere 3 farkli aminoglikozid-
modifiye edici enzim grubunun aktivitesi sonucu gercgeklestigi belirlenmistir
(Garrido vd., 2014; Niu vd, 2016). Streptomisin disindaki biitiin
aminoglikozidlere kars1 diren¢ aac(6')-le-aph(2")-la geni tarafindan kodlanan
iki fonksiyonlu bir aminoglikozid-modifiye edici enzim olan AAC(6')-APH(2")
araciigl ile gerceklesmektedir. aac(6')-le-aph(2")-Ia geni yiiksek seviyede
gentamisin ve kanamisin direnci ile iligkilidir. Tek fonksiyonlu aminoglikozid-
modifiye edici enzimleri kodlayan aph(2")-Ib, aph(2")-Ic ve aph(2")-1d genleri
yliksek seviyede gentamisin, aph(3’)-Illa, ant(4')-la ve ant(6')-la genleri ise
gentamisin disindaki c¢esitli aminoglikozidlere karsi direncten sorumludur

(Vakulenko vd., 2003; Jaimee ve Halami, 2016; Niu vd., 2016).

Yapilan bu tez ¢alismasinda Isparta ve Antalya illerinden temin edilen tavuk eti
orneklerinde yiiksek seviyede aminoglikozid direncgli enterokok suslarinin
varliginin tespiti, izolatlarin tiir diizeyinde tanisi, antibiyotik direng profillerinin
belirlenmesi, gentamisin ve streptomisin minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) degerlerinin saptanmasi ve aminoglikozid modifiye edici enzim
genlerinin varliginin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastirilmasi

amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1.Enterokoklarin Genel Ozellikleri

Glinimiuzde “enterokoklar” olarak adlandirilan bakteriler énceleri “fekal orijinli
streptokoklar” olarak siniflanlandirilmistir. 1984 yilina kadar Streptococcus
cinsi icinde smiflandirilan enterokoklar ilk kez 1989 yilinda Thiercelin
tarafindan yeni bir cins olarak tanimlanmistir. DNA-DNA ve DNA-rRNA
hibridizasyon deneyleri sonucunda, S. faecalis ve S. faecium’un streptokoklardan
ayrilarak Enterococcus cinsine aktarilmasi oOnerilmistir. Bu cins igindeki
bakteriler daha sonra E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, E. casseliflavus,
E. malodoratus, E. hirae, E. gallinarum, E. mundetii, E. raffinosus, E. solitarius ve E.
pseudoavium gibi c¢esitli tlrlere ayrilmistir. Ayrica son yillarda E.
haemoperoxidus, E. villorum, E. phoeniculicola, E. canis, E. moraviensis, E.
columbae ve E. cecorum gibi yeni tiirler de enterokok cinsi icinde tanimlanmistir

(Koneman vd., 2005).

Enterokoklar, insan ve hayvan bagirsak sisteminde dogal olarak bulunan ve aym
zamanda farkli hayvansal kaynakli gidalardan da siklikla izole edilen laktik asit
bakterileridir (LAB). Enterokoklar farkl sicaklik ve pH derecelerine dayanikli
olmalarinin yaninda ekstrem tuz konsantrasyonunda da gelisebilme
yeteneklerine sahiplerdir. Ayrica bazi tiirleri bakteriyosin lireterek fermente
gidalarin raf 6mrini ve stabilitesini arttirabilirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 pek
cok arastirmaci enterokoklarin starter veya yardimci kiltir olarak
kullanilabilecegini bildirmistir (De Vuyst, 2000; Eaton ve Gasson, 2002; Ross
vd., 2002; Vancanneyt vd., 2002; Linaje vd., 2004). Enterokoklarin fermente
gidalarda starter kultir olarak aktif rol almasinin yani sira bagisiklik sistemi
zayiflamis insanlarda bakteriyemi, endokarditis, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi
nozokomiyal hastaliklara sebep olduklar1 bilinmektedir. Enterokoklar primer
patojenler olarak degerlendirilmezler ancak antimikrobiyal ajanlara karsi
yuksek direnc¢ gosterme yeteneklerine bagh olarak Diinya capinda nozokomiyal

patojenler olarak ortaya ¢ikmaktadirlar (Linden ve Miller, 1999).



Enterokoklar Gram-pozitif, spor olusturmayan, katalaz ve oksidaz negatif,
fakiiltatif anaerob ve kok morfolojisine sahiptirler (Songer ve Post, 2015).
Enterokoklar sivi besiyeri ortamlarinda 0.6-2.0 x 0.6-2.5 mm ciftli ya da zincir
seklinde olup, endospor olusturmazlar. Optimum gelisme sicakliklar1 35 °C
olmakla beraber bu cins icerisinde yer alan bircok tiir 10 °C ile 45 °C arasinda
gelisme gosterebilir. Yeni tanimlanmis tirler; E. dispar, E. sulfureus, E.
malodoratus ve E. moraviensis 45 °C'de, E. cecorum ve E. columbae 10 °C’de
gelisme gosterememektedir. Enterokoklar % 6.5 NaCl varliginda ve ortam
pH’sinin 9.6 olmasi durumunda gelisebilmelerinin yani sira 60 °C'de 30 ve 60
dakika 1s1 uygulamasina karsi da direnglidirler. Istisna olarak E. avium, E.
saccharominimus, E. cecorum ve E. columbae tiirleri % 6.5 NaCl varliginda yavas
gelisme gosterirler veya hi¢ gelismezler. Eskulini hidrolize edebilen
enterokoklar ayni zamanda 1,3,5-trimetil-tetrazolyum kloriiriic  (TCC)
indirgeyebilirler (Franz vd., 1999; Klein, 2003; Foulquié Moreno vd., 2006;
Fisher ve Phillips, 2009).

Enterokoklarin besin gereksinimleri komplekstir (Holt vd., 1994).
Gelisebilmeleri i¢in gerek B grubu vitaminlere ve gerekse bazi temel amino
asitlere pek cok Gram pozitif bakteriden daha fazla gereksinim duyarlar
(Hayaloglu ve Erginkaya, 2001). Belirli tiirlerin tireme faktorii olarak bazi
spesifik aminoasitlere gereksinim duymalarindan dolay1 bu spesifik
aminoasitlerin nicel olarak belirlenmesinde test organizmas1 olarak
kullanilmaktadirlar. Enterokok tirleri cogunlukla a ve y hemolitik aktiviteye
sahiptir. Lancefield serolojik D grubunda yer alan enterokoklar laktozu
fermente edebilirler, arabinoz pozitif ve piirivat negatiftirler (Willey vd., 1999).
Karbonhidratlar1 fermente ederek L (+) laktik asit olustururlar ancak gaz
olusturmazlar ve bu 6zelliklerinden dolay: tipik homofermentatif LAB olarak
bilinirler (Klein vd., 1998; De Vuyst, 2000; Morgen ve Hill, 2002; Doming vd.,
2003; Linaje vd., 2004).



2.2.Gidalarda Enterokoklar

Enterococcus cinsi lyesi bakterilerin pastorizasyon sicakliklarina direng
gostermeleri ve farkli maddeler ve gelisim kosullarina (diisiik ve yiiksek 1si,
yliksek pH ve tuz) adaptasyon yetenekleri, bunlarin ¢ig materyalden (et veya
stit) Uretilen gidalarda ve 1sil islem gormis gidalarda bulunmasina imkan
tanimaktadir. Bundan dolayi, enterokoklar fermente gidalarin 6zellikle de
fermente peynir ve etlerin mikrobiyotasinin 6énemli bir kismi olustururlar
(Cetinkaya ve Mus, 2010). Enterokoklar ¢evrede ¢ok genis bir alana yayilmis
olup, ekosistem icinde memeliler, kuslar, kanatlilardan, insan ve hayvan
sindirim sisteminden, topraktan, yiizey sularindan, bitkilerden ve cesitli
fermente gidalardan siklikla izole edilmektedirler (Devriese ve Pot, 1995;

Siimerkan, 2002; Strompfova vd., 2008; Kim vd., 2018).

Organik ¢ikartilar ile dogaya yayilan ve fiziki sartlara karsi gosterdikleri direng
sebebiyle in-vitro sartlarda uzun stre canlihigimm devam ettirebilen
enterokoklardan 6zellikle E. faecium ve E. faecalis tirleri, gidalardan en sik
izole edilen ve gida proseslerinde yer alan en 6nemli enterokok tiirleridir
(De Vuyst vd., 2003; Klein, 2003; Togay vd., 2014; Hammad vd., 2015; Hashem
vd., 2015). Gidalarda lipolitik, esterolitik aktivite gostermelerinin yani sira,
sitrattan yararlanma ve ugucu aromatik bilesikleri olusturma gibi 6zellikleri
sebebi ile gida mikrobiyolojisi acisindan da 6nemli endiistriyel
mikroorganizmalardir. Ayrica, bazi gidalarin tat, renk, koku gibi organoleptik
ozelliklerini iyilestirmekte ve gelistirmektedirler. Bu sebeple, diger LAB ile
birlikte fermente siit ve et iriunlerinde dogal starter kiiltir olarak
kullanilmaktadirlar (Miiller vd., 2001; Giraffa, 2002; Hugas vd., 2003; Maschieto
vd., 2004).

Enterokoklar probiyotik olarak gida frinlerinde genis kullanim alanina
sahiptirler. Bunlarin yan1 sira enterokoklar laktik asit liretmelerinden dolay1
peynir yapiminda baslatici kiiltiir olarak da kullanilir. Peynirlerden, et ve et
uriinlerinden ve diger yiyeceklerden izole edilebilirler (Facklam ve Teixeria,

1998; Charles vd., 2001; Billstroma, 2008). Bundan dolay1 arastirmalarin biiytik
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bir kismi, enterokok suslarinin geleneksel peynirler ve et tlrinlerindeki
kullanilabilirligi tizerine yogunlasmistir (De Vuyst vd., 2003; Foulquié Moreno
vd., 2006; Gomes vd., 2010; Pirouzian vd. 2010). Enterokoklar genellikle
giivenli kabul edilen (GRAS - Generally Recognized As Safe) mikroorganizmalar
statiisiinde degildirler. Gida yoluyla alinan antibiyotik direncli suslarin, insan
bagirsak florasinda bulunan diger bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasina

yol acabilecegi diistiniilmektedir (Dogru vd., 2010).

Et ve siit iriinlerinde enterokoklarin varligit ve tanimlanmasina iliskin
sonuglarin yer aldig1 c¢esitli arastirmalar bulunmaktadir. Yapilan cesitli
calismalar peynir, sosis, siyah zeytin, degisik tip tursular, bazi Afrika ve
Dogu Asya kokenli geleneksel fermente gidalarda enterokok suslarinin
fermentasyonun baglatilmasinin yani sira, iiriiniin tipik yapisal ve organoleptik
ozelliklerinin gelistirilmesinden de sorumlu oldugunu gostermistir (Centeno vd.,
1996; Hamad vd. 1997; Yousif vd., 2005; Yoon vd. 2008). Enterokoklar
fermente gida trilnlerinin organoleptik 6zellikleri izerine olumlu katkilarinin
yaninda laktik asit ve bakteriyosin iiretme yetenekleri ile de gida teknolojisi
acisindan onem arz etmektedirler. Son yillarda enterokoklarin starter veya ek
kiltir olarak kullanimi ile ilgili yapilan c¢alisma sayis1 giderek artmaktadir

(Togay ve Temiz, 2011).

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan bir¢ok calismada gida drneklerinden
yuksek oranda enterokok cinsi tyesi tirlerin izole edildigi gostermistir
(Devriese vd., 1995; Giraffa vd., 2002; Chingwaru vd., 2002; Bodil ve Klein,
2003; Cosentino vd., 2004; Moreno vd., 2006; Tansuphasin vd., 2006; Gomes vd.,
2008; Koluman vd., 2009; Citak vd., 2009; Riboldi vd., 2009; Tuncer, 2009;
Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Avci ve Ozden Tuncer, 2017; Kim vd., 2018).
Devriese vd. (1995), taze ve hazir gida 6rneklerinde yaptiklar1 ¢calismada izole
ettikleri 161 enterokok izolatinin 94’tinii (% 58.3) E. faecalis, 71’ini (% 44.1) E.
faecium ve 15’ini (% 9.3) de E. hirae veya E. durans olarak tespit etmislerdir.
Giraffa vd. (2002), E. faecalis ve E. faecium tirlerinin yapilan bir¢ok arastirmada
gidalardan en fazla izole edilen mikroorganizmalar oldugunu belirtmislerdir. E.

durans, E. gallinarum, E.mundtii ve E. raffinosus tirlerinin ise daha az siklikta
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izole edildigini bildirmislerdir. Chingwaru vd. (2002), Botsvana'nin bagkenti
Gaborone’de yaptiklar: bir ¢calismada 342 gida 6rneginden (227 stt, 57 sigir eti
ve 58 tavuk) 1467 enterokok izole etmislerdir. Izolatlarin % 46.1'i E. faecalis, %
29’u E. faecium olarak tespit edilmistir. E. casseliflavus (% 7.6), E. gallinarum (%
7.4), E. avium (% 5.5), E. durans (% 2.1), E. hirae (% 2.0) ve E. mundtii (% 0.3) de
izole edilen diger enterokok tiirleri arasindadir. Benzer olarak Bodil ve Klein
(2003), yapmis oldugu bir ¢calismada, enterokoklarin bir¢ok gidada, 6zellikle de
hayvansal orijinli gidalarda bulundugunu ve E. faecium’un fermente gidalardan
siklikla izole edildigini bildirmislerdir. ispanya’da gerceklestirilen bir ¢alismada,
kegi siitlii 6rneklerinin % 63.6’sindan enterokok izole edildigi ve bu izolatlarin E.
faecalis ve E. faecium’a ait oldugu bildirilmistir (Cocconcelli vd. 2003).
Cosentino vd. (2004), deneysel olarak iiretilen Fiero Sardo peynirinden izole
ettikleri 118 enterokok susunun 84’linii E. faecium, 24’ini E. durans ve 10’unu
E. faecalis olarak tanimlandigini rapor etmislerdir. Moreno vd. (2006), peynir,
balik, sosis, dana kiyma ve domuz etinden ¢cogunlukla E. faecium ve E. faecalis
tiirlerini izole etmislerdir. Dondurulmus 103 hayvansal (tavuk, karides) gida
orneginin kullanildig1 calismada, 113 enterokok izolatinin iginden en ytiksek
siklikta E. faecalis (% 28.9) ve E. faecium (% 8.8) tiirlerinin izole edildigini
bunun yani sira E. durans (% 4.2), E. raffinosus (% 0.8) ve diger tiirlerin de (%
4.6 oraninda E. avium, E. mallodoratus, E. hirae ve E. gallinarum) bulundugunu
bildirmislerdir (Tansuphasin vd., 2006). Gomes vd. (2008), yapmis olduklari
calismada et, siit ve sebzeden en fazla izole edilen Enterococcus tiriiniin E.
faecium oldugunu, bunu takiben E. faecalis, E. casseliflavus ve E. gallinarum
tiirlerinin geldigini rapor etmislerdir. Ulkemizde ise Koluman vd. (2009), et,
peynir, yogurt, hazir tiiketilen gidalar (burger, pizza, siitlu tatlilar, salatalar vb.)
ve baharatlardan olusan toplam 200 gida oOrneginin 100inin (% 50)
Enterococcus spp. (baslica E. faecalis ve E. faecium) ile kontamine oldugunu
tespit etmislerdir. Fisher vd. (2009), yapmis olduklar bir ¢alismada, sosislerde
ve peynirlerde Enterococcus kontaminasyonunun daha siklikla oldugunu, bu
gidalarin 1s1l islem goérdigi icin raf dmirlerinin daha uzun stireli oldugunu
bildirmislerdir. Citak vd. (2009), Ankara’da cesitli siipermarketlerde satisa
sunulan 120 dondurulmus et ve sebze orneginden toplam 63 (% 52.5)

enterokok tiirii izole etmislerdir. Arastirmacilar izolatlarin 40’11 (% 63.4) fekal
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enterokok olarak tanimlamis ve bunlardan en ytiksek siklikta E. faecalis (28, %
70) ve E. faecium (12, % 30) tiirii tyelerini tanimlamistir. Diger enterokok
tiirlerinin ise E. hirae (7, % 11.1), E. durans (6, % 9.5), E. gallinarum (4, % 6.4), E.
mundtii (4, % 6.4) ve E. raffinosus (2, % 3.2) oldugunu tespit etmislerdir.
Brezilya’'da yapilan bir ¢alismada incelenen ¢ig sebze, ¢ig et, pastorize siit ve siit
Urlinlerinden (peynir) izole edilen 56 Enterococcus susunun 27’si E. faecalis,
23’0 E. faecium ve 6’s1 Enterococcus spp. olarak tanimlanmistir (Riboldi vd.,
2009). Tuncer (2009), tarafindan yapilan ¢alismada tulum peynirinden 17 E.
faecium, 11 E. faecalis, 11 E. durans olmak iizere toplam 39 Enterococcus cinsine
ait izolat elde edildigi bildirilmistir. Yogurtcu ve Tuncer (2013), 32 tulum
peynirinden izole ettikleri 47 enterokok izolatinin 21’inin E. faecium, 14’iniin E.
durans ve 12’sinin E. faecalis oldugunu belirtmislerdir. Avc ve Ozden (2017), 33
farkli peynir 6rneginden 11 bakteriyosin lreticisi Enterococcus izole etmis,
6’si1 E. faecium ve 5’'ini E. faecalis olarak tanimlamiglardir. Kim vd. (2018),
Gliney Kore’de yaptiklar: calismada 144 tavuk karkasindan (72 geleneksel ve 72
organik tavuk) izole edilen 104 Enterococcus susundan 70’i E. faecalis, 15'i E.
hirae, 8'i E. faecium, 6’s1 E. durans, 4’i E. casseliflavus ve 1'i E. avium olarak

tanimlanmistir.

Et ve et iirtinleri insan beslenmesinde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Et ve et
urtnleri patojen mikroorganizmalarin rahatlikla tireyebilecegi ve gelisimlerini
surdurebilecekleri oldukc¢a uygun bir ortamdir. Fermente edilmis et tirtinleri ise,
diisiik pH ve su aktivitesi, diisiik nem icerigi ve yiiksek tuz konsantrasyonu ile
uzun raf émriine sahip dayanikl trtlinlerdir (Denktas, 2017). Enterokoklarin
fermente gidalarin iretiminde dogal starter mikroorganizmalar olarak
endiistriyel amach kullanimlarinin yan sira, kesimhanelerdeki bozuk hijyen
sebebi ile de iriinlerde kolonize olabildikleri ve fermentasyon amaci ile
bekletilme esnasinda da ¢ogalarak baskin hale gelebildikleri tespit edilmistir
(Wegener vd., 1997; Giraffa, 2002; Papamanoli vd., 2003). Yapilan bir ¢alismada,
Enterococcus spp. sayisinin c¢ig etlerde 102-10* kob/g araliginda oldugu
belirlenmistir. Bu bakterilerin sicaklik, pH ve tuzlamaya kars1 oldukca direngli
olduklarindan, islenmis triinlerde hizla ¢ogalarak bozulmaya neden olduklari ve

gidalarin fermentasyonu sirasinda ¢ogaldiklar: rapor edilmistir (Giraffa, 2002).
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Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan bir¢ok ¢alismada ¢ig et ve fermente et
trunlerinde yiiksek oranda enterokok cinsi ityesi tiirlerin oldugu ve
enterokoklarin bu iriinlere has karakteristik 6zelliklerin kazandirilmasinda
olumlu rol oynadiklar bildirilmistir (Franz vd., 1999; Giraffa, 2002; Papamanoli
vd., 2003; Hugas vd., 2003; Fontana vd., 2009; Barbosa vd., 2009; Kinley vd.,
2010; Karabiyik, 2011; Yiiceer ve Ozden Tuncer, 2015). Enterokoklar fermente
etlerin 6zellikle sucuklarin fermentasyonu sirasindaki baskin mikrobiyotay:
olustururlar. Fermente triinlerin olgunlastirilmasi sirasinda istenen metabolik
ve teknolojik ozellikleri kazanabilmeleri icin Enterococcus cinsi bakteriler,
ozellikle de E. faecium ve E. faecalis suslar1 fermente sucuklarin iiretiminde bazi
LAB ile birlikte kullanilan starter kiiltiirler arasinda yer almaktadir (Eaton ve
Gasson, 2001; Leroy vd., 2003; Linaje vd., 2004; Psoni vd., 2006; Enginkaya vd.,
2007).

Sucuklarda yapilan bazi arastirmalarda, fermente et {lrtlinlerindeki enterokok
varliginin, o6zellikle, E. faecium’un, sucuk aromasina glikolitik, proteolitik ve
lipolitik aktiviteleri ile katkida bulundugu, taze etlerde kirmizi renk olusumunda
rol oynadigi, sucuk lretiminde starter kiltiir olarak 6zellikle de E. faecium
CTC492'nin kullanilmasi halinde, bu susun islem sonuna kadar etkinligini
surdurdugu tespit edilmistir (Hugas vd., 2003a). Yine Hugas vd. (2003b)
tarafindan yapilan bir baska calismada, Alman ve italyan fermente sosislerinde
olgunlastirma prosesinin sonunda hem starter kiiltiir kullanilan, hem de starter
kiiltiir kullanilmayan sosislerde enterokok sayisinin 103-10> kob/g araliginda
oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar sosislerin olgunlastirilmasi sirasinda
enterokoklarin varligini bu bakterilerin tuza olan yiiksek toleranslarindan ve
genis sicaklik araliklarinda gelisebilme yeteneklerinden ileri geldigini
bildirmislerdir. Papamanoli vd. (2003), fermente sosis orneklerinden izole
LAB'nin % 4’tintin Enterococcus cinsi tiyesi oldugunu bildirmislerdir. Sustackova
vd. (2004), tarafindan yapilan bir calismada et iriinlerinden izole edilen
bakteriler arasinda enterokoklarin yiiksek oranda bulundugu ve tespit edilen
enterokok izolatlarinin % 67’sinin E. faecalis, % 13.7’sinin E. faecium tiirliine ait
oldugu belirtilmistir. Martin vd. (2005), fermente sosisler lizerine yaptiklar: bir

calismada sosislerden izole edilen Enterococcus tiirleri arasinda E. faecium’un en
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sik izole edilen tiir oldugunu tespit etmislerdir. Adana’da yapilan bir ¢alismada
cesitli market ve kasaplardan temin edilen 20 adet sucuk 6rneginden E. faecium,
E. durans ve E. avium tiirleri izole edildigi bildirilmistir (Karatas, 2005).
Pedonese vd. (2005), Italya’nin Toskana bélgesinde inceledikleri 57 ¢ig ve
islenmis et 6rneginin 3’liniin (2’si tavuk etinden hamburger ve 1'i Italyan
salami) vankomisine direngli enterokoklar1 icerdigini ve tim izolatlarin E.
faecium olarak tanimladigini rapor etmislerdir. Foulquié Moreno vd. (2006),
peynir, balik, sosis, dana kiyma ve domuz etinden ¢ogunlukla E. faecium ve E.
faecalis tirlerini izole etmislerdir. Messi vd. (2006), et ve ¢cevresel orneklerde
vankomisin direncli enterokoklarin dagilimini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 59
et izolatinin glikopeptid direngli enterokok icerdigini belirlemislerdir. Yine
Savasan vd. (2008), tarafindan balik etlerinden izole edilen bakterilerin 26’sinin
E. faecalis susu oldugu rapor edilmistir. Arjantin’de yapilan bir c¢alismada,
fermente sosis drneklerinden izole edilen enterokok tiirlerinin yiiksek oranda E.
faecium (% 56) ve E. faecalis (% 17) tiirline ait suslar oldugu bildirilmistir. Bu
iki tiirtin disinda E. durans, E. casseliflavus ve E. mundtii tiirline ait suslarin ise
daha diistik sayida izole edildigi rapor edilmistir (Fontana vd., 2009). Barbosa
vd. (2009), yapmis oldugu calismada, fermente etlerden izole edilen 182
Enterococcus izolatindan 76’sinin E. faecalis, 44’iniin E. faecium, 1’inin E.
casseliflavus ve 31’'inin Enterococcus spp. oldugunu bildirmislerdir. Valenzuela
vd. (2009), yapmis oldugu calismada, hayvansal gidalardan izole edilen 25
Enterococcus izolatinin 16’sim1  E. faecium, 9'unu E. faecalis olarak
tanimlanmustir. islenmis hayvansal iiriinlerle yapilan bir baska calismada ise
Salmonella ve Enterococcus varlhigl arastirilarak kullanilan driinlerin %
81.3'linden Enterococcus cinsi liyesi tirler izole edilmistir (Kinley vd., 2010).
Ulkemizde yapilan bir calismada, fermente et iiriinlerinden izole edilen 134
Enterococcus izolatinin 79’u E. faecium, 35'i E. faecalis, 13’ E. gallinarum, 5'i E.
durans, 1'i E. avium ve 1'i E. hirae olarak tespit edilmistir (Karabiyik, 2011).
Ulkemizde yapilan bir baska calismada ise, fermente dogal sucuk érneklerinden
izole edilen 65 LAB’den 25’inin Enterococcus cinsi iiyesi oldugu tespit edilmistir.
izole edilen enterokok suslarinin 24’iiniin E. faecium ve 1’inin ise E. faecalis
oldugu belirlenmistir (Yiiceer ve Ozden Tuncer, 2015). Demirgiil ve Tuncer

(2017) yapmis oldugu calismada, sucuktan 60 Enterococcus susu izole etmis,
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bunlar1 E. faecium (44 sus), E. faecalis (7 sus), E. hirae (5 sus), E. durans (2 sus),
E. mundtii (1 sus) ve E. thailandicus (1 sus) olarak tanimlamistir. Akpinar
Kankaya (2017), Turkiye genelinde farkli illerden temin edilen ¢esitli hayvansal
gidalardan (340 adet) vankomisin direncgli enterokoklarin (VRE) izolasyonu
sonucunda, 47 muhtemel VRE izolatindan 3'ini E. casseliflavus, 21’ini E.

gallinarum ve 2’sini E. casseliflavus/E. gallinarum olarak tanimlamistir.

2.3. Enterokoklarda Antibiyotik Direng

Enterokoklarin insan sagligi acisindan dikkat ¢cekmesinin énemli nedenlerinden
biri antibiyotiklere karsi gosterdikleri direnctir. Ekstrem cevresel kosullara
adaptasyon yetenegi yliksek bakteriler olan enterokoklarin bir¢ok antibiyotige
karsi dogal diren¢ gostermelerinin yani sira klinik olarak énemli farkli grup
antibiyotiklere karsi da kolaylikla diren¢ kazanabilmeleri bu bakterilerin
patojenitesini artirmaktadir (Yogurtgu, 2011; Abauelnaga vd. 2016). Son
yillarda antibiyotige direncli enterokok suslarina gidalarda yaygin olarak
rastlanilmaktadir. Antibiyotik direncli enterokok suslar1 et iriinlerinde, st
urunlerinde, hazir gidalarda ve hatta probiyotik olarak kullanilan suslarda dahi
gorilmektedir. Enterokoklarda antibiyotik direncinin gelismesinde rol
oynayan en onemli faktorlerden birisi, antibiyotiklerin hayvansal gidalarda
katki maddesi olarak kullanilmasinin yayginlasmasidir (Sallem vd. 2016).
Hayvansal gida, diski kontaminasyonuyla cevrede su ve toprakta enterokoklarin
yayllmasina ve buradan da insana direngli bakterilerin bulasmasina neden
olmaktadir. Ayrica, besi hayvanlarinda biiytimeyi artirici ilaglarin sik kullanimi
da hayvansal gidalardan izole edilen enterokoklarda antibiyotik direncinin
artmasina neden olmustur. Antibiyotiklerin kontrolsiiz bir sekilde hayvan
beslenmesinde gelisim arttirici olarak kullanilmasi, direngli E. faecium tiirlerinin
ortaya ¢ikmasinda selektif ajan roli tasimaktadir (Cocconcelli vd., 2003; Malek

vd., 2012; Sallem vd., 2016).

Enterokoklar bircok antibiyotige kars1 tiire 06zgli olarak dogal direng
gostermelerinin yani sira, mutasyona ugrayarak ve plazmidler, transpozonlar ve

kromozomlar tizerindeki diren¢ genlerine bagh olarak kazanilmis dirence de
12



sahip olabilmektedirler. Bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi
klinikte karsilasilan en 6nemli sorunlardan biridir (Basustaoglu, 2004; Sardan,
2004). Sefalosporinler, aminoglikozidler, polimiksinler, linkomisin ve
klindamisine karsi olusan diren¢ dogal diren¢ olarak tanimlanmaktadir.
Makrolidler, tetrasiklinler, kloramfenikol, trimetoprim sulfametoksazol,
rifampin, aminoglikozidler, glikopeptidler (vankomisin ve teikoplanin vb.) ve
ampisiline karsi olusan dirence ise kazanilmis diren¢ denilmektedir. Ampisilin,
vankomisin ve gentamisin, ¢oklu antibiyotige direncli enterokoklarin
tedavisinde klinik olarak en yaygin kullanilan antibiyotiklerdir (Franz vd., 1999;
Isleroglu vd., 2008).

Bir antibiyotige karsi direngli olan mikroorganizmanin, benzer sistem ile etki
eden diger antibiyotiklere karsi da direngli olmasi c¢apraz direng¢ olarak
adlandirilir. Genellikle eritromisin, neomisin, kanamisin gibi benzer 6zellikteki
antibiyotikler arasinda gorilmektedir (Yalanca, 2009). Enterokoklarda
gectigimiz son yillar igerisinde ortaya ¢ikan kazanilmis antibiyotik direncinde,
ozellikle yiiksek diizey aminoglikozid direnci, 3-laktamlar ve glikopeptidlere
direng artan oranlarda bildirilmektedir. Hiicre duvarina etkili ajanlara direncli
olan ya da yiiksek seviyede aminoglikozid direncine sahip izolatlar
kombinasyon tedavisinin sinerjistik etkisine diren¢ gosterecekleri icin daha da
ciddi problem olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Dolayisiyla bu grup amtimikrobiyal
ajana karsi diren¢ durumunun belirlenmesi, antibiyotik kombinasyonlar: ile
sinerji elde edilip edilmeyecegini gostermesi bakimindan tedavi yontemini
belirlemeye yardimci olacaktir. Bir veya birden fazla aminoglikozide yiiksek
diizeyli diren¢ gosteren enterokok izolatlar1 artan siklikla bildirilmektedir

(Teixeira vd., 2009; Channaiah vd., 2010).

2.3.1. B-laktam direnci

B-laktam direnci, Enterococcus cinsi bakterilerin tipik 6zelligidir. Enterokoklar
B-laktam antibiyotiklere kars1 hem dogal hem de kazanilmis diren¢ gosterirler
(Shepard ve Gilmore, 2002; Miller vd. 2014). Enterokoklar [-laktam

antibiyotiklere karsi karakteristik olarak tolerans gosterirler. Yani tedavi
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dozunda MIK orani 32'nin iizerindedir. Bu da p-laktam antibiyotiklerin
enterokoklara karsi bakterisidal degil, bakteriyostatik etkili oldugunu
gostermektedir. Enterokoklar (3-laktamlara genellikle streptokoklardan yaklasik
olarak 100 kat daha az duyarhidir (Shepard ve Gilmore, 2002). Enterokoklarin
iki ayr1 diren¢ mekanizmasi ile [-laktam antibiyotiklere diren¢ kazandigi
saptanmistir. Bunlardan birincisi siklikla E. faecium suslarinda goriilen,
kromozomal olan ve penisilin afinitesinin azalmasi sonucu PBP 5’in miktari ile
orantili olarak ortaya ¢ikan direnctir (Derbentli, 1998). PBP5 sentez yeteneginin
kaybi, penisiline direngli suslarin, duyarli hale gelmesine neden olmaktadir.
Ikinci diren¢ mekanizmasi ise [-laktamaz iiretimidir. B-laktamaz {ireten
enterokoklar nadiren izole edilirler. B-laktamaz olusturan sus ilk olarak 1981
yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde tanimlanmistir (Derbentli, 1998; Lefort
vd., 2000). B-laktamaz iiretimini kodlayan transfer edilebilir plazmid, ayni
zamanda yiiksek derecede gentamisin direncini de kodlamaktadir (Sood vd,
2008). Bu enzim Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tarafindan yaygin bir

sekilde tretilir (Giilay, 2003).

2.3.2. Glikopeptid direnci

Ik defa enterokoklarda glikopeptidlere karsi direnci Uttley vd. (1988)
bildirmistir. Sonraki yillarda ise tim diinyada gorilmeye baslanmistir.
Turkiye’de bildirilen ilk VRE bulgusu Timer vd. (1998), tarafindan
bildirilmistir. Vankomisin ve teikoplanin klinik enfeksiyonlarin tedavisinde
siklikla kullanilan glikopeptid grubu iyesi antibiyotiklerdir. Nozokomiyal
enfeksiyonlardan izole edilen enterokoklar arasinda s6z Kkonusu bu
antibiyotiklere direncli suslar tanimlanmistir. Glikopeptid grubu antibiyotikler
Gram pozitif bakterilerin sebep olduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilirken, Gram negatif bakterilerin lipit membranindan penetre
olamamalar1 nedeniyle, bu grup tlizerinde etkili degillerdir. Bu sinifa dahil olan
antibiyotikler, coklu antibiyotik direncine sahip mikroorganizmalara karsi
kullanilmalarinin yanisira ampisilin ve penisilin gibi diger antibiyotiklere karsi
alerjik reaksiyonlar gosteren kisilerde de kullanildiklari i¢in klinik olarak biiytik

oneme sahiptirler. Ayni zamanda, glikopeptid antibiyotikler nozokomiyal
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enfeksiyonlarda siklikla son tedavi secenegi olarak kullanilmaktadirlar (Giraffa,

2002).

Glikopeptid antibiyotikler, hiicre duvari sentezinde peptidoglikan polimerlerini
olusturacak onciil maddelerden olan D-ala-D-ala terminal ucuna baglanir ve
hiicre duvar: sentezini bozarlar. Vankomisin direngli enterokoklar (VRE) ise
ligaz enzimi ile D-ala-D-ala ucunun yapisini degistirir ve D-ala-D-laktat veya D-
ala-D-serin haline getirirler. Boylece bu uca vankomisinin baglanma yetenegi
cok azalir ve hiicre duvar1 sentezi devam eder. Gilinlimiize kadar enterokok
tiirlerinde glikopeptid direnci ile ilgili olarak vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vang,
vanL, vanM ve vanN olmak lizere toplam 9 gen tanimlanmistir (Miller vd., 2014).
Onceleri fenotipik olarak, MIK degerlerine gore smiflandirma yapilirken
giinimtiizde ise spesifik ligaz genlerinin varligina gore smiflandirma
yapilmaktadir (Garrido vd., 2014). VanA, VanB, VanD ve VanM tipi direncte D-
ala-D-ala-laktat; VanC, VanE, VanG, VanL ve VanN tipi direncte ise D-ala-D-ala-
serin sentezlenmektedir (Miller vd., 2014). Enterokoklardaki en iyi tanimlanmis

diren¢ mekanizmasi ise VanA tipidir (Perez-Hernandez vd., 2002).

2.3.3. Makrolid, linkozamid ve streptogramin direnci

Makrolid, linkozamid ve streptograminler ribozomun 50S alt initesine
baglanarak protein sentezini inhibe ederler. Bu antibiyotiklere karsi direnc,
ribozomal RNA'nin metilasyonundan sorumlu erm(B) geni, asetiltransferaz
enzimi ya da akis pompasi mekanizmalariyla gerceklesmektedir. Makrolid
grubu antibiyotikler insanlarda ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmakla
birlikte 6zellikle eritromisin veya penisilin alerjisi olan hastalarda ilk segcenekler

arasina girmektedir (Jensen vd., 1999).

2.3.4. Kinolon direnci

Kinolon direnci gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara
baglh olarak gelisen siprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin ve enoksasin dahil

enterokok suslarinin ¢ogunda orta seviyede goriilmektedir (Li, 2005; Ak¢imen,
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2010; Miller vd., 2014). Ancak cesitli mekanizmalarla yliksek diizeyde direng
kazanabilir. Bakterisidal etki inokiilim miktarina baghdir. Gram pozitif
bakterilere karsi daha etkili olan yeni florokinolon grubu antibiyotikler
tiretilmistir. Bu yeni florokinolonlar arasinda enterokoklara karsi en etkili olan
ajan klinafloksasin olarak bulunmustur (Cetinkaya vd., 2000). 20 upg/mL
ampisilin ve 1 pg/mL Kklinafloksasin kombinasyonunun bakterisidal etkili

oldugu gosterilmistir (Gavalda vd., 2003).

2.3.5. Kloramfenikol direnci

Enterokoklarin kloramfenikol direnci, asetiltransferazlar (yatay gen transferine
sahip ve plazmidler tarafindan kodlanan stafilokokal cat genleri) ve akis
mekanizmasiyla iliskilendirilmektedir.  Enterokoklarin %  20-42’sinin
kloramfenikole direngli oldugu ve diren¢ mekanizmalar1 arasinda en sik
rastlananin kloramfenikol asetiltransferaz iiretimi oldugu bildirilmistir (Sardan,

2004).

2.3.6. Oksazolidinon direnci

Bu grubun ilk lyesi olan linezolidler, Gram pozitif bakterilere karsi1 yiiksek
antimikrobiyel aktivite gosterir. VRE enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanimi
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (US Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan onaylanan linezolidler; vankomisin, ampisilin, florokinolon,
kloromfenikol, rifampin ve makrolidler gibi diger antibiyotiklerle birlikte ¢coklu
antibiyotik direnci gozlenen enterokoklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Coklu
antibiyotik direnci gosteren enterokoklarin olusturdugu enfeksiyonlarda,
oksazolidinon grubu antibiyotik olan linezolid iyi bir alternatif tedavi yontemi

olarak kullanilmaktadir (Garrido vd., 2014; Miller vd., 2014).

2.3.7. Rifampin direnci

Enterokokal enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok kullanilmamasina ragmen,

rifampin direnci enterokoklarda sik goriiliir. Bu duruma enterokok kaynakli
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olmayan enfeksiyonlarin tedavisinde rifampin kullanilmasinin yani sira farkh
faktorlerin de etkili oldugunu diisiindiirtmektedir. Rifampin direncinin diger
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi sirasinda komensal mikrofloranin bu
antibiyotige maruz kalmasindan dolay1 ortaya ¢iktigi dustiniilmektedir
Rifampin, RNA polimerazin beta alt (unitelerini baglayarak mRNA
transkripsiyonunu engeller ve bakteri gelisimini inhibe eder (Garrido vd., 2014;

Miller vd., 2014).

2.3.8. Tetrasiklin direnci

Tetrasiklin direnci enterokoklarda konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en
tipik ornegidir (Frazzon vd. 2010). Klinik kaynaklar ve hayvanlardan izole
edilen enterokoklarda siklikla goriilen tetrasiklin direnci ribozomun 30S alt
linitesine baglanarak, aminoagil-tRNA’y1 bloke ederek protein sentezini inhibe
eder. Direncten sorumlu tetM, tetO, tetN ve tetlL gibi c¢cok sayida gen
tanimlanmistir. tetl geni bir plazmidde tasinir. Bu genler efluks sistemini
kodlayabildigi gibi ribozomal kaynakli dirence de neden olabilir (Klare vd.,
2003). Ayrica rifampin, kinopristin-dalfopristin ve linezolide karsi da direng

gelisebilir (Robert ve Mollering, 2005).

2.3.9. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozid antibiyotikleri, aminoasitlere baglanmis aminosiklitol
cekirdegine (streptamin, 2-deoksistreptamin veya streptidin) glikozidik
baglarla karakterize olan kompleks bir bilesiktir. Buna ek olarak, amino
sekerlere bagli olmayan bir aminosiklitol olan spektinomisin veya aminosiklitol
foraminini iceren bilesikler gibi diger bilesikler de bu ailenin i¢cinde bulunur
(Bryskier, 2005; Veyssier ve Bryskier, 2005). Aminoglikozidler oncelikle Gram
negatif aerobik basiller, stafilokoklar ve diger Gram pozitiflerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Yao ve Moellering, 2007).
Bununla birlikte, aminoglikozidler Gram pozitiflere karsi kullanilirken, sinerjik

etki gosterdikleri [3-laktamlar veya vankomisin gibi diger antibiyotikler ile
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kombinasyon halinde kullanilmasi da o6nerilmektedir (Eliopoulos, 1989;

Scaglione vd., 1995; Yao ve Moellering, 2007).

Aminoglikozid direnci ayni hiicrede es zamanli olarak bulunabilen c¢esitli
mekanizmalar yoluyla olusur. A¢iklanan mekanizmalar, hedefin 16S rRNA veya
ribozomal proteinlerin mutasyonu ile modifikasyonunu icermektedir (O’Connor
vd., 1991; Galima vd., 2005). 16S rRNA'nin metilasyonu, bircok aminoglikozid
lireten organizmada ve klinik suslarda bulunan bir mekanizmadir (Galimand

vd., 2005; Doi ve Arakawa, 2007).

Aminoglikozidler yasami tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisinde, 6nemli tedavi
yontemlerinden biri olmustur. Aminoglikozid direncinin artmasi ve yayilmasi ile
etkinlikleri azalmistir. Aminoglikozidlere karsi diren¢ gésteren pek ¢ok bilinen
mekanizma arasinda enzimatik modifikasyon, klinik ortamda en yaygin olanidir.
Aminoglikozid modifiye edici enzimler (ntikleotidiltranferazlar,
fosfotransferazlar veya asetiltransferazlar) 2-deoksistreptamin cekirdeginin
veya seker parcalarinin farkli -OH ve -NH: gruplarindaki modifikasyonunu
katalize ederler. Enterokoklarda aminoglikozid direnci 3 sekilde meydana
gelmektedir. Birinci diren¢ sistemi biitiin enterokoklarda goriilir. Bu sistem
enterokoklarin dusiik hiicresel gecirgenligi sayesinde aminoglikozidlere orta
diizeyde dogal diren¢ gostermelerine neden olur. Ikinci diren¢ mekanizmasinda
aktif eflux pompalari ile ilacin hiicre disina tasinmasi esasina dayanir. Uclincii
diren¢ mekanizmasinda ise enterokoklar aminoglikozid modifiye edici enzimler
ile antibiyotigi modifiye ederler. Bu durum enterokoklarin aminoglikozidlere
kars1 yiiksek seviyede direng¢ gostermelerine neden olmaktadir (Ramirez ve
Tolmasky, 2010). Aminoglikozidlere karsi olan diren¢ MIK degeri > 2000 pg/mL
oldugu durumlarda yiiksek seviye direncten bahsedilmektedir. Yiiksek diizey
antibiyotik direnci 30S ribozomal alt birimine ait proteinlerin sentezinin
etkiledigi mutasyonlar nedeniyle gorilmektedir. Yiksek diizey direng
antibiyotik molekillerini inaktive edebilen enzim liretimi ile saglanir. Yiiksek
diizeyde aminoglikozid direncini saptamak icin disk difiizyon, agar diliisyon ve
broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilmaktadir (Murray, 1998; Cetinkaya

vd., 2000; Ramirez ve Tolmasky, 2010).
18



Enterokoklarda yiiksek diizey aminglikozid direncinin ¢ikis1 streptomisin ile
ilgilidir (Garrido vd., 2014). Streptomisin direnci streptomisin adeniltransferaz
tretimiyle iligkilidir ve streptomisin direncine sahip kiiltiirler gentamisine
karsi duyarl kalmaktadir (Cetinkaya vd., 2000; Sood vd., 2008). Streptomisine
kars1 yiiksek seviye diren¢ (MIK> 2000 pg/mL) ribozomal olarak da
gerceklesebilir yani ribozomlarin streptomisin inhibisyonuna direncli hale
geldigi bir mutasyondan kaynaklanabilmektedir. Streptomisin disindaki
aminoglikozidlere kars: yliksek diizey direncten genelde iki fonksiyonlu enzim
olan ve gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin ile kanamisine direng
olusumunu saglayan 6'asetil transferaz- 2"fosfotransferaz -AAC(6')-APH(2")-
enzimi sorumludur. Gentamisin direnci, streptomisin hari¢ diger
aminoglikozidlere olan direncin iyi bir gostergesidir. Bu diren¢ siklikla iki
fonksiyonal ilmege sahip enzimin {retimi sonucu sekillenmektedir. Bu
domainlerden biri 2"-fosfotransferaz aktivitesine digeri ise 6'- asetiltransferaz
aktivitesine sahiptir. Bu kombine enzimatik aktivite yiiksek seviyede dirence
ve/veya streptomisin harig¢ ticari olarak piyasada olan tiim aminoglikozidlere
sinerjik dirence neden olur. Bu cift fonksiyonel enzimi kodlayan aph(2")-
la/aac(6')-Ie diren¢ geninin daha Once stafilokoklardaki gentamisin direng
geninin sekansiyla ayni oldugu belirlenmistir (Courvalin vd., 1980). Bu nedenle
enterokoklardaki gentamisin direncinin stafilokoklardakiyle ayni transpozon
tuzerinden kodlandig1 dustinilmektedir. Enterokoklar gentamisin ve
streptomisine karsi farkli sekillerde direng¢ gosterdiginden, antibiyotik direng

testlerinde iki antibiyotigin de incelenmesi 6nem tasimaktadir (Murray, 1998).

Periplazmik aralik veya sitoplazmada yerlestirilmis en az 12 aminoglikozid
modifiye edici enzim (AME) tamimlanmistir. Enzimler ekstraseliiler olarak
salinmazlar ve hiicre icine girmemis antibiyotikleri etkilemezler. Bunlar esas
olarak amino gruplarini asetile eden tli¢ asetiltransferaz olan AAC(2'), AAC(3),
AAC(6'); hidroksil gruplarim1 adenile eden dort adeniltransferaz olan ANT(2"),
ANT(3"), ANT(4'), ANT(6) ve hidroksil gruplarin1 fosforile eden bes
fosfotransferaz olan APH(3'), APH(2"), APH(3"), APH(6), APH(5") enzimleridir.
Bu enzimler antibiyotikleri kesin olarak inaktive etmezler; fakat

aminoglikozidlerin hiicre icine girislerini zayiflatirlar ve ribozomlara
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baglanmalarini inhibe ederler (Lortholory vd., 1995). Aminoglikozid modifiye
edici enzimlerden aminoglikozid N-asetiltransferazlar (AAC'ler), yaklasik
10.000 protein igerir. N-asetiltransferaz enzimleri, alict1 molekiil icindeki -NH>
gruplarini asetil koenzim A'y1 verici substrat olarak kullanarak katalize ederler.
AAC'ler, 1 [AAC(1)], 3 [AAC(3)], 2 '[AAC(2")] veya 6 '[AAC(6')] konumlarindaki
asetilasyon katalizoriini olustururlar (Vetting vd., 2005). AAC(6') enzimleri en
yaygin olanidir, Gram negatiflerde oldugu kadar Gram pozitiflerde de
bulunurlar (Centron ve Roy, 2002). Aminoglikozid O-niikleotidiltransferazlar
(ANT'ler) ise, aminoglikozid molekiiliindeki bir AMP grubunun dondr substrat
ATP'den ve hidroksil grubundan transferini katalizleyerek aminoglikozidlerin
inaktivasyonuna aracilik ederler. 6 [ANT(6)], 9 [ANT(9)], 4 '[ANT(4")], 2
"[ANT(2")] ve 3 "[ANT(3")] adenilasyonunu katalize eden bes ANT sinifi vardir
(Ramirez ve Tolmasky, 2010). Bunlardan ANT(3") enzimi en yaygin bulunan
ANT enzimidir (Hollingshead ve Vapnek, 1985). Aminoglikozid modifiye edici
enzimlerden aminoglikozid O-fosfotransferazlar (APH'ler), bir fosfat grubunun
aminoglikozid molekiiliine transferini katalize ederler. Bahsedilen siniflar
sunlardir: APH(4), APH(6), APH(9), APH(3'), APH(2"), APH(3"), APH(7")
(Wright ve Thompson, 1999). Bunlarin icinden APH(2") enzimi Gram

pozitiflerde gentamisine direngte 6nemli bir rol oynamaktadir (Toth vd., 2009).

20



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tavuk eti ornekleri

Tez g¢alismasi kapsaminda biyomateryal olarak kullanilan yiiksek seviyede
aminoglikozid direngli (YSAD) muhtemel Enterococcus cinsi suslarin izole
edildigi tavuk eti ornekleri Isparta ve Antalya ilinde bulunan kasap ve
marketlerden 2017 yili Haziran-Agustos aylarini kapsayan 3 aylik zaman

araliginda temin edilmistir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Calisma kapsaminda Isparta ve Antalya illerinden temin edilen 112 tavuk eti
(39 kanat, 37 gogiis, 20 but, 16 baget) 6rneginden izole edilen 32 YSAD
muhtemel Enterococcus susu kullanilmistir. izole edilen muhtemel enterokok
suslar1; de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS, LAB M, Lancashire, Ingiltere)
besiyeri ortamina % 20 oraninda steril gliserol (Riedel-de Haén, Seelze,
Almanya) ilave edilerek stok tiliplerinde -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Calisma materyalleri ise gliserol ilave edilmemis MRS broth besiyeri

ortaminda +4 °C’de ve haftalik pasajlamalar yapilarak muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Yilksek seviyede aminoglikozid direncgli (YSAD) muhtemel

Enterococcus suslarinin izolasyonu

YSAD Enterococcus suslarinin izolasyonu i¢in her bir tavuk eti 6rneginden 25
g aseptik kosullar altinda tartilmis ve steril celik blenderda (Waring
Commercial 8011 ES, Torrington, CT, Amerika Birlesik Devletleri), 225 mL
fizyolojik tuzlu su (FTS) c¢ozeltisi (FTS, % 0.85 NaCl, w/v) ile homojen hale

gelinceye kadar karistirlmistir. Hazirlanan bu ilk diliisyondan mikropipet
21



yardimi ile 100 pL alinarak yiiksek seviyede gentamisin direngli (YSGD)
Enterococcus suslarinin izolasyonu i¢in 500 pg/mL gentamisin ve yiiksek
seviyede streptomisin direngli (YSSD) Enterococcus suslarinin izolasyonu i¢in
ise 2000 pg/mL streptomisin iceren iki farkli Enterococcosel Agar (Becton
Dickinson, Almanya) besiyeri ve MRS Agar besiyeri ortamlarina aktarilmis ve
Drigalski spatiilii ile Petri ylizeyine yayma islemi yapilmistir. Petri kutular1 37
°C’de 2-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
Enterococcosel agar ortaminda siyah renkte zon veren ve MRS agar
ortaminda ise gelisme gosteren biitiin koloniler YSGD/YSSD muhtemel
Enterococcus izolat1 olarak diisiinilmiis ve ¢alisma materyali olarak izole
edilmistir. Daha sonra koloniler izole edildikleri konsatrastyonda gentamisin
veya streptomisin ilave edilmis MRS broth besiyeri ortaminda kiiltiire
edilmistir. izolatlarin saflik kontrolleri Enterococcosel agar besiyeri

ortaminda yapilmistir.

3.2.2. YSAD izolatlarin cins diizeyinde tanisi

3.2.2.1. Morfolojik tam ve katalaz testi

Secilen izolatlarin mikroskobik morfolojileri Gram boyama yo6ntemiyle
hazirlanan preparatlarin 1000 X biiytitme ile 1s1k mikroskobunda (Leica
DM500, Almanya) incelenmesi sonucunda tespit edilmistir. Katalaz testi icin
kat1 besiyeri ortaminda gelisen koloni tizerine bir damla % 3 derisimde H,0,
damlatilip gaz cikisi olup olmadigi izlenmistir. Gaz c¢ikis1i gozlenmeyen
ornekler katalaz negatif olarak degerlendirilmistir. Katalaz testlerinde pozitif
kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923, negatif kontrol olarak ise
E. faecalis ATCC 29212 susu kullanilmistir. Referans kiiltiirler Stleyman
Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Bakteriyel Genetik

laboratuari kiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
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3.2.2.2. Kiiltiirel testler

YSAD muhtemel enterokok izolatlar1 MRS broth ortaminda 37 °C’de 18 saat
gelistirildikten sonra % 6.5 NaCl ilave edilerek ve pH’s1 9.6’ya ayarlanarak
hazirlanan iki ayr1 MRS broth ortamina inokiile edilmis ve 37 °C’de 18 saat
kiltiire edilmistir (Manero ve Blanch, 1999). Bu testlere ek olarak izolatlarin
MRS broth ortaminda 10 °C ve 45 °C’de gelisme 0zellikleri de incelenmistir.
Ayrica izolatlarin 60 °C’'de 30 dakika sicaklik uygulamasina direngleri tespit
edilmistir (Morandi vd., 2006).

3.2.2.3. Izolatlarin Enterococcus cinsine 6zgii primerler ile cins diizeyinde

tanisi

3.2.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in YSAD muhtemel enterokok izolatlar1 MRS broth
ortaminda 37 °C'de 18 saat stre ile gelistirilmis ve bu kiltiirlerden steril
Eppendorf tiiplerine 0.5 mL aktarilmistir. Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi i¢in tiipler
13000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edilmistir (Sigma 2-16P, Rotor No:
12148, Almanya). Ust fazlar dokiilmiis ve hiicre ¢okeltileri iizerine 0.5 mL
liziz ¢ozeltisi ilave edilerek tlip karistiricida (Velp Scientifical, Wizard X,
Italya) ¢6ziillmiistiir. Daha sonra tiipler su banyosu (Niive NB9, Tiirkiye)
icerisinde 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda tiiplere 30 pL sodyum dodesil siilfat (SDS, % 10 w/v) ilave edilmis ve
80 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika tutulmustur. inkiibasyon sonrasi
lize olan hiicre siispansiyonlar tizerine 0.7 mL fenol-kloroform (1:10) ilave
edilerek 13000 rpm devirde 5 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Ust faz
alinarak yeni steril Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve tuzerine 0.7 mL 2-
propanol ilave edildikten sonra tiipler bir kez daha 13000 rpm devirde 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan olusan ¢okelti 50 pL
Tris-EDTA (pH 8.0) icerisinde ¢oziilmiistiir. izole edilen genomik DNA
ornekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Cancilla vd.,

1992).
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Liziz Cozeltisi

NaCl 250 mM
EDTA 10 mM
Tris HCI 10 mM
Lizozim 100 mg
Destile su 50 mL
pH 8.0+ 0.02

SDS (% 10)

SDS 10 g
Destile su 100 g
Tris-EDTA

Tris 0121 g
EDTA 0.037 g
Destile su 100 mL
pH 8.0+ 0.02

3.2.2.3.2. Genomik DNA orneklerinin elektroforezi

Genomik DNA orneklerinin elektroforezi % 0.7 (w/v) agaroz iceren jellerde
yapilmistir. Agaroz 150 mL tris-asetat elektroforez tamponu icgerisinde
Argelik MD 565 S, (Turkiye) mikrodalga firinda eritilmistir ve hazirlanan
ortamin oda sicakliginda sogumasi beklendikten sonra yatay elektroforez jel
sistemine dokiilmiistiir (Thermo Fisher Scientific OWL EASYCAST B2,
Amerika Birlesik Devletleri). Daha sonra, jel taragi yerlestirilerek jelin
polimerizasyonu icin 30-45 dakika beklenmistir. Jelin polimerize olmasinin
ardindan jelin tizerini kapatacak bicimde elektroforez tankina tris-asetat
tamponu ilave edilmis ve tarak jele zarar vermeden uzaklastirilmistir. 10 pL
genomik DNA oOrnegi, 2 pL marker boya c¢ozeltisi ile karistirilmis ve
mikropipet yardimiyla Ornegin tamami jel kuyularina aktarilmistir.
Elektroforez islemi, 85 voltta 1.5-2 saat siireyle yapilmistir. Stire sonunda

elektrik akimi kesilmis ve ortamdan alinan jel, kullanilan elektroforez
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tamponunun yeni hazirlanmis 0.2 pg/mL etidyum bromit (Amresco, Solon,
Ohio, ABD) iceren ¢oOzeltisinde 45 dakika boyanmistir. Boyama isleminin
sonunda jeller, 312 nm dalga boyunda ultraviyole 1s1k (Vilber Lourmat, ECX-
F20.M, Fransa) altinda incelenerek fotografi Nikon D5100 dijital fotograf

makinesi (Nikon Corp. Japonya) kullanilarak ¢ekilmistir.

Tris-Asetat Tamponu (1X)

Tris 484 g
Sodyum asetat 408 g
EDTA 037 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 + 0.02

Marker Boya

Brom fenol blue 025 g
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.2.3.3. YSAD izolatlarin cinse 6zgii primerler ile cins diizeyinde tanisi

YSAD izolatlarin cins diizeyinde tanis1 Enterococcus cinsine 6zgu Ent-1: 5'-
TACTGACAAACCATTCATGATG-3' ve Ent-2: 5'-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3'
primer cifti kullanilarak TurboCyler 2 gradient termal déngt cihazinda (Blue-
Ray Biotech Ltd., Tayvan) yapilmistir. PZR islemi Cizelge 3.1’ de verilen PZR
karistmi kullanilarak asagida verilen protokole gore gerceklestirilmigtir

(Sahoo vd., 2015).

95 °C 15 dk 1 dongi
95 °C 15 sn

62 °C 1dk 40 dongii
72 °C 30 sn

72 °C 10 dk 1 dongii
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Cizelge 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan PZR karisimi

Madde ad1 Hacim
PCR master mix (Thermo #K0171, ABD) 25 L
lleri primer 1 uL
Geri primer 1 uL
Genomik DNA 3 pL
Niikleaz icermeyen H>0 20 pL
Toplam hacim 50 pL

Cogaltilan PZR fragmentlerinin elektroforezi OWL EASYCAST B2 (Thermo)
yatay elektroforez tankinda % 2 agaroz (w/v) orani ile hazirlanan jellerde
yapilmis ve fragment biiytkliikleri O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo
#SM1153) kullanilarak hesaplanmistir. Jeller etidyum bromit (Amresco) ile
boyanmis ve UV 1s1k altinda fotograflanmistir.

3.2.3. YSAD Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisi

3.2.3.1. Tire 6zgii primerler ile tiir diizeyinde tani

YSAD Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisinda Jackson vd. (2004)
tarafindan onerilen E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. casseliflavus, E.
gallinarum, E. hirae ve E. mundtii tiirlerine 6zgi primer ciftleri kullanilmistir.
Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisinda kullanilan primer dizileri ve
urin buytkliikleri Cizelge 3.2’de verilmistir. PZR islemi Cizelge 3.1'de verilen
PZR karisimi kullanilarak iki farkli PZR protokoliine gore gerceklestirilmistir. E.
faecalis, E. faecium, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum ve E. hirae tiirlerinin
tanisinda protokol 1 ve E. mundtii tiriniin tanisinda ise protokol 2
uygulanmistir. PZR denemelerinde Siileyman Demirel Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii Bakteriyel Genetik Laboratuvar: kiltiir koleksiyonundan
temin edilen E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 51559, E. durans NYE4, E.

casseliflavus DYE1 ve E. gallinarum DYE26 suslar1 kontrol olarak kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisinda kullanilan
primerler ve trtn biiytkliikleri

Tiir Primer dizisi (5' - 3') Uriin boyutu (bg)
TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC

E. casseliflavus 288
GCTAGTTTACCGTCTTTAACG
CCTACTGATATTAAGACAGCG

E. durans 295
TAATCCTAAGATAGGTGTTTG
ACTTATGTGACTAACTTAACC

E. faecalis 360
TAATGGTGAATCTTGGTTTGG
GAAAAAACAATAGAAGAATTAT

E. faecium 215

TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA
TTACTTGCTGATTTTGATTCG

E. gallinarum 173
TGAATTCTTCTTTGAAATCAG
CTTTCTGATATGGATGCTGTC

E. hirae 187
TAAATTCTTCCTTAAATGTTG
CAGACATGGATGCTATTCCATCT

E. mundtii 98
GCCATGATTTTCCAGAAGAAT

Protokol 1

95°C 4 dk 1 dongi
95 °C 30 sn

55°C 1dk 30 dongu
72 °C 1dk

72 °C 7 dk 1 dongii
Protokol 2

95 °C 4 dk 1 dongi
95 °C 30 sn

60 °C 1dk 30 dongii
72 °C 1dk

72 °C 7 dk 1 dongii
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Cogaltilan PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi OWL EASYCAST B2
(Thermo) yatay elektroforez tankinda % 2 agaroz (w/v) orani ile hazirlanan
jellerde yapilmistir. Elektroforez islemini takiben jeller etidyum bromit
(Amresco) ile boyanmis ve UV 1sik altinda fotograflanmistir. Fragment
biiytikliiklerinin hesaplanmasinda O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo)

kullanilmistir.

3.2.3.2. Tiire o6zgii primerler ile tanis1 yapilamayan Enterococcus

izolatlarinin 16S rDNA dizi analizi ile tiir diizeyinde tanisi

Tlire 6zgi spesifik primer kullanilarak tiir diizeyinde tanisi yapilamayan 3
izolatin (MSE63.1, MSE63.2 ve MSE111.1) tiir diizeyinde tanis1 16S rDNA dizi
analizi ile yapilmistir. PZR islemi TurboCyler 2 gradient termal dongii cihazinda
(Blue-Ray Biotech) gerceklestirilmistir. Enterokok suslarinda 16S rDNA bdélgesi,
Edwards vd. (1989) tarafindan onerilen pA (ileri) 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC
AG-3've pE' (geri) 5'- CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT-3' genel bakteri primerleri
kullanilarak c¢ogaltilmistir. PZR islemi Cizelge 3.1'de verilen PZR karisimi
kullanilarak asagida belirtilen protokole uygun sekilde gerceklestirilmistir.

94 °C 120 sn 1 dongi
94 °C 30 sn

55°C 60 sn 30 dongu
72°C 90 sn

72°C 10 dk 1dongi

Cogaltilan PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi yatay elektroforez
tankinda % 1 agaroz (w/v) oram ile hazirlanan jellerde yapilmistir.
Elektroforez islemini takiben jeller etidyum bromit (Amresco) ile boyanmis ve
UV 151k altinda fotograflanmistir. Fragment biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda
O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo) kullanilmistir. PZR iirtinlerinin
DNA dizi analizi Oligomer Biyoteknoloji A.S. (ODTU, Teknokent, Ankara,
Turkiye)’inde yaptirilmistir. Sekans isleminde Applied Biosystems® AB 3730XL

(Thermo Fisher Scientific, ABD) otomatik gen sekans cihaz1 kullanilmistir. 16S
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rDNA dizi benzerligi National Center for Biotechnology Information (NCBI)
BLAST programi kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.4. YSAD Enterococcus suslarinin antibiyotik duyarhliklarinin disk

difiizyon yontemiyle belirlenmesi

MRS broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat gelistirilen YSAD Enterococcus
kultiirlerinden 2’ser mL alinarak steril Eppendorf tliplerine aktarilmis ve tiipler
13000 rpm devirde 15 dakika santrifiij edilmistir (Sigma 2-16P, Rotor No:
12148). Santriftij isleminin ardindan iist faz dokilmis ve kalan ¢okelti 1 mL
fosfat tampon (PBS) ile yikanmistir. PBS ile yikama islemi iki kez tekrar edilmis
ve Eppendorf tiipleri tekrar 13000 rpm devirde 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminin ardindan olusan iist faz dokiilmiis ve ¢okelti tekrar 1 mL PBS
icerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan hiicre siispansiyonlarinin yogunlugu PBS
kullanilarak 0.5 McFarland bulaniklik standardina ayarlanmistir. Standardize
edilen hiicre silispansiyonlarindan 150 mL alinarak Mueller Hinton agar (LAB
M) besiyerine yayilmis ve ilizerlerine ampisilin (10 pg), doksisiklin (30 pg),
eritromisin (15 pg), gentamisin (120 pg), kloramfenikol (30 pg), levofloksasin (5
ug), linezolid (30 pg), minosiklin (30 pg), nitrofurantoin (300 pg), norfloksasin
(10 pg), penisilin G (10 U), quinupristin/dalfopristin (15 pg), rifampin (5 pg),
siprofloksasin (5 pg), streptomisin (300 pg), teikoplanin (30 pg), tetrasiklin (30
ug) ve vankomisin (30 pg) iceren antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Bu
islemin ardindan Petri kutular1 37 °C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik diskleri etrafinda olusan zon c¢aplari
kumpas yardimiyla ol¢iilmiistiir (Cariolato vd. 2008). Enterokok suslarinin
antibiyotik direnci ve duyarhiligi Klinik ve Laboratuvar Standartlan
Enstitist’'niin (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) 2016 yili

klavuzuna gore degerlendirilmistir.
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Fosfat Tampon (PBS)

NaCl 0.8 g
KCI 0.02 g
NazPO, 0144 g
KH2PO4 0.024 g
Destile su 100 mL
pH 7.4 + 0.02

3.2.5. YSAD Enterococcus izolatlarinin gentamisin ve streptomisin
antibiyotiklerine kars1 minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin (MiK)

s1vi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmesi

Izolatlarin streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine karsi minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Gentamisin ve streptomisin stok c¢ozeltileri 96 kuyucuklu steril
polistren mikrotitre tabaklarda (LP Italiano L120138, italya) Brain Heart
Infusion broth (BHI, LAB M) besiyeri ile 2 kat seyreltme islemi uygulanarak
0.125-4096 pg/mL konsantrasyon araliginda diliie edilmistir. Daha sonra diliie
antibiyotik iceren kuyucuklara BHI broth besiyeri ortami ile 1:10 oraninda diltie
edilen aktif test kiltliriinden (BHI broth ortaminda ardisik 2 pasaj yapilarak
gelistirilmis) 5’er pL inokiile edilmistir. Kultir inokiilasyonunu takiben
mikrotitre tabaklar 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Denemelerde kiiltiir gelisimini gozlemlemek amaciyla antibiyotik ilave
edilmemis kuyucuklar (BHI broth iceren) kontrol olarak kullanilmistir. MiK
testinde E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 51559 ve E. faecalis ATCC
51299 suslan referans kiiltiir olarak kullanilmistir. Enterokok suslarinin MiK
degerleri CLSI'nin 2016 ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri Komitesi
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST)'nin

2018 y1li klavuzlarina gore degerlendirilmistir.
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3.2.6. YSAD Enterococcus izolatlarinda aminoglikozid-modifiye edici enzim

(AME) geni varliginin PZR ile arastirilmasi

YSAD Enterococcus izolatlarinda yiiksek seviyede gentamisin ve streptomisin
direnci ile iligkili aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) geni varliginin PZR
ile arastirilmasinda Cizelge 3.3.’de verilen primer setleri kullanilmistir.
Izolatlarda gentamisin direnci i¢in aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(2")-1b, aph(2")-Ic
ve aph(2")-1d genlerinin, streptomisin direnci i¢in ise aph(3’)-1lla, ant(4')-1a ve
ant(6')-1a genlerinin varligi arastirilmistir (Vakulenko vd., 2003; Niu vd., 2016).
PZR islemi Cizelge 3.1’de verilen PZR karisimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
PZR denemelerinde aph(3')-1lla ve ant(4')-1a, aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(2")-Ib,
aph(2")-Ic ve aph(2")-1d genlerinin tespiti i¢in protokol 1 (Vakulenko vd., 2003)
ve ant(6')-Ia geninin tespiti i¢in protokol 2 (Niu vd., 2016) kullanilmistir.

Protokol 1

94 °C 3 dk 1 dongii
94 °C 40 sn

55°C 40 sn 35 dongi
72 °C 40 sn

72 °C 2 dk 1dongt
Protokol 2

94 °C 3 dk 1 dongii
94 °C 30 sn

56 °C 30 sn 35 dongu
72°C 1dk

72 °C 5dk 1 dongi

Cogaltilan PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi OWL EASYCAST B2
(Thermo) yatay elektroforez tankinda % 2 agaroz (w/v) orani ile hazirlanan
jellerde yapilmis, etidyum bromit (Amresco) ile boyanmis ve UV 1s1k altinda
fotograflanmistir.  PZR  fragment  biiyiikliiklerinin ~ hesaplanmasinda

O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo) kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Enterococcus suslarinda AME genlerinin belirlenmesinde kullanilan primer dizileri

Antibiyotik | Gen Primer sekansi (5'-3) Uriin boyutu | Kaynaklar
(b¢)
aac(6')-1e-aph(2")-la | CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG
369 Vakulenko vd., 2003
CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC
aph(2")-1b CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC
867 Vakulenko vd., 2003
GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT
Gentamisin
aph(2")-Ic CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC
444 Vakulenko vd., 2003
CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG
aph(2")-1d GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC
641 Vakulenko vd., 2003
CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC
aph(3')-1lla GGCTAAAATGAGAATATCACCGG
523 Vakulenko vd., 2003
CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG
ant(4')-la CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC
Streptomisin 294 Vakulenko vd., 2003
GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT
ant(6')-la ACTGGCTTAATCAATTTGGG
577 Niu vd., 2016

GCCTTTCCGCCACCTCACCG
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Yiiksek Seviyede Aminoglikozid Direngli (YSAD) Muhtemel

Enterococcus Suslarinin izolasyonu ve Cins Diizeyinde Tanis1

Tez calismasi kapsaminda kullanilan yiiksek seviyede aminoglikozid direngli
(YSAD) muhtemel Enterococcus suslari, Isparta ve Antalya illerinden temin
edilen 112 tavuk eti (39 kanat, 37 gogiis, 20 but, 16 baget) drneginden izole
edilmistir. Yiikksek seviyede gentamisin direngli (YSGD) Enterococcus suslarinin
izolasyonu icin 500 pg/mL gentamisin, yliksek seviyede streptomisin direncli
(YSSD) Enterococcus suslarinin izolasyonu icin ise 2000 pg/mL streptomisin
iceren Enterococcosel agar ve MRS agar besiyeri ortamlari kullanilmistir.
Enterococcosel agar ortaminda etrafinda siyah renkte zon veren ve MRS agar
ortaminda ise gelisme gosteren toplam 45 koloni YSGD/YSSD (18/27)
muhtemel Enterococcus izolat1 olarak duslniilmiis ve 6ze yardimiyla alinarak
ayni Kkonsatrasyonda gentamisin veya streptomisin iceren MRS broth
ortamlarinda kiiltlire edilmistir. Secilen 45 izolattan 8’i 500 pg/mL gentamisin
ve 1'i ise 2000 pg/mL streptomisin iceren MRS broth ortaminda gelisme
gostermemistir. Kiiltiire edilebilen 36 izolatin (10 YSGD ve 26 YSSD) KAA

agarda saflik kontrollerini takiben stok kiiltiirleri hazirlanmistir.

Izolatlarin cins diizeyinde tanisi klasik (Gram boyama, katalaz testi ve kiiltiirel
testler) ve molekiiller yontemlerle yapilmistir. izolatlarin mikroskobik
morfolojisi Gram boyama yontemi ile incelenmis ve Gram boyama sonrasi 32
izolatin Gram pozitif kok (monokok, diplokok ve kisa zincir), 2 izolatin Gram
negatif kok/kokobasil, 1 izolatin Gram pozitif basil, 1 izolatin ise Gram negatif
basil morfolojisinde oldugu tespit edilmistir. Gram boyama sonucu Gram negatif
(3 izolat) ve Gram pozitif basil morfolojisinde (1 izolat) oldugu tespit edilen
izolatlar (4) Enterococcus cinsi tiyesi olmadigl diistiniilerek elimine edilmistir.
Calismanin bundan sonraki asamalarinda Gram pozitif kok morfolojisine
(monokok, diplokok ve kisa zincir) sahip 32 koloni (7 YSGD ve 25 YSSD) ile
devam edilmistir. Katalaz testi sonucu 32 YSAD izolatinin tamaminin katalaz

negatif 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Kiiltlirel testler sonucu ise, 32 YSAD
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izolatin 10 °C, 37 °C ve 45 °C inkiibasyon sicakliginda, pH’s1 9.6’ya ayarlanmis
ve % 6.5 NaCl iceren MRS besiyeri ortamlarinda gelisme gosterebildigi
(MSE63.1, MSE63.2 ve MSE111.1 nolu izolatlar % 6.5 NaCl iceren MRS brothda
zayif gelisme gosterdi) ve ayrica 60 °C’'de 30 dakika sicaklik uygulamasina karsi
da direngli oldugu belirlenmistir. Klasik tan1 yontemlerinden elde edilen bilgiler
15181nda tavuk eti drneklerinden izole edilen 32 YSAD izolat Enterococcus cinsi
liyesi olarak tanimlanmistir. Gentamisin iceren MRS agar ortamindan alinan
kolonilere MGM, Enterococcosel agar ortamindan alinan kolonilere ise MGE
kodu verilmistir. Benzer olarak streptomisin iceren MRS agar ortamindan alinan
kolonilere MSM, Enterococcosel agar ortamindan alinan kolonilere ise MSE
kodu verilmistir. Calisma kapsaminda izolasyon yapilan tavuk eti 6rnekleri,

temin edildigi iller ve izolat kodlar1 Cizelge 4.1'de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda izolasyon yapilan tavuk eti 6rnekleri, temin
edildigi iller ve izolat kodlar1

Tavuk eti Temin edildigiil | izolat kod

Gogils Isparta MGE13.1, MGE13.2, MGE13.3, MGE13.4
Gogiis Isparta MSM14.1

Kanat Isparta MSM31.1

Goglis Isparta MSES53.1, MSM53.1

Goglis Isparta MGES58.1, MSE58.1

But Isparta MSE61.1

Kanat Isparta MGE63.1, MSE63.1, MSE63.2
Kanat Antalya MSM76.1

Kanat Antalya MSM93.1

Kanat Antalya MSM95.1

But Antalya MSM103.1

But Antalya MSE104.1, MSE104.2, MSM104.1
But Antalya MSM105.1

Kanat Antalya MSM106.1

But Antalya MSM107.1

But Antalya MSM108.1

Gogiis Isparta MSM109.1

Kanat Isparta MSM110.1

Kanat Isparta MGM111.1, MSE111.1, MSE111.2
Baget Isparta MSM112.1, MSM112.2
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Izolatlarin cins diizeyinde tanis1 Enterococcus cinsine 6zgii primerler ciftinin
kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi ile dogrulanmistir. Bu
amagla izolatlarin Cancilla vd. (1992) tarafindan Onerilen yonteme gore
genomik DNA érnekleri izole edilmistir. izolatlara ait genomik DNA 6rneklerinin

agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.1’de verilmistir.

1 12 13 14 .45 16 17 18

i Werd b o

Genomik

DNA Genomik

DNA

Sekil 4.1. YSAD muhtemel Enterococcus izolatlarinin genomik DNA 6rnekleri

1-18 YSAD izolatlarin genomik DNA’ s1
M O’GeneRuler DNA Marker (bg): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250

Cinse 6zgi PZR denemesi sonucu 32 YSAD izolatin tamaminin Enterococcus
cinsine 6zgi primerler ile beklenildigi gibi 112 kb biiytikliigiinde fragmentler
verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.2). Bu sonuglar klasik tani testi sonuclarini
desteklemis ve YSAD izolatlarin tamaminin Enterococcus cinsi lyesi oldugu
dogrulanmistir. Enterococcus cinsi Uyesi olarak tanimlanan 32 YSAD izolat

calisma materyali olarak secilmistir.

Enterococcus spp. kanatlilarda bulunabilen ve diinya genelinde yayilim gosteren
bir bakteridir. Enterokoklar evcil hayvanlarda enterit, septisemi, mastitis,

solunum ve duriner sistem hastaliklarina neden olan bakteriler olarak
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bilinmektedirler. Enfeksiyonlar evcil hayvanlardan tavuklarda endokardit
seklinde gorilmektedir (Songer ve Post, 2015). Enterococcus spp. kanath
hayvanlarin dogal konakgisidir. Ayrica kanatlilarin yasadiklari ¢evre ve dogada
da bulunabilmektedirler. Her ne kadar Enterococcus spp. kanatlilarin bagirsak
sisteminin dogal konakgis1 olsalar da sadece birka¢ enterokok tiirii kanath
althgindan izole edilebilmektedir (Barnes vd. 2008). Farkli arastiricilar
tarafindan yapilan c¢alismalarda da tavuk eti 6rneklerinden enterokok cinsi
liyesi suslar izole edildigi rapor edilmistir (Bakarat vd., 2000, Kasimoglu-Dogru
vd., 2010; Dilik ve Dogru, 2010; Bayram vd., 2011; Sahin, 2012; Yildiz, 2012;
Terkuran, 2013; Klibi vd., 2013; Mus, 2014, Diken, 2016, Onaran, 2017;
Sanlibaba vd. 2018,). Tez ¢alismasinda elde edilen sonuclara benzer olarak
gecmis yillarda yapilan ¢alismalarda tavuk etinden izole edilen Enterococcus
izolatlar1 arasinda ytliksek seviyede aminoglikozid direngli suslarin varlhig tespit
edilmistir (Donabedian vd., 2003; Yildiz, 2012; Mus, 2014; Onaran, 2017; Kim
vd., 2018; Sanlibaba vd., 2018).

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

112 bg 112 bg

Sekil 4.2. YSAD izolatlarin Enterococcus cinsine 6zgu primerler ile cogaltilan PZR
fragmentleri

1-17  YSAD izolatlarin PZR fragmentleri

18 Enterococcus faecalis ATCC 29212 (pozitif kontrol)

19 Su (negatif kontrol)

M M O’GeneRuler DNA Marker : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg
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4.2. YSAD Enterococcus izolatlarinin Tiir Diizeyinde Tanis1

Tez calismasi kapsaminda izole edilen YSAD Enterococcus izolatlarinin tiir
diizeyinde tanisi tiire 0zgi primerler ve 16S rDNA dizi analizi ydntemi
kullanilarak yapilmistir. YSAD Enterococcus izolatlarinin tir diizeyinde
tanisinda E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. hirae
ve E. mundetii tiirlerine 6zgl primer ciftleri kullanilmistir. Tiire 6zgli primerler
kullanilarak yapilan tiir diizeyinde tani testleri sonucu tavuk etinden izole
edilen 32 YSAD Enterococcus izolatimin 18'i E. faecium, 5'i E. faecalis, 5'i E.
durans, 1'i E. casseliflavus olarak tanimlanmistir. Tiire 0zgi primerler
kullanilarak yapilan PZR denemesi sonucu E. faecium igin 215 kb (Sekil 4.3), E.
faecalis i¢cin 360 kb (Sekil 4.4), E. durans i¢in 295 kb ve E. casseliflavus i¢in ise
288 kb biiyiikliigiinde fragmentler elde edilmistir. Ug izolat ise tez ¢alismasi
kapsaminda kullanilan tiire 6zgii primerler ile tanimlanamamistir. Tir
diizeyinde tanisi yapilamayan 3 izolat (MSE63.1, MSE63.2 ve MSE111.1) 16S
rDNA dizi analizi ile tanimlanmistir. Dizi analiz sonucu 3 izolatinda E. avium
genomu ile % 99 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu veriler 1s181nda tavuk
eti 6rneklerinden izole edilen 32 YSAD Enterococcus izolatinin 18'i E. faecium
(% 56.25), 5'i E. faecalis (% 15.63), 5'i E. durans (% 15.63), 3’0 E. avium (%
9.37) ve 1'i E. casseliflavus (% 3.12) olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.2).
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9o 40 41, 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.3. YSAD Enterococcus izolatlarinin E. faecium’a 6zgl primerler ile tiir
diizeyinde tanisi

1 MSM95.1 :215bg
2 MSM103.1 :215bg
3 MSM104.1 :215bg
4 MSE104.1 :215bg
5 MSE104.2 :215bg
6 MSM105.1 :215bg
7 MSM106.1 :215bg
8 MSM107.1 :215bg
M  O’GeneRuler DNA Marker : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

9 MSM108.1 :215bg
10 MSM109.1 :215bg
11 MSM110.1 :215bg
12 MGM111.1 -

13 MSE111.1 -

14 MSE111.2 :215bg
15 MSM112.1 :215bg
16 MGM112.1 -

17 E. faecalis ATCC 29212 :-

(negatif kontrol)
18 E. faecium ATCC 51559 :215bg
(pozitif kontrol)

19  Su (negatif kontrol) -
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M 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

3000 bg

1000 bg

500 bg
360 bg

100 bg

Sekil 4.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin E. faecalis’e 6zgii primerler ile tiir
diizeyinde tanisi

MSM95.1 :-

MSM103.1 :-

MSM104.1 T

MSE104.1 -

MSE104.2 :-

MSM105.1 L

MSM106.1 T

MSM107.1 :-

O’GeneRuler DNA Marker : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,

700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

9 MSM108.1 :-

SO0 NOULBEWN

10 MSM109.1 -

11 MSM110.1 :360 bg

12 MGM111.1 -

13 MSE111.1 -

14 MSE111.2 -

15 MSM112.1 -

16 MGM112.1 :360 be

17 E. faecalis ATCC 29212 :360bg
(pozitif kontrol)

18 E. faecium ATCC 51559 :-
(negatif kontrol)

19  Su (negatif kontrol) :-
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Cizelge 4.2. Tavuk etlerinden izole edilen Enterococcus suslarinin tiir
diizeyinde tanisi

izolat kodu Bakteri Tiirii
MGE13.1 Enterococcus durans
MGE13.2 Enterococcus durans
MGE13.3 Enterococcus durans
MGE13.4 Enterococcus durans
MSM14.1 Enterococcus faecium
MSM31.1 Enterococcus faecium
MSE53.1 Enterococcus faecium
MSM53.1 Enterococcus faecalis
MSE58.1 Enterococcus faecium
MGES58.1 Enterococcus faecalis
MSE61.1 Enterococcus faecalis
MGE63.1 Enterococcus durans
MSE63.1 Enterococcus avium
MSE63.2 Enterococcus avium
MSM76.1 Enterococcus faecium
MSM93.1 Enterococcus faecalis
MSM95.1 Enterococcus faecium
MSM103.1 Enterococcus faecium
MSM104.1 Enterococcus faecium
MSE104.1 Enterococcus faecium
MSE104.2 Enterococcus faecium
MSM105.1 Enterococcus faecium
MSM106.1 Enterococcus faecium
MSM107.1 Enterococcus faecium
MSM108.1 Enterococcus faecium
MSM109.1 Enterococcus faecium
MSM110.1 Enterococcus faecium
MGM111.1 Enterococcus casseliflavus
MSE111.1 Enterococcus avium
MSE111.2 Enterococcus faecium
MSM112.1 Enterococcus faecalis
MSM112.2 Enterococcus faecium

Tez c¢alismasi1 kapsaminda izole edilen YSAD Enterococcus tiirleri arasinda
baskin tiiriin E. faecium oldugu tespit edilmistir. Tavuk ile iligkili 6rneklerden
(et, deri, dis1 vb.) Enterococcus izolasyonu ve antibiyotik diren¢ profillerinin
arastirildigr farkh arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda bu bulguyu
destekler niteliktedir (Dilik ve istanbulluoglu., 2010; Dilik ve Dogru, 2010;
Kasimoglu-Dogru vd., 2010; Sanlibaba, 2018). Ticari broiler isletmelerinden

400, koy tavuklarindan 304 kloakal swap orneklerinden izolasyon ve
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identifikasyon calismalari sonucuna gore enterokok suslarinin % 54.3’iniin E.
faecium, % 22.3’uniin E. gallinarum, % 14.7’sinin E. faecalis, % 4.3'Uniin E.
mundtii, % 1.6’simin E. casseliflavus, % 1’inin E. raffinosus, % 1’inin E. durans,
% 0.2’sinin E. solitarius ve % 0.2’sinin E. hirae tirlerine ait oldugu
belirlenmistir  (Dilik ve Istanbulluoglu, 2010). Tiirkiye’deki tavuk
popiilasyonlarinda yapilan c¢alismalarda en sik izole edilen enterokok
tiirlerinin E. faecium (% 60) ve E. faecalis (% 34) oldugu bildirilmistir (Dilik ve
Dogru, 2010). Kasimoglu-Dogru vd. (2010), 106 boyun derisi 6rneginden izole
ettikleri 83 Enterococcus susunun % 48'’ini E. faecium, % 23’inii E. durans ve
% 19’unu E. faecalis olarak tanimlamiglardir. Van ili ve ilgelerinde halk elinde
yetistiriciligi yapilan tavuklardan 500 diski 6rnegi toplanmis ve izolatlarin
110’u (% 57.3) E. faecium, 41'i (% 21.3) Enterococcus faecalis, 27’si (% 14.1) E.
hirae, 9'u (% 4.7) E. casseliflavus/gallinarum ve 5’i (% 2.6) E. durans olarak
tanimlanmistir (Akgil vd., 2016). Ankara'da paketlenmis 122 tavuk
orneklerinden izole edilen Enterococcus suslarindan toplam 97 siipheli
enterokok izolati tanimlanmis ve 16S rDNA sekans analizi sonucu izolatlarin
% 61.85’inin E. faecium ve % 38.15’inin ise E. faecalis oldugu rapor edilmistir
(Sanlibaba vd., 2018). Farkh arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda da
tezde elde edilen bulgulara benzer olarak E. faecium ve E. faecalis disinda daha
az siklikla da olsa E. casseliflavus, E. hirae, E. durans, E. gallinarum ve/veya E.
avium tirlerine de rastlandigl bildirilmistir (Franz vd., 1999; Bakarat vd,,
2000; Butaye vd., 2001; Dilik ve istanbulluoglu., 2010; Kasimoglu-Dogru vd.
2010; Bayram vd., 2011; Yildiz, 2012; Sahin, 2012; Klibi vd., 2013; Terkuran,
2013; Mus, 2014; Diken, 2016; Akgul vd., 2016; Onaran, 2017; Sanlibaba,
2018; Kim vd., 2018).

Tez calismasi kapsaminda her ne kadar genel bir Enterococcus izolasyonu
yapilmasi1 amac¢lanmamis olsa da tavuk eti orneklerinden izole edilen YSAD
Enterococcus tirleri arasinda E. faecium tiriniin baskin tir oldugu
belirlenmistir. Tavuk eti 6érneklerinden izole edilen YSGD/YSSD Enterococcus
tirlerinin dagilimi Cizelge 4.3’de verilmistir. Tezde elde edilen bulgulara benzer
olarak tavuk eti 6rneklerinden izole edilen Enterococcus tirlerinin antibiyotik

direnc profillerinin arastirildig1 ge¢mis yillarda yapilan ¢calismalarda da YSAD E.
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faecium (Yoshimura vd., 2000; Harada vd., 2004; Jackson vd., 2004; Diarra vd.,
2010; Padmasini vd., 2014; Sanlibaba vd., 2018), E. faecalis (Yoshimura vd.,
2000; Harada vd., 2004; Jackson vd., 2004; Diarra vd., 2010; Yildiz, 2012; Choi
ve Woo, 2013; Mus, 2014; Padmasini vd., 2014; Sanlibaba vd., 2018), E. avium
(Padmasini vd., 2014); E. durans (Jackson vd., 2004; Padmasini vd., 2014), E.
gallinarum (Harada vd., 2004; Jackson vd., 2004; Padmasini vd., 2014) ve E.
hirae (Jackson vd. 2004; Diarra vd. 2010; Padmasini vd., 2014) tiirlerine

rastlandig bildirilmistir.

Cizelge 4.3. Tavuk eti drneklerinden izole edilen YSGD*/YSSD™ Enterococcus
tiirlerinin dagilimi

Bakteri tiirii Tavuk eti 6rnegi (n=112)
Baget (n=16) But (n=20) Gogiis (n=37) | Kanat (n=39)
YSGD/YSSD YSGD/YSSD YSGD/YSSD YSGD/YSSD
E. faecium (n=18) -/1 -/7 -/4 -/6
E. faecalis (n=5) -/1 -/1 1/1 -/1
E. durans (n=5) -/- -/- 4/- 1/-
E. avium (n=3) -/- -/- -/- -/3
E. casseliflavus (n=1) -/- -/- -/- 1/-
Toplam -/2 -/8 5/5 2/10

“YSGD: Yiiksek seviyede gentamisin direngli
*YSSD: Yiiksek seviyede streptomisin direncli

4.3, YSAD Enterococcus Izolatlarinin Antibiyotik Duyarhhiklarinin

Belirlenmesi

Tez c¢alismasi1 kapsaminda tavuk etinden izole edilen 32 YSAD Enterococcus
izolatinin 18 antibiyotige karsi duyarliliklari disk difiizyon yontemi kullanilarak
incelenmis ve elde edilen bulgular Cizelge 4.4’de verilmistir. Sonuglarin
degerlendirilmesi Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitisi M100-S26
kilavuzuna gore yapilmistir (CLSI, 2016). Disk diflizyon testi sonucu tavuk eti
orneklerinden izole edilen 32 YSAD Enterococcus izolatinin 4 ile 16 arasinda
degisen sayida antibiyotige direncli oldugu belirlenmistir. izolatlar arasindan en
genis antibiyotik direnc¢ profiline sahip izolatin E. faecalis MSM93.1 oldugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik disk diftizyon test sonuclari

Bakteriler

Antibiyotikler!

LEV

LZD

N

~

=
=)

CIP

TEC

<
>

E. durans MGE13.1

E. durans MGE13.2

E. durans MGE13.3

E. durans MGE13.4

E. faeciumMSM14.1

E. faecium MSE31.1

E. faecium MSE53.1

E. faecalis MSM53.1

E. faecium MSE58.1

E. faecalis MGE58.1

E. faecalis MSE61.1

E. durans MGE63.1

E. avium MSE63.1

E. avium MSE63.2

E. faecium MSM76.1

E. faecalis MSM 93.1

E. faecium MSM95.1

>
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E. faecium MSM103.1
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*AMP: Ampisilin (10 pg); DO: Doksisiklin (30 yg); E: Eritromisin (15 yg); CN: Gentamisin (120 yg); C: Kloramfenikol (30 yg); LEV: Levofloksasin
(5 yg); LZD: Linezolid (30 yg); MH: Minosiklin (30 yg); F: Nitrofurantoin (300 yg); NOR: Norfloksasin (10 yg); P: Penisilin G (10 U); QD:
Quinupristin/dalfopristin (15 yg); RD: Rifampin (5 yg); CIP: Siprofloksasin (5 yg); S: Streptomisin (300 yg); TEC: Teikoplanin (30 yg); TE:

Tetrasiklin (30 yg) ve VA: Vankomisin (30 yg)
*S: Duyarls; I: Orta seviyede duyarls; R: Direngli
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Cizelge 4.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik disk difiizyon test sonuglari1 (Devam)

Bakteriler Antibiyotikler!

AMP LEV | LZD MH

~

CIP TEC

<
>

E. faecium MSM104.1 S

E. faecium MSE104.1

E. faecium MSE104.2

E. faecium MSM105.1

E. faecium MSM106.1

E. faecium MSM107.1

E. faecium MSM108.1

E. faecium MSM109.1

E. faecium MSM110.1

E. casseliflavus MGM111.1

E. avium MSE111.1

E. faecium MSE111.2

E. faecalis MSM112.1

E. faecium MSM112.2

E. faecalis ATCC 29212

E. faecalis ATCC 51299

|| =3 | |—| = | = |= = = = |=| = | === |

TN A= |RANRB AR RPN = ||
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Tlyniymitnininininninininninin|tn(—inin
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E. faecium ATCC 51559

*AMP: Ampisilin (10 pg); DO: Doksisiklin (30 yg); E: Eritromisin (15 yg); CN: Gentamisin (120 yg); C: Kloramfenikol (30 yg); LEV: Levofloksasin (5 yg);
LZD: Linezolid (30 yg); MH: Minosiklin (30 yg); F: Nitrofurantoin (300 yg); NOR: Norfloksasin (10 yg); P: Penisilin G (10 U); QD:
Quinupristin/dalfopristin (15 yg); RD: Rifampin (5 yg); CIP: Siprofloksasin (5 yg); S: Streptomisin (300 yg); TEC: Teikoplanin (30 yg); TE: Tetrasiklin
(30 yg) ve VA: Vankomisin (30 yg)

*S: Duyarls; I: Orta seviyede duyarls; R: Direngli
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500 pg/mL gentamisin iceren besiyeri ortamlarindan izole edilen 7 YSGD
Enterococcus izolatinin tamaminin gentamisine, 2000 pg/mL streptomisin
iceren besiyeri ortamlarindan izole edilen 25 YSSD Enterococcus izolatinin da
tamaminin streptomisine direngli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Farkh
kaynaklardan izole edilen enterokok suslarinin antibiyotik diren¢ 6zelliginin
arastirlldig1 ¢alismalar antibiyotik diren¢ profillerinin susa ve izolasyon
materyalinin saglandig1 bolgeye gore degistigini gostermektedir (Bertrand vd.,
2000; Barton ve Wilksin, 2001; Huys vd., 2004; Karakas, 2005; Mendiratta vd.,
2008; Koluman vd., 2009; Karabiyik, 2011; Chajecka-Wierzchowska vd., 2012;
Landeta vd., 2013; Jahan vd., 2013; Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Yiiceer ve Ozden
Tuncer, 2015; Yiiksel, 2015; El-Ghazawy vd., 2016; Demirgiil ve Tuncer, 2017;
Sanlibaba ve Senturk, 2018; Sanlibaba vd., 2018).

Disk diflizyon testi sonucu YSAD izolatlarin en duyarli oldugu antibiyotiklerin
ampisilin (% 93.75), linezolid (% 93.75), penisilin G (% 90.62), teikoplanin (%
90.62), nitrofurantoin (% 78.12), vankomisin (% 75) ve Kloramfenikol (%
68.75) oldugu tespit edilmistir. izolatlarin hicbirinin eritromisine duyarh
olmadig1 belirlenmistir. Izolatlar denemelerde kullanilan diger antibiyotiklere
ise farkli oranda duyarlilik gostermislerdir. YSAD Enterococcus izolatlarinin
antibiyotik duyarlilik ve direnclilik yiizdeleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Tezde
elde edilen bulgulara benzer olarak El-Ghazawy vd. (2016), YSAD klinik
Enterococcus izolatlarinin linezolid (% 97.9), teikoplanin (% 93.7) ve
vankomisine (% 93.7) yliksek oranda duyarlilik gosterdigini bildirmislerdir. Tez
kapsaminda YSAD Enterococcus izolatlarinin en direncgli oldugu antibiyotiklerin
eritromisin (% 96.87), minosiklin (% 96.87), streptomisin (% 96.87) ve
tetrasiklin (% 96.87) oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu bulgulara benzer
olarak Mendiratta vd. (2008), de YSAD Enterococcus izolatlarinda yiiksek
oranda eritromisin ve tetrasiklin direnci tespit etmislerdir. Bu bulgulara
ilaveten izolatlarin siprofloksasin, kloramfenikol ve rifampisin diren¢ oranlari
da tezde elde edilen bulgulara benzerlik gostermektedir. Diger taraftan,
arastirmacilar tezde elde edilen bulgularin aksine izolatlarin ampisiline ve
penisiline yiiksek oranda diren¢ gosterdigini rapor etmislerdir. YSAD klinik
Enterococcus izolatlarinin antibiyotik diren¢ profillerinin arastirildig1 bir baska
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calismada da tezde elde edilen bulguya benzer olarak ytliksek oranda eritromisin
direnci tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada da ampisilin (% 40.4'0 direncli) ve
penisilin (% 46.8'i direncli) diren¢ oranlari tezde elde edilen oranlardan yiiksek

bulunmustur (El-Ghazawy vd., 2016).

Cizelge 4.5. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik

ylizdeleri (%)
Antibiyotikler S | R
n % n % n %

Ampisilin 30 93.75 0 0 2 6.25
Doksisiklin 1 3.13 8 25 23 71.87
Eritromisin 0 0 1 3.13 31 96.87
Gentamisin 14 43.75 0 0 18 56.25
Kloramfenikol 22 68.75 3 9.37 7 21.88
Levofloksasin 14 43.75 7 21.87 11 34.38
Linezolid 30 93.75 1 3.13 1 3.12
Minosiklin 1 3.13 0 0 31 96.87
Nitrofurantoin 25 78.12 1 3.13 6 18.75
Norfloksasin 9 28.13 13 40.62 10 31.25
Penisilin G 29 90.63 0 0 3 9.37
Quinupristin/dalfopristin 5 15.63 15 46.87 12 37.50
Rifampin 15 46.87 10 31.25 7 21.88
Siprofloksasin 5 15.63 13 40.62 14 43.75
Streptomisin 1 3.13 0 0 31 96.87
Teikoplanin 29 90.62 2 6.25 1 3.13
Tetrasiklin 1 3.13 0 0 31 96.87
Vankomisin 24 75 7 21.87 1 3.13

*S: Duyarly; I: Orta seviyede direngli; R: Direncli

Tavuk eti 6rneklerinden izole edilen YSAD Enterococcus tiirlerinin antibiyotik
duyarhlik ve direnclilik ytizdeleri Cizelge 4.6’ da verilmistir. E. faecalis ve E.
faecium tiirti Uyesi izolatlarin antibiyotik direng¢ profillerinin diger izolatlara
nazaran daha genis oldugu tespit edilmistir. E. faecalis izolatlarinin linezolid
harig, E. faecium izolatlarinin ise linezolid, teikoplanin ve vankomisin harig¢
denemelerde kullanilan diger antibiyotiklere diren¢ gosteren izolatlarinin
oldugu belirlenmistir. Ge¢mis yillarda yapilan ¢alismalarda Enterococcus
tirlerinin antibiyotik direnclerinin izolasyon kaynagina bagh olarak
degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak, yapilan ¢alismalar E. faecalis ve
E. faecium tiirlerinin diger tirlere nazaran daha genis antibiyotik direncine
sahip oldugunu gostermistir (Chajecka-Wierzchowska vd., 2012; Yogurtcu ve

Tuncer, 2013; Demirgil ve Tuncer, 2017; Russo vd., 2018).
46




Cizelge 4.6. YSAD E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. avium ve E. casseliflavus suslarinin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik ytizdeleri (%)

Antibiyotikler E. faecium E. faecalis E. durans E. avium E. casseliflavus
(n: 18) (n: 5) (n:5) (n: 3) (n: 1)

S I R S I R S I R S I R S I R
Ampisilin 94.44 0 5.56 80 0 20 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Doksisiklin 0 5.56 94.44 0 0 100 20 60 20 0 100 0 0 100 0
Eritromisin 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 33.33 66.67 0 0 100
Kloramfenikol 11.11 | 11.11 | 77.78 40 0 60 80 0 20 33.33 0 66.67 0 0 100
Gentamisin 55.56 0 44.44 20 0 80 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Levofloksasin 27.78 | 27.78 | 44.44 20 40 40 100 0 0 66.67 0 33.33 100 0 0
Linezolid 100 0 0 60 20 20 100 0 0 0 0 100 100 0 0
Minosiklin 0 0 100 0 0 100 20 0 80 0 0 100 0 0 100
Nitrofurantoin 88.88 5.56 5.56 100 0 0 20 0 80 66.67 0 33.33 100 0 0
Norfloksasin 11.11 | 61.11 | 27.78 0 20 80 80 20 0 66.67 0 33.33 100 0 0
Penisilin G 94.44 0 5.56 60 0 40 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Quinupristin/dalfopristin 16.67 | 7212 | 11.11 0 20 80 0 0 100 33.33 33.33 33.34 100 0 0
Rifampin 16.67 50 33.33 60 20 20 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Siprofloksasin 0 50 50 20 0 100 20 80 0 66.67 0 33.33 100 0 0
Streptomisin 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Teikoplanin 94.44 5.56 0 60 20 20 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Tetrasiklin 0 0 100 0 0 100 20 0 80 0 0 100 0 0 100
Vankomisin 61.11 | 38.89 0 80 0 20 100 0 0 100 0 0 100 0 0

*S:Duyarl, [:Orta seviyede duyarly, R:Direncli
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Tez c¢alismasi kapsaminda tavuk eti Orneklerinden izole edilen YSAD
Enterococcus izolatlarinin 4 ile 16 arasinda degisen sayida antibiyotige direngli
olduklar tespit edilmigtir. Izolatlarin tamaminin (% 100) c¢oklu antibiyotik
direncine sahip oldugu tespit edilmistir. Ge¢mis yillarda tavuk/tavuk eti
orneklerinden izole edilen enterokoklarin antibiyotik direncinin arastirildig:
calismalarda da enterokok izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugu
bildirilmistir (Diarra vd. 2010; Dilik ve istanbulluoglu, 2010; Kim vd., 2018;
Sanlibaba vd., 2018). Diarra vd. (2010), broiler tavuk orneklerinden izole
ettikleri 69 Enterococcus izolatinin 65'inin (% 94.2) bes ve daha fazla sayida
antibiyotige direncli oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada
Dilik ve Istanbulluoglu (2010), 229 broiler érneginden izole ettigi enterokok
suslarinin % 34.50’sinin 3 ile 6 arasinda degisen sayida antibiyotige c¢oklu
direng gosterdigini tespit etmislerdir. Kore’de yapilan bir ¢alismada da
geleneksel ve organik yetistirilen tavuk karkaslarindan izole etikleri 104
Enterococcus izolatinin 47’sinin (% 45.1) ¢oklu antibiyotik direncine sahip
oldugu belirlenmistir (Kim vd., 2018). Ulkemizde yapilan bir baska ¢alismada
Sanlibaba vd. (2018), Ankara’dan temin ettikleri 122 tavuk eti 6rneginden izole
ettikleri 97 enterokok izolatinin % 97.93'inin c¢oklu antibiyotik direnci

gosterdigini bildirmislerdir.

E. faecalis ve E. faecium tirleri 6nemli nozokomiyal patojenlerdir. Bu tiirler
nozokomiyal enfeksiyonlarin en yaygin nedenleri arasinda gosterilmektedir
(Oravcova, 2013). Enterokoklarin antibiyotiklere karsi gosterdikleri diren¢ bu
bakterilerin patojenitesine katkida bulunan faktorlerin basinda gelmektedir
(Yogurtcu ve Tuncer, 2013). Antibiyotik direncin yayginlasmasi global diizeyde
endise uyandirmaktadir. Kommensal ve patojen bakterilerde antibiyotik
direncin artisindaki temel unsurlardan biri hayvan yetistiriciliginde bilingsiz ve
kontrolsiiz olarak klinik 6neme sahip antibiyotiklerin kullanilmasidir (Garrido
vd., 2014). Tez ¢alismasi kapsaminda tavuk eti 6rneklerinden izole edilen YSAD
Enterococcus izolatlarinin tamaminin ¢oklu antibiyotik diren¢ o6zelligi
gostermesi enterokoklarin antibiyotik direng genlerinin yayilmasinda rezervuar

gorevi gorebilmesi nedeniyle endise uyandiricidir.
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4.4. YSAD Enterococcus Izolatlarinin Gentamisin ve Streptomisin

Antibiyotiklerine Karsi Minimum inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK)

Enterokoklar son yillarda ciddi nozokomiyal enfeksiyonlarin bir nedeni olarak
ortaya cikmaktadir. Bu tiir enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde, genellikle bir
penisilin veya bir glikopeptid ya da yaygin olarak gentamisin veya streptomisin
aminoglikozidleri ile sinerjistik bir kombinasyonu tercih edilmektedir. Bu
kombinasyonlarin  etkinligi, penisiline direng, ylksek seviyelerde
aminoglikozidler ve glikopeptidler dahil olmak {izere, coklu antibiyotik direncini
gosteren enterokok suslarinin ortaya ¢ikmasiyla tehlikeye girmistir (Murray,
1990). Yiksek seviyede aminoglikozid direnci varliginda, bu kombinasyonun
etkili olabilmesi i¢in yeterli sinerjistik etki saglanamamakta ve vankomisin ilk
tercih edilen antibiyotik olmaktadir (Koneman vd., 1997). Bu nedenle
enterokoklarda antibiyotik direncinin, 6zellikle glikopeptid direncinin dogru
saptanmas1 kritik 6nem tasimaktadir. “Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)” enterokoklarda mikrodiliisyon yontemini 6nermektedir. Bunun
yaninda sonuglarin  tekrarlanabilirligi, tir diizeyinde tanimlamanin
yapilabilmesi, ayn1 anda antibiyotik duyarlilik degerlerinin verilmesi, kisa
sirede sonuglarin rapor edilebilmesi, epidemiyolojik verilerin daha kolay
ulasilabilmesi ve maliyetin azaltilmasi gibi avantajlar, otomatize tanimlama ve
duyarlhilik saptama yontemlerinin tercih edilmesine neden olmaktadir (Brigante

vd.,, 2007).

Tez kapsaminda elde edilen YSAD enterokok izolatlarin gentamisin ve
streptomisin antibiyotiklerine karsi gosterdikleri minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) 96-kuyucuklu mikrotiter plakalar kullanilarak sivi
mikrodiliisyon yontemine gore test edilmistir. Denemelerde E. faecalis ATCC
29212, E. faecium ATCC 51559 ve E. faecalis ATCC 51299 suslar1 kontrol olarak
kullanilmistir. YSAD Enterococcus izolatlarinin gentamisin ve streptomisin
antibiyotiklerine karsi gosterdikleri MIK degerleri Cizelge 4.7’de verilmistir.
Izolatlarin gentamisin MIK degerlerinin 16 ile >4096 pg/mL ve streptomisin
MIK degerlerinin ise 64 ile >4096 ug/mL arasinda degistigi belirlenmistir. MIK

testi sonucu YSSD izolatlarinin tamami streptomisine, YSGD izolatlarinin
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tamami ise gentamisine direncli bulunmustur. Ayn1 zamanda YSSD izolatlarinin
% 56’sinin gentamisine ve YSGD izolatlarinin ise % 85.71’'inin streptomisine
kars1 yliksek seviyede dirence sahip oldugu belirlenmistir. Tez kapsaminda
tavuk eti 6rneklerinden izole edilen 32 YSAD Enterococcus izolatinin 18’inin (%

56.25) hem YSSD hem de YSGD olduklari tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. YSAD Enterococcus izolatlarinin gentamisin ve streptomisin
antibiyotiklerine kars1 MiK degerleri

Bakteri Gentamisin Streptomisin Toplam direng
MiK (ug/mL) | MIK (pg/mL)
E. durans MGE13.1 >4(096R 4096R 2
E. durans MGE13.2 4096R 4096R 2
E. durans MGE13.3 >4(096R 2048R 2
E. durans MGE13.4 >4(096R 2048R 2
E. faeciumMSM14.1 4096R >4096R 2
E. faecium MSE31.1 1024R >4096R 2
E. faecium MSE53.1 4096R >4096R 2
E. faecalis MSM53.1 4096R >4096R 2
E. faecium MSE58.1 >4096R >4096R 2
E. faecalis MGE58.1 >4096R >4096R 2
E. faecalis MSE61.1 >4096R >4096R 2
E. durans MGE63.1 >4096R >4096R 2
E. avium MSE63.1 4096R >4096R 2
E. avium MSE63.2 2048R >4096R 2
E. faecium MSM76.1 32 >4096R 1
E. faecalis MSM 93.1 128 >4096R 1
E. faecium MSM95.1 32 >4096R 1
E. faecium MSM103.1 64 >4096R 1
E. faecium MSM104.1 64 >4096R 1
E. faecium MSE104.1 >4096R >4096R 2
E. faecium MSE104.2 >4096R >4096R 2
E. faecium MSM105.1 64 >4096R 1
E. faecium MSM106.1 64 >4096R 1
E. faecium MSM107.1 32 >4096R 1
E. faecium MSM108.1 32 >4096R 1
E. faecium MSM109.1 32 >4096R 1
E. faecium MSM110.1 32 >4096R 1
E. casseliflavus MGM111.1 4096R 64 1
E. avium MSE111.1 512R 4096R 2
E. faecium MSE111.2 256R >4096R 2
E. faecalis MSM112.1 16 2048R 1
E. faecium MSM112.2 64 >4096R 1
E. faecalis ATCC 29212 128 256 -
E. faecalis ATCC 51299 >4096R >4096R 2
E. faecium ATCC 51559 >4096R >4096R 2

R Direncli. EUCAST (2018)’e gére gentamisin ve streptomisin MIK siir degerleri
sirasiyla >128 ve >512 pg/mL alinmistir.
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Son yillarda yapilan calismalar ile Diinya genelinde farkli kaynaklardan YSGD
(MIK =500 pg/mL) ve/veya YSSD (MIK 22000 ug/mL) Enterococcus cinsi iiyesi
tiirlerin izole edildigi rapor edilmistir (Donabedian vd., 2002; Jackson vd., 2004;
Harada vd., 2004; Petsaris vd., 2005; Chan vd., 2008; Diarra vd., 2010; Han vd.,
2011; Choi ve Woo, 2013; Lan vd., 2016; Niu vd., 2016). Donabedian vd. (2002),
insan digki 6rneklerinden, saglikli ¢iflik hayvanlarindan (tavuk, inek, domuz,
hindi) ve gidalardan (tavuk eti, domuz eti) izole ettikleri enterokoklarin,
360'inda gentamisin MIK degerini >128 pg/mL, 258’inde >2000 pg/mL ve
102’sinde 128-1024 pg/mL olarak tespit etmislerdir. Jackson vd. (2004), kiimes
hayvanlar1 karkaslarindan izole ettikleri enterokoklardan, 67 izolatin
kanamisine (MIK> 500 pg/mL), 37 izolatin (% 23) gentamisine (MIK> 500
ug/mL), 31 izolatin streptomisine (% 19) (MiK> 1000 pg/mL) direncli oldugunu
saptamiglardir. Harada vd. (2004), tavuk 6rneklerinden izole ettikleri 19 susun
gentamisin MIK degerlerinin  256-2048 pg/mL arasinda oldugunu
belirtmislerdir. Yine Petsaris vd. (2005), tavuk 6rneklerinden izole ettikleri 90
E. faecium izolatindan 3’liniin yliksek gentamisin direncine sahip oldugunu
(MiK> 512 pg/mL) bulmuslardir. Chan vd. (2008), kanath ciftliklerinden ve
cevredeki ortamdan toplam 225 vankomisin direncli enterokok (VRE) ve
aminoglikozid direncgli enterokoklar tespit etmislerdir. 44 izolatta, yiksek
seviyeli gentamisin direnci (MiK = 100-500 pg/mL) tespit etmislerdir. Benzer
olarak Diarra vd. (2010), tavuk oOrneklerinden izole etikleri 69 enterokok
izolatinin MiK degerlerinin gentamisin i¢in 128-512 pg/mL, streptomisin i¢in
ise 512-2048 pg/mL arasinda degistigini belirtmislerdir. Han vd. (2011), Gliney
Kore'de yapilan bir ¢alismada, 27 E. faecalis izolatindan 11’inin gentamisine,
8'inin streptomisine (MIK > 1000 pg/mL), 29 E. faecium izolatindan 4’(iniin
gentamisine, 6’sin1n ise streptomisine (MIK> 1000 pg/mL), 2 E. hirae izolatinin
her ikisinin de streptomisine direngli (MIK> 1000 pg/mL) oldugunu tespit
etmislerdir. Choi ve Woo (2013), Kore'de yaptiklar1 calismada 2003 ve 2010
yillar1 arasinda toplanan 101 perakende tavuk etinden E. faecalis izole etmisler
ve izolatlarin 11’inin gentamisine yiiksek seviyede diren¢ (MiK> 2048 pg/mL)
gosterdigini tespit etmislerdir. Lan vd. (2016), Tibet domuzu digki 6rneginden
izole ettikleri enterokok izolatlarimin % 76.5’inin gentamisin MIK degerinin

>512 pg/mL ve % 68.6’sinin streptomisin MIK degerinin 22048 pg/mL
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oldugunu bildirmistir. Arastirmacilar ayrica izolatlarin % 39.2’sinin hem YSGD

hem de YSSD oldugunu rapor etmislerdir.

4.5. YSAD Enterococcus izolatlarinda Aminoglikozid-modifiye Edici Enzim

(AME) Genlerinin PZR ile Arastirilmasi

Tez calismas1 kapsaminda tavuk etinden izole edilen YSAD Enterococcus
izolatlarinda yiiksek seviyede streptomisin (ant(4')-1a, ant(6')-1a ve aph(3’')-1lla)
ve gentamisin (aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(2")-Ib, aph(2")-Ic ve aph(2")-1d)
direnci ile iligkili aminoglikozid modifiye edici emzim (AME) genlerinin varhigi
spesifik primerler kullanilarak Vakulenko vd. (2003) ve Niu vd. (2016)
tarafindan Onerilen PZR protokolleri kullanilarak arastirilmistir. PZR
denemeleri ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.8’de verilmistir. PZR denemeleri
sonucu YSAD Enterococcus izolatlarinin 1 ile 5 arasinda degisen sayida AME
geni icerdigi tespit edilmistir. Izolatlarin % 87.5’inde (28/32) ant(6')-Ia (Sekil
4.5 ve 4.6), % 78.13’linde (25/32) aph(3’)-1lla, % 68.75’inde (22/32) ant(4')-1a,
% 62.5’inde (20/32) aph(2")-Ib, % 21.88'inde (7/32) aac(6')-le-aph(2")-1a ve %
9.38’inde (3/32) aph(2")-Ic geni varlig1 tespit edilmistir. YSAD enterokoklarda
AME genlerinin varliginin arastirildigr ge¢mis yillarda yapilan calismalarda
tezde elde edilen bulgularin aksine en sik rastlanan AME geninin iki fonksiyonlu
aac(6')-le-aph(2")-Ia geni oldugu bildirilmistir (Jaimee ve Halami, 2016; Li vd.,
2016; Niu vd., 2016; Ramin vd., 2017; Shete vd., 2017; Amini vd. 2018).
Streptomisin disindaki biitiin aminoglikozidlere kars: direng aac(6')-le-aph(2"')-
Ia geni tarafindan kodlanan iki fonksiyonlu bir AME olan AAC(6')-APH(2")
araciligl ile gerceklesmektedir. aac(6')-le-aph(2")-la geni ylksek seviyede
gentamisin ve kanamisin direnci ile iligkilidir. Tek fonksiyonlu AME kodlayan
aph(2")-1b, aph(2")-Ic ve aph(2")-Id genleri yiiksek seviyede gentamisin,
aph(3')-1lla, ant(4')-la ve ant(6')-la genleri ise gentamisin disindaki cesitli
aminoglikozidlere karsi direncten sorumludur (Vakulenko vd., 2003; Jaimee ve

Halami, 2016; Niu vd., 2016; Pourcel vd., 2017).
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Cizelge 4.8. YSAD Enterococcus suslarinda aminoglikozid-modifiye edici enzim genlerinin varligi ve aminoglikozid direng profili

Bakteriler Aminoglikozid-modifiye edici enzim genleri Aminoglikozid
aph(3’)-llla* | ant(4)-la* | ant(6)-la* | aac(6’)-le-aph(2")-lIa™* | aph(2")-Ib* | aph(2")-Ic" | aph(2")-Id" | direng profili*”

E. durans MGE13.1 - - + + - - - CN, S

E. durans MGE13.2 - + + + - - - CN, S

E. durans MGE13.3 - - + + - - - CN, S

E. durans MGE13.4 - - + + - - - CN, S

E. faecium MSM14.1 + + - + + - - CN, S

E. faecium MSE31.1 + - + - + - - CN, S

E. faecium MSE53.1 + + + - + + - CN, S

E. faecalis MSM53.1 + - + - + - - CN, S

E. faecium MSE58.1 + - - + + - - CN, S

E. faecalis MGE58.1 + + + - + - - CN, S

E. faecalis MSE61.1 + + + - + - - CN, S

E. durans MGE63.1 - + - - - - - CN, S

E. avium MSE63.1 - + + + - + - CN, S

E. avium MSE63.2 + + - - + + - CN, S

E. faecium MSM76.1 + + + - - - - S

E. faecalis MSM 93.1 + - + - - - - S

E. faecium MSM95.1 + + + - + - - S

E. faecium MSM103.1 + + + - - - - S

“Yiiksek seviyede streptomisin direnci ile iliskili genler

“Yiiksek seviyede gentamisin direnci ile iliskili genler

kK

MIK sonugclarina gore degerlendirilmistir (CN: gentamisin, S: streptomisin)
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Cizelge 4.8. YSAD Enterococcus suslarinda aminoglikozid-modifiye edici enzim genlerinin varligl ve aminoglikozid direng profili

(Devam)
Bakteriler Aminoglikozid-modifiye edici enzim genleri Aminoglikozid
aph(3’)-llla* | ant(4)-la* | ant(6')-la* | aac(6’)-le-aph(2”)-1a” | aph(2")-Ib*" | aph(2")-Ic* | aph(2")-Id" | direng profili™*
E. faecium MSM104.1 + + + - + - - S
E. faecium MSE104.1 + - + - + - - CN, S
E. faecium MSE104.2 + + + - - - - CN, S
E. faecium MSM105.1 + + + - + - - S
E. faecium MSM106.1 + - + - + - - S
E. faecium MSM107.1 + + + - + - - S
E. faecium MSM108.1 + + + - + - - S
E. faecium MSM109.1 + + + - - - - S
E. faecium MSM110.1 + + + - + - - S
E. casseliflavus MGM111.1 - + + - + - - CN
E. avium MSE111.1 + - + - + - - CN, S
E. faecium MSE111.2 + + + - - - - CN, S
E. faecalis MSM112.1 + + + - + - - S
E. faecium MSM112.2 + + + - + - - S
E. faecalis ATCC 29212 - - - - + - - -
E. faecalis ATCC 51299 + - - + + - - CN, S
E. faecium ATCC 51559 - + + - - - - CN, S

“Yiiksek seviyede streptomisin direnci ile iliskili genler
“Yiiksek seviyede gentamisin direnci ile iliskili genler

Hokok

MIK sonugclarina gore degerlendirilmistir (CN: gentamisin, S: streptomisin)
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ant(6’)-la
577 bg

12 34 5 6 78 9 M10 11 12 1314 15 16,1718

ant(6')-la
577 bg

Sekil 4.5. ant(6')-la genine 6zgl primerlerin kullanildigi PZR denemelerinde
pozitif sonug veren bazi izolatlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii

OOV WN -

=

11
12
13
14
15
16
17
18

E. durans MGE13.1

E. durans MGE13.2

E. durans MGE13.3

E. durans MGE13.4

E. faecium MSM14.1

E. faecium MSE31.1

E. faecium MSE53.1

E. faecalis MSM53.1

E. faecium MSE58.1
0’GeneRuler DNA Marker

E. faecalis MGE58.1
E. faecalis MSE61.1
E. durans MGE63.1

E. avium MSE63.1

E. avium MSE63.2

E. faecium MSM76.1
E. faecalis MSM 93.1
E. faecium MSM95.1
E. faecium MSM103.1

:577 bg
: 577 bg
:577 bg

: 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg

: 577 bg

: 577 bg

:577 bg
:577 bg
:577 bg

:577 bg
:577 bg
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1920 21 22 23 24 2526 27 M 28 29 30 31 32 3334 35 36

ant(6’)-la
577 bg

ant(6')-la
577 bg

Sekil 4.6. ant(6')-la genine 6zgl primerlerin kullanildigi PZR denemelerinde
pozitif sonug veren bazi izolatlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii

19 E. faecium MSM104.1 : 577 bg
20 E. faecium MSE104.1 :577 bg
21 E. faecium MSE104.2 : 577 bg
22 E. faecium MSM105.1 :577 bg
23 E. faecium MSM106.1 :577 bg
24  E. faecium MSM107.1 : 577 bg
25 E. faecium MSM108.1 : 577 bg
26  E. faecium MSM109.1 :577 bg
27 E.faecium MSM110.1 :577 bg

M  O’GeneRuler DNA Marker : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bg
28  E. casseliflavus MGM111.1  : 523 bg

29 E. avium MSE111.1 : 523 bg
30 E. faecium MSE111.2 : 523 bg
31 E. faecalis MSM112.1 : 523 bg
32 E. faecium MSM112.2 : 523 bg

33 E. faecalis ATCC 29212 L.
34 E. faecalis ATCC 51299 -
35 E. faecium ATCC 51559 : 523 bg
36  Su (negatif kontrol) -

Tez ¢alismasi kapsaminda YSAD Enterococcus izolatlarinin hi¢birinde aph(2")-1d
geni varligl gozlenmemistir. Tezde elde edilen bu bulguya benzer olarak farkl
arastirmacilar tarafindan yapilan c¢alismalarda da YSAD Enterococcus
izolatlarinda aph(2")-1d geni varlig tespit edilmemistir (Choi ve Woo, 2010;
Padmasini vd. 2014; Shete vd., 2017; Amini vd., 2018). Diger taraftan
Donabedian vd. (2003), Harada vd. (2004), Jackson vd. (2004), Chajecka-
Wierzchowska vd. (2016) ve Nowakiewicz vd. (2017) farkli kaynaklardan izole
edilen Enterococcus tiirlerinde diisiik oranda da olsa aph(2")-Id geni varligini

rapor etmislerdir.
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500 pg/mL gentamisin iceren besiyerlerinden izole edilen 7 YSGD
Enterococcus izolatinin 6’sinda (% 85.71) ant(6')-la, 4’inde (% 57.14)
aac(6')-le-aph(2")-1a, 4’iinde (% 57.14) ant(4')-1a ve 2’sinde aph(2")-Ib geni
varlig1 tespit edilmistir. izolatlarinda en sik karsilasilan genotipin % 42.86 ile
ant(6')-lIa + aac(6')-le-aph(2")-Ia oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9). Ge¢mis
yillarda yapilan calismalarda aac(6')-le-aph(2”)-1a, aph(2")-1b, aph(2")-Ic,
aph(2")-1d ve/veya aph(3’)-1lla genlerinin yliksek seviyede gentamisin direnci
ile iligkili oldugu bildirilmistir (Feizabadi vd., 2006; Choi ve Woo, 2013; Khani
vd., 2016; Niu vd., 2016). Feizabadi vd. (2006), Khani vd. (2016) ve Niu vd.
(2016) klinik YSGD enterokok izolatlarinda aac(6')-le-aph(2")-Ia ve aph(3’)-
Illa genlerinin siklikla bulundugunu bildirmislerdir. Choi ve Woo (2013),
tavuk etinden izole ettikleri YSGD Enterococcus suslarinin tamaminin aac(6’)-
le-aph(2")-la geni igerdigini rapor etmislerdir. Niu vd. (2016), klinik YSGD
enterokok izotlarinda en sik karsilagilan AME genlerinin % 85.3 ile aac(6')-1e-
aph(2")-1a, % 25 ile aph(3')-1lla, % 21.4 ile aac(6')-1e-aph(2")-1a + aph(3')-Illa
genleri oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar ayrica, YSGD izolatlarinin

aph(2")-Ic ve aph(2")-1d genlerini de icerdigini saptamislardir.

Cizelge 4.9. YSGD Enterococcus izolatlarinin AME genotip ytizdeleri (%)

AME genleri YSGD (n=7)
n (%)
ant(4')-la 1 (% 14.29)
ant(6')-1a + aac(6')-le-aph(2")-1a 3 (% 42.86)
ant(4')-la + ant(6')-la + aac(6')-le-aph(2")-1a 1 (% 14.29)
ant(4')-1a + ant(6')-la + aph(2")-1b 1 (% 14.29)
aph(3')-1lla + ant(4')-la + ant(6')-1a + aph(2")-1b 1 (% 14.29)

2000 pg/mL streptomisin iceren besiyerlerinden izole edilen 25 YSSD izolatinin
24’tnde (% 96) aph(3')-1lla, 22’sinde (% 88) ant(6')-Ia, 18’inde (% 72) ant(4')-
Ia, 18’'inde (% 72) aph(2")-1b, 3’iinde (% 12) aac(6')-le-aph(2")-1a ve 3’iinde (%
12) aph(2")-Ic geni varhigl tespit edilmistir. YSSD izolatlarinda en sik
karsilasilan (% 40) genotipin aph(3’)-Illa + ant(4')-la + ant(6')-1a + aph(2")-1b
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10). Tezde elde edilen bu bulgulara benzer
olarak farkli arastiricilar tarafindan yapilan calismalarda da ytliksek seviyede

streptomisin direncli enterokok izolatlarinda siklikla aph(3’)-llla (Padmasini
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vd., 2014; Niu vd., 2016; Shete vd., 2017) ve ant(6')-Ia (Chajecka-Wierzchowska
vd, 2016; Niu vd., 2016; Tyson vd., 2018) genlerinin tespit edildigi
bildirilmistir. Padmasini vd. (2014), 53 YSSD klinik enterokok izolatinin %
77.4’tinde aph(3')-llla genini tespit etmislerdir. Chajecka-Wierzchowska vd.
(2016), tiikketime hazir et oOrneklerinden izole edilen enterokok suslari
icerisinde streptomisin direngli izolatlarda siklikla ant(6’)-Ia geni varligini rapor
etmislerdir. Niu vd. (2016), YSSD klinik enterokok izolatlarinda aph(3’)-1lla ve
ant(6')-la  genlerinin  yiliksek  siklikla  bulundugunu  bildirmislerdir.
Arastirmacilar 14 YSSD enterokok izolatinin % 71.4’linde ant(6')-1a, % 57.1’'inde
aph(3')-1lla ve % 50’sinde her ikigenin birlikte bulundugunu tespit etmislerdir.
Shete vd. (2017), YSSD klinik enterokok izolatlarinin % 40’inda aph(3’)-1lla geni
varligini saptamiglardir. Benzer olarak Tyson vd. (2018), streptomisin direngli

suslarin % 52’sinde ant(6')-1a geni varligini belirlemislerdir.

Cizelge 4.10. YSSD Enterococcus izolatlarinin AME genotip ytizdeleri (%)

AME genleri YSSD (n= 25)
n (%)
aph(3')-1lla + ant(6')-1a 1(%4)
aph(3')-llla + ant(4')-la + ant(6’)-1a 5(% 20)
aph(3')-1lla + ant(6')-la + aph(2")-1b 5 (% 20)
aph(3')-1lla + aac(6')-le-aph(2")-1a + aph(2")-Ib 1(%4)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + aac(6')-le-aph(2")-la + aph(2")-1b 1(%4)
aph(3')-1lla + ant(4')-la + aph(2")-1b + aph(2")-Ic 1(%4)
ant(4')-l1a + ant(6')-la + aac(6')-le-aph(2")-1a + aph(2")-Ic 1(%4)
aph(3')-1lla + ant(4')-la + ant(6')-1a + aph(2")-1b 10 (% 40)

YSAD, YSGD ve YSSD Enterococcus tiirlerinin AME geni profilleri ve dagilimlar:
sirasiyla Cizelge 4.11, 4.12 ve 4.13’de verilmistir. YSAD E. faecium ve E.
faecium izolatlarinda en sik rastlanan AME genlerinin aph(3’)-llla, ant(4')-la
ve ant(6')-lIa oldugu saptanmistir. S6z konusu tiirlerde en sik rastlanan AME
profilinin ise aph(3')-l1lla + ant(4')-la + ant(6')-la + aph(2")-Ib oldugu tespit
edilmistir. E. faecium izolatlarinin % 44.44’tinde ve E. faecalis izolatlarinin %
60'inda bu profilin varlig1 belirlenmistir. E. durans izolatlarinda ant(6’)-Ia ve
aac(6')-le-aph(2")-Ia’'nmin en yaygin genler oldugu ve izolatlarin % 60’inda bu
genlerin birlikte bulundugu saptanmistir. E. avium ve E. casseliflavus

izolatlarinda ise farkli AME profillerinin bulundugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.11. YSAD Enterococcus tiirlerinin aminoglikozid-modifiye edici enzim geni profilleri ve dagilimlar

AME genleri E. faecium | E. faecalis | E. durans E. avium E.casseliflavus Toplam
(n=18) (n=5) (n=5) (n=3) (n=1) (n=32)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
ant(4')-la 1 (% 20) 1 (% 3.13)
aph(3')-1lla + ant(6')-la 1 (% 20) 1 (% 3.13)
ant(6')-la + aac(6')-le-aph(2")-la 3 (% 60) 3(%9.38)
ant(4')-la + ant(6')-1a + aac(6')-le-aph(2")-la 1 (% 20) 1(%3.13)
ant(4')-la + ant(6')-la + aph(2")-1b 1 (% 100) 1 (% 3.13)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + ant(6')-la 5 (% 27.78) 5 (% 15.63)
aph(3')-1lla + ant(6')-1a + aph(2")-1b 3 (% 16.67) 1 (% 20) 1 (% 33.33) 5 (% 15.63)
aph(3')-llla + aac(6')-le-aph(2")-la + aph(2")-1b 1 (% 5.56) 1(%3.13)
aph(3')-llla + ant(4')-1a + ant(6')-la + aph(2")-1b 8 (% 44.44) 3 (% 60) 11 (% 34.38)
aph(3')-llla + ant(4')-1a + aac(6')-le-aph(2")-la + aph(2")-Ib 1 (% 5.56) 1(%3.13)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + aph(2")-Ib + aph(2")-Ic 1 (% 33.33) 1(%3.13)
ant(4')-la + ant(6')-1a + aac(6')-le-aph(2"")-la + aph(2")-Ic 1 (% 33.33) 1 (% 3.13)

Cizelge 4.12. YSGD Enterococcus tlrlerinin aminoglikozid-modifiye edici enzim geni profilleri ve dagilimlari

AME genleri E.durans (n=5) | E.faecalis (n=1) | E.casseliflavus (n=1) | Toplam (n=7)
n (%) n (%) n (%) n (%)
ant(4')-la 1(% 20) 1(% 14.29)
ant(6')-la + aac(6')-le-aph(2")-la 3 (% 60) 3(%42.86)
ant(4')-la + ant(6')-la + aac(6')-le-aph(2")-la 1(% 20) 1 (% 14.29)
ant(4')-la + ant(6')-la + aph(2")-1b 1 (% 100) 1 (% 14.29)
aph(3')-llla + ant(4')-1a + ant(6')-Ia + aph(2")-Ib 1 (% 100) 1 (% 14.29)
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Cizelge 4.13. YSSD Enterococcus tiirlerinin aminoglikozid-modifiye edici enzim geni profilleri ve dagilimlari

AME genleri E. faecium (n=18) | E. faecalis (n=4) | E. avium (n=3) | Toplam (n= 25)
n (%) n (%) n (%) n (%)
aph(3')-llla + ant(6')-la 1 (% 25) 1(%4)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + ant(6')-la 5 (% 27.78) 5 (% 20)
aph(3')-1lla + ant(6')-la + aph(2")-Ib 3 (% 16.67) 1 (% 25) 1 (% 33.33) 5(%20)
aph(3')-llla + aac(6')-le-aph(2")-la + aph(2")-1b 1 (% 5.56) 1(%4)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + ant(6')-la + aph(2")-1b 8 (% 44.44) 2 (% 50) 10 (% 40)
aph(3')-llla + ant(4')-1a + aac(6')-le-aph(2")-Ia + aph(2")-Ib 1 (% 5.56) 1(%4)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + aph(2")-Ib + aph(2")-Ic 1(% 33.33) 1(%4)
ant(4')-la + ant(6')-1a + aac(6')-le-aph(2")-1a + aph(2")-Ic 1 (% 33.33) 1(%4)
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Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan c¢alisamalarda tezde elde edilen
bulgularin aksine gentamisin direngli Enterococcus tiirlerinde aac(6’)-le-
aph(2")-1a geni bulunma siklig1 daha ytliksek bulunmustur. Ancak diger taraftan
tezde elde edilen bulgulara benzer olarak streptomisin direngli tiirlerde aph(3’)-
Ila ve ant(6')-la geni bulunma siklig1 yiiksek bulunmustur (Padmasini vd.,
2014; Niu vd., 2016; Shete vd., 2017). Padmasini vd. (2014), yliksek seviyede
gentamisin direngli E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin tamaminda aac(6’)-le-
aph(2")-la geni varligini tespit etmislerdir. Bunun yam sira E. faecalis
izolatlarim1 % 39.5’inin E. faecium izolatlarinin ise % 37.5’inin aph(3’)-1lla geni
icerdigini bildirmislerdir. Benzer olarak Niu vd. (2016), YSGD enterokok
izolatlarinin tamaminin aac(6')-le-aph(2")-Ia geni icerdigini ve YSSD E. faecalis
ve E. faecium izolatlarinin ise % 71.4’tintin ant(6')-Ia, % 57.1’inin aph(3')-1lla ve
% 50’sinin aph(3')-llla + ant(6')-la AME geni profiline sahip olduklarini
bildirmislerdir. Shete vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada da YSGD E.
faecalis ve E. faecium izolatlarinin aac(6')-le-aph(2'')-Ia geni icerirken, YSSD E.

faecalis ve E. faecium izolatlarinin aph(3’)-1lla geni igerdigini bildirmislerdir.

Disk difiizyon ve MIK testleri sonucu yiiksek seviyede gentamisin ve
streptomisin direngli oldugu tespit edilen 500 pg/mL gentamisin igeren
besiyerlerinden izole edilen E. durans MGE13.1, MGE13.2, MGE13.3, MGE13.4 ve
E. faecalis MGE58.1 suslarinin genomik DNA’larinin kalip olarak kullanildigi PZR
denemeleri sonucu fenotipik test sonucglari ve PZR sonuglar1 arasinda
korelasyon oldugu gorilmiistir. Diger taraftan fenotipik olarak yiiksek seviyede
gentamisin ve streptomisin direncli E. durans MGE63.1 izolatinda sadece
streptomisin disinda cesitli aminoglikozidlere karsi direncten sorumlu ant(4')-
Ia geni varlig1 gosterilmistir. Benzer olarak fenotipik olarak yiiksek seviyede
gentamisin direncli E. casseliflavus MGM111.1 izolatinda ise aph(2")-1b geni yani
sira ant(4')-la ve ant(6')-la genleri bulunmasina ragmen fenotipik olarak
streptomisine duyarli oldugu belirlenmistir. Disk difiizyon ve MIK testleri
sonucu 2000 pg/mL streptomisin iceren besiyerlerinden izole edilen yiiksek
seviyede gentamisin ve streptomisin direngli oldugu tespit edilen E. faecium
MSM14.1, MSE31.1, MSE53.1, MSE58.1, MSE104.1, E. faecalis MSM53.1, MSE61.1
ve E. avium MSE63.1 ve MSE63.2 suslarinin AME genlerinin arastirildigi PZR
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sonuglar1 ve fenotipik test sonuglar1 arasinda korelasyon oldugu gorilmiistiir.
Fenotipik olarak yiiksek seviyede streptomisin direnci gosteren Enterococcus
suslarinin tamaminin PZR ve fenotipk test sonuglarinin uyum gosterdigi
belirlenmistir. Diger taraftan fenotipik olarak yiiksek seviyede gentamisin ve
streptomisin direngli oldugu tespit edilen E. faecium MSE104.1 ve MSE111.2
suslarinda streptomisin direnci ile iligkili aph(3')-1lla, ant(4')-1a ve ant(6')-Ia
genlerinin varlig1 tespit edilirken gentamisin direnci ile iliskili bir gen tespit
edilmemistir. Fenotipik ve genotipik testler arasinda korelasyon goriilmeyen
suslarda (E. durans MGE63.1, E. casseliflavus MGM111.1, E. faecium MSE104.1 ve
MSE111.2) yiiksek seviyede aminoglikozid direncinden tez kapsaminda
aragtirilan AME genleri disinda farkli bir diren¢ mekanizmasinin etkili oldugu
diisiinilmektedir. Benzer olarak farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda da AME geni tespit edilemeyen izolatlarda fenotip olarak yiiksek
seviyede aminoglikozid direnci saptanmistir (Jackson vd., 2004; Choi ve Woo,

2013; Padmasini vd., 2014; Niu vd., 2016).
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismas1 kapsaminda Antalya ve Isparta illerinden toplanan 112 tavuk eti
orneginden 32 yiiksek seviyede aminoglikozid direncli (YSAD) Enterococcus
susu izole edilmistir. izolatlar tiire 6zgii PZR ve 16S rDNA dizi analizi yontemi
ile tir diizeyinde tanimlanmistir. YSAD izolatlar arasinda baskin tiiriin E.
faecium oldugu belirlenmistir. Izolatlarin 18'i E. faecium (% 56.25), 5'i E. faecalis
(% 15.63), 5'i E. durans (% 15.63), 3’1 E. avium (% 9.37) ve 1'i E. casseliflavus

(% 3.12) olarak tanimlanmustir.

Disk difiizyon testi sonucu tavuk eti O6rneklerinden izole edilen 32 YSAD
Enterococcus izolatinin 4 ile 16 arasinda degisen sayida antibiyotige direncli
oldugu belirlenmistir. izolatlar arasindan en genis antibiyotik diren¢ profiline
sahip izolatin E. faecalis MSM93.1 oldugu tespit edilmistir. YSAD izolatlarin en
duyarli oldugu antibiyotiklerin ampisilin (% 93.75), linezolid (% 93.75),
penisiln G (% 90.62), teikoplanin (% 90.62), nitrofurantoin (% 78.12),
vankomisin (% 75) ve kloramfenikol (% 68.75) oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarin higbirinin eritromisine duyarhi olmadig1 belirlenmistir. Izolatlar
denemelerde kullanilan diger antibiyotiklere ise farkli oranda duyarlilik
gostermislerdir. Tez kapsaminda YSAD Enterococcus izolatlarinin en direngli
oldugu antibiyotiklerin eritromisin (% 96.87), minosiklin (% 96.87),
streptomisin (% 96.87) ve tetrasiklin (% 96.87) oldugu belirlenmistir.
Izolatlarin tamaminin (% 100) ¢oklu antibiyotik direncine sahip oldugu tespit

edilmistir.

Izolatlarin gentamisin MIK degerlerinin 16 ile >4096 pg/mL ve streptomisin
MIK degerlerinin ise 64 ile >4096 ug/mL arasinda degistigi belirlenmistir. MIK
testi sonucu YSSD izolatlarinin tamami streptomisine, YSGD izolatlarinin
tamami ise gentamisine direncli bulunmustur. Ayn1 zamanda YSSD izolatlarinin
% 56’sinin gentamisine ve YSGD izolatlarinin ise % 85.71’'inin streptomisine

kars1 yliksek seviyede dirence sahip oldugu belirlenmistir.
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PZR denemeleri sonucu YSAD Enterococcus izolatlarinin 1 ile 5 arasinda degisen
sayida AME geni icerdigi tespit edilmistir. Izolatlarin % 87.5’inde (28/32)
ant(6')-la (Sekil 4.5 ve 4.6), % 78.13’tinde (25/32) aph(3’)-1lla, % 68.75’inde
(22/32) ant(4')-la, % 62.5’inde (20/32) aph(2")-Ib, % 21.88’inde (7/32)
aac(6')-le-aph(2")-1a ve % 9.38’inde (3/32) aph(2")-Ic geni varlig1 tespit
edilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda YSAD Enterococcus izolatlarinin hi¢birinde

aph(2")-1d geni varligi géozlenmemistir.

500 pg/mL gentamisin iceren besiyerlerinden izole edilen 7 YSGD Enterococcus
izolatinin 6’sinda (% 85.71) ant(6')-1a, 4'tinde (% 57.14) aac(6')-le-aph(2")-1a,
4’tinde (% 57.14) ant(4')-Ia ve 2’sinde aph(2")-Ib geni varlig1 tespit edilmistir.
YSGD izolatlarinda en sik karsilasilan genotipin % 42.86 ile ant(6')-Ia + aac(6')-
le-aph(2"”)-la oldugu belirlenmistir. 2000 pg/mL streptomisin igeren
besiyerlerinden izole edilen 25 YSSD izolatinin 24’tinde (% 96) aph(3’)-1lla,
22’sinde (% 88) ant(6')-1a, 18’inde (% 72) ant(4')-1a, 18’'inde (% 72) aph(2")-1b,
3’linde (% 12) aac(6’)-le-aph(2")-1a ve 3’tinde (% 12) aph(2")-Ic geni varhgi
tespit edilmistir. YSSD izolatlarinda en sik karsilasilan (% 40) genotipin aph(3')-
llla + ant(4')-la + ant(6')-la + aph(2")-Ib oldugu belirlenmistir. E. durans
MGE®63.1, E. casseliflavus MGM111.1, E. faecium MSE104.1 ve MSE111.2 suslar
hari¢ YSAD izolatlarinin geri kalaninda fenotipik ve genotipik test sonuglari

arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir.

Antibiyotik direnglilik son yillarda bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde
karsilasilan en 6nemli sorunu teskil etmektedir. Tedavi amag¢h veya verim
artirict  olarak ¢iftlik hayvanlarinda kontrolstiz antibiyotik kullaniminin
hayvansal kaynakli gidalarda bulunan bakterilerin antibiyotik direnclilik
ozelliklerinin artmasinda temel etken oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle
tasinabilir genetik materyaller lizerinde bulunan antibiyotik diren¢ genlerinin
insan sindirim sisteminde diger bakteri tiirlerine aktarimi gida zinciri araciligi
ile antibiyotik diren¢ genlerinin yayllmasina neden olmaktadir.
Aminoglikozidler enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan hayati 6neme sahip

ilaclar olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenden dolay1 yapilan tez calismasi
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tiiketici saglig1 acisindan mevcut riski ortaya koymasi agisindan Onem

tasimaktadir.

Yasami tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisinde, 6nemli tedavi yontemlerinden
biri de aminoglikozitlerdir. Yiiksek seviyede aminoglikozid direncinin
fosfotransferazlar (APHs), asetiltransferazlar (AACs) ve niikleotidiltransferazlar
(ANTs) olmak iizere 3 farkli aminoglikozid-modifiye edici enzim grubunun
aktivitesi sonucu gerceklestigi belirlenmistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda elde
edilen verilerin literatiir bilgisine katki saglayacagi ve halk saghig1 acgisindan
degerlendirilerek daha sonra yapilacak c¢alismalara da 1s1k tutacagl
diistinilmektedir. Ayrica, devam niteliginde yapilacak yeni ¢alismalar ile tavuk
eti orneklerinden izole edilen YSAD Enterococcus suslarinin patojenitesinde
etkili olan jelatinaz, sitolizin, agregasyon maddesi, hiicre duvar1 adhezinleri,
hiicre dis1 ylizey proteinleri ve seks feromonlari gibi viriilens faktér genlerinin

de arastirilmasi gerekmektedir.
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