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CESITLI HAYVAN TURLERINDEN iZOLE EDILEN VANKOMISIiNE DIiRENCLI
ENTEROKOK iZOLATLARINDA vanA, vanB, vanC1 ve vanC2 GENLERININ
MOLEKULER YONTEMLE ARASTIRILMASI
Devrim SARIGUZEL

Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Ekim 2012
Damsman. Prof.Dr.Fuat AYDIN

KISA OZET

Bu calismada, Kayseri bolgesindeki cesitli hayvan tiirlerinin diski 6rneklerinde vankomisine
direngli Enterococccus spp. varliginin incelenmesi, izole edilen suslarin antibiyotik
direnglerinin saptanmasi ve izolatlarda vanA, vanB, vanCIl ve vanC2 genlerinin molekiiler
yontemle arastirilmast amaglanmustir.

Mayis- Agustos 2010 aylar1 arasinda her birinden 100’er adet olmak {iizere sigir, broyler,
yumurtaci tavuk ve kopege ait diski Ornekleri calismada materyal olarak kullanilmustir.
Orneklerden izolasyon ve identifikasyon islemi sonucu elde edilen enterokok suslarmin, disk
difiizyon ve E-test yontemi ile antibiyotik duyarliliklar1 ve glikopeptid direnci belirlenmistir.
Multipleks PCR ile vanA, vanB, vanC1 ve vanC2 genlerinin arastirilmasi yapilmustir.
Orneklerden elde edilen 68 izolatin 63 (% 92,64)'niin E.faecium, 3 adetinin (% 4,41)
E.gallinarum, 2 adetinin de (% 2,94) E.casseliflavus tiirlerine ait oldugu belirlenmistir.
Izolatlarin disk difiizyon yontemiyle 64 (% 94)’ii qoinupristin/dalfopristine, 16 (% 23,53)’i
eritromisine, 16 (% 23,53)’s1 tetrasikline, 9 (% 13,33)’u siprofloksasine, 7 (% 10,2)’i
streptomisine, 10 (% 14,70)’u vankomisine ve 5 (% 7,3)’nin teikoplanine direncgli oldugu
saptanmugtir. E-test yontemi ile 10 adet izolat vankomisine ve 5 adet izolat teikoplanine direncli
bulunmustur. izolatlarm 32 (% 47)’nin ¢ogul ilag direncine sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan
Multipleks PCR ile; tiim izolatlarin vanA ve vanB geni tasimadiglr bunun yaninda 3 adet susun
vanC1 ve 2 adet susun da vanC2 geni tasidig: tespit edilmistir.

Tirkiye’de ¢iftlik hayvanlarinda avoparsin kullaniminin yasaklanmasindan sonra glikopeptid

direngli enterokoklarin varliginin diisiik seviyede de olsa devam ettigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnclilik, diski, enterokok, PCR, vankomisin.
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THE INVESTIGATION OF vanA, vanB, vanC1 AND vanC2 GENES IN
VANCOMYCIN RESISTANT ENTEROCOCCI ISOLATES FROM VARIOUS
ANIMAL SPECIES BY MOLECULAR METHOD

Devrim SARIGUZEL

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
PhD. Thesis, October 2012
Supervisor: Prof. Dr. Fuat AYDIN

ABSTRACT

In this study, it is aimed to investigate the occurrence of vancomycin resistance Enterococcus
spp. in faecal samples of various animal species, to detect the antibiotic resistance of isolated
strains and to examine vancomycin resistance genes (vanA, vanB, vanCl, vanC2) via molecular
method in Kayseri region.

The faecal samples of cattle, broiler, hens and dogs (100 animals from each species) were used
as material between May and August of 2010. Antibiotic susceptibility and glycopeptide
resistance of Enterococcus strains which was obtained after the isolation and identification
process were detected by means of disk diffusion and E-test method. The investigation of vanA,
vanB, vanCl, vanC2 genes was conducted via multiplex PCR.

It was detected that 63 (92.64%) of 68 isolates, which were obtained from the samples, belong
to E.faecium, 3 of them (4.41 %) belong to E.gallinarum, and 2 of them (2.94 %) belong to
E.casseliflavus. It was determined via disk diffusion method that 64 (94 %) of isolates resistant
to qoinupristin/dalfopristine, 16 of them (23.53 %) to erythromycsin, 9 of them (13.33 %) to
ciprofloxacin, 16 of them (23.53 %) to tetracycline, 7 of them (10.2 %) to streptomycin, 10 of
them (14.70 %) to vancomycin, and 5 of them (7.3 %) to teicoplanin. It was found out that 10
isolates were resistant to vancomycin and 5 isolates to teicoplanin. 32 isolates (47 %) have
multiple antibiotic resistances. It was detected that none of the isolates carried vanA and vanB
genes; however, 3 strains carried vanC1 and 2 strains carried vanC2 genes.

It was concluded that after the ban of using avoporcin over farm animals in Turkey, the

occurrence of Enterococcus resistant to glycopeptide continued even if it was at low level.

Key Words: Antibiotic resistance, enterococci, feaces, PCR, vancomycin
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1. GIRIS VE AMAC

Enterokoklar sicak kanli hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal sisteminde, ayrica
boceklerde, bitkilerde, diski ile kirlenmis toprak, su ve yiyeceklerde de bulunur. Bu
sebeple icme ve kullanma sularindaki fekal kontaminasyonun gostergesi ve indikator
mikroorganizma olmanin diginda, laktik asit iiretmelerinden dolay1 peynir yapiminda
kullanilmakta olup; siit ve et iirlinleri ile diger gida maddelerinden de izole

edilebilmektedirler (1-3).

Enterokoklar diisiik virulansli mikroorganizmalar olmalarma karsm toplum kaynaklh ve
ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli etkenlerdir. Enterokoklar tarafindan
iretilen sitolizin ve agregasyon maddesi ile biyofilm olusturma ozellikleri cesitli
nozokomiyal hastaliklara neden olabilmektedir (4). Enterokoklar nozokomiyal
bakteriyemide {iciincii, iiriner sistem ve cerrahi yara enfeksiyonlarinda ikinci en sik
goriilen etkendir (5). Bu enfeksiyonlarin da yarisi yogun bakim iinitelerinde
goriilmektedir (6).

Enterokok’lar, beslenme ve bakim sartlar1 uygun olmayan hayvanlarda degisik klinik
bulgulara neden olmaktadirlar. Kanatlilarda, pulmoner hipertansiyon sendromuna,
amiloid artropadiye, bakteriyemiye, ensafalomalaziye, norolojik bozukluklara,
endokarditislere, biiylime geriligine ve beyinde fokal nekrozlara, kopeklerde otitis
eksternaya, tay ve buzagilarda ise ishallere yol agtiklar: bildirilmistir (7-10).
Enterokoklar kalitsal olarak sefalosporinler, aztreonam, penisilinaza dayanikli

penisilinler, aminoglikozidler (diisiik diizey) ve klindamisine direnclidirler.
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Enterokoklar ayrica plazmidler veya transpozonlar araciligiyla yeni DNA kazanarak ya
da mutasyonlar yoluyla c¢esitli antibiyotiklere diren¢ kazanmakta bu antibiyotik direng
genlerini diger Gram pozitif patojen bakterilere transfer edebildikleri ortaya
konulmugstur (11-13). Diren¢ gelisen antibiyotiklerin ¢ogu enterokok infeksiyonlarinin
disindaki diger infeksiyonlarn tedavisinde kullanilirken enterokoklara selektif baski
uygulayan eritromisin, fluorokinolonlar, tetrasiklin ve kotrimaksazol gibi
antibiyotiklerdir (14,15). Enterokoklarm cesitli antibiyotiklere direncinin giderek artig
gostermesi ve Ozellikle vankomisine direncli enterokoklarin artisi Onemlerini
artirmaktadir. Ozellikle Avrupada cesitli hayvan yemlerinde biiyiime faktorii olarak bir
glikopeptid olan avoparsin kullanimi, vankomisine direncli enterokok (VRE) suslarin
hayvanlardan besin zinciri yoluyla insanlara yayilmasina yol a¢cmistir (16).
Enterokoklarda glikopeptid antibiyotiklere direng ilk kez 1988 yilinda Uttley et al. (17)
tarafindan bildirilmis ve daha sonra tiim diinyada hizla yayilmstir. Tiirkiye’de ise ilk
VRE susu Antalya’da saptanmis ve 1998 yilinda Vural ve ark. (18) tarafindan
bildirilmistir. Bunun iizerine Ankara, Denizli, Kirikkale ve izmir’de yapilan cesitli
caligmalarda kanath, sigir ve kopeklerde VRE taramalarinda bulunulmus bir¢ogunda
vankomisin ve diger antibiyotiklere diren¢ kazanmis enterokoklar tespit edilmistir.
Coklu antibiyotik direncli VRE’lerin tespit edilmesi bu suslarin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisini zorlastirmaktadir. Bu nedenle VRE suslarinin hayvan
tiirlerinden izole edilmesi direncin yayilmasinin kontrol altina alinmasi i¢in onemlidir.

Bu c¢alismada, Kayseri bolgesindeki cesitli hayvan tiirlerinin digki 6rneklerinde
vankomisine direngli Enterococccus spp. varhiginin incelenmesi, izole edilen suslarin
antibiyotik direnclerinin saptanmasi ve izolatlarda vanA, vanB, vanCl ve vanC2
genlerinin molekiiler yontemle arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica bu calisma ile
Olimciil hastane infeksiyonlarina neden olan VRE’lerin hayvansal kokenli suglar ile

olan yakinliklarinin arastirilmasi i¢in gereken altyapiy1 olusturmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ENTEROKOKLAR
2.1.1. Tarih¢e ve Taksonomi

Giiniimiizde “Enterokoklar” olarak adlandirilan mikroorganizmalar Onceleri “fekal
kokenli streptokoklar” adiyla gruplandirilmig olup ilk kez 1899 yilinda Thiercelin
tarafindan Fransa’da yayimlanan bir makalede “insan gaitasinda kisa zincirli veya cift
halde goriilen bakteriler” Enterokok olarak tanimlanmistir. William MacCallum ve
Thomas Hasting ayn1 yil akut endokarditli bir hastadan elde ettikleri inat¢1 ve giiclii bir
bakteriyi “Micrococcus zymogenes” olarak adlandirmiglardir. Birka¢ yil sonra
Alexander Gordon muhtemelen hayvan gaitasiyla havadan kontamine olmus sivi
besiyerinde fekal streptokok izole ettigini; S. Houston lagim suyunda bol miktarda
streptokok bulundugunu bildirmis ve sularin insan gaitasiyla kontaminasyonunu
gostermede yararli olabilecegini ileri siirmiistiir. Ik kez Streptococcus faecalis F.W.
Andrews ve T.J. Holder tarafindan 1906 yilinda mannitolii ve laktozu fermente edip
raffinozu fermente etmeyen ve siitiin kesilmesine neden olan gaita kokenli
mikroorganizma olarak tanimlanmistir. Orla- Jensen 1919 yilinda bu grupta
fermentasyon  Ozellikleri farklilik gosteren Streptococcus faecium’u ikinci bir
mikroorganizma olarak tantmlamigslardir. J.M. Sherman 1935 yilinda ve Helen U. Wing

1937 yilinda Streptococcus faecium’a benzeyen ancak daha az fermentatif giic
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gosteren iiclincii bir tiir olan Streptococcus durans’t tanimlamiglardir. “Enterokokal
Grup” terimini J.M. Sherman 1937 ve 1938 yillarinda 9.6 pH’da, 10-45 °C arasindaki
sicaklik derecelerinde ve % 6.5 NaCl iceren siv1 besiyerinde iireyebilen ve 60 °C’de 30
dakika canliligini siirdiirebilen streptokoklar icin kullanmistir. J.M. Sherman o tarihte
bilinen enterokok tiirlerini enterokokal grup digerlerini de “piyogenik, laktik ve
viridan” gruplar olarak aywrmustir. S.S Nowlan ve R.H. Deibel 1967 yilinda
Streptococcus avium’u enterokokal gruba eklemistir. A.P.Kalina 1970 yilinda
enterokokal streptokoklar icin bir cins olusturulmasini ve hiicresel dizilim ve fenotipik
ozelliklerine gore Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium’un “Enterococcus”
olarak adlandirilmasmi Onermistir. Bu O©neri dikkate alinmayip enterokoklar
Streptococcus genusunda yer almaya devam etmislerdir. K.H. Schleifer ve R.Klipper-
Baltz 1984 yilinda genetik kanitlarin Streptococcus faecalis ve Streptococcus
faecium’un diger  streptokoklardan fakli olduklarin1 gosterdigini ve ayrilmasi
gerektigini belirtmistir. Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium o tarihten
bugiine Enterococcus genusu icerisinde yer almaktadir (19). Giiniimiizde Enterococcus
cinsine dahil etme veya yeni Enterococcus tiirleri tanimlama kriterleri farkli molekiiler
tekniklerin (DNA-DNA reasosiyasyon deneyleri 16S rRNA gen sekanslamasi ve total
protein profil analizi) ve fenotipik testlerin sonuglarini irdeleyen polifazik yaklasimla
belirlenmektedir (20). En son ¢alismalar sonucunda Enterococcus genusuna ait tiirlerin
Ocak 2011 ayinda yayimlanan isim listesi Tablo 2.1’de (21), 2005 yilinda belirtilen
filogenetik baglant1 semasi1 Sekil 2.1°de sunulmustur (20).

2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar katalaz negatif Gram pozitif tekli ya da ikili koklardan olusan
mikroorganizmalardir. Kat1 besi yerinden iireyen kolonilerinden yapilan preparatlarin
Gram boyamalarinda kokobasil olarak goriiniirler. Tiyoglikolath besiyerinde iiremeler
ovoid veya zincir seklindedir. Kanli agarda 24 saatlik iireme sonunda genellikle 1-2 mm
capinda kabarik, gri-beyaz renkli, S tipi koloniler olusturmaktadirlar. Tavsan, at veya
insan kanli agarlarda E.faecalis’lerin yaklasik 1/3’ii beta hemolitik olarak goriiliirken
koyun kanli agarda hemoliz yapmazlar. Diger tiirler genellikle alfa ya da non

hemolitiktir (20).



Enterokoklar fakiiltatif —anaerob mikroorganizmalardir. Embden-Meyerhof —Parnas
yolunu izleyen homofermentatif metabolizmalar1 vardir. Karbonhidratlar1 laktik asite
indirgemeleri nedeniyle laktik asit bakterileri olarak da adlandirilirlar. Gaz
olusturmadan iirerler. Optimal iireme 1silar1 35 °C olup 10-45 °C’ler arasinda
tireyebilirler. Yiiksek oranda tuz ve safra tuzlarini tolere ederler ve % 6.5 NaCl ile % 40
safra tuzu varlhiginda iireyebilirler. Eskulini hidrolize eder, Bile-Esculine (BE) agarda

rahatlikla iirerler (20).

Tablo 2.1. Enterococcus genusuna ait tiirlerin isim listesi (21)

S.No Enterokok Tiirleri
1 Enterococcus asini
2 Enterococcus aquimarinus
3 Enterococcus avium
4 Enterococcus caccae
5 Enterococcus camelliae
6 Enterococcus caccae
7 Enterococcus camelliae
8 Enterococcus canintestini
9 Enterococcus canis
10 Enterococcus casseliflavus
11 Enterococcus cecorum
12 Enterococcus columbae
13 Enterococcus devriesei
14 Enterococcus dispar
15 Enterococcus durans
16 Enterococcus faecalis
17 Enterococcus faecium
18 Enterococcus flavescens => Enterococcus casseliflavus
19 Enterococcus gallinarum




Tablo 2.1. Enterococcus genusuna ait tiirlerin isim listesi (21) (devami)

S.No Enterokok Tiirleri
20 Enterococcus gilvus
21 Enterococcus haemoperoxidus
22 Enterococcus hermanniensis
23 Enterococcus villorum
24 Enterococcus italicus
25 Enterococcus malodoratus
26 Enterococcus moraviensis
27 Enterococcus mundtii
28 Enterococcus pallens
29 Enterococcus phoeniculicola
30 Enterococcus porcinus =>Enterococcus villorum
31 Enterococcus pseudoavium
32 Enterococcus raffinosus
33 Enterococcus ratti
34 Enterococcus saccharolyticus
35 Enterococcus saccharominimus => Enterococcus italicus
36 Enterococcus seriolicida => Lactococcus garvieae
37 Enterococcus silesiacus
38 Enterococcus solitarius =>Tetragenococcus solitarius
39 Enterococcus sulfureus
40 Enterococcus termitis
41 Enterococcus thailandicus
42 Enterococcus hirae




Enterokoklarin Gram negatif bakterileri de iceren karisik 6rneklerden izole edilmeleri
icin selektif besiyeri olarak azid igeren Safra-eskulinazid agar veya Enterococosel agar,
Columbia-Kolistin-Nalidiksik asit agar (CNA) veya Fenil etil alkol agar (PEA)
kullanilabilir (22). Selektif besiyerlerinin icerdikleri kimyasal maddelere bagl olarak
koloni rengi degisebilir. Ornegin Safra-Eskulin-Azid agar gibi eskulin iceren agarda
koloniler siyah hale ile c¢evrelenmis, gri-beyaz koloniler olarak goriilebilirken;

tetrazolium tuzlar1 iceren agarda kolonilerin ortasinda tugla kirmizisi renk olusur (17).

E.cecorum, E.columbae, E.pallens, E. saccharolyticus E.canintestini, E.devrieseli,
E.moraviensis  hari¢ pek c¢ok enterokok tiirii, pyrolidonyl arylamidase (PYRase)
ireterek pyrolidonyl-b-naftilamide (PYR)’i hidrolize ederler. Biitiin suslarda leucine
aminopeptidase (LAPase) aktivitesi goriiliir ve leucine B-naphthylamide’i hidrolize
ederler. Birkac tiirii hareketlidir (E. casseliflavus, E. gallinarum). Bazi tiirler ise
pigmentlidir (E. casseliflavus, E. gilvus, E. mundti, E. pallens ve E. sulfureus).
Enterokoklar porfirinleri sentezleyemez; dolayisiyla sitokrom enzimleri yapamazlar.
Baz1 E.faecalis’ler kanli besiyerinde iiretildiginde sitokrom aktivitesi gosterebilir ve
zayif olarak katalaz pozitifligine yol acabilirler. Ayrica E.haemoperoxidus tiirlerinde de
katalaz pozitifligi bildirilmistir. Biitiin suslar homofermentatiftirler. Gaz olusturmazlar

ve glukoz fermentasyonunun son iiriinii laktik asittir (23).

Katalaz negatif, Gram pozitif bir kokun enterokok olarak dogru tanimlanabilmesi icin
izolatin BE, PYR, LAP testlerinin pozitif olmasi, % 6,5 NaCl varliinda 45°C’de
tiremesinin tespit edilmesi gerekmektedir. Sadece BE testi ve %6,5 NaCl’li ortamda
tireme Ozelligi yeterli olmayabilir. Cogu Enterokok susu hiicre duvarma baglh gliserol
teikoik asit icerir. Bu da Lancefield siniflamasinda D grubu antijeni olarak tanimlanir. D
grubu antijenleri enterokoklarin % 80 inde mevcut olmasinin yaninda Pediococcus spp.,
Leuconostoc spp. ve bazi Vagococcus spp., suslart Anti-D grubu serumu ile reaksiyon
verebilmektedir. Enterokoklarin DNA’smmin  G+C icerigi % 32-44 arasinda
degismektedir. Genom biiyiikliigii  yaklasik 2000-3500 kb arasindadir. GenProbe
tarafindan {retilen AccuProbe Enterococcus genetik prob, enterokokal rRNA
segmentine baglanarak Enterokok tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Ancak

Vagococcus spp. tiirlerinde bu prob ile reaksiyon verebilmektedir (17,24).



2.1.3. Tanimlama

Katalaz negatif, Gram pozitif bir kokun Enterococcus spp. ya da yakin bir cins oldugu
belirlendikten sonra Tablo 2.2°de belirtilen geleneksel testler kullanilarak tiirler

tanimlanabilir.

Enterokoklar mannitol, sorbitol ve sorboz iceren besiyerlerinde asit olusturmalarina ve

arginini hidrolize etmelerine gore bes gruba ayrilirlar (17).

Grup 1: E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E.saccharolyticus, E.
pallens, E. gilvus, E.devriesei, E .hawaiensis’den olusur. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve

sorboz siv1 besiyerinde asit olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: E.faecalis, E. faecium, E.casseliflavus, E. haemoperoxidus, E.mundtii ve
E.gallinorum, E.sanguinicola’dan olusur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize ederler,
mannitollii s1v1 besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii
s1v1 besiyerinde degisken reaksiyon verirler. Insan kaynakli suslar daha cok bu grupta

yer alirlar.

Grup 3: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti, E.canintestini bu grupta yer
alir. E.faecalis ile E.faecium’un mannitol negatif varyantlari bu grubu olusturur. Bu
gruptaki tiirler D antijeni icermez, arginini hidrolize ederler, fakat mannitol, sorboz ve

sorbitol iceren s1v1 besiyerlerinin higbirisinde asit olusturmazlar.

Grup 4: E.aquimarinus, E. sulfurens, E. asini, E.caccae E. phoeniculicola ve E.
cecorum bu grupta bulunmaktadir. Bu gruptaki tiirler mannitol ve sorboz iceren sivi
besiyerlerinde asit olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler. Sorbitol igceren sivi

besiyerinde ise E. cecorum asit olustururken, E. sulfureus asit olusturmaz.

Grup S: E. canis, E. columbae, E.hermanniensis, E. italicus, E. moraviensis bu grupta
bulunur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize etmezler, mannitollii siv1 besiyerinde asit
olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii sivi besiyerinde degisken

reaksiyon verirler.



Tablo 2.2. Enterokok tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (20).

Tiirler Fenotipik Ozellikler®

Grupl MAN |SOR [ARG |ARA | SBL |RAF | TEL ([MOT |PIG |SUC |PYU | MGP
E. avium + + - + + - - - - + + \%
E. raffinosus + + - + + + - - - + + A%
E. gilvus + + - - + + - - + + + -
E. pallens + + - - + + - - + + - +
E. saccharolyticus” + + - - + + - - - + - +
E. malodoratus + + - - + + - - - + + \Y
E. pseudoavium + + - - + - - - - + + +
E. hawaiiensis + + - - + - - - - - + -
Grup II

E. faecium b+° - + + \Y% - - - b+° , ;
E. casseliflavus + - b+° + + b-¢ b+ b+ + v +
E. gallinarum + - b+° + - + - b+ - + - +
E. mundtii + - + + \" + - - b+ + - -
E. faecalis b+° - b+ - + - + - - b+° + -
E. haemoperoxidus” b+’ - b+’ - - - - - - + - +
E. sanguinicola + - + - - - b+° - - + - _
Lactococcus spp. + - + - - - - - - \% - -
Grup III

E. dispar - - + - - + - - - + + +
E. hirae - - + - - + - - - + _ _
E. durans - - + - - - - - - - - -
E. ratti - - + - - - - - - - - -
E. villorum - - + - - - - - - - - -
Grup IV

E. cecorum’ - - - - - + - - - + + -
E. phoeniculicola” - - - + - + - - - + - +
E. sulfureus - - - - - + - - + + - +
E. asini® - - - - - - - - - + - -
E. caccae - - - - - - - - - + + b+
GrupV

E. canis® + - - + - - - - - + + +
E. columbaé” + - - + + + - - - + + -




10

Tablo 2.2. Enterokok tiirlerinin fenotipik ¢zellikleri (20). (devam)

Tiirler Fenotipik Ozellikler®

GrupI MAN |SOR |ARG |ARA | SBL |[RAF | TEL |[MOT |PIG |SUC |PYU | MGP
E. moraviensis”® + - - + - - - - - + + +
E. hermanniensis + - - - - - - - - - - -
E. italicus v - - - A% - - - - + + +
Vagoccus fluvialis + - - - + - - + - + - +

* Kisaltmalar ve semboller : MAN, mannitol; SOR, sorboz; ARG, arjinin; ARA, arabinoz; SBL,
sorbitol; RAF, raffinoz; TEL, :%0,04 tellirit; MOT, hareket; PIG, pigment; SUC, siikroz; PYU,
purivat; MGP, metil-a-D-glukopiranozid; +, suslarin %90 veya fazlasi pozitif; -, suslarin %90 veya
fazlasi negatif; V, degisken (suslarin %11-89’u pozitif)

"Tip suslar1 verilerine dayanan fenotipik ozellikler.
‘Nadir istisnalar sz konusu (suglarin<%3’ii farkli reaksiyonlar gosterir).
Geg pozitif(>3 giin inkubasyon).

*Zayif reaksiyon

Enterokok tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmak iizere minyatiirize, manuel, yar1
otomatize veya tam otomatize sistemler ticari olarak mevcuttur. Ticari sistemler
arasinda API20S, Api Rapid ID 32 Strep sistemleri (bioMerieux Vitek, Inc, Hazelwood,
Mo.) Crystal Gram pozitif Crystal hizli gram pozitif tanimlama sistemleri (Becton
Dickinson Microbiology Systems), Vitek sisteminin Gram Pozitif Tanimlama Karti
(bioMerieux) ve MicroScan Walkaway System Gram Pozitif Tanimlama paneli (Dade
MicroScan, West Sacramento, Calif.) sayilabilir. Bu sistemlerin tanimlamadaki

dogruluklar1 molekiiler tekniklerle karsilastirilmistir (25,26).

Son yillarda enterokok tiirlerinin hizli ve dogru tanimlanmasi i¢in molekiiler tekniklerin
klinik mikrobiyoloji laboratuarlarina uyarlanmasi ile ilgili caligmalar yayginlagmistir.
Bu yontemler; Sodyumdodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi(SDS-PAGE), tiim
hiicre protein profili (WCP), vibrasyonel spektroskopik analiz, proton magnetik
rezonans spektroskopik analiz, randomize amplifiye polimorfik DNA analizi, 16S
rRNA genin sekans analizi, PCR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA genin restriksiyon-fragman-
uzunluk-polimorfizm analizi, 16S rRNA genin veya groESL geninin genis aralik (broad
range) aplifikasyonu, 23S rRNA geninin domain V’in sekanslamasi, tRNA veya
rRNA’nin  “intergenic spacer” amplifikasyonu, D-ala:D-ala ligazlarinin (ddl) ve
vankomisin diren¢ genlerinin amplifikasyonu, Enterococcus protein A (efaA) genlerinin

veya E.faecalis kollagen adezin geninin (ace) problanmasi, EF-Tu (fuf) elongasyon
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faktorii veya pEMI1225 genlerinin amplifiksyonu, manganeze bagimli siiperoksid
dismutaz (sodA) geninin sekanslanmasi, chaperonin 60 (cpn60) geninin
sekanslamasi,RNA polimeraz f alt birim geninin (rpoB) sekanslamasi, RNA polimeraz
alt iinite ve fenilalanil-tRNA sentaz (pheS) genlerinin ve ATP sentaz (afpA) geninin
sekanslamasidir. Degisik enterokok tiirlerinin referans laboratuarlarda molekiiler
tekniklerle tanimlanmasi i¢cin WCP profillerinin SDS-PAGE analizi ve 16S rRNA
genlerinin sekanslamasi sik kullanilan yontemlerdir (27,28). Sekil 2.1°de Enterococcus
cinsi i¢inde bulunan tiirlere ait sus tiplerinin 16S rRNA gen sekanslarinin kiyaslamalar1

ile olusturulmus dendrogram gosterilmistir.

E.ratti (AF539705)

E faecium (Y18294)

E.durans (Y18359)

E hirae (Y17302)

E.villorum {(AF335596)
T E.mundtii (Y18340)
"E.sangulnicola" (AY321376)
E.canis (X76177)
E.phoeniculicola (AY028437)
E.gilvus (AY033314)
63|_E.raffinosus (Y18296)
. 80| L malodoratus (Y18339)
L E.avium (Y18274)
iEE.pseudu avium (Y 18356)

"E.hawaiiensis" (AY321377)

100 [E.ga]]inarum {AJ301833)
E.casseliflavus (AJ301326)
E[E.asini {(Y11621)
E.dispar (Y13358)

ﬂ[E.pa]lens (AY033815)
100 E.hermanniensis (AY396047)

E.moraviensis (AF236831)
[

2049

1]

E.heamoperoxidus (AF266832)
8L E.caccae (AY943820)
E .faecalls (AJ301831)
T4—E.italicus (AJ582753)
E.sulfureus {X55133)
E.saccharolyticus (Y18357)
100 —E.cecorum (AF061009)
L F.columbae (X56422)
V.fluvialis (X54258)

100

100

a7

Sekil 2.1. Enterokok tiirlerine ait filogenetik baglanti semasi (20)
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2.1.4. Tiplendirme Yontemleri

Enterokoklarin bircok antibiyotige diren¢ gdsteren onemli bir hastane patojeni olarak
belirlenmesi ve Enterococcus enfeksiyonlarinin dis kaynakli olduguna dair kanitlarin
ortaya cikmasi suslarin tiplendirilmesi ve epidemiyolojik caligmalara duyulan ihtiyaci
arttrmugtir. Suslar arasinda farkliliklar: ortaya koymak i¢in kullanilan klasik fenotipik
yontemler cogunlukla yeterli aymrimi yapamamis ve epidemiyolojik caligmalar icin

yarar1 kisitli olmustur (27).

Enterococcus suslar1 arasinda aymrim icin, kromozomal DNA restriksiyon endoniikleaz
profillerinin pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ile tayini kullanilirsa daha basarili
olmaktadir. PCR {iriinlerinin sekanslamasi ve PCR iiriinlerinin restriksiyon fragman
uzunluk polimorfizm analizleri de enterokoklarda antibiyotik diren¢ genlerinin
saptanmas1 ve farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. PFGE enterokok
enfeksiyonlarinin epidemiyolojik analizinde altin standart olarak kabul edilmektedir

(29,30).

Son yillarda iki cesit giiclii molekiiler teknik multilokus sekans tiplendirmesi (MLST)
ve multiple locus variable-number tandem repeat analizi (MLVA) gelistirilmistir.
Bunlar enterokok populasyonu icerisinde yer alan klonal kompleksleri tanimlamak ve

suslar arasinda genetik baglantiy1 arastirmak amaciyla kullanilmaktadir (31).
2.1.5. Viriilans ve patojenite faktorleri

Enterokoklar gastro-intestinal sistemde kommensal olarak bulunmalarina ragmen,
belirli predispozan durumlarda barsak dis1 bolgelere yayilarak hastaliklara sebep olurlar.
Mikroorganizmanin antibiyotik direnci ve virulansla iligkili yeni genetik materyal
kazanabilme ozelligi onu daha virulan yapar ve konakta farkli bolgelere

kolonizasyonuna, alisilmigin diginda enfeksiyon olusturmasina yardim eder (19,32).

Enterokoklarin virulansini agiklayan faktorler heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Enterokoklar klasik virulans faktorlerine sahip olmamalarina ragmen, ¢ok sayida
antimikrobiyal ajana direngli olmalari, genis spektrumlu antibiyotik tedavisi alan
hastalarda enterokoklarin diger mikroorganizmalara gore avantaj kazanip ¢ogalmalarma

izin vermekte ve siiperenfeksiyonlara yol agmaktadir (4).
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Mikroorganizmanin virulans1 genomda bulunan patojenite adalar1 (PI) denilen 6zel
bolgelerde ve plazmidlerde kodlanan virulans genleri ile diizenlenir. Enterokoklarin
patojenite adalar1 ilk kez 1980 yilinda nozokomiyal salgma yol acan ¢oklu ila¢ direngli
E.faecalis’te tamimlanmistir. G+C oran1 % 32,2, biiyiikliigii de 150 kb civarinda olan bu
PI; enterokokal surface protein (esp), agregasyon faktor (asa) ve sitolizin (cyl) gibi
virulans genlerinin yan1 sira transpozazlar, transkripsiyonel regiilatorler ve proteinleri

kodlayan genlerin yer aldig1 129 ORF bolgesine sahiptir (19,32-36).
Enterokoklarin en 6nemli virulans faktorleri (32,37,38):
1. Hemolizin veya sitolizin,

2. Jelatinaz,

3. Enterokokal surface protein,

4. Agregasyon faktorii,

5. Kapsiil, hiicre duvari polisakkaritleri

6. Lipoteikoik asit

7. Stiperoksitler

8. Seks feromonlar1

9. Hyaluronidaz

10. Efa

11. AS-48

12. Antibiyotik direncidir.

Hemolizin/Sitolizin

Hemolitik 6zellik tasimaktadir. Sitolizin kodlayan gen bolgesi plazmid iizerinde ya da
bakteriyel kromozoma entegre olarak bulunabilmektedir. Immun sistem iizerinde
makrofaj ve polimorfoniikleer 16kositlere zarar verici etkisi oldugu ve direkt doku
harabiyeti yapabildigi gosterilmistir. Ayrica c¢ok sayida Gram pozitif bakteriyi
etkileyebilen bakteriyosin olarak da islev gordiigii gosterilmistir. Toksinin insan ile at
kanli agarlarda hemolitik aktiviteye sahipken, koyun eritrositlerinde etkili olmayis1
klinik laboratuvarlarda tanisal acidan 6nemli bir 6zelliktir (39). Insanlarda patojen olan

enterokok suslar1 arasinda, sitolizin iiretenlerin oraninin, nonpatojen oldugu diisiiniilen
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suslardan fazla oldugu gosterilmistir. Sitolizin iiretimi salginlardan izole edilen E.

faecalis suslarinda % 60' a varan siklikta saptanabilen bir viriilans faktoriidiir (40,41).
Jelatinaz

Enterokoklar tarafindan iiretilen jelatinaz, jelatin, kollajen gibi bazi bioaktif peptitleri
hidrolize edebilen, matriks metallo proteinaz (MMP) ailesinin ekstra seliiler cinko
iceren bir iiyesidir (37). Jelatinaz iireten E.faecalis suslarmin akut toksik etkilerinin
daha fazla oldugu ve endokardit olusumunu sagladig: belirtilmistir. Jelatinaz iiretiminin
inhibisyonunun doku kiiltiiriinde kemik rezorbsiyonunu azalttig1 da gosterilmistir (40).
E.faecalis suslarinda jelatinaz iiretimini, Stafilokokal accessory gen regiilator lokusu
(AGR) nun bazi béliimlerine benzer dizi iceren “fsr” lokusu regiile eder. Farkli
materyalden koken alan E faecalis suslarinda jelatinaz iiretim oranlarmin farkl oldugu

cesitli calismalarda belirtilmistir (32,37).
Enterokokal Surface Protein (ESP)

Yiiksek molekiiler agirliga sahip, enterokokal surface proteini Esp, 153 kb
biiyiikliigiindeki bir patojenite adasinda yer alan esp geninde kodlanir ve konjugasyonla
enterokok izolatlar1 arasinda aktarilabilir. Esp, salgma yol acan E.faecalis ve E.faecium
izolatlarinda bulundugundan, epidemik suglar1 gosteren bir marker oldugu

diistiniilmektedir (42,43).
Agregasyon faktorii(Af):

Agregasyon faktor(Af), Bir yiizey proteinidir. Bir¢cok 6zelligi ile bakterinin viriilansia
katkida bulunmaktadir. Etkin alici ve verici hiicre birlesmesini saglayarak plazmid
transferini kolaylastirmaktadir. Ayn1 zamanda bakterilerin agregasyonunu da saglayarak
viriilansa katkida bulunmaktadir. Agregasyon faktorii, enterokoklara kalp kapaklar1 ve
bobrek epitel hiicrelerine baglanma ve bu sayede endokardit ve iiriner sistem
infeksiyonu olusturma yetenegini saglamaktadir. E. faecalis suslarina katetere tutunma
yetenegini, agregasyon faktorii saglamaktadir. Ozellikle katater infeksiyonlarinda, E.

faecalis izolasyonu E. faecium' a gore daha fazladir (39).
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Kapsiil, Hiicre Duvarn Polisakkaritleri

Klinik E.faecalis izolatlarinda yaygin olarak iiretilen kapsiil polisakkaritinin diginda
E.faecalis ve E.faecium izolatlarinda ikinci bir kapsiil polisakkariti daha tanimlanmagtir.
Her iki polisakkaride karsi olusan antikorlar koruyucu 6zellik gostermektedir.
Enterokoklarda hiicre duvari, beta-D glikoz-1-fosfat, teikoik asit ve tetraheteroglikan
komponentlerinden olusur. Bu yapilar enterokoklarin virulansini ve immunitesini

etkilemektedirler (32).
Lipoteikoik asit (LTA)

LTA, trombosit, eritrosit, lenfosit, PMNL ve epitel hiicresi gibi pek ¢ok okaryotik
hiicreye baglanabilmektedir. E.faecalis suslarinda adhezif 6zelligi gosterilen LTA’nin
plazmid transferi ve agregat olusumunu kolaylastirarak E. faecalis’in virulansina

katkida bulundugu diisiiniilmektedir (37,44).
Siiperoksitler

E.faecalis’lerin ¢cogu ve bazi1 E.faecium tiirleri tarafindan ekstraseliiler siiperoksitlerin
sentezlenip mikro-¢evreye salindigi, bunun da bakterinin hayat siiresini uzattigi
gosterilmistir. Enterokoksik bakteriyemi ve endokarditli hastalardan izole edilen klinik
suslarin gaita kokenli izolatlardan daha yliksek oranda siiperoksid radikali iirettigi
gosterilerek, siiperoksid iiretiminin virulansla iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(32,37,38).
Seks Feromonlari

Seks feromonlar1 kromozomda kodlanan, 7-8 amino asit uzunlugunda kiiciik, hidrofobik
peptitlerdir. E.faecalis’te sinyal peptitleri olarak alic1 ve verici hiicre arasinda siki temas

saglar ve konjugatif plazmidin gecisini kolaylastirirlar (37,38,45).

Ayrica antibiyotik direnci ve sitolizin gibi virulans faktorleri seks feromon sistemi ile
E.faecalis suslar1 arasinda yayilabilir (40). Bazi seks feromonlar1 notrofiller igin
kemotaktiktir, siiper oksit iiretimini ve lizozomal enzim sekresyonunu indiikler ve doku

hasar1 olusturur (19,37).
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Hyaluronidaz

Streptokoklarin disinda stafilokoklar gibi bazi Gram pozitif bakterilerde hy! geninde
kodlanan hyaluronidaz enzimi, ¢esitli canlilar tarafindan iiretilir. Hyaluronidaz, bag
dokudaki mukopolisakkaritlerin bir kismini depolimerize ederek bakterinin yayilmasini
saglayan bir enzimdir. Ayrica hyaluronik asidin par¢alanma iiriinii olan disakkaritler de
bakteriler icin besin kaynagi olabilir. Hyaluronidaz diger bakteriyel toksinlerin zararh

etkilerini kolaylastirabilir ve doku hasariin siddetini arttirabilir (24,37).
Enterococcus faecalis antijen A Proteini (EfaA proteini)

Ik olarak endokarditlerden izole edilen E.faecalis suslarinda tanimlanan EfaA proteini,
efaA geninde kodlanir. EfaA’nin aminoasit dizisi, streptokokal adhesinler olarak bilinen
proteinlerle yakinlik gostermektedir. Mikroorganizmanin yasamasi ve ¢ogalmasi igin
mangan gerekmektedir ve efaA mangandan fakir ortamda fazla miktarda eksprese edilir.
EfaA’nin endokarditlerde adhesin olarak fonksiyon gordiigii ve klinik orneklerden,
hastane ortamindan, siit, peynir ve et gibi gida izolatlarindan izole edilen E. faecalis

suslarinda da efaA’nin bulundugu gosterilmistir (37).
AS-48

Ik olarak E.faecalis S-48 susundan izole edilmistir. Plazmid de kodlanan peptit yapili
bir bakteriyosin olup gram pozitif ve gram negatif bircok bakteriye karsi sitolitik
aktivite gosterir. Pozitif sarjli oldugu i¢in ve iyon gecisini indiiklemesinden dolayzi,
hedef hiicrede sitoplazmik membran potansiyelinin bozulmasina yol actigi

diistiniilmektedir (37).
Antibiyotik Direnci:

Intestinal florada bulunan, antibiyotik direncli, sitolitik toksin olusturma gibi viriilans
ozelliklerine sahip suslar, antibiyotik kullanimi sonucu duyarli suslarin ortadan
kalkmalar1 sonucunu dogurmaktadir. Boylece bu suslar hastalarin bir kisminda
gastrointestinal florada doku invazyonuna neden olmaktadir. Viriilans faktorleri
arasinda bulunan antibiyotik direnci suslarin intestinal florada secilip ¢ogalmasini
kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz gibi faktorler de doku invazyonunu

kolaylastirmaktadir (39,41).
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2.1.6. Enterokoklarin neden oldugu infeksiyonlar
2.1.6.1. Hayvanlarda goriilen infeksiyonlar

Enterokok’lar, hayvanlarda degisik klinik bulgulara neden olmaktadir. Enterococcus
faecalis tavuklarda, pulmoner hipertansiyon sendromuna ve amiloid artropadiye neden
olmaktadir. E. durans ve E. hirae ise tavuklarda bakteriyemiye, ensafalomalaziye,
norolojik bozukluklara, endokarditislere, biiyiime geriligine ve beyinde fokal nekrozlara
yol acmaktadirlar. Ayrica enterokoklar broylerde kemik lezyonlarina ve topalliklara
sebep olurlar. Devriese et al. (46) tarafindan E.faecalis’in kanaryalarda tracheitise ve
yavru Ordeklerde sistemik infeksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir. Enterokoklar
kedi ve kopeklerde otitis eksternaya ve nadiren de iiriner sistem infeksiyonlarina neden
olmaktadir. E.durans, E.hirae ve E.villorum tiirleri kopek, kedi, tay ve buzagilarda
ishale yol ag¢maktadir. Lapointe et al. (47) tarafindan FE.hirae’nin bir kedide
enteropatiye, karaciger safra kanali ve pankreatik kanalinda supuratif yangiya neden
oldugu rapor edilmistir.

2.1.6.2. Insanlarda goriilen infeksiyonlar

Son yillarda enterokoklarin neden oldugu infeksiyonlar belirgin sekilde artmis olup,
ozellikle hastane infeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda on sirada yer almaya
baslamistir. Enterokoklar ashinda ¢ok viriilan degildir. Ozellikle hastaneye yatirilan
yasli, immiinsuprese ve ciddi hastalig1 olanlarda hastalik olusturmaktadir. Enterokok
kokenli infeksiyonlarin arasinda iiriner sistem infeksiyonlar1 en sik rapor edilen

infeksiyonlardir (41,48).

Enterokoklar bakteriyemi, endokardit, iiriner enfeksiyonlar, intraabdominal ve pelvik
enfeksiyonlar, yara ve doku enfeksiyonlari, kolesistit, menenjit, neonatal sepsis, hastane
kaynakli pnomoni ve septisemi gibi enfeksiyonlara neden olabilirler (49-53).
Enterokoklar nozokomiyal bakteriyemide {iciincii, {iriner sistem ve cerrahi yara

enfeksiyonlarin da ikinci en sik goriilen etkendir (54,55).

Tiim enterokok infeksiyonlarinin % 80-90’nindan E. faecalis, % 5-15’inden ise E.
faecium sorumludur. E. gallinarum, E. casseliflavus, E. avium ve E. raffinosus gibi

diger enterokok tiirleri klinik drneklerin %5’ inden izole edilmistir (41,56).
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Uriner sistem infeksiyonlar

Uriner sistem infeksiyonlar1 enterokoklarin en sik neden oldugu infeksiyonlardir. Biiyiik
boliimii  hastane kaynakli olan bu infeksiyonlar sistit, piyelonefrit, prostatit ve
perinefritik apse gibi klinik tablolarla seyredebilir. Hemolitik enterokoklarin bobrek
infeksiyonuna neden olma oranlar1 diger suslara gore daha sik olmakla birlikte iiriner
sistem girisimleri, kateterizasyon, Ozellikle sefalosporinlerin kullanimi en 6nemli risk
faktorleridir. Toplum kaynakli iriner sistem enfeksiyonlarinda, saglikli kadinlarin % 5’inden

azinda enterokok izole edilmektedir (56,57).
Endokardit

Enterokoklar infektif endokarditlerin S.viridans ve S.aureus’dan sonra en sik rastlanilan
tictincli 6nemli etkenidir. Bakteriyel endokarditlerin % 5-15’inde enterokoklar etkendir
ve en sik E.faecalis izolasyonu yapilmaktadir. Hastalik cerrahi yolla veya cesitli
maniplasyonlarla bakterinin gastro-intestinal sistemden veya cogunlukla genitoiiriner

sistemden translokasyonu ile endojen kaynakli subakut endokardit seklinde baslar (58).
Bakteriyemi

Enterokokal bakteriyemi, siklikla goriilen bir durumdur. Hastane infeksiyonlar1
icerisinde giderek artan oneme sahip olan VRE bakteriyemileri, hastane kokenli tiim
bakteriyemiler icerisinde Avrupa’da 4. ABD’de ise 3. siklikta goriilmektedir. VRE
bakteriyemisi  genellikle nozokomiyal kaynakli olup hemodiyaliz, organ
transplantasyonu, kortikosteroid kullanimi, kemoterapi veya parenteral beslenme,
cerrahi girisimler, ciddi hastaliklar, uzun siireli antibiyotik kullanim, {iriner kateterler

ve notropeni risk faktorleridir (38,58).
Karin ici ve pelvik enfeksiyonlar

Enterokoklar, karin ici ve pelvik enfeksiyonlarda siklikla aerop ve anaerop
mikroorganizmalarla beraber bulunur. Ancak bu enfeksiyonlarda enterokoklar siklikla
gz ard1 edilmekte ve hastalara enterokoklara etkisi olmayan antimikrobiyal tedavi
protokolleri uygulanmaktadir. Enterokoklar, nefrotik sendrom veya sirozlu hastalarda
gelisen spontan peritonit ve periton dializi uygulanan vakalarda gelisen abdominal
enfeksiyon veya intraabdominal abselerde tek mikroorganizma olarak izole
edilebilmektir. Ayrica salpenjit, endometrit gibi peripartum maternal enfeksiyonlar ve

sezeryan sonrasi apselerde de etken olabildikleri gosterilmistir (19,58).
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Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

Enterokoklar nadiren seliilit veya derin doku enfeksiyonlarina yol agarlar. Cerrahi yara
enfeksiyonlari, dekiibitis iilserleri ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda diger bakteriler

ile birlikte izole edilebilirler (58).
Menenjit

Enterokokal menenjit nadiren goriiliir ve genellikle sentral sinir sisteminde anatomik bir
defekt, gecirilmis beyin ameliyatlar1 veya kafa travmasi veya ventrikiilo peritoneal sant
gibi predispozan faktorlerin varliginda ortaya ¢ikabilir. Ayrica bakteriyemiler, AIDS ve
akut l1osemi gibi immiinsiiprese hastalarda da VRE menenjiti goriilebilir. Etken diger
enterokok enfeksiyonlarinda oldugu gibi siklikla E. faecalis olup daha seyrek olmak

tizere E. faecium’dur (58,59).
Neonatal enfeksiyonlar

Enterokoklar yenidogan i¢in de onemli bir patojendir. Yenidoganlarda erken ve gec
sepsise neden olur. Enfeksiyonlarin % 77’den fazlasi kateteri olan yenidogan
bebeklerde goriiliir. Yenidogan yogun bakim iinitesinde VRE’nin neden oldugu
enfeksiyonlara baghh nozokomiyal salginlar bildirilmektedir. Enterokokkal suslarin
9%82’s1 E. faecalis, %14°1 E. faecium olarak tespit edilmistir. Enterokoklara bagh iiriner

sistem enfeksiyonlaria yenidoganlarda nadiren rastlanir (60).
2.1.7. Antimikrobiyal Duyarhhklar

Enterokoklarda antimikrobiyal diren¢ interensek (kromozomal) ve eksterensek

(kazanilmis) direng olmak iizere iki ana baglik altinda incelenebilir.
Interensek Direng:

a) Aminoglikozit Direnci (diisiik diizeyde)

b) Beta laktamlar (relatif olarak yiiksek MiK degerleri)

¢) Linkozamidler (diisiik diizeyde)

d) Trimetoprim-siilfametoksazol (sadece in vivo)

e) Quinupristin/dalfopristin (sadece E. faecalis)

Ekstrensek Direnc:

a) Betalaktamlar (PBP’lerde degisiklik)
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b) Penisilin ve ampisilin (beta laktamaz)
¢) Aminoglikozid direnci (yliksek diizeyde)
d) Glikopeptid direnci
e) Linkozamidler (yliksek diizeyde)
f) Makrolidler
g) Florokinolonlar
h) Tetrasiklinler
1) Hiicre duvar aktif ajanlar
i) Rifampin
j) Quinupristin/dalfopristin
k) Linezolid
2.1.7.1. Interensek (Dogal) Direnc

Interensek direng tiire/cinse ozgiidiir. Enterokok tiirlerinin tamaminda goriilen
kromozomal direnci ifade eder. Enterokoklar penisilinlere, sefalosporinlere,
linkozamidlere, trimetoprim-sulfametaksazola, aminoglikozidlere (diisik diizeyde),
polimiksinlere, monobaktamlara ve Quinupristin/dalfopristin’e karsi kromozomal olarak

direnglidir (61,62).

Aminoglikozitlere intrinsik olarak diisiik diizey direngleri vardir, burada iki mekanizma
rol oynar. Birincisi enterokok hiicre duvarmin aminoglikozitlere gecirgenliginin az
olmasi, ikincisi de yalmzca E.faecium’da bulunan aminoglikozid modifiye edici enzim

(6’-asetiltransferaz) tarafindan aminoglikozidin inaktivasyonudur (63,64).

Enterokoklarin diisiik molekiil agirlikli penisilin baglayan proteinlerinin penisilin,
ampisilin ve sefalosporinler dahil diger betalaktam grubu antibiyotiklere karsi diisiik
afiniteye sahip olmasindan dolayr penisilin ve ampisilin duyarhliklarr diger
streptokoklara gore 10 ile 1000 kat daha azdir. Enterokoklar beta-laktam antibiyotiklerle

inhibe olurlar ama oldiiriilmezler (63,64).

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere karsi da diisiik diizeyde direng
gosterirler. Enterokoklar in vitro olarak trimethoprim-siilfametoksazole duyarli

bulunabilirler. Ancak enterokoklar ekzojen olarak folik asit kullanabildiklerinden in
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vivo  olarak  etkisiz  kabul edilmektedir.  E.faecalis  intrensek  olarak
quinupristin/dalfopristine  de  diren¢lidir.  E.gallinarum,  E.casseliflavus  ve

E.flavescens’te interensek olarak vankomisine diisiik diizeyde direng gosterirler (61,62).
2.1.7.2. Ekstrensek (Kazanilmis) Direng

Kazanilmis diren¢ genellikle DNA mutasyonlar1 veya transpozon, plazmid veya
patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu gelisir. En
stk goriilen mekanizma konjugasyondur. Tetrasiklin direnci enterokoklarda

konjugasyon yoluyla kazanilmis direncin en tipik 6rnegidir (52,65).
p-laktam Direnci

Enterokoklar iki ayr1 diren¢ mekanizmasi ile f-laktam antibiyotiklere direng kazanirlar.
Direncin asil mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBP5 miktarinin artmasi
sonucu penisilinin hiicre i¢ine girisinin azalmasidir. Penisilin direnci, enterokoklarda
bulunan PBP5 miktar1 ile dogru orantilidir ve siklikla E.faecium suslarinda goriiliir.
PBP5 sentez yeteneginin kaybinin, penisiline oldukc¢a direngli suslarin yiliksek duyarh

olmasia neden oldugu gosterilmistir (62,64).

B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direncin diger mekanizmasi ise [-laktamaz
tiretimidir. B- laktamaz iireten enterokoklar nadir olarak izole edilmektedir. B-laktamaz

ireten suglar ilk olarak 1981 yilinda ABD’de tanimlanmistir (45).

B-laktamazlarin ¢ogu yiiksek diizeyde gentamisin direng genini de tasiyan bir plazmid
izerinde kodlanmustir. Enterokoklardaki B-laktamazlar penisilin, ampisilin, piperasilin
ve diger iireidopenisilinleri hidrolize eder; penisilinaza direngli penisilinleri,

sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez. (19,45,62,64).
Aminoglikozid Direnci

Bu grup antimikrobiklere kars1 yiiksek diizeyde direng¢ plazmid kaynakli
aminoglikozidlere etkili enzim iiretimi veya ribozomal mutasyon ile olugmaktadir.
6’asetiltransferaz—2’ fosfotransferaz enzimi yiiksek diizey gentamisin direncinden en
fazla sorumlu olan enzimdir. Bu tiir direngte streptomisin haricinde diger sik kullanilan
aminoglikozidlere de capraz diren¢ goOriilmektedir. Streptomisine etki eden
6’adenililtransferaz gibi enzimleri kodlayan gen iceren enterokoklar hiicre duvarma

etkili antimikrobikler ve aminoglikozidlerin tiim kombinasyonlarma direnglidir.
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Gentamisin direncinden sorumlu APH(2)-1d ve APH(2’)-Ic enzimlerini iireten suslarda

biitiin beta-laktam ve gentamisin sinerjisini elimine eder (4,65).
Kloramfenikol direnci

Enterokoklarm % 20-42’si kloramfenikole direncli olup en sik sorumlu direng
mekanizmasi, plazmid iizerinde “car” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz

tiretimidir. Ayrica efluks mekanizmasi da direngte rol alabilir (61).
Tetrasiklin direnci

Enterokoklarin tetrasiklin grubu antibiyotiklere karsi direncten sorumlu olan ¢ok sayida
gen tanimlanmustir. tetM, tetO, tetN ve tetL genleri bunlardan bazilaridir. tetM, tetO ve
tetN genleri tetrasiklinlerin ribozomlar {izerindeki etkisini inhibe eder. tetL geni ise
mikroorganizma tetrasiklinle karsilastiginda aktive olur. Enterokokal bir plazmid
izerinde taginir. Bu direnc¢ geni tetrasiklinlerin hiicre disina pompalanmasini saglayan

aktif transport sistemini kodlar (66).
Kinolon direnci

Diren¢ gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara bagh gelisir.
Enterokokal suslarin cogunlugu kinolonlara intermediate duyarlilik veya direnc gosterir

(61).
Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin direnci

Genellikle ribozomal RNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iliskili
bulunmustur. Bu metilasyonun sonucu olarak eritromisin ribozomlara baglanamaz.
Ayn1 mekanizma, klindamisinin enterokoklara karsi yiiksek diizey direncinden de
sorumludur. ermB geni, cesitli plazmidler {izerinde Tn917 transpozonunun bir parcasi

olarak diger mikroorganizmalara aktarilabilmektedir (61).
Oksazolidinon direnci

Linezolid, oksazolidinon grubunun yeni bir iiyesi olup vankomisine direngli
enterokoklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Oksazolidinonlar 50S ribozomal
alt liniteye baglanarak protein sentezini inhibe ederler. Bu etkilerini ribozom alt
tinitelerinin birleserek, 70S ribozom kompleksini olusturmasmi engelleyerek yaparlar.

Linezolid klinikte sinirli kullanilmasma ragmen Ingiltere, Avusturya ve Yunanistan’da
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kisa zamanda linezolid direngli enterokok suslarinin tespit edildigi bildirilmistir (67,68).

Glikopeptit Direnci

Enterokoklarda peptidoglikan sentezi icin iki D-Alanin molekiilii, bir ligaz enzimi
tarafindan birbirine baglanwr. Olusan D-ala-D-ala UDP-N-asetilmuramil-tripeptide
eklenerek ~ UDP-N-asetilmuramil-pentapeptidi  olusur. Daha sonra bu da
transglikolizasyon yoluyla mevcut peptidoglikana eklenir. Glikopeptidler bu
pentapeptidin D-ala-D-ala terminal ucuna baglanarak peptidoglikan sentezinin
transglikolizasyon asamasini inhibe ederek hiicre duvari sentezini engellerler. VRE ise
farkli bir ligaz enzimi senteziyle D-ala-D-ala’daki alanin yerine laktat veya serin
baglayarak uc¢ kismin yapisini degistirir ve D-ala-D-laktat veya D-ala-D-serin meydana
gelerek vankomisinin hiicre duvarina baglanma yeteneginin azalmasma neden olarak

vankomisine kars1 diren¢ gelisir (45,62).

Enterokoklarda 2 tipte de glikopeptid direnci goriiliir. {lki dogal diren¢ mekanizmasidir.
Vankomisine diisiik diizeyde diren¢ goriiliir. Digeri ise kazanilmis direncgtir. Direnc
smiflandirmasi ligaz sentezleyen genlerin varhigina gore yapilmaktadir. Vankomisin
direncinde tanimlanmig 6 fenotip vardir. Bunlar VanA, VanB, VanC, VanD, VanE ve
VanG’dir. VanD, VanE ve VanG fenotiplerinin 6nemi tam olarak bilinmiyor. VanA ve
VanB tipi diren¢ E. faecium ve E. faecalis tiirlerinde tanimlanmis olup kazanilmis
direnglerdir. VanA, VanB, VanD tipi direngte D-ala-D--laktat iiretimi goriilirken VanC,
VanE ve VanG tipi direncte D-ala-D-serin iiretimi goriiliir (Tablo 2.3) (45,62,67,69).

Fenotipik Siniflandirma

Fenotipik olarak Vankomisin direnci, Van A, Van B, Van C, Van D, Van E ve Van G
olmak iizere 6 farkl tipte olusabilir. VanA ve VanB direng¢ fenotipi, enterokoklarda
onceden bulunmayan, yeni kazanilmis gen dizilerinden kaynaklanir ve ilk olarak
E.faecium ve E.faecalis suslarinda tamimlanmistir (45,62). VanA tipi direncte;
indiiklenebilir yiiksek seviyede vankomisin (MIK> 64 pg/ml) ve teikoplanin direnci
(MIK> 16 pg/ml) goriiliir (45,62,70). VanB tipi direncte ise; vankomisine daha 1limli
seviyede indiiklenebilir direng [Vankomisin MIK> 32-64 pg/ml ( 4-1000 pg/ml)]
goriiliirken teikoplanine duyarlilik devam etmektedir. VanA direng¢ determinantlari, tiim
enterokok izolatlar1 arasinda transfer edilebilen biiyiik mobil bir elementte

yerlesmisken, VanB sadece E.faecalis ve E.faecium suslarinda goriiliir (40,55). VanC
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tipi direnc ise E casseliflavus ve E.gallinarum’da tanimlanmistir. Intrinsik olarak diisiik

seviyede vankomisine diren¢ ve teikoplanine duyarhlik goriiliir (19,45,62,70).
Genotipik Siiflandirma
VanA glikopeptit direnci

Bu diren¢ tipi kiimes hayvanlarindaki koksidiyal enfeksiyonlarin, glikopeptidlerin
(vankomisin, teikoplanin, avoparsin, ristosetin) ya da glikopeptid olmayan basitrasin,
polimiksin B, robenidin gibi antimikrobiyal ilaglarin tedavide kullanilmasiyla ortaya
cikmistir. Vankomisin (MIK >64 pg/mL) ve teikoplanin (MiK >16 ug/mL)’e karsi
yiikksek diizey direng goriiliir. Basta E. faecium olmak iizere E. faecalis, E. durans, E.
gallinarum, E. avium, E. mundtii, E. casseliflavus, E. raffinosus ve bazi enterokok dis1
tiirlerde gosterilmistir. VanA tipi direngten Tnl1546 transpozonu sorumludur. Bu genle
VanA geni kiimesi tasmir. Tn1546 transpozonu 9 ayr1 gen icerir. Bu genlerden ikisi
transpozaz ve rezolvaz aktivitesi gostermektedir. Bu iki gen Tnl546’nin
transpoziyonundan sorumlu iken transpozon iizerindeki diger genler (VanR, VanS,
VanH, VanA, VanX, VanY, VanZ) ise glikopeptid direncinden sorumludur. VanZ’nin
glikopeptid direncindeki yeri tam olarak bilinmemekle birlikte teikoplanin direncinde

rolii oldugu diisiiniilmektedir (62,64,71).

Bu VanA gen kiimesi transfer edilen ve edilemeyen plazmidler ve kromozomlar
izerinde bulunabilmektedir. E. faecium’da ise bu gen plazmid {iizerindedir. Ligaz
ozelliginde olan VanA protein peptidoglikan prekursoriine D-Ala-D-Lactat’in
baglanmasini saglamaktadir. D hidroksi asit dehidrogenaz olan VanH protein, D-
Laktat’in olusumunu saglamaktadir. VanX protein D-Ala-D-Ala’nin sentezini
engellemektedir. Boylece normal pentapeptid olusumunu engeller. VanR ve VanS
proteinleri, VanHAX gen yigmlarinin transkripsiyonunu diizenleyen iki regiilator
sistemdir. VanS protein, vankomisin varligini tespit eden bir sensor olarak gorev yapar.
VanS daha sonra VanR genini uyararak ve diren¢ icin diger VanH, VanA, VanX
proteinlerinin sentezini baslatir. VanA fenotipleri hem vankomisin hem de teikoplaninin
transkripsiyonunu indiikler ve VanY ve VanZ genleri bunun devamhiligini
saglamaktadir. VanZ protein teikoplaninin MIC degerinin artmasini saglarken
vankomisinin MIC degerini artiramaz. VanA geni ilk olarak E. faecium’da bulunmustur.

Ancak daha sonraki yillarda bu genin E. faecalis, E. durans, E. gallinarum, E. avium, E.
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mundtii, E.casseliflavus, E. raffinosus gibi diger enterokok tiirlerinde de var oldugu

tespit edilmistir (72-80).

VanA tipi diren¢ en sik karsilagilan direnctir. Vankomisin tarafindan yiiksek,
teikoplanin tarafindan ise zayif indiiklenebilir 6zellikte, yiiksek diizeyde bir direnctir.
Indiiklenebilir VanA direncinde, yalnizca vankomisin varliginda olusan PBP’lerin artisi
sonucunda beta-laktam antibiyotiklere karst bir duyarlilik meydana gelir. Bu da
vankomisin  direngli ~ enterokoklarin  tadavisinde = vankomisin  beta-laktam

kombinasyonunun basarisini agiklamaktadir (81).
VanB glikopeptit direnci:

Bu direncg tipi VanB ligaz enzimi ile olusur. VanB ligaz enzimi VanA ligaza yapisal
benzerlik gosterir. Bu enzim D-ala-D-lac pentapeptidinin olusumuna neden olur.
Genellikle kromozomal yerlesimlidir, ancak transpozon ya da plazmid {izerinde de
olabilir ve transfer edilebilir. Bu direng tipinde vankomisine degisen oranlarda direnc
(MIK >4-1024 ng/L) goriilebilirken, teikoplanine (MIK 0.5-2 ug/mL) duyarhidir. VanB
tipi diren¢ genel olarak E. faecalis, E. faecium tiirlerinde goriilirken nadiren de E.

casseliflavus, E. gallinarum ve enterokok dis1 bazi tiirlerde de saptanmistir (62,64,71).
VanC glikopeptit direnci:

Vankomisine diisiik diizeyde direnc (MIK 8-16ug/ml) goriiliirken teikoplanine karsi
direng goriilmez. Kromozomal olarak aktarilan bir diren¢ mekanizmasidir. E.
gallinarum’da VanC-1, E. casseliflavus’da VanC-2, E. flavescens’de VanC-3 genleri
rapor edilmistir. Yapisal olarak indiiklenemez ve transfer edilemez bir direng tipidir. D-

ala-D-serin pentapeptidleri olusturarak dirence neden olur (62,64,71).
VanD glikopeptit direnci:

Nadiren E. faecium tiiriinde saptanmig bir diren¢ tipidir. VanD tipi direngte orta
diizeyde bir vankomisin (MIK 64-256pg/ml) ve teikoplanin (MiK 4-32 pg/ml) direnci
goriiliir. VanD geni kromozomal olarak aktarilir ve konjugasyon ile transfer edilemez.
D.D dipeptidaz aktivitesi belirlenmemistir ve karboksipeptidaz aktivitesi ise diisiik
diizeydedir. D,D-dipeptidaz aktivitesi bulunmamasina ragmen vanD gen kiimesi vanXD,

vanRD, vanSD, vanHD genlerini icermektedir (61,62).
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VanE glikopeptit direnci:

Bu direng tipinde vankomisin (MIK 16 ug/mL)’e diisiik diizeyde direnc goriiliirken
teikoplanin (MIK 0.5 pg/mL)’e duyarhidir. VanE direng fenotipi dogal VanC tipi direng
ile benzerlik gosterir. Diger direng tipleri ile de aminoasit dizilimlerinde benzerlikler
gosterir. Indiiklenebilir 6zelliktedir. Vankomisinle indiiksiyon ile D-ala-D-ser terminal
dipeptiti olusur. vanE geni kromozomal olarak E. faecalis BM4405 izolatinda
tanimlanmustir (5,49,53).

VanG glikopeptit direnci:

Bu direng tipinde de yine vankomisin (MIK 16 ug/mL)’e diisiik diizeyde direng
gozlenirken, teikoplanin (MIK 0.5 pg/mL)’e duyarhdir. VanC ve VanE’de oldugu gibi
D-ala-D-ser dipeptidleri olusturarak dirence neden olur. Nadir goriilen bir direng tipidir.
Bu direng tipi E. faecalis WCH9 susunda tanimlanmistir. Bu direng¢ tipinin transfer

edildigine dair bir bulgu elde edilememistir (61,62, 70).
Vankomisine bagimh enterokoklar (VDE):

Vankomisin tedavisi altindaki hastalardan alinan primer kiiltiirlerde cogunlukla VanB
tipi dirence sahip enterokoklarmn iiredigi rapor edilmistir. Bu izolatlar subkiiltiirleri
yapildiginda tireyememekte ancak vankomisin diski cevresinde veya vankomisin igeren
besiyerlerinde iireyebilmektedirler. Vankomisin bagimlh E. faecalis ve E. faecium kan,
idrar ve diskidan izole edilmistir. izole edilen hastalarda vankomisin veya genis
spektrumlu bir antibiyotik tedavisi ve daha oOnce izole edilmis bir VRE hikayesi
mevcuttur. Bu VRE ile VDE "pulsed field gel elektroforezi” ile benzer DNA paterni
gostermislerdir. VanA ve VanB tarafindan sentezlenen Dala- D-Lac vankomisin
indiiksiyonu sonucunda iiretilmektedir. Diger bir deyisle vankomisin eksikliginde hiicre
yasami icin ve hiicre duvari sentezi i¢in gerekli olan komponentleri iiretememektedir

(41,62).



Tablo 2.3 VRE’de fenotipik ve genotipik ozellikler (70)

Direng Predominant  Ekspresyon Predominant  Transferabl Alternatif Bulundugu
Genotipi  Fenotip Sekli Lokasyon Elemanlar  Prekiirsor Tiirler
vanA Vanko > 256 Indiiklenebilir  Plazmid Tnl546 D-Ala-D-Lac  E.faeciu,
Teiko > 32 Kromozom E.faecalis
E.hirae,
E.avium
E.durans
E.mundtii
vanB Vanko 4- Indiiklenebilir ~ Kromozom Tnl547 D-Ala-D-Lac  E.faecium
1.000 (Plazmid) Tn5382 E faecalis
vanCl Vanko 2-32 Yapisal veya ~ Kromozom ? D-Ala-D-Ser  E.gallinarum
vanC2 Teiko< 1 Indiiklenebilir (vanCl)
vanC3
E.casseliflavus
(vanC2)
E.flavescens
(vanC3)
vanD Vanko 64-256  Yapisal veya  Kromozom ? D-Ala-D-Lac  E.faecium
Teiko 4-32 Indiiklenebilir
vanE Vanko = 16 ? Kromozom ? D-Ala-D-Ser  E.faecalis

Teiko = 0,5
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2.1.8. Epidemiyoloji

Enterokoklar yapisal karakterleri sayesinde zorlu ¢evre sartlarinda yasayabilir; kuslar,
bocekler, siiriingenler dahil hayvanlarda oldugu gibi insanlarda da gastrointestinal

kanalda yiiksek diizeyde bulunurlar.

Enterokoklar son yillarda tiim diinyada giderek artan siklikta yol acgtiklar1 hastane
enfeksiyonu salginlari ile dikkatleri iizerlerine cekmislerdir. i1k yapilan epidemiyolojik
izlem c¢alismalari, enterokoklarin hastadan hastaya ve hatta hastaneler arasi
yayilabilmesinde bu bakterilerin normal barsak florasinda bulunmasinin temel risk
faktorii oldugunu, bu sebeple de insan digkisindan en c¢ok izole edilen tip olan
E.faecalis’in hastane enfeksiyonlarinda % 85-95’lik oran ile en yiiksek insidansa sahip
olan tiir oldugunu, bunu barsak florasinda ikinci siklikda goriilen E.faecium’un % 5-10

orani ile izledigini gostermistir (57,62).

Yakin zamanlara kadar enterokok enfeksiyonlarinin, insanlarin kendi floralarindan
endojen olarak kaynaklandigi diisiiniilmekteydi. Ancak son zamanlarda, enterokoklar
hastane enfeksiyonlarinda 2. ya da 3. siklikta etken patojen olarak izole edilmeye
baslanmistir (58,82). Bunun sebebi olarak mikroorganizmanin hastane ortaminda
bulunan steteskop, kap1 tokmagi, yatak, komidin gibi cansiz maddeler iizerinde uzun
slire yasayabilmesi ornek verilebilir. Ayrica vankomisin, sefalosporin ve aminoglikozit
gibi antibiyotiklerin, sik kullanimi hastane kaynakli enterokok enfeksiyonlarinin
artisinda rol oynayan faktorlerdendir (58,83). Enterokoklar hastanede kullanilan araglar
ve saglik personeli araciligiyla hastadan hastaya tasiarak hastane enfeksiyonlarina yol

acabilmektedir (83-87).

Enterokok enfeksiyonlarinin, insidansindaki artig, yalniz erigkin hastalarla smirh
olmayip yenidogan, cocuk yogun bakim ve hematoloji-onkoloji {initelerinde de
goriilmektedir. 1999°da bu etkenin yeni dogan iinitelerinde iigiincii siklikta enfeksiyon

etkeni oldugu bildirilmistir (83,87).

Enterokokal enfeksiyonlar icerisinde E. faecalis ile olusan enfeksiyonlarin orani 10 kat
fazladir. Ancak son yillarda, VRE’lerin ortaya ¢ikmasi ile bu oran gittik¢e diismiis ve E.
faecium izolatlar1 on plana ¢ikmaya baslamistir. Bugiin“National Nosocomial Infections
Study System (NNIS)” sonucglarina bakildiginda, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde enfeksiyon etkeni olarak izole edilen enterokoklar icerisinde VRE’lerin

oranmin % 20’leri buldugu goriilmektedir (52,83). Enterokokal bakteriyemide yiiksek
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mortalite gozlenmesine ragmen bu tabloda nedensel iliski oldukg¢a siiphelidir. Bu
hastalarin ¢ogu ileri derecede diiskiin, agir hastalardir ve enterokokal bakteriyeminin bu
durumun bir gostergesi olma olasiigi vardir. Bir¢ok hastada enterokoklar
polimikrobiyal enfeksiyonun bir parcasidir ve tek baslarina morbidite ve mortaliteye

etkilerini kestirmek oldukca zordur (85,87).

VRE suslarmmin  yayginlagsmasi, Avrupa’da hayvanlarin beslenmesinde kullanilan
glikopeptit olan avoparsin, ABD’de hospitalize hastalarin gastrointestinal sistem
kolonizasyonu ile iliskilendirilmektedir (45,52,86,87). VRE ile kolonize ve/veya
enfekte hastalarin odalarindaki yiizeyler ve tibbi aletler siklikla kontamine olur ve
onemli bir VRE rezervuar1 olusturur. Hastada ishal varligi s6z konusu ise odasindaki
kontaminasyonun daha yogun oldugu belirtilmektedir (86,87). VRE sicaga, soguga ve
diger ortam kosullarina direncli oldugu icin, kolaylikla cansiz yiizeyler iizerinde giinler,
hatta haftalar boyu yasamin siirdiirebilir. VRE kolonizasyonu, taburcu olduktan sonra

da haftalar/aylar boyunca devam edebilir (62,86,87).



3. GEREC VE YONTEM

Kayseri bolgesinde Mayis 2010 ay1 ile Agustos 2010 aylar1 arasinda ¢esitli hayvan
tiirlerinin (tavuk, sigir, kopek) diski ornekleri calismada materyal olarak kullanilmastir.
Bu amagla 100 adet sigir, 100 adet broyler, 100 adet yumurtaci tavuk ve 100 adet
kopege ait digki ornekleri kullanilmistir. Sigir 6rnekleri biiyiik isletmelerden, tavuklara
ait ornekler ise broyler ve yumurtaci tavuk isletmelerinden almmistir. Kopeklere ait
ornekler Biiyiiksehir Belediyesi kopek bakimevindeki kopeklerden rektal swab olarak

alinmustir.
3.1. KULLANILAN BESIiYERLERININ HAZIRLANMASI

Enterococcosel Broth

43 gr Enterococcosel Broth (Becton Dickinson, USA) 1 L distile su icinde c¢oziildii.
121°C’de 15 dk otoklavlandi. Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra 6 pg/ml
oraninda olacak sekilde Vankomisin ilave edildi. Steril plastik tiiplere 10 ml

Enterococcosel Broth olacak sekilde paylastirildi.
Enterococcosel Agar

56 gr Enterococcosel Agar (Becton Dickinson, USA) 1 L distile su i¢cinde ¢oziildii. 121
°C’de 15 dk otoklavlandi. Dokiilmeden hemen 6nce 6 pg/ml oraninda olacak sekilde

Vankomisin ilave edildi. Steril plastik petrilere 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiildii.
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Mueller Hinton agar

38 gr toz besiyeri (Becton Dickinson, ABD) 1L distile su icinde ¢oziildi. 121°C’de 15
dk otoklavlandi. Steril plastik petrilere 4 mm kalmlikta olacak sekilde dokiildii. Bu

besiyeri E-test yontemi ile glikopeptid direncinin saptanmasi i¢in kullanildi.
Columbia Blood Agar Base

39 gr toz besiyeri (Oxoid, Ingiltere) 1 litre distile suda ¢oziindiiriildii ve sicak su
banyosunda tamamen eritildi. 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra
50 °C kadar sogutuldu ve iizerine % 7’lik steril defibrine koyun kani ilave edildi.

Besiyeri steril petrilere dokiilerek hazirlandi.
PYR testi icin besiyeri

30 gr toz besiyeri (Acumedia, ABD), 10 gr agar ve 100 mg pirro glutamik asit 1L distile
su icinde ¢oziildii. 121 °C’de 15 dk otoklavlandi. Steril plastik petrilere 4 mm kalinlikta
olacak sekilde dokiildii. Bu besiyeri suslarin PYR aktivitesinin saptanmasi icin

kullanildi.
Safra-eskiilin besiyeri

30 gr Bile-esculin agar (Oxoid, Ingiltere) 1L distile su i¢inde ¢oziildii. 121°C’de 15 dk
otoklavlandi. Steril plastik tiiplere konuldu. Eskiilin hidrolizi testi yapmak icin
kullanild1.

3.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Steril ekiivyonlar ile digski ve rektal siiriintii ornekleri icinde 10 ml. Enterococcosel
Broth bulunan tiiplerde mikrobiyoloji laboratuvarina getirildi. S6z konusu tiipler
35°C’de, aerob ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi. izolasyon ve identifikasyon

islemleri Facklam ve Collins’in belirttigi yonteme gore gerceklestirildi (88).
3.3. KULTURLERIN DEGERLENDIRILMESI

Ornekler 24 saat 35°C’de, aerop ortamda inkiibasyondan sonra 5 — 10 sn. vortekslendi.
Siispansiyonun 0,1 ml.’si Enterococcosel Agara ekildi. Ekim yapilmis plaklar, 35°C’de,
aerop ortamda 48-72 saat inkiibe edildi. Ureme giinliik olarak degerlendirildi (Sekil
3.1). Kahverengi-siyah koloniler (safra-eskiilin pozitif) Gram boyama metodu ile
boyandi. Gram pozitif kok goriiniimiinde olan her bir farkli koloniden %35 koyun kanl

agara pasaj yapildi. Inkiibasyon sonras1 kanl agarda iireyen kolonilere Gram boyama,
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katalaz, PYR ve eskiilin hidrolizi testleri yapildi. Klasik yontemlerle enterokok oldugu

saptanan suslar daha sonra tiir diizeyinde tanimlandi.

Sekil 3.1. Enterococcosel Agarda tireyen Enterococcus spp. kolonileri

3.3.1. Katalaz Testi

Kanl agarda iiremis kolonilerden tahta cubuk yardimiyla alinarak temiz bir lam {izerine
siiriildii. Uzerine taze hazirlanmus % 3’liik hidrojen peroksitten (H,O,) birka¢ damla
damlatildi. Molekiiler O, iiretimi sonucu hizla hava kabarciklarinin olugmasi pozitif

sonug olarak kabul edildi (89).
3.3.2. PYR Testi

PYR test besiyerine enterokok siipheli kolonilerden ekildi ve 18-24 saat 35 °C’de
inkilbbe edildi. Daha sonra iireyen kolonilerin iizerine % 0,015 p-
dimetylaminocinnamaldehyde iceren aywractan 1-2 damla dokiildii. PYR nin hidrolizi
ile olugsan beta naphthyamine ile ayiracin reaksiyona girmesi sonucu pembe-menekse
moru renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3.2). Rengin ayra¢ rengi olan

sar1 renk olarak kalmasi ise negatif olarak degerlendirildi (90).
3.3.3. Eskiilin Hidrolizi Testi

Safra-eskiilin besiyerine enterokok siipheli suslarin ekimi yapildi ve 35 °C’de 24 saat
inkiibe edildi. Besiyerinde olusan siyah renkli koloniler eskiilin hidrolizi pozitif olarak

degerlendirildi (89).
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Katalaz negatif, PYR testi pozitif ve eskiilin hidroliz testi pozitif bulunan suslara ileri

identifikasyon ve duyarlilik testleri yapildi.

Sekil 3.2. PYR Testi gortiniimii

3.3.4. Rapid ID 32 Strep Sistemi

Suslar Mini api cihazinda Api Rapid ID 32 Strep (Biomeriéux, Fransa) kitiyle tiir

diizeyinde tanimlandi.

Bu kit 32 kuyucuk icermekte ve bu kuyucuklarda biyokimyasal testler dehidrate formda
bulunmaktadir. Bu testlerden 7 tanesi oksidaz reaksiyonlar1 (B-glukozidaz, [-
glukuronidaz, [-galaktozidaz i¢in iki farkli substrat, o-galaktozidaz, N-asetil-f-
glukozaminidaz ve B-mannozidaz), 17 tanesi karbonhidrat fermentasyon reaksiyonlari
(riboz, mannitol, sorbitol, laktoz, trehaloz, raffinoz, siikroz, L-arabinoz, D-arabitol,
siklodekstrin, glikojen, pullulan, maltoz, melibioz, melezitoz, metil-B-D-glukopiranozid
ve tagatoz), 3 tanesi arilamidaz reaksiyonlar1 (alanil-fenilalanil-prolin, piroglutamik asit
ve glisiltriptofan), 1 fosfataz reaksiyonu (alkalin fosfataz) ve 4 tanesi de klasik
biyokimyasal testlerden (arjinin dihidrolaz, asetoin iiretimi, hippiirat hidrolizi ve iireaz)

olusmaktadir.

Kanli agarda 18-24 saatlik inkiibasyonla taze iiretilen enterokok suslarindan 2 ml’lik
steril su igeren tiiplerin igcerisine McFarland 4,0 bulaniklik olacak sekilde siispansiyonu
hazirlandi. Her bir kuyucuga bu siispansiyondan 55 pl dagitildi. 37 °C’de 4 saat inkiibe
edildi. Daha sonra bir ATB 1545 bilgisayar1 bagli olan ATB 1520 (API-Biomeriéux)
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cithazinda okutuldu. Tanimlama bilgisayardaki ATB Plus adli programin rapid ID 32
Strep V 1.0 versiyonuyla yapild:.

3.4. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI
3.4.1. Disk Difiizyon Yontemi

Bakteri siispansiyonu 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlandiktan sonra Mueller-
Hinton agar (Acumedia, Baltimore) iceren petri yiizeylerine steril pamuklu c¢ubuk
kullanilarak siiriildii. Ampisilin (10 pg) (Oxoid, UK), gentamisin (10 ug) (Oxoid, UK),
siprofloksasin (5 pug) (Becton Dickinson, USA), vankomisin (30 pg) (Becton Dickinson,
USA), teikoplanin (30 pug) (Becton Dickinson, USA), streptomisin (10 ug) (Becton
Dickinson, USA), tetrasiklin (30 pg) (Becton Dickinson, USA), eritromisin (15 pg)
(Becton Dickinson, USA), kloramfenikol (30ug) (Becton Dickinson, USA), penisilin
(10 IU) (Becton Dickinson, USA), linezolid (30ug) (Becton Dickinson, USA),
goinupristin/dalfopristin (4,5ug/10,5ug) (Bioanalyse) diskleri Mueller- Hinton agar
yiizeyine yerlestirildi. Plaklar 16- 18 saat 352 °C’de aerob ortamda inkiibe edildi.
Disklerin zon caplar1 Olgiilerek CLSI-2010 standartlarina gore suslarin duyarhlik

durumlar1 yorumlandi (91).
3.4.2. E- Test Yontemiyle Glikopeptid Direncinin Belirlenmesi

Tiim siipheli VRE izolatlarinda vankomisin ve teikoplanine duyarlilik E-test yontemi ile
belirlendi. E-test seritleri (Biomerieux, Solna, Sweden) kullanim zamanina kadar -
20°C’de saklandi. Kullanimdan once ¢ikarilip bir miiddet oda sicakligina gelmesi
beklendi. Kanli agar besiyerine pasaj yapilmis 18-24 saatlik saf taze kiiltiirden steril SF
icinde tiirbidometre ile 0,5 Mc Farland standart bulaniklikta bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Ekiivyon ¢ubuk yardimiyla Mueller Hinton agar besiyeri iizerine homojen
bir sekilde ekim yapildi. Yaklagik 15 dk besiyerinin kurumasi beklendikten sonra
besiyerlerine vankomisin ve teikoplanin iceren E-test seritleri yerlestirildi. 35°C de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra elips seklindeki inhibisyon alaninin seritle
kesistigi nokta MIK degeri olarak belirlendi (Sekil 3.3). CLSI-2010 onerilerine gore
vankomisin MIK degeri <4 pg/ml olan suslar duyarli, 8-16 pg/ml olan suslar orta
derecede duyarli ve >32 pg/ml olan suslar direncli olarak kabul edildi. Teikoplanin MiK
degeri <8 pg/ml olan suslar duyarli, 16 pg/ml olan suslar orta derecede duyarl, >32
pg/ml olan suslar direngli olarak kabul edildi (92).
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Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda orneklerin
kiiltiirlerinden izole edilip tiir diizeyinde tanimlanan VRE suslar1 molekiiler ¢calisma i¢in

-70°C’de mikrobanklarda saklandi.

3.4.3 Cogul Direng

Iki yada daha fazla antibiyotik grubuna ayni anda direngli bulunan izolatlar ¢ogul ilag

direncli olarak kabul edildi.

Sekil 3.3. Enterococcus spp. izolatinin disk difuzyon ve E-Test goriiniimii

3.5. VRE SUSLARINDA VANKOMISINE DIiRENC GENLERININ
VARLIGININ ARASTIRILMASI

Glikopeptid direnci saptanan hayvansal orijinli Vankomisine Diren¢li Enterokoklarin
vanA, vanB, vanC1 ve vanC2 genleri yoniinden molekiiler analizi Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PZR) ile yapildi (92).
3.5.1 PZR yonteminin uygulanmasi

Calisma yapilmadan 6nce -70°C’de saklanan VRE suslarini canlandirmak amaciyla
kanli agara pasajlar1 yapilarak 35°C’de etiivde 18-24 saat siireyle inkiibe edildi.
Kontamine olmayan saf koloniler ikinci kez pasajlar1 yapilarak 24 saat daha
inkiibasyona birakildi. Kanh agara pasajlar1 yapilarak elde edilen saf VRE suslarinin
PZR yontemi ile molekiiler analizi 4 asamada gerceklestirildi.

Asamalar:



36

3.5.2. Niikleik asit izolasyonu

Suslar -70 °C’ de mikrobank®lardan cikarilarak kanli agarda iki kez subkiiltiirleri

yapildi.

Kit icerigi

- Lysis Soliisyonu: 40 ml kullanima hazir solusyon

- Presipitasyon Solusyonu: 10X konsantrasyonda 8 ml soliisyon

- NaCl Soliisyonu: 10 ml 1,2 M Sodyum Kloriir

3.5.3. Bakteri kiiltiirlerinden niikleik asit izolasyon prosediirii

1.

10.

11.

Steril ependorf tiipleri ependorf sporlarina dizildi. Her bir ependorf tiiptine 300 pL
steril distile su eklendi. Tiip icine bakteri kolonileri konularak 15 saniye

vortekslendi.
Elde edilen soliisyon 7500 um de 10 dk santrifiij edildi.

Tiiplerin iizerindeki sivi uzaklastirilip dibinde biriken bakteri tortusu 200 uL TE
(Tris-EDTA) Buffer (PH 7.4) ile sulandirildi.

200 uL TE Buffer igerisindeki bakterilerin iizerine 400 puL Lysis soliisyonu ilave

edildikten sonra 15 saniye vortekslendi.

65 'C'de etiivde 5 dakika inkiibe edildi. Kapakta biriken damlaciklarin tabana

inmesi icin kisa siireli santrifiij edildi.
Tiiplere 600 uL kloroform ilave edildikten sonra 3-5 kez tiipler alt iist edildi.
Tiiplerdeki karistmin tamami 10000 rpm.de 2 dakika santrifiij edildi.

720 ul steril distile su 80 uLL (10 x konsantre soliisyon) presipitasyon soliisyonu ile
karistirilarak presipitasyon soliisyonu hazirlanmali.
Santrifiij edilen tiiplerin iistiinde tabaka halindeki akoz kisim steril bir tiipe alinarak

tizerine 800 pL presipitasyon soliisyonu eklendi ve oda 1sisindan 1-2 dakika alt iist
edildi. Sonra 10000 rpm.de 2 dakika santrifiij edildi.

Tiiplerin igerisindeki soliisyonun iist kismi tamamen uzaklastirildi. DNA pelleti
100 uL 1.2 M NaCl ile sulandirildi ve tamamen ¢oziiliinceye kadar vortekslendi.

1.2 M NaCl eklenen DNA pelleti iizerine 300 uL. % 96 ‘lik etanol eklendi ve -20
°C de 10 dakika bekletildi.
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12. Tipler 10000 rpmde 3-4 dakika santrifiij edilip iist kistmdaki etanol uzaklastirildi.
Pellet tekrar % 70 ‘lik etanol ile karistirildi. Tekrar 10000 rpm de 3-4 dakika
santrifiij edilip tist kistm uzaklastirildi. Dipteki kistm 100 pL steril distile su ile
karistirilarak saf niikleik asit elde edildi. PZR calismasi i¢in -20 °C de saklandi.

3.5.4. DNA Amplifikasyonu

Vankomisine Direngli Enterokoklarin vanA, vanB, vanC1 ve vanC2 genleri yoniinden
molekiiler analizi Dutka-Malen et al. (92) kullandigi primer dizilimi ve PZR
prosediiriine gore yapildi. Farkli olarak Kariyama et al. (93) da belirtilen rrs (16S

rRNA) primer dizilimi genus tayini amaciyla kullanild1.

vanA, vanB, vanC1 ve vanC2 Genlerinin Tespiti Icin Amplifikasyon Karisimi:

- 10X PZR Buffer SuL

- 25 mM MgCl, 4 uL

- 10 mM dNTP karigimi1 2 uL

- vanA Primer F (5’- GGG AAA ACG ACA ATT GC - 3°) 0,5 uL
- vanA Primer R (5’- GTA CAA TGC GGC CGT TA - 3’) 0,5 uL
- vanB Primer F (5’- ATG GGA AGC CGA TAG TC - 3°) 0,5 uL
- vanB Primer R (5’- GAT TTC GTT CCT CGA CC - 3°) 0,5 uL
- vanC1 Primer F (5’- GGT ATC AAG GAA ACC TC - 3”) 0,5 uL
- vanC1 Primer R (5’- CTT CCG CCA TCA TAGCT - 3) 0,5 uL
- vanC2 Primer F (5’- CTC CTA CGA TTC TCT TG - 3°) 0,5 uL
- vanC2 Primer R (5’- CGA GCA AGA CCT TTA AG - 3’) 0,5 uL

rrs (16S rRNA) Primer F (GGA TTA GAT ACC CTG GTA GTCC-3’) 0,5uL

rrs (16S rRNA) Primer R (TCG TTG CGG GAC TTA ACCCAAC-3’) 0,5uL
- Tag DNA Polimeraz 0,2 uL

- Distile su 28,8 uL
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3.5.5. Testin uygulanmasi

1.

Amplifikasyon icin kullanilacak buffer, MgCl,, dNTP, Primerler ve Tag DNA
Polimeraz —20°C’lik derin dondurucudan cikarildi. Tag DNA Polimeraz calisma

anina kadar buz kalib1 iizerinde bekletildi.

Ornek sayis1 ve pozitif kontrol sayis1 kadar PZR miksi tek ependorf tiipiine

hazirlandi ve 0. 2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pL dagitildi.

Pozitif kontrol ve suslardan elde edilmis DNA, 5 puL 0,2 mL’lik PZR tiiplerine
dagitildi.

0. 2 mI’lik PZR tiipleri ‘thermal cycler’ (Techne Touchgene Gradiend) cihazina
yerlestirildi.
Orneklerdeki niikleik asit ‘thermal cycler’ cihazinda asagidaki sikluslar

uygulanarak ¢ogaltildi:

94°C’de 2 dakika
94°C’de  1dakika )
54°C’de 1 dakika 30 dongii

72°C’de 1 dakika

72°C’de 10 dakika ./

150 ml TBE 1X tamponu igerisinde 2,25 g agaroz isitilarak eritildi. El
yakmayacak kadar soguduktan sonra 3 pL ‘ethidium bromide’ katilarak yatay jel

elektroforez tankina dokiildii.

Cogaltilan orneklerden 10’ar uL alip {izerine 5’er uLL ylikleme boyasi karigtirilarak

jele yiiklendi.
Yatay jel elektroforez tankindaki jelin icindeki ornekler 120 voltta 1 saat
yiirtitiildi.

Jel transliiminatorde ultraviyole 151k altinda incelendi. Ornekler 732, 635, 822 ve
439 bazcift (bp) uzunlugunda olan pozitif kontroller ile ayni bdlgede bant

verdiginde sirasiyla vanA, vanB, vanCI ve vanC?2 i¢in pozitif olarak kabul edildi.
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10. Kontrol suslar1 olarak; E. feacalis WHO3 (vanA pozitif), E. feacalis WHO14
(vanB pozitif), E. gallinarum CECT 970 (vanC1 pozitif), E. casseliflavus ATCC
25788 (vanC2 pozitif) kullanildi.



4. BULGULAR

Kayseri bolgesinde Mayis 2010 - Agustos 2010 aylar1 arasinda 100 adet sigir, 100 adet
broyler, 100 adet yumurtaci tavuk ve 100 adet kopege ait toplam 400 diski O6rnegi
caligmaya alinmistir. Bu 6rneklerden 68 adet Enterokok izolat1 elde edilmis olup hayvan

tiirlerine gore izolatlarin dagilimi Tablo 4.1’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Enterococcus spp. izolasyon oranlari

Hayvan Tiirii incelenen Ornek Pozitif Ornek
Sayisi Sayisi
Broyler 100 3
Yumurtact Tavuk 100 45
Sigir 100 9
Kopek 100 11
Toplam 400 68
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Cesitli hayvan tiirlerinden elde edilen 68 adet izolatin 63 adetinin (% 92,64) E.faecium, 3
adetinin (% 4,41) E.gallinarum, 2 adetinin de (% 2,94) E.casseliflavus tiirlerine ait
oldugu tespit edilmis olup Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Toplam 63 adet tespit edilen E.faecium izolatimin 44 adetinin (% 69,84) yumurtaci
tavuk, 8 adetinin (% 12,69) sigir, 8 adetinin (% 12,69) kopek, 3 adetinin (% 4,76)

broylere ait oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.2. Enterococcus spp. izolatlarinin tiir diizeyinde ve 6rneklere gore dagilimi

Hayvan Tiiri
izolat Tiirii . Toplam
Broyler Yumurtaci Sigir Kopek
Tavuk P

E. faecium *3 (4,41)%* 44 (64,70) 8 (11,76) 8 (11,76) 63 (92,64)

E. gallinarum - - 1(1,47) 2(2,94) 34,41)

E. casseliflavus - 1(1,47) - 1(1,47) 2(2,94)
Toplam 3(4,41) 45 (66,17) 9(13,23) 11 (16,17) 68 (100)

*  Enterococcus spp. izole edilen drnek sayisi
**Toplam pozitif drnek sayisina gore % degeri

Antibiyotik Duyarhlik Testi Sonuclar

Izolatlarm disk difiizyon yontemiyle 64 (% 94)’ii qoinupristin/dalfopristine, 16 (%
23,53)’1 eritromisine, 16 (% 23,53)’1 tetrasikline, 10 (% 14,70)’u vankomisine, 9
(%13,33)’u siprofloksasine, 7 (% 10,2)’i streptomisine, 5 (% 7,3)’in teikoplanine
direncli oldugu saptanmustir. izolatlarin tiimiiniin ampisilin ve penisiline duyarli oldugu,
linezolite bir ve kloramfenikole ii¢ adet izolatin da orta duyarli oldugu belirlenmistir

(Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Enterococcus spp. izolatlarinin disk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarlilik sonuglar1

x E.faecium E.casseliflavus E.gallinarum TOPLAM
-
'g (n=63) (n=2) (n=3) (n=68)
=
=
< R I S R I S R 1 S R 1 S
VAN 5 0 58 2 0 0 3 0 0 10 0 58
30 ug %7,9 %0 %92,6 % % 0 % 0 %100 % 0 %0 %14,7 % 0 %85,2
100
TEC 5 0 58 0 0 2 0 0 3 5 0 63
30 ug %7,9 %0 9%92,06 %0 %0 | %100 %0 %0 %100 %7,3 %0 9%92,6
CIp 9 35 19 0 1 1 0 3 0 9 39 20
S ug %142 | %55,5 %30,5 %0 %50 | %50 %0 %100 %0 %133 | %573 %29,4
LNZ 0 1 62 0 0 2 0 0 3 0 1 67
30 ug %0 %1,5 %984 %0 %0 | %100 %0 %0 %100 %0 %1.,4 9%98.,5
SYN 60 1 2 2 0 0 2 1 0 64 2 2
4,5/10,5ug 9%95,2 %1,5 %3,1 %100 | %0 %0 %66,6 | %33,3 %0 %94,1 %2.,9 %2.,9
AM 0 0 63 0 0 2 0 0 3 0 0 68
10 ug %0 %0 %100 %0 %0 | %100 %0 %0 %100 %0 %0 %100
TE 15 2 46 1 0 1 0 1 2 16 3 49
30 ug %23,8 %3,1 %73,01 %50 %0 %50 %0 %33,3 | %66,6 | %23,5 94,4 %72,05
CN 2 0 61 0 0 2 0 0 3 2 0 66
120 pg %3,17 %0 9%96,8 %0 %0 | %100 %0 %0 %100 % 2,9 %0 %917,05
S 6 1 56 0 0 2 1 0 2 7 1 60
300 pg 99,5 %1,5 %88,8 %0 %0 | %100 | %33,3 %0 %66,6 | %10,2 %1.,4 %88,2
C 0 3 60 0 0 2 0 0 3 0 3 65
30 ug %0 %4,7 9%95,2 %0 %0 | %100 %0 %0 %100 %0 %4.,4 9%95,5
E 15 38 10 1 1 0 0 1 2 16 40 12
15 ug %23,8 | %60,3 %15,8 %50 | %50 %0 %0 %33,3 | %66,6 | %23,5| %58.,8 %17,6
| 0 0 63 0 0 2 0 0 3 0 0 68
10 1U %0 %0 %100 %0 % 0 | %100 %0 %0 %100 %0 %0 %100

R: Resistant (direncli), I: Intermediate (orta duyarlr), S: Sensitive (duyarl)
VAN : Vankomism , TEC : Teikoplanrn , CIP : Siprofloksasin,

LNZ : Linezolid , SYN : Qoinupristin/Dalfopristin , AM : Ampisilin
TE : Tetrasiklm , CN : Gentamisin , S : Streptomisin

C : Kloramfenikol , E : Eritromisin , P : Penisilin
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Buna gore antibiyotik diren¢ oranlar1 asagida siralanmustir:

Yumurtaci tavuklardan elde edilen 45 izolatin; qoinupristin/dalfopristine % 95,5,
eritromisine % 26,6, siprofloksasine % 13,3, tetrasikline % 26,6, streptomisine % 11,

gentamisine % 2,2, vankomisine % 2,2 oraninda direngli oldugu saptanmustir.

Broylerden elde edilen ii¢ izolatin hepsinin qoinupristin/dalfopristine, eritromisine ve
tetrasikline, iki izolatin siprofloksasine, bir izolatin gentamisine, vankomisine ve

teikoplanine direncli oldugu saptanmustir.

Sigirlardan elde edilen 9 izolatin hepsinin qoinupristin/dalfopristine direngli oldugu,
birer izolatin da vankomisine, siprofloksasine, tetrasikline ve eritromisine direncli

oldugu tespit edilmistir.

Kopeklerden elde edilen 11 izolatin 9’unun qoinupristin/dalfopristine, 7’ sinin
vankomisine, 4’iiniin teikoplanine, iki adetinin de streptomisine direncli oldugu

belirlenmistir.

Buna gore disk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarliligi calisilan 68 Enterokok
izolatinin 32’1 (% 47) cogul ilag direncine sahip oldugu saptanmstir. S6z konusu
izolatlarin 28’1 E.faecium, 2’1 E. gallinarum, 2’1 de E.casseliflavus tiirlerine aittir. Cogul
ilag direngli izolatlarin 19’u (% 59,3) yumurtaci tavuklardan, 7°si (% 21,8) kopeklerden,
cii (% 9,3) sigirlardan ve iicli (% 9,3) broylerlerden elde edilmistir. Cogul ila¢ direngli

suslarin direncli olduklar1 antibiyotikler ve oranlar1 Tablo 4.4 te gosterilmistir.

Cesitli kaynaklardan elde edilen toplam 68 adet Enterokok izolat1 E-test yontemi ile
glikopeptid direnci yoniinden test edilerek toplam 10 adet izolatta vankomisine ve 5
adet izolatta da teikoplanine diren¢ varligit bulunmustur. E.faecium suslarinin
vankomisin ve teikoplanin igcin MiKsy ve MiKgy degerleri ile MIK araliklar1 ve

duyarlilik oranlar1 Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Cogul ilag¢ direncli Enterococcus spp. izolatlarinin direngli olduklar: antibiyotikler ve oranlar1

SUSLAR (n) DIRENCLI SUS SAYISI (%) ANTIBIYOTIKLER
3(4,41) SYN, CIP
3(4,41) SYN, E
2(3) SYN, TE
1(1,47) SYN, VAN, TEC
1(1.,47) SYN, S
3(4.41) VAN, TEC
1(1.,47) SYN, TE, E
E.faecium (63) 1(1.,47) SYN, CIP, E
2(3) SYN, CIP, TE
3(4,41) SYN, TE, E
1(1.,47) SYN, S, E
4(3) SYN, TE, S, E,
1(6,4) SYN, CIP, CN, TE,
1(1,47) SYN, CIP, CN, TE, TEC, E, VAN
1(1,47) SYN, VAN, TEC, CIP, TE, E
1(50) VAN, SYN
E.casseliflavus (2)
1(50) VAN, TE, E, SYN
1(33,3) VAN, SYN
E.gallinarum (3)
1(33,3) VAN, SYN, S

VAN : Vankomism

TEC : Teikoplanrn

CIP : Siprofloksasin

SYN : Qoinupristin/Dalfopristin
TE : Tetrasiklm

CN : Gentamisin
S : Streptomisin
C : Kloramfenikol

E : Eritromisin
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Tablo 4.5. E-test yontemi ile E.faecium izolatlarmin vankomisin ve teikoplanin i¢in
MIKs, ve MIKy, degerleri, MIK araliklar1 ve duyarlilik oranlari

MIK (ug/ mL) Duyarlilik oranlar
Antibiyotik Aralik MIK s, MIK o Duyarh Direngli
Vankomisin 2- 256 4 4 58 5
Teikoplanin 0.125-32 0.50 1 58 5

MIK: Minimal inhibit6r konsantrasyon

Molekiiler Analiz Sonuclar:

Glikopeptid direnci E-test yontemiyle belirlenen 10 adet VRE susunun vanA, vanB,
vanC1 ve vanC2 genleri yoniinden molekiiler analizi sonucunda; tiim izolatlarin vanA
ve vanB geni tagimadig1 bunun yaninda 3 adet susun vanCl1, 2 adet susun da vanC2 geni
tasidigi tespit edilmistir. vanC1 geni tasiyan 3 adet VRE susun 2 adetinin kopeklerden
elde edilen suglar oldugu, 1 adetinin de sigirdan elde edilen sus oldugu tespit edilmistir.
vanC2 geni tagiyan 2 adet VRE susunun 1 adetinin kopekten elde edilen sus oldugu, 1
adetinin de yumurtaci tavuktan elde edilen sus oldugu belirlenmistir. Yapilan molekiiler
caligmada 5 adet VRE susunun ise vanA, vanB, vanC1 ve vanC2 genlerinden higbirini
tasimadig tespit edilmistir. E-test ve molekiiler analizlerin 1518inda VRE suslarinin

fenotipik ve genotipik karakterlerini iceren bilgiler Tablo 4.6’da sunulmustur.

M1 2 3 4 5 6 7T 8B % 10 11 12 13 14 15 M
fvp hp
51l —» +— 1000
731 —»
635 —*
i —»

Sekil 4.1. Multipleks PZR reaksiyonu ile elde edilen amplikonlarin elektroforezi sonucu olusan jeldeki
bant gortintiileri. M:Marker, 1: vanA (732 bp) Pozitif Kontrol, 2: vanB (635 bp) Pozitif Kontrol, 3: vanC1
(822 bp) Porzitif Kontrol, 4: vanC2 (439 bp) Pozitif Kontrol, 5: Negatif Kontrol, 6-10: Pozitif izolatlar,
11-15: Negatif izolatlar, 320bp: Genus Spesifik Gen rrs (16S rRNA)



Tablo 4.6. VRE Izolatlarmin fenotipik ve genotipik dzellikleri

Sus No | Koken Tiir ‘l;ilj Tif Gltzgg%f:)tﬁ[l){lsl Genotip
Direncliligi

1 Kopek E.faecium 256 32 SYN -

2 Kopek E.faecium 256 32 - -

3 Kopek E.faecium 256 32 - -

4 Kopek E.faecium 256 32 - -

5 Broyler E.faecium 256 32 SYN, CIP, TE -

6 Sigir E.gallinarum 256 1 SYN vanCl

7 Kopek E.gallinarum 256 1 - vanCl

8 Kopek E.gallinarum 256 1 SYN,S vanCl

9 Kopek E.casseliflavus | 256 1 SYN vanC2

10 Yumurtac1 Tavuk | E.casseliflavus 256 1 SYN, TE, E vanC2

- : Negatif

MiKyp: Minimal inhibitor konsantrasyon
CIP : Siprofloksasin,

SYN : Qoinupristin/Dalfopristin

TE : Tetrasiklm

S : Streptomisin

E : Eritromisin




5. TARTISMA VE SONUC

Enterokoklar, Gram pozitif, katalaz negatif koklar olup, ekosistem i¢cinde toprakta, suda,
bitkilerde, gidalarda, hayvanlarin ve insanlarin deri, gastrointestinal ve {irogenital
sistemlerinin dogal florasinda bulunurlar. Enterokok’lar firsat¢ci patojenler olup
beslenme ve bakim sartlarinin uygun olmadigi hayvanlarda septisemi, iiriner sistem
infeksiyonuna, endokarditlere, ishale ve otitis eksternaya neden olmaktadir.
Enterokok’lar insanlarda ve 6zellikle immun sistemi zayif olan bireylerde iiriner sistem
infeksiyonlarina, endokarditlere, menenjitlere, bakteriyemiye, cerrahi yara
infeksiyonlarina sebep olurlar  (94,95). Enterokoklar giinlimiizde hastane
infeksiyonlarinda giderek artan izolasyon oranlar1 ve ¢oklu antibiyotik direnc ozellikleri
nedeni ile 6nemli ve sorunlu Gram pozitif bakteriler arasinda sayilmaya baslanmistir

(96).

Son yillarda zoonotik infeksiyon ajanlarinda antimikrobiyellere karsi gittikce artan
diren¢g gozlenmeye baslanmistir. Hayvanlarda hem biiyiimeyi desteklemesi amaciyla,
hem de insanlarda oldugu gibi infeksiyonlarin tedavisinde antimikrobiyal ajanlarin
kullannominin artmasi sonucunda ortaya cikan direncli genler, antibiyotiklere direngli
mikroorganizmalarin izolasyonuna neden olmustur (97). S6z konusu patojenler ile
olusan infeksiyonlarda tedaviye oldukca direncli ve tehlikeli bir hal almigtir.
Hayvanlarda avoparsin kullanimmin hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinden gida

zinciri ile insanlara VRE gegislerinin olabilecegi diisiiniilmektedir (79,98).

Yurtdisinda 1997°den 2007 yilina kadar kanatli c¢iftliklerinde diski Orneklerinden
yapilan ¢calismalarda en sik E.faecium izole edilmis ve bu suslarda vankomisin direnci

yullar icerisinde % 57°den % 4’e kadar azaldigi bildirilmistir. Vankomisin direng
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oranmin yiiksek oldugu calismalarin avoparsin kullanimmin yasaklanmasindan hemen

sonra yapildigi belirlenmistir (99-103).

Son yillarda Portekiz ve Litvanya’da kanath barsak iceriklerinden yapilan ¢aligmalarda

en sik E.faecium ve E.faecalis izole edilmis ve bu suslarda glikopeptid direnci

saptanamamustir (104,105).

Kaya ve ark. (97), 2007 yilinda yaptiklar1 calismada tavuklarda vankomisin ve

teikoplanin direncli enterokok susu bulamadiklarini bildirmislerdir.

Ulkemizde ve diger iilkelerde avoparsinin biiyiitme faktorii olarak kullaniminin

yasaklanmasindan sonra zamanla enterokoklarda vankomisin direncinin 6nemli dl¢iide

azaldig1 goriilmektedir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Diinyada ve iilkemizde kanathlarda yapilan VRE caligsmalar1

ULKE Tiirler Fenotip | Genotip Ozellikler Kaynak
(YIL) % (No)
. 50 broyler 25
Hollanda E éa 85C17um VanA vanA yumurtact tavuk (99)
(1997) ¢ diskis1
E. faecium A
Kore E.gallinarum VanA van ] 352 adet kanath
(1998-1999) | E-casselifiavus | yanC | ‘€ digkst (100)
% 4,8 vanC2
E. faecium
: vanA
Malezya E.Egi:?;;;lil;m zzﬁé vanCl 200 adet kanatlt (102)
(2005) E.casseliflavus vanC2 digkisi
% 4,5
Isvec E. faecium 60 adet sekum
(2007) % 18,3 VanA vana icerigi (103)
Ankara
Tiirkiye E.faecalis VanA gevresindeki
(2001) E.gallinarum VanC . kanat!l (106)
% 13,6 isletmelerinden
digk1 6rnegi
o . 400 kanath digki
Tiirk . faec
(1216015}/;: Eézl e(;lzm VanA ornegi (Ankara- (107)
’ Kirikkale)
Tirkiye E. faecium VanA vanA (108)
(2010) % 0,4
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Bu caliymada broyler ve yumurtact tavuklardan elde edilen toplam 48 adet
Enterococcus spp. izolatinin 47 adetinin E.faecium olmasi1 yukarida belirtilen yurtdisi ve
yurtici caligmalarin sonuclari ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Calismada E.faecium ve
E.casseliflavus diginda tiirlerin tespit edilememesinin nedeni, kullanilan buyyon ve kati
besi yerinin igerisine 6 pg/ml oraninda katilan vankomisinin secici 6zelliginden oldugu
degerlendirilmektedir. Bu calismada yumurtaci tavuk 6rneklerinden tespit edilen 1 adet
vanC2 tasityan E.casseliflavus, Kore’de 1998-1999 yillar1 arasinda yapilan caligma
(100) ve Malezya’da 2005 yilinda yapilan calisma  (102) sonuglar1 ile uyum

saglamaktadir.

Avrupa’da 1996-2009 yillar1 arasinda kopek digki orneklerinde yapilan ¢aligmalarda
VRE oraninin % 48’den % 12’e kadar azaldig bildirilmistir. Bu suslarin cogunlugunun
vanA geni iceren E.faecium ve vanCl1 geni iceren E. gallinarum oldugu belirlenmistir

(109-111).

Italya, Danimarka ve iilkemizde Izmir’de 2005-2006 yillarinda kopek disk1 6rneklerinde
yapilan caligmalarda VRE izolati bulunamamustir (112-114).

Ulkemizde 2001 yilinda Celik (106)’in Ankara’da kopek diski orneklerinde yapmis
oldugu calismada izole edilen 14 Enterococcus spp. izolatmin 2’sinin (% 14,3)
vankomisine direncli oldugunu ve bunlardan birinin E.faecalis VanA, digerinin de

E.faecium VanB fenotipine sahip oldugunu bildirmistir.

Bu ¢alismada kopek diski 6rneklerinde 8 adet E.faecium, 2 adet E. gallinarum ve 1 adet
E.casseliflavus tespit edilmesi yukarida kopek diski ornekleri ile yapilan caligmalarin
sonuclar1 ile uyum saglamaktadir. S6z konusu izolatlardan genotipik ¢alisma sonucu 2
adet vanCI ve 1 adet vanC2 geni tespit edilmesi de 2009 yilinda Ispanya’da yapilan
calisma (109) ile uyum sagladig1 degerlendirilmektedir.

ABD’de 1998-2003 yillar1 arasinda 18 besi sigir1 ve 18 inek ciftliginde diski
orneklerinden yapilan calismada E.faecium ve E.faecalis izolatlarinin higbirinde

vankomisine direng belirlenmemistir (115).
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Tablo 5.2. Diinyada ve iilkemizde si1gir ve kopeklerde yapilan VRE c¢aligmalari

ULKE Tiir Fenotip Genotip Ozellikler | Kaynak
(YIL) %0 (No)
E. faecium .
Hollanda | g0 inarum VanA vanA 23 kdpek 113
(113)
(1996) % 48 VanC vanCl diski 6rnegi
. E. faecium VanA A "
Ispanya | cotiinarum | yanc e 87  Kopek oy
(1998-2003) % 17 vanCl disk1 rnegi
Ispanya E.gallinarum | 7,0 vanCl 126  kopek (109)
(2009) 9 12 diski 6rnegi
oo E.faecalis "
Tirkiye ! VanA Kopek digki
E. faecium R (106)
(2001) VanB ornegi
% 14
. 2001 yili1 =% 6 5
Macaristan Sigir  diski
(2001_2004) E.faecalis 2002 y111 =% 1,7 érnegi (1 16)
2003 yil1 =% 14,9
Kore E.casseliflavus 37 sigir diska
(2003) % 2,7 VanC vanC2 ornegi (117)
ABD E.casseliflavus 12 sigir diski
(2003) % 3.6 VanC vanC2 Srmegi (118)

ABD’de 2003 yilinda cesitli hayvan tiirlerinde yapilan VRE tarama ¢alismasinda 12
sigir digsk1 orneginden toplam 111 VRE izolat1 elde edilmistir. S6z konusu izolatlardan
secilen 4 adetinin yapilan genotiplendirme c¢alismasi sonucunda vanC2 geni tasiyan

E.casseliflavus oldugu belirlenmistir (118).

Sigir digki o6rneklerinde ABD’de 2008 yilinda ve iilkemizde Mete tarafindan 2003
yilinda Denizli’de yapilan calismada VRE tespit edilememistir (119,120).

Bu calismada sigir digki orneklerinden 8 adet E.faecium izolatinin tespit edilmesi
yurtdisinda ve iilkemizde yapilan caligmalarda elde edilen tiirler ile uyum saglamaktadir
(Tablo 5.2). Farkli olarak bu ¢alismada ve 1 adet vanC1 geni tasiyan E.gallinarum susu
tanimlanmis olup bu sonucun sigir besihaneleri ile kanath ¢iftlikleri arasindaki ¢apraz

kontaminasyon sonucu olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bu calismada bes adet E.faecium izolati disk difiizyon ve E-test yontemiyle
vankomisine ve teikoplanine diren¢li bulunmustur. Fakat PCR ile vanA ve vanB geni
saptanamayan sozkonusu izolatlarda glikopeptit diren¢ geninin olmadigini sdylemek

dogru degildir. Bu genlerin gosterildigi calismalarda PCR i¢in kullanilan primer
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dizilimler de cok Onemlidir. Ayn1 ya da farkli primer dizilimi kullanan ¢aligmalarda
farkli sonug¢lar bulunmustur (100,102,104,117,118,121-124). Ayrica E.faecium
suslarinda glikopeptit direncine vanD geninin de neden olabilecegi diisiiniilmektedir

(70).

Yukarida aciklanan caligmalar, cesitli hayvan tiirlerinin enterokok florasmin cografik
bolgelere, yaslara ve izolasyon metotlarinin farkliliklarina gore sikliklarinin
degisebilmesine karsin belirli tiirleri icerdigini gostermektedir. Bu caligmada elde edilen
enterokok tiirlerinin dagilimi insanlarda hastaliklara neden olan tiirlere benzerlikleri
bakimindan 6nem tasimaktadir. Insanlarda hastalik olusturan enterokok tiirlerinin %85-
89’nu E.faecalis, % 10-15°ni E.faecium, % 5’ten az oranda E.gallinarum, E. durans,
E.casseliflavus, E.avium ve E.raffinosous oldugu bildirilmistir (125). Hayvanlarda
antibiyotiklerin yaygin kullanimi hayvanlarin intestinal floralarina direncli suslarin
yerlesmesine neden olmaktadir. Hayvansal kokenli cogul direncli flora bakterileri
insanlara direkt yolla veya hayvansal gidalar aracilifi ile bulasabilmektedir. Bu
antibiyotik diren¢li suslarin insanlara bulasmasi sonucu meydana gelebilecek
infeksiyonlarin tedavilerinin giiclesmesine neden olmaktadir. Ozellikle vankomisin
direngli enterokoklar halk saghiginda o6nemli bir global sorun haline gelmistir

(126,127).

Yurtdisinda ve iilkemizde yapilan ¢alismalarda (Tablo 5.3) kanathilardan izole edilen
enterokoklarin ortak olarak tetrasikline, eritromisine, qoinupristin/dalfopristine,
siprofloksasine, streptomisine ve gentamisine direng gosterdikleri gozlenmektedir. Bu
caligmada elde edilen izolatlar da diger calismalarla uyumlu olarak sézkonusu
antibiyotiklere karsi direncli bulunmustur. Farkli olarak tetrasikline, eritromisine,
siprofloksasine, streptomisine ve gentamisine direng oranlarinin iilkemizdeki ve yurtdis1

caligmalardaki direng oranlarina gore diisiik oldugu belirlenmistir.

Bu calismada broyler ve yumurtaci tavuklardan elde edilen enterokok izolatlarinin % 95
oraninda qoinupristin/dalfopristine direncli olmast ABD’de Hersberger et al (115) ve
Ingiltere’de Migura et al (128) yaptig1 calismadaki bulgular ile uyum saglamaktadr.
Fakat bu calismadaki qoinupristin/dalfopristin direnci iilkemizde Dilik (107) tarafindan
bulunan direng (%33,6) oranindan yiiksek bulunmustur. Bunun nedeninin virjinamisinin
yem katki maddesi olarak kullanim oranlar1 farkliligimin etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Yurtici ve yurtdisi caligmalarinda kanathilardan izole edilen enterokoklarin antibiyotik



52

duyarlilik test sonuglarinin degiskenlik gostermesi kullanilan antibiyotiklerin, kullanim

dozlarmin ve prosediirlerinin farkli olmasmdan kaynaklanmaktadir.

Tablo 5.3. Diinyada ve iilkemizde kanatlilardan elde edilen Enterococcus spp.
izolatlarinda antibiyotik diren¢ oranlar1

(YIL) (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) (No)
Hollanda
8 8 40 12
(1997) 9 9 (99)
Cek Cumhuriyeti
(1999-2000) 80 59 22 (101)
ABD
(1998-2003) 12 85 23 (115)
Ingiltere
(2002-2003) >0 (128)
Macaristan
(2001-2004) 74,7 | 40,7 1,1 (116)
Kore
(2003) 85 100 85 100 71 (117)
Portekiz
(2004) 94 87 33 18,5 7 (104)
Almanya
(2004-2005) 13,8 13,8 17,2 (129)
Litvanya
(2008-2009) 75,6 | 56,8 39,4 41,9 (105)
Tiirkiye
(2001) 30,7 | 7,6 | 34,6 73 (106)
Tiirkiye
(2005) 5,6 72 59,3 | 23,1 | 33,6 (107)
Tiirkiye
(2007) 1.2 55 45 | 17,5 65 9 9 97)
CIP : Siprofloksasin S : Streptomisin
SYN : Qoinupristin/Dalfopristin C : Kloramfenikol
TE : Tetrasiklin E : Eritromisin
CN : Gentamisin P : Penisilin

Bu calismada kopeklerden elde edilen 11 enterokok izolatinin % 81’nin
goinupristin/dalfopristine, % 63’niin vankomisine, % 36’nin teikoplanine, % 18 nin
streptomisine direng¢li oldugu belirlenmis olup yurt i¢i ve yurt disindaki ¢alismalarda
(Tablo 5.4) ortak olarak direng tespit edilen tetrasiklin, eritromisin ve siprofloksasine
diren¢ gozlenmemistir. Bunun nedeninin 6rneklerin alindig1 kopeklerin daha Once

tedavi ge¢mislerinin olmamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Tablo 5.4. Diinyada ve iilkemizde kopeklerden elde edilen Enterococcus spp.
izolatlarinda antibiyotik diren¢ oranlari

.. TE E CIP | CN | SYN S C Kaynak
ULKE (AL ) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (No)
Ispanya (1998-2003) | 100 | 91 40 6 33 (111)
Portekiz (2003) 52 39 18 15 10 6 (104)
1talya (2005) 84,6 | 84,6 | 57,7 (110)
Danimarka (2006) 30 30 20 20 (112)
ispanya (2009) 100 33 47 13 (109)
Tiirkiye (2006) 70,3 | 69,2 15,4 12,1 (114)
CIP : Siprofloksasin S : Streptomisin
SYN : Qoinupristin/Dalfopristin C : Kloramfenikol
TE : Tetrasiklin E : Eritromisin

CN : Gentamisin

Sigir digkis1 kokenli Orneklerden yapilan calismalarda; Hershberger et al (115)
tarafindan ABD’de besi sigirlarindan izole edilen E.faecium izolatlarinin
siprofloksasine, gentamisine, qoinupristin/dalfopristine olan diren¢ oranlarinin sirasiyla
9 55, % 0, % 2 oldugu, ineklerdeki oranlarin ise swrasiyla % 47, % 7, % 8 oldugu
bildirilmistir. Kaszanyitzky et al (116) ise Macaristan’da sigir kokenli Enterococcus
spp. izolatlarimin 2001 yilindan 2004 yilina kadar tetrasikline ve eritromisine olan
direngliliklerinin sirasiyla % 11,3 ve % 29,5 oraninda artis gostererek % 29,8 ve % 44,7
oldugunu tespit etmislerdir. Jung et al (117) yaptiklar1 ¢alismada sigir diski
orneklerinden izole edilen vanC2 tasiyan E.casseliflavus izolatinin siprofloksasine
direncli oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde Mete (120) tarafindan Denizli’de yapilan
caligmada 65 adet sigir kokenli enterokok izolatinda siprofloksasin direncinin % 15,3
oldugunu, izolatlarda vankomisin, teikoplanin, tetrasiklin ve penisilin direnci

saptanamadigini bildirmislerdir.

Bu caligmadaki sigir kokenli 9 entrokok izolatinda qoinupristin/dalfopristin,
siprofloksasin, tetrasiklin ve eritromisin diren¢ varligi tespit edilmesi yurtici ve

yurtdisinda yapilan ¢alismalarla uyum gostermektedir.
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Ulkemizde ciftlik hayvanlarinda patojen ve kommensal bakterilerdeki antibiyotiklere
kars1 direncin olusmasi ve bakterilerdeki cogul direngliligin engellenmesinde ideal olan
kontrol 6nlemlerinin alimmasindan ¢ok bilingsiz ila¢ kullanimmin sona erdirilmesidir.
Bu konuda ciftciler ve veteriner hekimlerin bilingli davranmasmin yaninda ulusal

antimikrobiyal kullanim stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Kayseri bolgesinde ¢esitli hayvan tiirlerinin gastrointestinal

sistemlerinden izole edilen enterokoklarin:

1. Vankomisine ve teikoplanine diren¢ oranlarinin diisiik seviyede olmasinin
Tiirkiye’de avoparsin kullaniminin yasaklanmasindan sonra tamamen yok olmayip

diisiik seviyede de olsa devam ettigini diisiindiirmektedir.

2.  Qoinupristin/dalfopristin direncinin yiiksek olmasinin Tiirkiye’deki hastane
kaynakli enfeksiyonlarda hala bir sorun olan VRE’nin tedavi secenegi olarak

dikkatli kullanilmasi gerektigi,

3. Coklu antibiyotik direngliligin gozlenmesinin halk saglhigi agisindan biiyiik sorun

olabilecegi degerlendirilmektedir.
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