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INEK SUTLERINDEN ENTEROCOCCUS SPP.’LERIN iZOLASYONU VE
iZOLATLARIN FENOTIPIiK VE GENOTIiPiK YONTEMLERLE
IDENTIFIKASYONU
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KISA OZET
Bu calismada inek siitlerinden konvansiyonel ve molekiiler yOntemlerle
Enterococcus’larin izolasyonu ve identifikasyonu amacglandi. Bu calisma kapsaminda
50 adet saglikli, 50 adet klinik ve 50 adet subklinik mastitisli inek memesinden siit
ornekleri CMT testi ile skorlanarak steril tiiplere alindi. Ayrica 50 adet sokak siitii de
calisma kapsaminda degerlendirildi. izolasyon amaci ile siit orneklerinden sirasiyla
Chromocult Enterococci Broth, m-Enterococcus Selective Agar, Bile-Aesculin-Azide
Agar ve Blood Agar’a ekim yapildi. Fenotipik izolasyon i¢in iireyen kolonilerin
morfolojileri ve Gram boyamadan vyararlanildi. Izolatlarm molekiiler yontemle
identifikasyonu PZR yontemiyle gerceklestirildi. Fenotipik yontemlerle saglkli inek
siitlerinden 12 (% 24), klinik mastitisli siitlerden 21 (% 42), subklinik mastitisli
siitlerden 15 (% 30) ve sokak siitlerinden ise 9 (% 18) Enterecoccus spp. izole edildi.
Genotipik yontem ile yapilan inceleme sonucu 84 Enterecoccus spp. izolatinin 57 (%
67,85)’si Enterecoccus faecalis olarak identifiye edildi. Bu caligmada, inek siitlerinde
onemli diizeyde bulunan ve hastaliklara neden olan Enterekoklarin insan ve hayvan

saglig1 acisindan da onemli olabilecegi kanisina varild.

Anahtar Kelimeler: Enterecoccus spp., Inek, Mastitis, PZR
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ISOLATION OF ENTERECOCCUS SPP. S FROM CATTLE MILK AND
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METHODS
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ABSTRACT
The aim of the study is to isolate and identify the Enterococcus from the cow’s milk
through conventional and molecular methods. Within the scope of this study, milk
samples from the breasts of 50 units healthy, 50 units clinical and 50 units subclinical
cows with mastitis have been collected into tubes and have been scored with a CMT
test. In addition, in order to detect fecal contamination, 50 units street milk have been
understudy. Within the purpose of the isolation, milk samples, respectively, have been
planted to Chromocult Enterococci Broth, m-Enterococcus Selective Agar, Bile-
Aesculin-Azide Agar and Blood Agar. For the Phenotypic isolation, breeding colonies
morphology and Gram staining have been used. Molecular analysis of the isolates has
been performed by PZR method. With the Phenotypic methods, from the normal cows
12 units milk (24%), clinical milk with mastitis 21 units (42%), subclinical 15 units
(30%) and street milk 9 units (18%) Enterecoccus spp. has been isolated. Genotypic
method has been evaluated and out of 84 units Enferecoccus spp. isolates 57 units
(67,85%) have been identified as Enterococcus faecalis. In this study it has been
concluded that Enterococcus which exit at significant levels in cow's milk and which

can cause disease may also be important in terms of human and animal health.

Keywords: Enterecoccus spp., Cattle, Mastitis, PZR
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1.GIRIS VE AMAC

Inek siitii bilinen en énemli hayvansal protein kaynaklarindan biridir. Ulkemizde yilda
yaklasik olarak 12 milyon ton siit iiretilmekte bu siitiin % 85’1 inek siitiinden temin
edilmektedir. Siit kendine has kokusu, aromasi ve tadiyla onemli bir besin kaynagi

olmasi yaninda siit endiistrisinin temel maddesini olugturmaktadir.

Yillardan beri cesitli yollarla degisik iiriinlere doniistiiriilen siit, cesitli kimyasal ve
mikrobiyolojik analizlere tabii tutularak siit endiistrisinde kullanilip peynir, yogurt,

ayran, pastorize siit ve benzeri olarak sofralarimizdaki yerini almaktadir.

Yiiksek siit verimli hayvanlarmn siit tiretimine olan 6nemli katkisi meme saglig, siit
hijyeni ve ahir hijyeni gibi konularm 6nem kazanmasina neden olmustur. Ozellikle
meme yangisi anlamina gelen mastitisin olusumunda etkili olan bu ii¢ faktor ciftliklerde

slirii yonetiminin temelini olusturmaktadir.

Basta meme saglig1 olmak iizere sagim hijyeni ve ahir hijyeni gibi konularda alinacak
tedbirler siitiin kalitesinin artmasina, uzun Omiirli ve saglikli olmasma katkida

bulunacaktir.

Mastitisin etiyolojisinde bakteriyel etkenler ilk swrayi olusturur. Mastitise neden olan
bakteriyel patojenler kaynagina gore cevresel ve bulasict olarak iki grupta incelenir.
Bulasict patojenler arasinda Staphylococcus spp.ve  Streptococcus spp., cevresel

etkenleri arasinda ise Escherichia coli ve Enterococcus spp. yer almaktadir.



Siit inegi yetistiriciliginin temel sorunlarindan biri olan mastitis, ekonomik kayiplara yol
acan Onemli bir hastaliktir. Bir inek i¢in harcanan ilag ve tedavi masrafi 200 TL’yi

bulmakta iilke ¢apinda ise bu rakam 50 milyon TL’ye ulagsmaktadir.

Diger yandan giinlikk 20 It siit veren bir hayvanin mastitis oldugunu diisiiniiliirse
antibiyotikten dolayr 20 giinliik siitiin atilmasi, siit kalitesindeki deger kaybi, siit
ineklerinde meydana getirdigi verim diisiikliigii, siitiin satis degerindeki azalma, meme
kaybi, ila¢ ve tedavi giderleri, hayvanlarin elden ¢ikarilmasi veya sonunda sepsis
sonucu hayvanm Olmesi hem isletmeye hem de iilke ekonomisine biiyiikk kayiplar

getirmektedir.

Ulkemizde yaygm olarak tiiketilen sokak siitleri kontrolsiiz ve hijyenik olmayan
kosullarda satilmaktadir. Sokakta satilan siitler halk saghgir acisindan tehdit
olusturmaktadir. Saticilarin bilingsiz olmasi, sagilan siitiin kotii sartlarda saklanmasi,
sagliksiz bidonlarda taginmasi ve hava ile uzun siire temas etmesi, saticilarm saghk
muayenelerinin diizenli yapilmamas1 gibi etmenler siitiin kontamine olmasma neden
olmaktadir. Bu sartlarda elde edilen siitlerin birde pastorize edilmeden, aseptik sartlarda
tiketime sunulmasi Ozellikle cocuklarda ve yaslilarda 6nemli derecede hastaliklara
davetiye ¢cikarmaktadir. Diger taraftan pek cok zoonoz hastaligin da yayilmasina sebep

olmaktadir.

Ulkemizde siit fabrikalar1 belli sanayi bolgelerinde yogunlagmus vaziyettedir. Siit
isletmelerinin koy ve kasabalarda dagmik olmasi iilke genelinde siitiin toplanmasini,
fabrikalara ulastirilmasmi zorlastirmaktadir. Ozellikle koylerdeki siit toplayicilarin
sogutucusu olmayan araclarla siit toplamasi, siitiin kontaminasyon ve bozulma riskini
arttirmaktadir. Ozellikle sagim, depolama, dolum esnasinda alet, makine, ekipman ve
insanlardan kaynaklanan fekal kontaminasyon 6nem arz etmektedir. Biitiin bu faktorler
siitiin memeden ¢iktiktan sonra tiiketilene kadar gecirmis oldugu zorlu sathalar1 kisaca

Ozetlemektedir.

Enterokoklarin cesitli antibiyotiklere direncinin giderek artis gostermesi ve ozellikle
Vankomisine direncli Enterokoklarin artis1 dnemlerini artirmaktadir. Ozellikle son yillarda
Avrupa'da cesitli hayvan yemlerinde biiyiime faktorii olarak bir glikopeptid olan
Avoparsin kullanimi, Vankomisine direngli Enterococcus suslarmin hayvanlardan besin
zinciri yoluyla insanlara yayillmasina yol agmistir. Ancak Avoparsin kullaniminin cesitli

Avrupa iilkelerinde yasaklanmasindan sonra Van A tipi Vankomisine direngli



Enterococcus suslariin izolasyonunda azalma saptandigi belirtilmektedir.

Bu calismada Enterococcus spp.’nin  mastitisli inek memelerindeki mastitis
olusumundaki rolii ve tiirlerin konvansiyonel yontemler kullanilarak dagilimlarmin
ortaya konulmasi amaglanmistir. Bununla birlikte iilkemizde halen kontrolsiiz bir
sekilde satilan sokak siitlerindeki Enterokokkal fekal kontaminasyon diizeyinin

saptanmasi da hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. YAPISAL ve BiYOKIMYASAL OZELLIKLER

Enterococcus’lar Gram (+), katalaz (-), oksidaz (-), fakiiltatif anaerobik, spor
olusturmayan, hareketsiz, diplokok ya da zincir goriiniimiindeki bakterilerdir. Dogal
cevreleri insan ve hayvanlarin bagirsak sistemleri olmasina ragmen, toprakta, suda, bitki

ve boceklerde de bulunurlar.

Onceleri Streptococcus cinsi icinde yer alan ve Lancefield serolojik D grubuna ait olan
bu cins, fekal Streptococcus olarak kabul edilmekteydi. 1984 yilinda DNA-DNA
hibritlesme ve 16S RNA sekans calismalar1 sonucunda Streptococcus faecium ve
Streptococcus faecalis tiirlerinin diger streptoklardan 6nemli derecede farkli oldugu
tespit edilmis ve Schleifer ve Balz tarafindan Enterococcus cinsi olarak ayrilmistir.
Daha sonra bu cins i¢indeki bakteriler E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, E.
casseliflavus, E. malodoratus, E. hirae, E. gallinarum, E. mundtii, E. raffinosus, E.
pseudoavium, E. flavescens, E. dispar, E. sulfureus, E. saccharolyticus, E. columbae, E.
cecorum, E. gilvus, E. pallens, E. seriolicida, E. solitarius ve E. sulfureus gibi cesitli

tiirlere ayrilmislardir (1- 4).



2.1.1. Hiicre Duvan

Gram pozitifler bakterilerden olan Enterokok’larin hiicre duvari yapist iki ana kimyasal

yapidan olugmaktadir.
2.1.1.1. Teikoik Asit

Peptidoglikan tabakasma dagilmis antijenik 6zellige sahip olan teikoik asit, poliribitol
veya poligliserol fosfat molekiillerinden olusmus lineer polimer yapiya sahiptir.
Peptidoglikan tabakasindaki N-asetil muramik asit (NAMA) molekiiliine fosfodiester
bagiyla kovalent olarak birlesmistir. Teikoik asidin antijenik determinantlari
olusturmada katkilar1 oldukga fazladir. Diger yandan kuvvetli polar ve negatif yiikli dig
yiizey karakteri olusturmada da etkinligi vardir. Kalinligi1 bakteri tiiriine gore
degismekle birlikte yaklasik 10-12 nm arasindadir. Teikoik asit bulundugu yere gore iki

kisma ayrilir. Bunlar hiicre duvar1 ve membran teikoik asitleridir (5, 6).

Duvar teikoik asitleri, Gram pozitiflerde peptidoglikan tabakasma baglanmis olup temel
yapisinda poliribitol fosfat veya poligliserol fosfat bulunur. Membran teikoik asitleri ise
sitoplazmik membranin dis yiizeyinde lokalize olmustur. Membran teikoik asitlerinde
gliserol fosfat yap1 hakim durumdadir. Gram pozitif bakterilerde teikoik asit yapisima
fosfodiester bagiyla baglanmis olan ikinci antijenik yapi peptidoglikan tabakasidir. Bu
tabaka bakteriye sekil, elastikiyet, saglamlik kazandirir. Yapisinda N-asetil glikoz amin
(NAGA) ve N-asetil glikoz amin (NAMA) bulunur (7, 8).

Gram Pozitiflerin hiicre duvarinda bulunan teikoik asit ve peptidoglikan ile protein
yapilariin bakterilerin tiir spesifik antijenik maddelerini ve virulanslarini saglamada
onemli etkinligi vardir. Hiicre duvarimi kaybeden bakterilerde, antijenik karakterler ve
virulans biiyiik 6lciide zayiflar. Okaryotik hiicre duvarmin gergin yapilar1 seliiloz ve
benzeri bilesiklerden kaynaklanirken, eubakterilerde peptidoglikandan olusmaktadir.
Okaryotik hiicreler ile eubakteriler arasindaki bu kimyasal kompozisyon farkliliklari,

penisilin gibi ilaglarm secici 6zelliklerinin olusmasini saglar (9).
2.2. UREME OZELLIiKLERi

Enterokoklar fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir. Optimal 35 °C ve pH 7.6'da iyi
iirerler. Ancak ¢ogu tiirleri 10 °C ve 45 °C 'de ve pH 9.6'da iireyebilirler. Izolasyon icin
kan ilave edilmis uygun bir kanl agar (triptik soy agar, brain heart infiizyon agar)

kullanilabilir. Hemolizi gostermek icin besiyerine % 5 koyun kani eklenir. Izolasyon
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icin c¢esitli besiyerleri kullanilabilir. Enterecoccus faecalis'in hemoliz karakteri
kullanilan kanm cinsine gore degisir. Koyun kanli besiyerinde genellikle hemoliz
olusturmazlar. At ya da tavsan kanmi iceren besiyerlerinde bazi suslar1 hemoliz

olusturabilir (10, 11).

Colombia colistin-nalidixic acid agar (CNA) ve phenylethyl alchol agar (PEA) gibi
secici besiyerleri Enterokoklarin izolasyonunu saglar (10, 11). Gram negatif bakterileri
iceren Ornekler icin Bile-Aesculin Azide Agar, Selective Enterococcus Agar,
Enterococcosel Agar ve diger Azid igeren besiyerleri kullanmilabilir. 35 - 37 °C de 18 -
24 saatlik inkubasyondan sonra kanli agarda 0,5 - 1 mm capinda, keskin sinirl, diizgiin
yiizeyli, gri-beyaz koloniler olusur. Koloniler alfa, beta veya nonhemolitik olabilir (12).
Ayrica pH 9.6’da, % 40 safra tuzu igceren besiyerinde iireyebilirler. Fakiiltatif anaerop
bakterilerdir. Sitokrom enzimleri olmadigindan katalaz negatiftirler. Glikozdan gaz
olusturmazlar. Kanli jelozda enterokok kolonileri biiyiikce, gri, parlak, bugulu
goriiniimde olup alfa, beta hemolitik ya da non-hemolitiktirler. E. cecorum, E. columbae
ve E. saccharolyticus diginda kalan tiim kokenler pirolidonil beta-naftilamid (PYR)
maddesini hidrolize E. flavescens, E. casseliflavus ve E. gallinarum gibi bazi1 kokenler
hareketlidirler. E. faecalis, E. faecium’un tersine % 0.04 telliirit iceren ortamda iirer ve
agarda siyah koloniler yaparlar. Bu 6zellikleri enterokoklar1 tanimlamada yeterli ise de,
daha az rastlanan Lactococcus, Aerococcus, Pediococcus ve Leuconostoc tiirleri gibi
baz1 Gram pozitif, katalaz negatif koklarda da benzer 6zellikler bulunur. Lactococcus ve
Aerococcus tirleri grup D antiserumu ile reaksiyon vermemeleri; Pediococcus ve

Leuconostoc tiirleri de PYR negatif olmalar1 ile enterokoklardan ayrilirlar (13).
2.3. ANTIBIYOTIK DIRENCI

Enterokoklari ¢esitli antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari iki grupta incelenebilir:
2.3.1. Intrinsik Direnc

Intrinsik direng terimi tiirlerin tiimiinde bulunan kromozomal direnci ifade eder.
Penisilinlere, klindamisine, sefalosporinlere ve diisik diizeyde olmak iizere
aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi kalitsal olarak Enterecoccus suslarinda

bulunan direngtir.



2.3.1.1. Beta-Laktam Grubu Antibiyotiklere Intrinsik Direnc

Enterokoklarm beta-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ gostermeleri karakteristik
ozellikleridir. Bu tip diren¢ 6zellikle PBP 5 olmak iizere Enterecoccus’larin Penisilin
baglayan proteinlerinin beta-laktam antibiyotikleri i¢in kalitsal olarak diisiik afiniteye
sahip olmasindan meydana gelmektedir. PBP 5, Solomon adalarinda izole edilmis ve

hicbir antibiyotikle karsilasmamis Enterecoccus suslarinda bile tespit edilmistir (14).

Invitro testlerde E. faecalis i¢in penisilinin ortalama MIK degeri 2 - 8 mg / It
arasindadir. Bu deger bircok Streptococcus igin olan ortalama MIK degerinden 10 - 100
kat daha biiyiiktiir. E. faecium suslar1 E. faecalis suslarina oranla penisiline daha
direncli bulunmakta, ortalama MIK degeri 16 - 32 mg / It arasinda degismektedir.
Ampisilinin E. faecalis i¢in MIK degeri 1 - 4 mg / It arasindadir ve penisilin i¢in olan
MIK degerinden bir diliisyon daha asagidadir. Yari sentetik ve penisilinaza direngli
beta-laktamlara da diren¢ oldukca yiiksek bulunmustur. Bu yiiksek MIK degerine ek
olarak Enterecoccus’lar tipik olarak beta-laktamlara karsi toleranshdirlar, yani mutad
tedavi dozunda beta-laktam grubu antibiyotikler Enterokoklara kars1 bakterisidal degil
bakteriyostatik etki gosterirler (14).

Genellikle sefalosporinler Enterokoklara karsi penisilinden daha az etkilidir ve mevcut

sefalosporinlerin higbirisi klinikte enterokoklara kars1 kullanilmamalidir (15).
2.3.1.2. Aminoglikozid Grubu Antibiyotiklere Intrinsik Diren¢

Aminoglikozid antibiyotikler, bakteri ribozomlarinin 30S alt birimlerine irreversibl bir
sekilde baglanarak ribozomlarda protein sentezini inhibe ederler ve mRNA'nin tasidigi
genetik kodun yanlis okunmasina neden olurlar. Streptomisin sadece 30S alt birimine

baglandig1 halde digerleri ilave olarak 50S alt birimine baglanirlar (16).

Diisiik diizey aminoglikozid direnci tiim Enterococcus tiirlerinin karakteristik bir
ozelligidir. Burada 2 mekanizma s6z konusudur. Birincisi enterokok bakteri duvarinin
bu antibiyotiklere kars1 gecirgenliginin az olmasi; ikincisi yalnizca E. faecium’da
goriilen kromozomal olarak kodlanan bir enzim tarafindan aminoglikozid

antibiyotiginin enzimatik inaktivasyonudur (17).
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Enterecoccus faecalis igin streptomisin ve kanamisin ortalama MIK degeri 250 mg / It
dolayinda, gentamisin ve tobramisin icin ise 8 - 64 mg / It arasindadir. Direncin nedeni
Enterokok bakteri duvarmin bu antibiyotiklere karsi gecirgenliginin diisiik olmasidir.
Aminoglikozid antibiyotikler, beta-laktam antibiyotik ya da vankomisin gibi hiicre
duvar sentezini engelleyen bir antibiyotikle kombine bi¢cimde verilecek olursa zedelenen
hiicre duvarindan aminoglikozid antibiyotikler daha kolay gececeginden aminoglikozid
MIK degerlerinde 6nemli diisiisler elde edilir. Enterokoklara kars1 beta-laktam ya da
glikopeptid antibiyotikler ile aminoglikozid antibiyotik kombinasyonunun sinerjistik

olmasinin sebebi de bu mekanizmadir (18).

Enterecoccus faecalis kokenlerinde yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci yoksa
penisilin ile aminoglikozid antibiyotikleri arasinda sinerjizm goriilir. E. faecium
kokenlerinde ise yiiksek diizey aminoglikozid direnci bulunmasa da penisilin ile sadece
gentamisin ve streptomisin sinerjistik etkili olabilir. Ciinkii E. faecium kokenleri
intrinsik olarak tobramisin, netilmisin, kanamisin ve sisomisini modifiye eden 6'
asetiltransferaz (AAC-6') enzimini olustururlar. AAC 6' enzimi aac(6')-1i geni tarafindan

kodlanir (17, 19).

Bu durumda yiiksek diizey aminoglikozid direnci olmamakla beraber (MiK < 2000 mg /
It ) hiicre duvarma etkili antibiyotikler ile sayilan bu 4 aminoglikozid arasindaki sinerji

bozulmaktadir (15, 17, 20).

Enterokoklarda beta-laktam ve aminoglikozid antibiyotiklerine olan intrinsik direncin
yam sira klindamisin ve linkomisine kars1 da diisiik diizeyde bir diren¢ mevcuttur (15,

20, 21).

Trimetoprim-sulfametoksazol in vitro olarak etkin goziikmesine ragmen, Enterokoklar
ekzojen folinik asit dihidrofolat ve tetrahidrofolati kullanma yetenegindedirler ve bu

nedenle antibiyotik in vivo olarak etkili olmamaktadir (15, 22, 23).
2.3.2. Kazanmilms Direng

Antimikrobiyal ajanlara kars1 kazanilan diren¢ ya mevcut DNA'da bir mutasyon veya
yeni DNA alimi ile olur. Yeni DNA alimi transformasyon, transdiiksiyon veya
konjugasyon yolu ile olur. Transformasyon digindaki diger iki mekanizma ile bu
mikroorganizmalar c¢esitli antibiyotiklere diren¢ kazanirlar. Enterokoklarda 3 tip

konjugatif transfer sistemi tespit edilmistir (17).
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Bunlardan birincisi dar alanli plazmidleri icerir ve simdiye kadar sadece E. faecalis 'de
saptanmustir. Konjugatif transfer sisteminin ikincisini olusturan genis alanli plazmidler
enterokok tiirleri, streptokok tiirleri, Staphylococcus aureus, Laktobasiller, Bacillus
subtilis, Listeria monocytogenes ve diger mikroorganizmalar arasinda transfer

edilebilirler.

Enterokoklardaki yeni tamimlanan iiclincii konjugatif sistem ise konjugatif
transpozonlardir. Konjugatif transpozonlar alic1 ve verici hiicreler arasinda hareket
edebilen ekstra kromozomal DNA parcaciklaridir. Anlatilan bu mekanizmalar ile
Enterokoklarda kloramfenikol, eritromisin, tetrasiklin, florokinolonlar ve klindamisine
kars1 yiiksek diizey rezistansin yani sira yiiksek diizey aminoglikozid direnci, beta-
laktamaz yapimi veya diger mekanizmalarla gelisen yiiksek diizey penisilin direnci ve

glikopeptid antibiyotiklere diren¢ kazanilmas1 miimkiindiir.
2.3.2.1. Penisilinlere Kars1 Kazamilms Direng

Enterokok kokenlerinin beta-laktamaz olusturarak penisilinlere yiiksek diizey direng
gelistirdiklerini gosteren caligmalara karsin, bu mikroorganizmalarda penisilin
direncinin gelismesinin temel yolu olarak PBP'lerde olusan degisiklikler kabul

edilmektedir.

Enterokoklarda beta-laktamaz sentezi ilk kez 1983 yilinda Murray ve Mederski-Samoraj
tarafindan bildirilmistir (24).

Beta-laktamaz sentezi aminoglikozidler ile beta-laktam antibiyotikleri arasindaki
sinerjistik etkinin kaybolmasma neden olur. Cogu vakada penisilinaz aktivitesi yliksek
diizey gentamisin direncine de neden olan bir plazmid {izerinde bulunmustur. Bu enzim
penisilin, ampisilin, tireidopenisilinler daha az oranda da karbenisilin ve tikarsilini
inaktive edebilir. Nafsilin, sefalosporinler ve imipenem bu enzime dayaniklhidir. Beta-
laktamaz geni klonlanmis ve DNA dizisi tespit edilmistir. DNA dizisi Stafilokoklardan
elde edilen Beta-Laktamaz geni DNA dizisi ile %90'dan fazla benzerlik gosterir (25).

Patterson ve ark. (26), beta-laktamaz yapan 6 enterokok susunda plazmidleri genetik
yonden incelemisler ve Stafilokoklardan elde edilen beta-laktamaz geninin probuyla
Enterecoccus plazmidlerini hibridize etmislerdir. Bu ve buna benzer caligmalar E.
faecalis 'de bulunan beta-laktamaz genleri ile Stafilokoklardan bulunan beta-laktamaz

genlerinin ortak bir genden orijin almis olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Buna ragmen Enterokoklardaki beta-laktamazlar ile S. aureus'daki beta-laktamazlarin
ekspresyonunda bazi farkliliklar vardir. Mesela Enterecoccus beta-laktamazi konstitiitif
olarak sentezlenir ve hiicreye bagli olarak bulunur. Stafilokoklarda ise indiiklenebilir ve

hiicre dis1 alana salgilanir (21).

Beta-laktamaz iireten suslarin direnci inokulum etkisi yiiziinden rutin disk duyarlilik
testleri ile tespit edilemez. Disk diffuzyon testindeki gibi diisiik inokulumlarda suglar
duyarli, 107 KOB / ml gibi yiiksek inokulumlarda ise direng¢li bulunurlar (15, 20, 21,
27).

Kromozomal beta-laktamaz direnci baska suslara diisiik oranda aktarilirken plazmid ile

kodlanan beta-laktamaz genleri baska suslara yiiksek oranda aktarilabilmektedir (28).

Diisiik afiniteli PBP'lerin (6zellikle PBP 5) asir1 iiretiminin penisilin direncine neden

oldugu gosterilmistir (29).

Oster ve arkadaslar1 1990 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada izole ettikleri Enterokok
suslarmin % 9'unu ampisiline direngli olarak bulmuslar ve bu direnci PBP'lerde affinite

azalmasina baglamislardir (30).

Ancak baz yiiksek diizeyde ampisiline direncli suslarda artan ampisilin direnci diisiik
afiniteli PBP'ler ile dogru orantili olarak bulunmamistir. Bu durum bagska

mekanizmalarin da olabilecegini diisiindiirmektedir (31).
2.3.2.2. Aminoglikozid Grubu Antibiyotiklere Kazanilmis Yiiksek Diizeyde Direng

Enterokoklarda yiiksek diizeyde aminoglikozid antibiyotik direnci de goriilebilir. Bu tiir
diren¢ gosteren bakterilerde duvar sentezini inhibe eden bir antibiyotik ile

aminoglikozid antibiyotik kombinasyonundan elde edilen sinerjistik etki kaybolmustur.
2.3.2.2.1. Streptomisine Kars1 Kazanilan Yiiksek Diizeyde Aminoglikozid Direnci

Streptomisine kars1 kazanilan yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci iki farkli

mekanizma ile meydana gelebilir:
2.3.2.2.1.1. Ribozomal Mutasyonla Kazanilan Diren¢

Aminoglikozidler bakteri ribozomunun 30S alt iinitesine 6zgiil baglanma boélgelerinden
baglanip protein sentezini engelleyerek etkili olurlar. Ribozomlarda bu alt birim 21
protein ve tek bir 16S RNA molekiilinden olusmaktadir. Bir ribozomal proteinde

olusan tek bir aminoasit degisikligi o ribozomun antibiyotige diisiik affinite
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gostermesine yol agmaktadir. Ribozomun 30S alt biriminde bulunan S12 proteininde
42'nci pozisyonda bulunan lizin yerine asparajinin girmesi streptomisinin ribozomlara

baglanmasini engeller (32).

Gentamisin ve kanamisin gibi diger aminoglikozidler de bu hedefe ortak olurlar, fakat
bu direncten etkilenmezler. Muhtemelen boyle aminoglikozidler 30S subuniti iizerinde
bircok bolgeye baglanmakta, bu durumda tek bir aminoasit mutasyonundan ¢ok az

etkilenmektedirler (17).
2.3.2.2.1.2. Enzimatik Yoldan Kazanilan Diren¢

Plazmid vasitas: ile kodlanan ve aminoglikozidi modifiye edebilen bir enzim olan 6
adeniltranferaz (AAD 6) enzimi ile olmaktadir. Diren¢ten sorumlu olan bu enzim
streptomisinin 6-hidroksil pozisyonunu adeniller ve streptomisin i¢in spesifiktir. Bu

enzim varliginda sadece streptomisine kars1 yiiksek diizeyde direng gelismektedir (33).
2.3.2.2.2.Gentamisine Kars1 Yiiksek Diizeyde Aminoglikozid Direnci

Gentamisine karsi yiiksek diizeyde direngli Enterekok suslari ilk olarak 1979 yilinda
Paris'de izole edilmistir. Yiiksek diizey gentamisin direngli Enterekoklar bu tarihten
itibaren hizla tiim diinyada yayilmis ve ¢ok agir seyirli enfeksiyonlara sebep olmustur

(17, 34).

Bu kazanilmis direncin yayilimi konjugatif plazmid ve transpozonlar tarafindan
Aminoglikozidleri modifiye eden enzimleri kodlayan genlerin transferi ile olmustur

(35).

Aminoglikozidlere kars1 kazanilan direncte en sik gozlenen ve en Onemli mekanizma
sentezlenen enzimlerle bu aminoglikozidlerin inaktive edilmesidir. Bu tiir diren¢ duyarh

suslara transfer edilebilir ve bu nedenle hizla yayilir.

Aminoglikozid modifiye eden enzimler 3 gruba ayrlabilir. Bu enzimler:

Asetiltransferazlar, fosforilazlar, niikleotidil transferazlardir.

Asetil transferazlar (AAC) : Asetil Koenzim A'dan bir aminogrubuna asetat transferini
katalizler. Bu grup enzimler yanlizca Deoksistreptamin iceren aminoglikozidleri

modifiye ettiginden streptomisine karsi etkisizdirler.

Adenil transferazlar -niikleotidil transferazlar- (AAD veya ANT) : ATP veya diger

niikleotidleri substrat gibi kullanan ve onlar1 hidroksil gruplarina baglayan enzimlerdir.
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Fosfo transferazlar (APH): Hidroksil gruplarma fosfat molekiillerini baglar.
Aminoglikozidleri modifiye eden enzimler daima plazmidlerle kodlanirlar ve konstitiitif
enzimlerdir. aminoglikozid modifiye edici enzimler Enterekoklarm yani sira

Stafilokoklarda da gosterilmistir.

Yiiksek diizey gentamisin direncine neden olan enzim 6' asetiltransferaz-2"
fosfotransferaz enzim kompleksi olup streptomisin hari¢ klinik kullanimda olan tiim
aminoglikozidlere (gentamisin, tobramisin, amikasin ve netilmisin) yiiksek diizeyli
direncin ortaya ¢ikmasinda etkilidir. Bu enzim kompleksini kodlayan aac 6' -aph 2" geni
plazmidler ve transpozonlar yolu ile Enterekoklar ve Stafilokoklar arasinda genis

dagilim gostermektedirler (17, 33).

Onceleri Staphylococcus ve E. faecalis’de bulunan aac 6'-aph 2" geni daha sonra E.
faecium, E. casseliflavus, E. raffinosus, E. avium, Streptococcus mitis ve Streptococcus

agalactiae’da da identifiye edilmistir (17).

Tiim aminoglikozidlere yiiksek diizey direncli E. faecalis ve E. faecium suslar1 diinyada
artan siklikta goriilmekte ve boyle suslarla olan endokardit gibi ciddi enfeksiyonlarda

klinik basarisizliga neden olmaktadirlar (15).
2.3.2.3 Glikopeptid Antibiyotiklere Diren¢

Glikopeptid antibiyotikler olan vankomisin ve teikoplanin, Gram pozitif bakterilerin
hiicre duvarmi olusturan peptidlerin terminal D-alanil-D-alanin dizisine baglanarak
transglikozilasyon reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu inhibe ederler. Bu sekilde

bakteri duvar sentezi engellenmis olur (36).

Enterekoklarda glikopeptid antibiyotiklere diren¢ ilk kez 1988 yilinda Uttley ve

arkadaslar1 tarafindan bildirilmis ve daha sonra tiim diinyada hizla yayilmistir (37).

Tirkiye'de ise ilk vankomisine diren¢li enterokok susu Antalya'da saptanmis olup 1998

yilinda Vural ve arkadaslar1 tarafindan ANKEM kongresinde sunulmustur (38).

Enterekoklarda glikopeptid antibiyotik direnci bakterinin sadece vankomisin ya da hem
vankomisin hem de teikoplanine direngli olmasi, direncin indiiklenebilir ve diger
bakterilere gecirilebilir olup olmamasina gore 4 fenotipte incelenir. Bunlar: Van A, Van

B, Van C ve Van D olarak bilinmektedir (39, 40, 41).
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2.3.2.3.1.Van A Tipi Direng

En sik karsilagilan fenotiptir. Cogunlukla E. faecium'da goriilmekle beraber E. faecalis
ve nadiren E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum ve E. raffinosus'da da
goriilebilir. Bakteri hem vankomisin hem de teikoplanine kars: indiiklenebilir yiiksek
diizey direng¢ gosterir. Dirence neden olan membran proteini bakteri ancak vankomisin
varliginda iiretilirse sentezlenir. Bu proteinin sentezini Van A geni saglar. Bu gen
plazmid ve transpozonlar iizerinde oldugundan bu diren¢ diger enterokok tiirlerine

kolaylikla transfer edilebilir.
2.3.2.3.2. Van B Tipi Diren¢

Glikopeptid diren¢li Enterekoklarda bu fenotipte degisen diizeyde vankomisin direnci
vardr ancak teikoplanine duyarlhidirlar. Vankomisin tarafindan indiiklenebilir bir
direncgtir. teikoplanin ise indiikleyemez. Ancak vankomisinle indiiklenen kokenler
teikoplanine de diren¢ gosterirler. Bu tiir diren¢ siklikla E. faecalis ve E. faecium'da
goriilmekle beraber nadiren E. casseliflavus ve diger Enterecoccus suslarinda da
bulunabilir. Diren¢ Van B membran proteini sebebiyle olusur. Van B geni plazmid veya
daha siklikla kromozom iizerinde bulunur. Son zamanda konjugasyonla transfer edildigi

goriilmiistiir (15, 39, 41).
2.3.2.3.3. Van C Tipi Diren¢

Van A ve Van B tipi direnglerin her ikisi de kazanmilmig direnglerdir. Oysa iiciincii
fenotip olan Van C, E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens 'de goriilen yapisal,
indiiklenemez, transfer edilemez bir direnctir. Van C tipi dirence sahip Enterekoklarda
diisiik diizey vankomisin direnci vardir. Teikoplanine ise duyarhdirlar. Van C geninin
kodladigr Van C membran proteini nedeniyle olusur. Bu genler transfer edilemezler

(42).

2.3.2.3.4.Van D Tipi Diren¢

Son zamanlarda ve yalnizca E. faecium'da tanimlanmistir. Teikoplanine diisiik diizey
direncin de goriildiigli vankomisin direncini icerir (42).

Vankomisin direngli Enterekoklarda vankomisin + aminoglikozid kombinasyonu ile
sinerjistik sonu¢ elde edilemez, invitro kosullarda Enterekoklardan, Stafilokoklara
vankomisin diren¢ genlerinin aktarilabilmis olmasi bu genlerin klinik izolatlarda da

aktarilabilecegi olasihigmi diisiindiiriir. Iste vankomisin direncinin en korkulan yam
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direncten sorumlu genlerin metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ve

Staphylococcus epidermidis'e (MRSE) aktarilma olasiligidir (39, 43).
2.4. PATOJENITE VE VIRULANS

Enterekoklar diisiik virulansli mikroorganizmalar olmalarina karsin toplum kaynakl ve
ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda Onemli etkenlerdir. E. faecalis ve E.
faecium'un bazi suslar1 tarafindan iiretilen sitolizin insan ve hayvan eritrositleri i¢in
hemolizin aktivitesi gosterir. E. faecalis ve E. faecium tiirleri tarafindan iiretilen
agregasyon maddesinin enterokoklarin kalp kapaklar1 ve renal hiicrelere baglanmasini
kolaylastirdig1 bilinmektedir. Ayrica E. faecalis'te goriilen biyofilm olusumu bu
mikroorganizmalarin iiriner sisteme, vaskiiler kateterlere ve kalp kapaklarina kolonize

olmasini kolaylastirmaktadir (44).
Yukarida bahsedilen virulans faktorleri sunlardir:
2.4.1. Sitolizin

E. faecalis ve E. faecium'un bazi suslan tarafindan iiretilir. Insan, tavsan, at ve sigir
eritrositleri i¢in hemolizin aktivitesi gosterir. Koyun eritrositlerine etkisizdir ve bazi

Okaryotik hiicreler i¢in toksiktir (45).
2.4.2. Feromonlar

E. faecalis'de bulunur. Suslar arasinda plazmid DNA'sinin konjugatif transferini
kolaylastiran ve organizma tarafindan salinan kiiciik peptidlerdir. Bu molekiiller
notrofiller icin kimyasal olarak cekici olduklarindan enfeksiyonlarda inflamatuvar

cevabu artirirlar (46).
2.4.3. Agregasyon Maddesi

E. faecalis ve E. faecium'da bulunur. Alic1 ve verici hiicreler arasinda feromon cevabini
kolaylastirir. Arg-Gly-Asp motiflerine baglanarak renal tiibiiler hiicrelere baglanmayi
giiclendirir (47).

2.4.4. Lipoteikoik Asit

Enterokoklarm D grubu antijenini olusturur. Timor nekroz faktdr ve interferon

salinmasina neden olarak immun cevabin diizenlenmesini saglar (46).
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2.4.5. AS 48

Baz1 E. faecalis suslarinda bulunan Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin pek
coguna kars1 litik aktivite gosteren bir bakteriyosindir. Bazi E. faecalis suslarinda

jelatinaz ve hyaluronidaz gibi hiicre dis1 enzimler de iiretilmektedir (46).
2.5. ENTEROKOK TURLERININ GRUPLANDIRILMASI

Enterekoklar mannitol, sorbitol ve sorboz iceren sivi besiyerlerinde asit olugturmalarma

ve arginini hidroliz etmelerine gore bes gruba ayrilirlar (Tablo 1) (45).
2.5.1.Grup 1

E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium ve E. saccharolyticus'dan
olusur. Bu kokenlerin hepsi karbonhidratl her ii¢ siv1 besiyerinde asit olusturur, fakat

arginini hidrolize etmezler.
2.5.2. Grup 2

E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. mundtii ve E. gallinarum'dan olusur. Bu
gruptaki kokenler arginini hidrolize ederler, mannitollii sivi besiyerinde asit
olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii sivi besiyerinde degisik

reaksiyon verirler.
2.5.3. Grup 3

E. durans, E. hirae, E. dispar ve E . faecalis ile E. faecium'un mannitol negatif
varyantlart bu grubu olusturur. Bu grup iiyeleri mannitol, sorboz ve sorbitol i¢eren sivi

besiyerlerinin hicbirisinde asit olusturmazlar, fakat arginini hidrolize ederler.
2.54. Grup 4

E. sulfureus ve E. cecorum bu grupta bulunmaktadir. Her iki Enterekok tiirii mannitol
ve sorboz iceren sivi besiyerlerinde asit olusturmaz ve arginini hidrolize etmezler.
Sorbitol iceren sivi besiyerinde ise E. cecorum asit olustururken E. sulfureus asit

olusturmaz.
2.5.5. Grup 5

E. casseliflavus, E. gallinarum ve E. faecalis'in arginini hidrolize etmeyen varyantlari
ile E. columbae bu grupta bulunur. Bu gruptaki kokenler arginini hidrolize etmezler,
mannitollii s1vi besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii

siv1 besiyerinde degisik reaksiyon verirler.



Tablo 2.1 : Enterokok tiirlerinin gruplara ayrilmasi ve fenotipik 6zellikleri (45).
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Tiirler MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU
Grup 1

E. avium + + - + + - - - - + +
E. malodoratus + + - - + + - - - + +
E. raffinosus + + - + + + - - - + +
E. pseudoavium + + - - + - - - - + +
E. saccharolyticus + + - - + + - - - + -
Grup 2

E. faecalis + - + - + - + - - + +
E. faecium + - + + v v - - - + -
E. casseliflavus + - + + v + _*® + + + v
E. mundtii + - + + \% + - - + + -
E. gallinarum + - + + - + - + - + -
Grup 3

E. durans - - + - - - - - - - -
E. hirae - - + - - v - - - + -
E. dispar - - + - - + - - - + +
E . faecalis var. - - + - - - + - - - +
E. faecium var. - - + + - v - - - + -
Grup 4

E. sulfureus * - - - - + - - + + -
E. cecorum - - - - + + - - - + +
Grup 5

E. casseliflavus + - - + v + v + + + v
E. gallinarum + - - + - + - + - + -
E. faecalis + - - - + - + - - + +
E. columbae + - - + + + - - - + +

MAN: mannitol; SOR: sorboz; ARG: arginin; ARA: arabinoz; SBL: sorbitol; RAF: raffinoz;
TEL: % 0.04 telliirit; MOT: hareketlilik; PIG: pigment; SUC: siikroz; PYU: piruvat, +:

> % 90 pozitif, -: <% 10 pozitif, -* veya +*

oraninda sapma goriilebilir.), v: degisken

: nadir istisnalar (reaksiyonlarda < % 3




17

2.6. ENTEREKOKLARDAN KAYNAKLANAN HASTALIKLAR
2.6.1. insanlarda Enterokoklarla Gelisen Enfeksiyon Hastahklar

Insanlardaki Enterokokal enfeksiyonlarin genellikle endojen kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Son yillarda yapilan caligmalar 6zellikle direngli Enterokok tiirlerinin
hastadan  hastaya veya kolonize hastane personeli tarafindan hastalara
bulastirilabilecegini gostermistir (48). Ayrica yapilan cesitli caligmalarda insan ve
hayvan orijinli VRE izolatlar1 arasinda genetik gecis olabilecegi belirtilmektedir.
Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ve hastanede uzun siire yatanlarda, ozellikle
yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda ve daha Onceden antibiyotik kullanimi
olanlarda enterokok enfeksiyonlarina egilim artmaktadir. Enterekoklar nozokomiyal
enfeksiyonlarmn sorumlusu olarak 3. swrada yer almaktadir (49, 50, 51). Ozellikle
Avrupa'da et iretimini artirmak amaciyla biiyiitme faktorii olarak glikopeptid bir
antibiyotik olan avoparsin yogun olarak kullanilmistir. Avoparsin kullanomi VRE
suslarinimn hayvanlardan insanlara gecisine yolagmustir. {1k olarak 1995'te Danimarka'da
Enterekoklarda avoparsin ve vankomisine direnci kodlayan genin hayvanlarda
gosterilmesi iizerine avoparsin yasaklanmistir (52, 53). Broyler rasyonlarina gerek
biiylitme, gerekse tedavi ve koruyucu amagh olarak katilan antibiyotikler,
antimikrobiyal direncli Enterococcus spp.’nin selektif secilmesine neden olmaktadir.
Enterekoklar sahip olduklar1 antimikrobiyal direngli genlerini, plazmid ve transpozonlar
aracilig1 ile ekosistem igerisinde, insanlar i¢in patojen olan Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Bacillus spp. ve Streptococcus spp. gibi Gram pozitif

bakterilere transfer edebildikleri ortaya konulmustur (54).
2.6.1.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Uriner sistem enfeksiyonlar1 Enterekoklarin yol actig1 klinik hastaliklarmn en sik goriilen
tipidir ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen Enterekoklarm en sik
kaynagi idrar kiiltiirleridir (55). Enterokoklarin etken oldugu iiriner sistem
enfeksiyonlarinin ¢cogu nozokomiyaldir ve cogunlukla iiriner kateterizasyon ile birlikte
bulunur. Ozellikle yapisal bozuklugu veya tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonu olan
hastalarda siktir (56). Enterekoklarda hastanede yatmayan gencg, saghkli kadmlarda

komplike olmamus sistit gibi iiriner enfeksiyonlarin % 5’inden azini olusturur (57).
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2.6.1.2. Endokardit

Enterekoklar viridens Streptococcus’lar ve Staphylococcus aureus’dan sonra iiclincii en
sik rastlanan infektif endokardit etkenidir (58). Enterekoklar bakteriyel endokarditlerin
9% 5 - 15’ini olustururlar (55). Enterecoccus endokarditi siit cocuklarinda nadirdir.
Erkeklerde ve 50 yas iizeri populasyonda daha siktir. Siklikla etken E. faecalis’dir.
Vakalarin cogunda altta yatan bir kalp kapak hastalig1 veya prostetik kapak bulunmakla
beraber, Enterekoklar normal kapaklarda da infeksiyona yol acabilirler. Ilac
bagimlhilarinda % 5 - 53 oraninda etken olabildikleri gosterilmistir (56, 58). Hastalik
cerrahi yolla ya da manipiilasyonlarla gastrointestinal sistemden veya c¢ogunlukla da
genitoiiriner infeksiyon ve genitoiiriner bolgeye tibbi girisim uygulanmasmdan
kaynaklanir. En sik aort ve mitral kapak tutulur. Enterokoklar genellikle subakut
bakteriyel endokardite neden olurlar (55).

2.6.1.3. Bakteriyemi

Enterokok bakteriyemisi enterokok endokarditinden daha sik goriilen bir enfeksiyondur
ve siklig1 giderek artmaktadir. Endokardit hastane dis1 kaynakli enterokok
bakteriyemilerinin 1/3’iinde goriilirken nozokomiyal bakteriyemilerde endokardit orani
% 1’in altindadir (56). Nozokomiyal enterokok bakteriyemileri genellikle
polimikrobiyaldir ve siklikla iiriner sistem enfeksiyonlarindan ve karm ic¢i
infeksiyonlardan kaynaklanir. Pelvik sepsis yaralar (6zellikle termal yaniklar, dekiibitus
tlserleri veya diyabetik ayak enfeksiyonlar1), intravendz veya intraarteriyal

kateterizasyon veya kolanjit diger giris yollarini olusturmaktadir (55).
2.6.1.4. Karn Ici Ve Pelvik Enfeksiyonlar

Enterokoklar karn i¢i ve pelvik enfeksiyonlarda siklikla miks aerob ve anaerobik
floranin bir parcast olarak bulunurlar. Ancak bu enfeksiyonlarda ki rolii tartigmalidir.
Bu enfeksiyonlarda cogu zaman Enterokoklara etkisi olmayan antimikrobik ilaclarla
yapilan tedavi ile basarili sonu¢ almak miimkiin olmustur (55, 58). Bununla birlikte
enterokoklarin nefrotik sendrom ya da sirozlu hastalar ile ayaktan siirekli periton
diyalizi goren hastalarda peritonit yaptigi, akut salpenjit, peripartum maternal
enfeksiyonlar (endometrit gibi) ile sezeryan sonrast apseye neden olduklari

bilinmektedir (55, 56).
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2.6.1.5. Yara Ve Yumusak Doku Enfeksiyonlari

Enterokoklar nadiren seliilit veya diger derin doku enfeksiyonlarina yol acarlar. Siklikla
cerrahi yara enfeksiyonlari, dekiibitus ilserleri ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda
alman klinik Orneklerden Gram negatif basil ve anaerob bakteriler ile birlikte izole
edilebilirler. Ancak bu olgularda Enterekoklar klinik 6nemini degerlendirmek, karin i¢i

apselerinde oldugu gibi zordur (55).
2.6.1.6. Menenjit

Enterekoklar menenjiti genellikle santral sinir sisteminde anatomik bir defekt, dnceden
gecirilmis beyin ameliyat1 ya da kafa travmasi gibi predispozan faktorlerin varliginda
goriiliir (55, 58). Ayrica bakteriyemi diizeyi yiiksek olan endokardit ve neonatal sepsisli
hastalarla, AIDS ve akut 16semi gibi immunsiiprese hastalarda bazen Enterokoklara
bagli menenjitler goriilebilmektedir (59). Neonatal donem disinda enterokokal menenjit
cok nadir goriiliir ve bu donemde olgular genellikle epidemiler seklinde ortaya c¢ikar.
Eriskinlerde bildirilen olgularin cogu enterokokal endokarditi veya iiriner sistem
infeksiyonu olan, beyin cerrahisi ile ilgili girisim uygulanan ya da immun sistemi
baskilanmis hastalardir. Enterokokal menenjit olgularinda serebrospinal sivida her

zaman pleositoz bulunmayabilir (60).
2.6.1.7. Pediatrik Enfeksiyonlar

Bakteriyolojik olarak konfirme edilmis neonatal sepsis ve menenjit olgularmin %
13’tinde Enterekoklarin etken oldugu bildirilmigstir. Diisiik dogum agirhigi, erken
dogum, uzun siireli non-umbilikal santral vendz kateterizasyon, bagirsak rezeksiyonu
veya diger abdominal cerrahi girisimler, uzun siireli hospitalizasyon ve sefalosporin
grubu antibiyotik tedavileri yenidogan yas grubunda enterokokal sepsis gelisimi ic¢in

onemli risk faktorleridir (60).
2.6.2. Hayvanlarda Enterokoklarla Gelisen Enfeksiyon Hastaliklar:
2.6.2.1. Mastitis

Siit inegi yetistiriciliginin temel sorunlarindan biri olan mastitis, ekonomik kayiplara yol

acan bir hastaliktir (1, 2).
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Mastitis, pek ¢ok nedene bagli ortaya ¢ikan meme bezi enfeksiyonudur. Hastaligin
etiyolojisinde bakteriyel etkenler ilk siray1 olusturur. Mastitise neden olan bakteriyel
patojenler kaynagma gore cevresel ve bulasici olarak iki grupta incelenir. Bulasici
patojenleri  Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae ve Streptococcus
dysgalactiae; cevresel etkenleri Streptococcus uberis, Escherichia coli ve Enterecoccus

spp. olusturur (3).

Enterekoklar genis bir konak¢1 dagilimina sahiptirler. Hayvanlarin sindirim sisteminde
yerlesik dogal flora bakterisi olan bu etkenler, Ozellikle sagim hijyenine dikkat
edilmedigi ve altlik temizliginin diizenli yapilmadig1 durumlarda memeleri kolaylikla
enfekte ederek mastitise neden olmaktadirlar. Meme basimdan giren Enterokoklar meme
kanali boyunca yerlesip kolonize olurlar ve meme bezinde enfeksiyona iligkin klinik

bulgular meydana getirirler (4, 5).

Enterokok etkenleri tek baslarina mastitis olusturabilmelerine ragmen mastitis
olgularindan genellikle streptokokkal etkenlerle birlikte izole edilmektedirler. Bu
nedenle enterokok nedenli mastitisler siklikla streptokok  mastitisleri ile

karistirilmaktadir (61-64).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Numunelerin Toplanmasi

Calisma kapsaminda Nevsehir yoresinde ki kiiciik ve biiyiik olgekli isletmelerden Mart
2011 — Nisan 2011 tarihleri arasinda siit numuneleri toplandi. Numuneler 50 adet
saglikli, 50 adet klinik ve 50 adet subklinik mastitisli inek memesinden CMT solusyonu
ile skorlanarak alindi. Ayrica fekal kontaminasyonun tespiti amact ile 50 adet sokak
siitii de calisma kapsaminda degerlendirildi. Ornekler steril 50 ml’lik tiiplere alinarak
Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarmna soguk zincirde

getirildi ve ayn1 giin i¢inde bakteriyolojik ekimleri gerceklestirildi.

3.1.2 California Mastitis Testi (CMT)

Anyonik Deterjan 100 ml
Bromocresol Purple (BCP)(1/300 50 ml
Distile Su 900 ml

Bromocresol Purple (BCP) tozundan 100 ml icin 0,333 gr hassas terazide tartilarak 900
ml distile su icersinde eritildi. Hazirlanan solusyon icerisine 100 ml anyonik deterjan

eklenerek CMT solusyonu kullanima hazir hale getirildi.
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3.1.3. Standart Sus

Arastirmada fenotipik ve genotipik analizlerde pozitif kontrol sus olarak Enterocoocus

faecalis ATCC 29212 kullanild1.

3.1.4. Enterococcus spp. izolasyon ve identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri ve

Kimyasallar

3.1.4.1. Chromocult Enterococci Broth (Merck 1.10294)

Peptone Mixture 8,6 g/lt
Sodium Chloride 6,4 g/lt
Sodium Azide 0,6 g/lt
5-Bromo-4-Cloro-3indolyl-B-D Glukopyranosid 0,04 g/t
Tween 80 2,2 g/lt

Dehidre besi yeri 36 gr olacak sekilde hassas terazide tartilarak 1000 ml distile su
icerisinde eritildi. Besi yeri agz1 vidali steril tiiplere 5 ml olacak sekilde konuldu.

Otoklavda 121 °C'de 15 dk steril edildi. Tiipler kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

3.1.4.2. Enterococcus Selective Agar (Fluka 38259)

Tyriptose 20 g/t
Yeast Extract Sg/t
D(+) — Glukose 2 g/lt
Disodium Hydrogen phosfate monohydrate 4 g/lt
Sodium Azide 0,4 g/lt
2,3,5 Trifenyltetrazolium Chloride 0,1 g/t
Agar 10 g/1t

Dehidre besi yeri 42 gr olacak sekilde hassas terazide tartilarak 1000 ml distile su
icerisine konularak benmaride 60 °C’de 30 dk eritildi. Otoklavda 121 °C'de 15 dk steril
edildi. Besiyeri 55 °C'de steril ortam saglanarak steril petrilere dokiilerek kurumaya

birakildi. Petriler kullanilincaya kadar + 4 °C’de sakland1.
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3.1.4.3. Bile-aesculin-azide Agar (Coccosel agar, BioMeireux)

Enzymatic Digest of Casein 25 g/t
Yeast Enriched Meat Peptone 9,5 g/lt
Oxbile 1 g/t
Sodium Chloride Sg/t
Sodium Citrate 1 g/t
Ferric Ammonium Citrate 0,5 g/lt
Esculin 1 g/t
Sodium Azide 0,2 g/lt
Agar 14 g/1t

Dehidre besi yeri 56,65 gr olacak sekilde 1000 ml distile su igerisinde eritildi.
Otoklavda 121 °C'de 15 dk sterilize edildi. Besi yeri 55°C'de steril petrilere dokiildii.
Petriler kullanilincaya kadar + 4 °C’de saklanda.

3.1.4.4. Blood Agar Base (Merck 1.10886)

Nutrient substrate 20,0 g/lt
NaCl 5,0 g/lt
Agar-agar 15,0 g/lt

Dehidre besiyeri 39.5 g olacak sekilde 1000 ml. distile su icinde 1-2 dk kaynatilarak
tiimiiyle ¢oziindiiriildii ve otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edildi. Bazal besiyeri 45
oC’ye sogutuldu ve iizerine steril defibrine koyun kanmi % 5 oraninda ilave edildi.
Besiyeri 55 ° C’de steril petrilere dokiildii. Tiipler kullanilincaya kadar + 4 °C’de
saklandu.

3.1.4.5. Gram Boyama Seti (GBL 5026/ 01, 02, 03, 04)

Hucker Kristal Moru Cozeltisi (5026 /01)
Crystal Violet lg

Distile Su 100 ml
Burke Iyot Cozeltisi (5026 / 02)

Iyot lg
Potasyum Iyodiir 2¢g

Distile Su 100 ml
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Denatiire alkol aseton solusyonu (5026 / 3)
Aseton 50 ml
Alkol (% 96) 50 ml
Safranin Cozeltisi (5026 / 4)
Safranin lg

Distile Su 100 ml

3.1.4.6. Brucella Broth (Fluka B3051)

Casein Enzymic Hydrolysate 10 g/l
Peptic Digest of Animal Tissue 10 g/l
Yeast Extract 2¢g/
Dextrose 10 g/l
Sodium Chloride Sgl
Sodium bisulphite 0,1 g/

Dehidre besiyeri 2,52 gr olacak sekilde 90 ml distile su i¢inde eritildi ve iizerine 10 ml
gliserol eklendi. Karigim iyice karistirilip homojen hale getirildi. Cryotiipler icerisine
0,5 ml hazirlanan Brucella Broth solusyonundan konuldu. Otoklavda 121 °C’de 15 dk
sterilize edildi. Tiipler kullanilincaya kadar + 4 °C’de saklandi.

3.1.5. Primerler

Calismada kullanilan primer dizilimleri Tablo 2’de verilmistir. Genus spesifik PZR
calismasinda 2.5 pmol rrs primerleri, 5 pmol ddl & fecaiisy primerleri ve 1.25 pmol ddl

(E. facciumy Pprimerlerinden kullanildi. Hedef DNA 5 ul olacak sekilde hazirlandu.
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Tablo 3.1: Primer dizilimi (65).

DNA bolgesi Biiyiikliik Primer dizisi
forward-5’-ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG-3’
ddl (E. faecalis) 941 bp
reverse-5’-ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT-3’
forward-5’-TTGAGGCAGACCAGATTGACG-3’
ddl (E. faecium) 658 bp
reverse-5’-TATGACAGCGACTCCGATTCC-3’
forward-5’-GGATTAGATACCCTGGTAGTCC-3’
s (16S rDNA) 320 bp
reverse-5’-TCGTTGCGGGACTTAACCCAAC-3’
3.2. YONTEM

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsaminda 50 adet saglikli, 50 adet klinik ve 50 adet subklinik mastitisli inek
memesinden siit 6ornekleri toplandi. Fekal kontaminasyonlarin tespiti amaci ile 50 adet

sokak siitii de ¢caligma kapsaminda degerlendirildi.

California Mastitis Testi ayiract ile skorlanan siit numuneleri alinmadan Once inek
memeleri sicak su ile yikanip kagit havlu ile kurulandi. Memeler % 70’lik alkol ile
dezenfekte edildi. Ik sagim siitii dezenfektanli kova icine sagildi. Siit 6rnekleri steril
tiipler igerisine aseptik sekilde alindi. Daha sonra soguk zincirde ERU Veteriner Fak.
Mikrobiyoloji ABD laboratuvarina getirilerek besi yerlerine bakteriyolojik ekimleri
gercgeklestirildi.

3.2.2. California Mastitis Testi (CMT)

Test icin ineklerden CMT kabina her bir memeden 2 ml siit alinip ve tizerine CMT
aywract damlatilarak sonug skorlandirildi. Giivercin grisi renkte, tortusuz siit 6rnekleri
normal kabul edildi. Jellesme ve mavi mor renge donen Ornekler ise CMT ayiracinin
temin edildigi firmanimn kullanim kilavuzuna gore 1 zayif pozitif (+), 2 belli pozitif (++)
ve 3 giiclii pozitif (+++) kabul edildi. Bir pozitif (+) olan siitler subklinik mastitis, 2
(+4) ve 3 (+++) pozitif olan siitler ise klinik mastitisli olarak degerlendirildi. Dort ayr1

kategoride siniflandirilan siitlerden 50’ser adet siit 6rnegi toplandi.
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3.2.3. Enterococcus spp. izolasyonu

Bakterilerin izolasyonu amaci ile siit ornekleri 5 ml olacak sekilde Chromocult
Enterococci Broth (Merck 1.10294)’a ekilerek 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Mavi-yesil renge donen tiipler bir art1 (+)’dan dort arti (++++)’ya kadar skorlandi.
Derecelendirme sonucunda pozitif olan besi yerlerinden steril 6ze ile 0.1 ml alinarak m-
Enterococcus Selective Agar ve Bile-Aesculin-Azide Agar (Coccosel agar,

BioMehrieux)’a ekilip 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

Bile-Aesculin-Azide Agar’da etrafinda siyah hale olan koloniler ve m-Enterococcus
Selective Agar’da pembe-kirmizi renkli kolonilerden kanli agara pasajlandi. Molekiiler
analiz Oncesi kanli agarda iireyen kolonilerde hazirlanan preparatlar Gram boyama ile
boyanarak Gram pozitif olanlar tespit edildi. Gram pozitif Enterekok koloniler kanh
agardan steril plastik Ozeler ile siyrilarak cryotiipler icersinde saklanmak {izere
homojenize edildi. Orneklerin tamami Genus spesifik PCR ile tiplendirilmek iizere — 20

°C’de donduruldu.
3.2.3.1. Fenotipik Yontemler
3.2.3.1.1. Chromocult Enterococci Broth (Merck 1.10294)

California Mastitis Testi solusyonu ile skorlanan siit 6rneklerinin tamami Chromocult
Enterococci Broth (Merck 1.10294) bulunan besi yerlerine 0,5 ml olacak sekilde
otomatik pipetle ekildi. 37 °C’de 48 saat inkubasyona tabi tutuldu. Inkubasyon
sonrasinda mavi yesil renk veren tiipler bir artidan (4), dort artiya (++++) kadar

derecelendirilerek numaralar1 kaydedildi.
3.2.3.1.2. Enterococci Selective Agar ve Bile Eskulin Agar

Chromocult Enterococci Broth (Merck 1.10294)’da skorlanan ve mavi yesil renge
donen pozitif koloniler steril 6ze ile 0,1 ml alinarak m-Enterococcus Selective Agar ve
Bile-Aesculin-Azide Agar (Coccosel agar, BioMehrieux) iceren besi yerlerine ekilerek
37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Bile-Aesculin-Azide Agar Enterekoklar ile
StreptokoklarIN ayriminda kullanilan bir besi yeridir. Streptokoklar eskulinli besi
yerlerinde iirememeleri ile Enterekoklardan ayrilmaktadir. Bile- Aesculin-Azide Agar’da
etrafinda siyah hale olan koloniler ve m-Enterecocci Selective Agar’da pembe parlak

koloniler seklindeki tiremeler Enterekok olarak pozitif kabul edildi.



27

3.2.3.1.3. Blood Agar Base (Merck 1.10886)

Bile-Aesculin-Azide Agar’da siyah hale olan koloniler ile m-Enterecocci Selective
Agar’daki pembe parlak kolonilerden kanli agara pasaj yapildi. 37 °C’de 48 saat inkiibe

edildi. Ureyen kolonilerden hazirlanan preparatlar Gram boyama islemine tabi tutuldu.
3.2.3.1.4. Gram Boyama

Kanli Agar’dan bir 6ze dolusu kiiltiir alind1. Temiz bir lam iizerindeki fizyolojik tuzlu
su ile homojenize edildi. Preparat havada kurutulduktan sonra ii¢ kez alevden
gecirilerek tespit islemi gerceklestirildi. Preparat kristal moru ¢ozeltisi (GBL 5026/01)
ile 2-3 dakika boyandi. Boya dokiilerek distile su ile yikandi. Daha sonra iyot solusyonu
(GBL 5026/02) ile 1-2 dakika boyandi. Boya dokiilerek distile su ile yikandi. Preparatin
tizerine damla damla denatiire alkol ¢ozeltisi (GBL 5026/03) damlatilarak dekolore
edildi. Distile su ile yikandi ve safranin ¢ozeltisi (GBL 5026/04) ile 30 saniye boyandi.

Preparat distile su ile yikand1 ve kurutuldu. immersiyon objektifte incelendi (64).
3.2.3.1.5. Brucella Broth

Kanli agardan izole edilen ve Gram boyama sonucu Gram pozitif oldugu tespit edilen
koloniler igerisinde 500 ul Brucella Broth bulunan cyrotiipler icerisinde homojenize

edildi.
3.2.3.2. Genotipik Yontemler
3.2.3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Enterokoklarin Saptanmasi

Goga ve ark. (65) tarafindan bildirilen protokole gore PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yapildi.

3.2.3.2.1.1. DNA Ekstraksiyonu

Enterekok DNA ekstraksiyonu icin Vivantis Gf -1 Bacterial DNA extraksiyon User’s
Guide DNA ekstraksiyonu protokolii asagidaki sekilde uygulandi.

1. 6000 devirde 5 dk santrifiij edilip RT (Room Temperatiire)’de iistteki sivi aktarildi.
2. 100 ul Buffer RL pelletin iistiine eklenip yeniden siispanse edildi.
3. 20 wl lizozim eklenerek karistirilip 37 °C’de 20 dk beklendi.

4. 10000 G’de 3 dk santrifiij edilip tist siv1 atild1.
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5. 180 pl buffer R2 eklendi ve 20 pl proteinaz K ilave edilerek karistirildi. Benmaride
60 °C’de 20 dk su banyosunda inkube edilip karistirildi.

6. 20 ul RNase ilave edilip 37 °C’ de inkubasyona tabi tutuldu.

7. 440 pl buffer BG ilave edilip karistirilip birkag¢ kez tiip alt iist edildi.
8. 60 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

9. 1 dk sogumasi beklenip 200 pl absolute etanol eklenerek hizlica karistirildi.
10. Colon tiiplere aktarilip 10000 G’de 1 dk santrifiij edildi.

11. 750 pl wash buffer eklenip 10000 G’de 1 dk santrifiij edildi.

12. S1vi dolu colon tiiplere yerlestirildi.

13. 10000 G’de 1 dk santrifiij edildi.

14. Colon 1,5 ml santrifiij tiiplerine alindi.

15. 50 -100 pl elution buffer steril distile su colonun iistiine dokiildii.
16. 2 dk bekleyip 10000 G’de 1 dk santrifiij edildi.

17. DNA’s1 iireyen koloniler Genus spefisik PZR ile tiplendirilmek iizere % 10-15
gliserinli TSB’de -20 °C’de donduruldu.

3.2.3.2.1.2. Enterococcus spp. identifikasyonu icin PZR

Enterecoccus spp. identifikasyonu i¢in yapilan PZR tekniginde Goga ve ark. (65)’nin,
bildirdigi metot kullanild1.

Genus spefisik PZR i¢in reaksiyon karigiminin total hacmi 25 pl olarak hesaplandi. PZR
karisimi 10 x PCR buffer, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP karisimi, 0,625 U Taq DNA
polymerase ve 2,5 pmol rrs primerinden hazirlandi. Hedef DNA 5 pl kullanildi.
Calismada kullanilacak primer dizilimi Tablo 2’de gosterildi.

DNA amplifikasyonu amaciyla Thermoycler’a yiiklenen ornekler 94 °C’de 5 dk 6n
denatiirasyon ve ardindan 35 siklus 94 °C’de 1 dk, 54 °C’de 1 dk, 72 °C’de 1 dk ve son
olarak da 72 °C’de 10 dk final uzatma ile sonlandi. PZR iiriinleri % 1,5’lik agaroz jelde

elektroforeze tabi tutulup, ardindan goriintiilendi (65).
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3.2.3.2.1.3. Agaroz Jel Elektroforez
3.2.3.2.1.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Amplifikasyon sonrasinda olusan iiriinlerin degerlendirilmesi icin % 1,5’luk agaroz jel
hazirlandi. Agaroz jel hazirlanirken tampon soliisyon olarak 0,5 x TBE (Tris-Borat
EDTA) tamponu kullanildi. Agaroz 50 ml TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda
eritildikten sonra, 3 pl ethidium bromid ilave edilerek, jel elektroforez tablasina
dokiildii. Bes mm kalinliginda dokiilen agaroz lizerine elektroforez tarag takilarak, jelin
katilagmast i¢in 30 dakika beklenildi. Bu siire sonunda taraklar jele zarar vermeden

cikartildi (66).
3.2.3.2.1.3.2. Elektroforez islemi

Jel elektroforez tablasi elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, elektroforez tankinin
icerisine TBE tampon soliisyonu jelin 1 mm iistiine gelecek kadar ilave edildi. Elde
edilen amplifikasyon iiriinlerinden 5 pl alinarak, 1 pl 6x loading dye ile karistirildi. Bu
karisimin hepsi jele yiiklendi. DNA 6rnekleri 110 V, 500 mA, 1 saat 10 dk elektroforez
islemine tabi tutuldu (66).

3.2.3.2.1.3.3. Géoriintiileme islemi

Jeldeki Ornekler bilgisayarli UV transilliminator kutusu i¢ine yerlestirilerek

goriintiilendi ve fotograflar: ¢ekilerek termal printerden kopyalar1 alindi (66).



4. BULGULAR

4.1. CMT TEST SONUCLARI

Degerlendirmeye esas 200 adet siit numunesinden 50 adedi negatif (-), 50 adedi 1 zayif
pozitif (+), 50 adedi 2 belli pozitif (++) ve 3 gii¢lii pozitif (+++), 50 adedi ise sokak siitii
olarak degerlendirildi. Bir pozitif (+) olan siitler subklinik mastitis, 2 (++) ve 3 (+++)

pozitif olan siitler ise klinik mastitisli olarak degerlendirildi.

Tablo 4.1. CMT Test Sonuglari

Numune Numune Sayisi CMT Porzitif

Numune Sayisi (%)

Inek Siitii 200 100 (% 50)
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Resim 4.1: CMT testi ile pozitif ve negatif sonug veren siit numuneleri

4.2. FENOTIPIK TEST SONUCLARI

4.2.1. Chromocult Enterococci Broth

Toplam ekim yapilan 200 adet siit 6rneginden 46 (% 23)’s1 negatif ( 0 ), 71 (% 35,5)’1
bir pozitif (+), 40 (% 20)’1 iki pozitif (++), 20 (% 10)’si ii¢ pozitif (+++), 23 (% 11,5)’
dort pozitif (++++) olarak degerlendirildi. Toplamda Chromocult Enterococci Broth

(Merck 1.10294) besiyerine ekimi yapilan 200 siit 6rneginden 154 (% 77)’u pozitif
olarak degerlendirildi.

Tablo 4.2. Chromocult Enterococci Broth ekim sonuglar1

Numune Numune Sayis1 Chromocult Enterococci
Broth Besi Yerinde Ureme
Gozlenen Numune Sayisi
(%)

Inek Siitii 200 154 (% T7)
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Resim 4.2: Chromocult Enterococci Broth’a yapilan ekim sonrasinda besiyerindeki (+++) pozitiflige ait
goriinti

4.2.2. m-Enterococcus Selective Agar ve Bile-Aesculin Agar

Chromocult Enterococci Broth (Merck 1.10294) besi yerinden ekimi yapilan 154
ornekten 135 adedi (% 87,66) m-Enterococcus Selective Agar ve Bile-Aesculin-Azide

Agar besi yerlerinde pozitif reaksiyon verdi.

Tablo 4.3. 154 Enterococcus spp.’nin m-Enterococcus Selective Agar ve Bile-Aesculin-Azide Agar’a
ekim sonuglari

Numune Numune Sayisi BEA* ve ESA**’da Ureme
Gozlenen Pozitif Ornek Sayisi
(%)
Enterococcus spp. 154 135 (% 87,66)

*: Bile-Aesculin-Azide Agar

*%: m-Enterococcus Selective Agar
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Resim 4.3: Bile-Aesculin-Azide Agar’da siyah hale veren pozitif susa ait goriintii

4.2.3. Blood Agar Base

m-Enterococcus Selective Agar ve Bile-Aesculin-Azide Agar’da pozitif reaksiyon veren
135 Ornegin kanli agara pasaji yapildi. Bu Orneklerin inkubasyonundan sonra izole

edilen koloniler Gram boyama islemine tabi tutuldu.

Tablo 4.4. Blood Agar Base Ekim Sonugclar1

Numune Numune Sayisi Ureme Gozlenen

Pozitif Numune Sayisi (%)

Enterococcus spp. 135 135 (% 100)
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Resim 4.4: Kanli agara pasajlanan kolonilerin goriintiileri

4.2.4 Gram Boyama

Gram boyama islemine tabi tutulan 135 6rnekten 84 adedi (% 62,22) Gram pozitif kok

olarak tespit edildi.

Tablo 4.5. Gram Boyama Sonuclar1

Numune

Numune Sayisi

Gram Boyamada Goézlenen
Pozitif Numune Sayisi (%)

Enterococcus spp.

135

84 (% 62,22)
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4.3. GENOTIPIK ANALIZ SONUCLARI

Fenotipik testler ile Enterecoccus spp. olarak adlandirilan 84 Enterococcus spp.
izolatiin molekiiler analizinde (PZR) 57 (% 67,85)’si Enterecoccus faecalis olarak

identifiye edildi. Kalan 27 izolat ise Enterococcus spp. olarak adlandirildi.

Tablo 4.6. Genotipik Analiz Sonuglar1

izolat Sayis1 Enterecoccus faecalis (%)

84 57 adet (% 67,85)

Resim 4.5: Jel Elektoroforez sonucu elde edilen bantlarin goriintiisii (% 1,5 ‘lik Agaroz Jel)
M: Marker (100 bp DNA ladder.), P: Pozitif kontrol ( Enterococcus faecalis ATCC 29212 ),
Pozitif 6rnek: 1-6-8-9, Negatif ¢rnek 7.(Steril distile su )



5. TARTISMA VE SONUC

Yakin zamanlara kadar enterokok enfeksiyonlarinin, insanlarm kendi floralarmdan
endojen olarak kaynaklandigi diisiiniilmekteydi. Ancak son zamanlarda, enterokoklar
hastane enfeksiyon patojeni olarak adlandirilmaya baslanmistir. Vankomisin,
sefalosporin ve aminoglikozid gibi antibiyotiklerin sik kullanimi nazokomiyal

enterokok enfeksiyonlarindaki artis ile iligkili oldugu belirtilmektedir (44).

Antimikrobiyal direng, diinyada ve iilkemizde giderek 6nem kazanmaktadir. Ilk
antibiyotigin kullanimindan bugiine kadar bir¢ok hastaligin tedavisinde basarilar elde
edilmistir. Fakat bakterilerdeki diren¢ konusu zamanla 6nemli bir problem olmaya

basglamistir (67).

Enterokoklara bagli hastane enfeksiyonlarmin sikligt NNISS (National Nosocomial
Infections Surveillance System) bildirimine gore 1986-1989 yillar1 arasinda % 12 ile
ikinci sirada bulunmaktadir. Yine aym bildirime gore Enterokoklar erigkin hastalarin
yara ve idrar yolu enfeksiyonlarinda ikinci, bakteriyemilerinde iigiincii siklikla izole

edilmektedir (68).
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Ulkemizde Enterokoklara bagli hastane enfeksiyonlarmin sikligi Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde 1983 yilinda % 10,7 ile iiclincii, 1994 yilinda ise % 6 ile
altinc1 sirada tespit edilmistir. Yine Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde
de 1991 yilinda Enterokoklarin sebep oldugu hastane enfeksiyonu sikligit % 3, 1995

yilinda ise % 4 orani ile yedinci sirada bulunmustur (69).

Engin (70), yaptig1 calismada Eyliil 1998 - Temmuz 1999 tarihleri arasinda Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Hastanesi'nin ¢esitli servislerinde tedavi goren hastalara streptomisin,
gentamisin ve vankomisin uygulamast sonucunda direngli fekal enterokok
kolonizasyonun prevalansini arastirmistir. Bu amagla hastanenin cesitli servislerinde
yatan ve Ozellikle yogun antibiyoterapi goren 115 hastadan diski 6rnegi alinmus, kiiltiirii
yapilan suslarin % 59'u E. faecium, % 27'si E. faecalis, % 9'u E. durans, % 2'si E.
avium, % 1'1 E. casseliflavus, % 1'1 E. raffinosus ve % 1'1 de E. hirae olarak identifiye
etmistir.

Ayrica, Enterokoklarda disk difiizyon yontemiyle gentamisin ve streptomisin diskleri
kullanilarak aminoglikozid direncini arastirmis ve suslarin % 16'sinda gentamisin ve %
38'inde streptomisin direnci bulmustur. Diger antibiyotiklere direnci disk diflizyon
yontemiyle arastirmis ve penisiline % 48, ampisiline % 36, imipeneme % 40,
siprofloksasine % 26, norfloksasine % 16, nitrofurantoine % 6 ve tetrasikline ise % 46

oraninda direng bulmustur (70).

Enterokokal infeksiyonlar igerisinde E. faecalis ile olusan infeksiyonlarin oram diger
tirlere gore 10 kat fazladir. Ancak son yillarda, vankomisine diren¢li Enterokok
(VRE)'larmn ortaya ¢ikmasi nedeniyle bu oran gittikge diismiis ve E. faecium izolatlar1
On plana c¢ikmaya baslamistir. Avrupa'da hayvanlarda biiylimeyi arttirici olarak
kullanilan ve bir glikopeptid tiirevi olan avoparsinin kullaniminin vankomisin

direncinin artmasina neden oldugu kabul edilmektedir (71).

Mete (72), Denizli’de yaptig1 calismada 111 besiciden digki 6rnegi ve 72 sigirdan diski
ve rektal svab Orneklerinde vankomisine direngli Enterokoklarin varligini aragtirmigtir.
Besicilerden alinan numunelerde 96 ve sigirlardan 65 enterokok susu izole etmistir.
Besicilerden izole edilen 96 sus; E. faecalis 38 (% 39,6), E. faecium 27 (% 28,1), E.
raffinosus 8 (% 8,3), E. durans 7 (% 7,3), E. hirae 7 ( % 7,3), E. avium 5 (% 5,2), E.
pseudoavium 3 (% 3,1) ve E.dispar 1 (%1) olarak identifiye edilmistir. Sigirlardan izole
edilen 65 sus ise 21 (% 32,3) E. faecalis, 16 (% 24,6) E. faecium, 9 (% 13,8) E. durans,
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5 (% 7,7) E. hirae, 4 (% 6,2) E. avium, 4 (% 6,2) E. pseudoavium, 3 (% 4,6) E.
raffinosus ve 3 (% 4,6) E. dispar olarak identifiye edilmistir. Besicilerden izole edilen
suslarin antibiyotik direnglilikleriyle ilgili yapilan incelemede 96 susta; %?2,1 ampisilin,
%8,3 penisilin, %42,7 sefaklor, %78,6 siprofloksasin, %32,3 sefalotin ve %34

tetrasikline kars1 direclilik bulunmugtur.

Sigirlardan izole edilen enterokok suslarinda % 10,8 ampisilin, % 10,8 sefaklor, % 15,3
siprofloksasin ve % 23,1 sefalotine kars1 direnglilik bulunmustur. Sigirlardan izole

edilen enterokok suslarinda penisilin ve tetrasikline karsi direnglilik saptanamamagtir.

Ulkemizde sokaklarda satilan siitler halk sagligi acisindan 6nemli bir hastalik
kaynagidir. Sagildiktan sonra tiiketilinceye kadar ki gecen siirecte; ineklerdeki saglik
problemleri, ¢evresel etmenler ve saticidan kaynaklanan nedenlere bagli olarak siit

kontamine olabilmektedir.

Altun ve ark. (73), 150 sokak siitii, 109 UHT siit ve 41 pastorize siit olmak iizere toplam
300 numuneyi c¢aligmaya almiglardir. Tiim sokak siitii 6rneklerinde ml’de 100.000 ve
tizeri degerlerde toplam bakteri saptanmistir. UHT siitlerde izole edilen mikroorganizma
sayist ise en fazla ml'de 10 koloni olarak saptanmustir. Pastorize siitlerin tiimiinde ise

Gram pozitif sporlu basiller ml'de en fazla 200 koloni olarak belirlenmistir.

Aragstiricilar sokak siitlerinde ciddi anlamda halk saghgini tehdit eden mikrobiyolojik
flora bulunmasindan dolay1 bu siitlerin satiginin kesinlikle durdurulmasi gerektigini
vurgulamiglardir. Bu etkenlerin insanlara bulagmasinda siit ve siit driinleri etkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Araya ve ark. (74), tikketime sunulan 105 adet ¢ig siit 6rneginde yaptiklar1 incelemede,
siitlerin % 38’inde Enterococcus spp. izole etmislerdir. Bu suslarin tiir diizeyinde
dagilimi ise % 71 E. faecalis, % 19 E. faecium, % 4 E. durans, % 4 E. gallinarum ve %

2 E. avium’dur.

Pitkala ve ark. (75), Finlandiya’da 2001 yilinda inek siitlerinde mastitis etkenleri
izerine yaptiklar1 calismada 12661 Ornekten 4237 bakteri saptamislar ve bununda %

1,2’sinin Enterococcus spp. oldugunu tespit etmislerdir.

Goga ve ark. (65), Italya’da inek siitlerinde Enterococcus spp. izole etmek icin
yaptiklar1 mikrobiyolojik calismalarda 13 Ornegin 7’sinde (% 53) E. faecalis ve 35

ornegin 27’sinde (% 77) E. faecium tespit etmislerdir.
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Calismamizda inceledigimiz 50 sokak siitiiniin 9 (% 18)’unda ve 50 saglikl1 siitiin 12 (%
24)’sinde Enterecoccus faecalis izole edilmistir. Buldugumuz sonuglar Araya ve ark.
(74) ve Goga ve ark. (65)’nmin caligmalariyla paralellik gostermektedir. Pitkala ve ark.
(75)’nmin bulduklar1 sonugtan ise elde ettigimiz degerin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bunu da aldigimiz numune sayisi ile arastiricilarinin incelemeye aldiklart numune sayisi
arasindaki farklilhiktan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Ayrica siit numunelerinin
toplandig1 bolgede kanalizasyon sistemi gibi cevresel problemlerin bulunmasi da elde

ettigimiz sonuglar iizerinde etkili olabilecegi kanisina varilmistir.

Sokak siitlerinde arastirmacilarin bildirdigi yiliksek degerdeki Enterecoccus spp.

bulgular1 fekal kontaminasyonun 6nemi daha belirginlestirmektedir.

Ulkemizde son zamanlara kadar mastitisli inek siitiinden izole edilen enterekok tiirleri
gerektigi gibi degerlendirilemedigi icin gereken Onemi kazanamamis ve cogunlukla
Staphylococcus ve Streptococcus enfeksiyonlariyla birlikte degerlendirilmistir. Ancak
yakin zamanlardaki ¢aligmalar 1s18inda yapilan degerlendirmelerde 6zellikle mastitis
enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotiklerin etki spektrumunda Enterekoklara da

rastlanmaktadir.

Diinyada enterokoklarin normal siitlerdeki prevalansina ve mastitteki rollerine iligkin

yapilmis ¢esitli calismalar bulunmaktadir.

Peterson-Wolfe ve ark. (76), memeden direkt olarak aseptik sartlarda aldiklar1 81 adet
siitten 28 E. faecium ve 14 E. casseliflavus saptamislardir. Dogum sonrasi alinan siit
orneklerinden 9 E. faecium, 5 E. casseliflavus ve 2 E. faecalis izole etmislerdir. Klinik
mastitisli siit Orneklerinden 21 E. faecium, 1 E. casseliflavus ve 1 E. faecalis
bulmuslardir. Toplamda memeden izole edilen 102 adet Ornegin Enterococcus spp.

dagilimi 68 E. faecium, 29’ E. casseliflavus ve 5 E. faecalis olarak saptanmustir.

Devrise ve ark. (77) Belgika’da yaptiklari caligmalarda subklinik mastitisli ineklerden
aldiklar1 248 adet siit 6rneginde 61 E. faecalis, 3 E. faecium, 1 E. durans ve 1 E. hirae
olarak saptamiglardir. Bu toplamda identifiye edilen bakterilerin % 26’smi

olusturmaktadir.

Calismamizda 50 subklinik mastitisli siitte 15 (% 30) Enterecoccus faecalis. izole
edilmistir. Elde ettigimiz bu bulgu Devrise ve ark. (77)’nin bulgulariyla paralellik

gostermektedir.
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Yaptigimiz calisgmada 135 pozitif ornekten 84 (% 62,22) Enterococcus spp. izole
edilmistir. Arastiricilarin elde ettikleri bulgularla sonuclarimiz karsilastirildiginda
calismamizda izolasyon oraninimn yiiksek c¢ikmasmi Orneklerin farkli mastitis
donemlerinde alinmigs olmasmma ve sokak siitlerinin de calisma kapsaminda

incelenmesine baglamaktayiz.

Ayrica diger hayvan tiirlerinde de konu ile ilgili yapilan caliymalar bulunmaktadir.
Cortes ve ark. (78), Ispanya’da saglikli 222 adet keciye ait siitlerden izole ettikleri
Enterokok tiirlerinden % 32,3 E. faecium, % 22 E. hirae ve % 27,6 E. faecalis

saptamiglardir.

Enterokoklarm penisilinler, aminoglikozidler ve glikopeptidler gibi bircok antibiyotik
grubuna karst direng kazanmalar1 onlarla yapilacak miicadeleyi ve korunma
yontemlerinin 6nemini bir kat daha artirmaktadir. Diger yandan ahir ve sagim hijyenine
dikkat edilmesi, meme sagligima Onem verilerek belli donemlerde meme testleri
uygulanmas1 hem hastaliklar1 Onleyecek hem de hayvanlarin siit verimi kaybini
Onleyecektir. Diger yandan sokak siitlerinin satisina sinirlama getirilmesi ve bunlarin
belirli periyotlarda da kontrollerinin yapilmast halk sagligi acisindan Onem arz

etmektedir.

Genotipik yontem ile yapilan inceleme sonucu 84 adet Enterococcus spp. izolatinin 57
(% 67,85)’si Enterococcus faecalis olarak identifiye edildi. Incelemeye alnan siitlerden
izole edilen Enterococcus faecalis suslarmin genotipik identifikasyon oranlari ise
saglikli inek siitlerinden 12 (% 24), klinik mastitisli siitlerden 21 (% 42), subklinik
mastitisli siitlerden 15 (% 30) ve sokak siitlerinden ise 9 (% 18)’ dur.

Sonug olarak diger arastiricilarin elde ettigi sonuclarla paralellik gosteren bulgular elde
edilmis ve inek siitlerindeki Enterococcus spp. varhig saptanmustir. Ozellikle mastitis
tedavilerinde kullanilan antibiyotiklerin enterokoklar1 da icine alacak sekilde etki
spektrumunun ve farmakalojik Ozelliklerinin gelistirilmesi vankomisin direncgli
enterokoklarin ¢ogalmasini engellemek adma biiyiik onem tasimaktadir. Hastaliklarla
miicadele i¢in en 6nemli silahm koruyucu hekimlik, siirli yonetimi, ahir hijyeni, meme

sagligi ve hijyeni oldugu unutulmamalidir.



10.

11.

6. KAYNAKLAR

Arda M.Temel Mikrobiyoloji, Medisan Yayinlari, Ankara 2006; 27-34.

Bastan A. Meme hastaliklari. Medisan Yayinevi, Birinci Baski, Ankara, 2003, 27-82.
Akan M. Enterekok Enfeksiyonlari. In: Veteriner Mikrobiyoloji (Bakteriyel Hastaliklar),
N Aydin, J Paracikoglu (Ed) , Ilke Emek Yayinlari, Ankara. 2006, 27-29.

Mannu L, Paba A, Daga E, at al. Comparison of incidence of virulence determinants
and antibiotics resistance between Enterococcus faecium strains of dairy, animal and
clinical origin. Int. J. Food. Microbiol. 2003, 88, 291- 304.

Petersson-Wolfe, A study of the occurance, phenotypic and genotypic diversity and
both in vitro and in vivo growth response of Enterococcus spp. isolated from bovine
origin. Ohio State University, USA. 2006.

Cetinkaya Y, Faik P.Mayhall G. Vancomycin-resistant enterococci. Clin Microbiol Rev
2000; 13, 686, 707.

French GL. Enterococci and vancomycin resistance. Clin infect Dis 1998;7, 75, 83.

Alagcam E. Meme Hastaliklar1, 1. Baski,. Editorler: Alacam E., Sahal M., Medisan
Yayinevi, Ankara, 1997, 389-420.

Kayser H, Bienz A, Eckert J, Lindenmann J, Tibbi Mikrobiyoloji, hnmunoloji,
Bakteriyoloji, Mikoloji, Viroloji, Parazitoloji, (Cev: Kiiciiker Ang M., Tiimbay E., Ang
0.), Nobel Tip Kitapevleri, Istanbul, 1997; 84-87

Koneman EW, Ailen SD, Janda WM, Schrechenberger PC, Winn WC Jr. The Gram-positive
cocci. Part II: Streptococci, Enterococci and streptococcus-likebacteria Color atlas and
textbook of diagnostic microbiology, Philadelphia; JB Lippincott, 1997:577-677.

Murray BE. Vancomycin-resistant enterococci. Am J Med. 1997; 102, 284, 293



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

42

Facklam RR, Sahm DF, Murray PR, at al. Manual of clinical microbiology. Washington:
ASM .1999: 297-305.

Teixeira LA, Facklam RR. Enterococcus. In: Murray PR, Baron EJ. Pfaller MA,
Tenover FC, Yolken RH (eds). Manual of Clinical Microbiology. Eighth edition,
Washington. ASM Pr es. pp: 422-433, 2003.

Unal S., Gram pozitif bakterilerde degisik antibiyotiklere direng mekanizmalari. in:
Akalin HE (ed). Antibiyotiklere diren¢ mekanizmalar1 ve antibiyotik duyarlilik testleri.
Pfizer ilaglar1 A.S 1992:36-44.

Moellering RC Jr. Enterococcus species, Streptococcus bovis and leuconostoc species.
in: Man Jell GL, Bennett JE, Dolin R (eds). Principles and Practice of Infectious Diseases.
Fourth edition, New York: Churchill Livingstone, 1995:1826-1835.

Kayaalp SO. Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji. Besinci baski, Ankara:
Hacettepe Tas Kitapeilik Ltd. $ti,1989:717-737.

Simjee S, Gill MJ. Gene transfer, gentamicin resistance and enterococci. J] Hosp Infect
1997;36:249-259.

Moellering RC Jr, Weinberg AN. Studies on antibiotic synergism against enterococci.
II. Effect of various antibiotics on the uptake of '“C-labeled streptomycin by
enterococci. J Clin Invest 1971;50:2580-2584.

Costa Y, Galimand M, Leclercq R, Duval J, Courvalin P. Characterization of the
chromosomal aac (6 ')-Ii gene specific for Enterococcus faecium. Antimicrob Agents
Chemother 1993;37:1896-1903.

Murray BE. Enterococci. in: Gorbach SL, Bartlett JG, Blacklow NR (eds). Infectious
Diseases. Second edition, Philadelphia: W. B. Saunders Company, 1998:1723-1730.
Murray BE. The life and times of the enterococcus.Clin Microbiol Rev 1990;3:46-65.
NCCLS Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, Ninth
Informational Supplement. NCCLS document M100-S9. NCCLS, Pennsylvania 1999.
Korten V. Enterokok infeksiyonlari, in: Higin G, Unal S, Biberoglu K, Akalin S,
Siileymanlar G (eds). Temel I¢ Hastaliklar1. Birinci baski, Ankara: Giines Kitabevi Ltd.
Sti. 1996:2173-2175.

Murray BE, Mederski-Samoraj B. Transferable (3-lactamase, a new mechanism for in
vitro penicillin resistance in Streptococcus faecalis. J Clin Invest 1983;72:1168-1171.
Murray BE, Mederski-Samoraj B, Foster SK, Brunton JL, Harford P. in vitro studies of
plasmid-mediated penicillinase from Streptococcus faecalis suggest a staphylococcal
origin. J Clin Invest 1986;77:289-293

Patterson JE, Wanger A, Zscheck KK, Zervos MJ, Murray BE. Molecular epidemiology
of Mactamase-producing enterococci. Antimicrob Agents Chemother 1990;34:302-305.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43

Wade JJ, Uttley AHC. Resistant enterococci-mechanisms, laboratory detection and
control in hospitals. J Clin Pathol 1996;49:700-703.

Rice LB, Eliopoulos GM, Wennersten C, Goldmann D, Jacoby GA, Moellering RC Jr.
Chromosomally mediated p-lactamase production and gentamicin resistance in
Enterococcusfaecalis. Antimicrob Agents Chemother 1991;35:272-276.

Fontana R, Aldegheri M, Ligozzi M, Lopez H, Sucari A, Satta G. Overproduction of a
low-affinity penicillin-binding protein and high-level ampicillin resistance in
Enterococcus faecium. Antimicrob Agents Chemother 1994;38:1980-1983.

Nicoletti G, Stefani S. Enterococci: Susceptibility patterns and therapeutic options. Eur
J Clin Microbiol Infect Dis 1995;14(suppl 1):33-37.

Gokahmetoglu S, Siimerkan B. Esel D, Karagdz S. Kan kiiltiirlerinden izole edilen
enterokok suglarmin Vankomisin ve yliksek diizey aminoglikozid direnclerinin
arastirtlmasi. ANKEM Dergisi 1999;13:57-62,

Gir D. Aminoglycoside grubu antibiyotiklere karsi direncte rol oynayan
mekanizmalar, in: Akalin HE (ed). Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalan ve
Antibiyotik Duyarlilik Testleri. Pfizer Ilaglart A.S. 1992:21-26.

Leclercq R, Dutka-Malen S, Brisson-Noel A, at al. Resistance of enterococci to
aminoglycosides and glycopeptides. Clin Infect Dis 1992;15:495-501.

Patterson JE, Zervos MIJ. High-level gentamicin resistance in enterococcus:
Microbiology, genetic basis and epidemiology. Rev Infect Dis 1990;12:644-652.
Mederski-Samoraj BD, Murray BE. High-level resistance to gentamicin in clinical
isolates of enterococci. J Infect Dis 1983;147:751-757.

Cetinkaya Y. Unal S. Glikopeptid antibiyotikler, Vankomisin ve teikoplanin. Flora
1997; 2 (ek):3-14.

Uttley AHC. Collins CH, Naidoo J, George RC. Vancomycin-resistant enterococci.
Lancet 1988;1:57-58.

Vural T, Sekercioglu AO, Ogiing D ve ark. Vankomisine direngli Enterococcus faecium
susu. ANKEM Derg 1999;13:1-4.

Moellering RC Jr. Vancomycin-resistant enterococci. Clin Infect Dis 1998;26:1196-1199.
Rice LB, Bonomo RA. Genetic and biochemical mechanisms of bacterial resistance to
antimicrobial agents. in: Lorian V (ed). Antibiotics in Laboratory Medicine. Fourth
edition, Baltimore: Williams&Wilkins. 1996:453-501.

Woodford N., Glycopeptide-resistant enterococci: a decade of experience. J Med
Microbiol 1998;47:849-862.

Perichon B, Reynolds P, Courvalin P. VanD-type glycopeptide-resistant
Enterococcus faecium BM 4339. Antimicrob Agents Chemother 1997;41:2016-2018.



43.

44.

45.

46.

47.

48.
49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

44

Babacan F. Cogul direngli enterokok enfeksiyonlari: Klinik uygulamalarda
olanaklarimiz nelerdir? in: Tiimbay E, Inci R, Hilmioglu S (eds). 3. Antimikrobik
Kemoterapi Giinleri: Klinik-Laboratuvar Uygulamalar1 ve Yenilikler, Kusadasi. Tiirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayim 1997:378-385.

Schleifer K.H., Balz R. 1984. Transfer of Streptococcus faecalis and Streptococcus
faecium to the genus Enterococcus nom. rev. as Enterococcus faecalis comb. nov. and
Enterococcus faecium comb. nov. International Journal of Systematic Bacteriology
34:31- 34

Facklam RR, Teixeria LM. Enterococcus. in: Collier L, Balows A, Sussman M (eds).
Topley & Wilson's Microbiology and Microbial Infections, Vol 2 (Systematic
Bacteriology). 9th edition, London: Edvvard Arnold, 1998:669-682.

Moellering RC Jr. Emergence of enterococcus as a significant pathogen. Clin Infect
Dis 1992;14:1173-1178.

Koneman EW, Ailen SD, Janda WM, at al., Color Atlas and Textbook of Diagnostic
Microbiology. Fifth edition. Philadelphia: Lippincott Co, 1997:597-621,837-839.
Murray BE. Vancomycin-resistant enterococci. Am J Med. 1997; 102:284-293.

Barza M. potentiai mechanisms of increased disease in human from antimicrobial resistance in
food animals. Mechanisms of increased disease CID 2002; 34(Suppl 3):126-130

Kiihn I, Iversen A, Burman LG, at al., Epidemiology and ecology of enterococci, with
special reference to antibiotic resistant strains, in animals, humans and the environment
example of an ongoing project within the European research programme. Int J Antimicrobial
Agents 2000; 14: 337-342.

Soyletir G, Cerk¢ioglu N: Streptokok infeksiyonlari. Topcu AW, Sdoyletir G, Doganay M
(eds): infeksiyon Hastaliklari. Istanbul: Nobel Tip Kilabevleri Ltd Sti.1996:334.

Huycke MM, Sahm DF, Gilmore MS. Multiple-drug resistant enterococci: The nature of
the problem and an agenda for the future. Emerg. Infect. Dis 1998; 4:239-249.

Sener S, Yildirrm M. Hayvanlarda antibiyotik kullanimi ve insan saghguyla ilgili sonuclari.
ANKEM Dergisi 2002; 16:216-222

Leclerg R, Courvalin P (1996). Emerging problems with enterococcal infections. Cur.
Opin. Infect. Dis.,9: 115- 119.

Acar N, Berkem R, Kurt O, Akan O. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlannda
enterokok identifikasyon modelleri. Flora 1996;1:36-39.

Barton AL, Doern GV. Selective media for deteeting gastrointestinal carriage of

vancomyein-resistant enterococci. Diagn Microbiol Infect Dis 1995;23 (abst):1 19-122.



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

45

Bayer AS, Seidel JS, Yoshikawa TT, at al., Group D enterococcal meningitis: Clinical
and therapeutic considerations with report of three cases and review of the literatiire.
Arch Intern Med 1976;136:883-886.

Bilgehan H. Klinik Mikrobiyoloji. Yedinci baski, Izmir: Baris Yaymlar1 Fakiilteler
Kitapevi, 1992:228-234.

Bilgehan H. Klinik Mikrobiyolojik Tam. Ikinci baski, izmir: Baris Yayinlari
Fakiilteler Kitabevi, 1995:504-520.

Boyle JF, Soumakis S A, Rendo A, at al.,, Epidemiologic analysis and genotypic
characterization of a nosocomial outbreak of vancomyein-resistant enterococci. J Clin
Microbiol 1993;31:1280-1285.

Mannu L, Paba A, Daga E, at al.,Comparison of incidence of virulence determinants
and antibiotics resistance between, 2003, 15-16

Petersson-Wolfe, CS: A study of the occurance, phenotypic and genotypic diversity and
both in vitro and in vivo growth response of Enterococcus spp. isolated from bovine
origin. Ohio State University, USA, 2006

Smith KL, Hogan JS: Environmental mastitis caused by species of Streptococcus and
Enterococcus: Risk Factors and Control. Ohio Agricultural Research and Development
Center The Ohio State University Wooster, OH USA 2003.

Bilgehan H. Klinik mikrobiyoloji 6zel bakteriyoloji ve bakteri enfeksiyonlari, Baris
Yayinlari, Bornova 1994: 188-211.64

Cenci Goga B.T., Aquilanti L., Osimani A., at al., Identification with Multiplex PCR
Assay of Enterococcus Species Isolated from Dairy Products in Umbria,
Italy. Veterinary Research Communications, 27 Suppl.1 2003 671-67

Sambrook J and Russell DW, Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 2001.

Aavorn J1, Barrett Jf, Davey Pg, at al. Antibiotic resistance : synthesis ecommendations
by expert policy groups. World Health Organisation. 2001 p :81-82

Schaberg DR, Culver DH, Gaynes RP. Major trends in the microbial etiology of
nosocomial infection. Am J Med 1991;91(suppl 3B):72-75.

Korten V. Hastane infeksiyonlari. in: Topgu AW, Soyletir G, Doganay M (eds).
Infeksiyon Hastaliklar. Birinci baski, Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri Ltd. Sti.
1996:281-288.

Engin A., Hastanede yatan hastalarin diskilarindan elde edilen Enterekok -cinsi
bakterilerde Vankomisin, yiiksek diizeyde Aminoglikozid ve diger antibiyotiklere
direncin arastirilmasi, Uzmanhk Tezi, T.C. Istanbul U. Cerrahpasa Tip. Fak. Klinik
Bakteriyoloji ve Enfeksiyoz Hast. ABD, Istanbul,2000,77



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

46

Basustaoglu A. , Aydogan H.. Enterokoklar. Infeksiyon Hastaliklari Serisi. 5:45-60,
2002.

Mete E. Besicilerde Vankomisine direncli Enterekok arastirilmasi, Uzmanlik Tezi, T.C.
Pamukkale U. Tip.Fak. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD, Denizli, 2003, 62
Altun B., Besler T., Unal S., Ankara’da Satilan Siitlerin Degerlendirilmesi, Siirekli Tip
Egitimi Dergisi, Ankara, 2002;11;2;,51.

Araya M, Davidovich G, Arias ML, at al., Identification of Enterococcus sp. isolated
from raw milk samples coming from the metropolitan area of Costa Rica and evaluation
of its antibiotic sensibility pattern] bArch Latinoam Nutr. 2005, 55(2):161-6

Pitkala A., Haveri M., Pyorala S., at al., Bovine Mastitis in Finland 2001, Prevalence,
Distribution of Bacteria ve Antimicrobial Resistance Helsinki, Finland. American Dairy
Science Association Finland 2001, 87: 2433-2441

Peterson-Wolfe C.S., Adams S., Wolf S.L., at al.,. Genomic Typing of Enterococci
Isolated From Bovine Mammary Glands and Envorimental Sources. Ohio U.S.A.
American Dairy Science Association, 2008, 91:615-619

Devriese L.A., Hommez J., Laevens H., at al., Identification of aesculin-hydrolyzing
streptococci, lactococci, aerococci and enterococci from subclinical intramammary
infections in dairy cows. Merelbeke, Belgium. Veterinary Microbiology 70 (1999) 87-
94

Cortes C., De la Fuente R., Contreras A., at al.,.Occurence and Preliminary Study of
Antimicrobial Resistance of Enterococci Isolated from Dairy Goats in Spain. Madrid,

Spain. International Journal of Food Microbiology 2006, 110:100-103.



ERCIYES UNIVERSITESi HAYVAN DENﬁYLERi
YEREL ETiK KURUL BASKANLIGI
KAYSERI-TURKIYE

ETiK KURULUN ADI : Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanlig

ETIK KURULUN ADRESI : Erciyes Universitesi

Karar No: 11/36

Tarih: 13.04.2011

Toplanti Sayisi: 4

tarihinde Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik kurul toplantisi 13.04.2011
Etik Kurul Prof.Dr.Ziibeyde GUNDUZ  Bagkanliginda gerceklestirilmistir.
Uye Adi/Soyadi Akademik Unvani Fakiiltesi

Zubeyde Gindiiz Prof. Dr. Tip Fakiltesi

Harun Ulger Prof. Dr Tip Fakultesi

Ozlem Canéz Prof.Dr. Tip Fakuiltesi

Hatice Ozbilge Dog¢. Dr. Eczacilik Fakultesi

Servet Kesim Yrd. Dog. Dr. Dis Hekimligi FakUltesi

Davut Bayram Ogrt.Gér.Dr. Veteriner Fakultesi

Coskun Tez Dog. Dr. Fen Fakdltesi

M. Betll Aycan Yrd. Dog. Dr. Eczacilik Fakultesi(Farmakoloji) \ '\m,m )
Ahmet Oztiirk Ogrt.Gor.Dr A -

Serap Altuntas Eroglu | Avukat [ 1 (,g |
Halil Tekiner Eczaci Vi oty

Universitemiz Veteriner Fakiiltesi Dog.Dr.K.Semih GUMUSSOY tarafindan yapilan " inek Siitlerinden
Enterokoklarin izolasyonu ve izolatlarin Molekiiler Analizi "adli arastirmasi incelenerek ¢alismasinin yapiimasinin

uygun olacagina ve rektorlilk makamina sunulmasina oy birligiyle karar verildi.

n

T i/um\ &ka
yg\{\(‘\)\ C\LF\XLV

Etik Kurul Bagkani imzasi ///

4 (1‘ e

Tarih : 13.04.2011

Etik Kurul Bagkami : Prof.Dr. Zubeyde GUNDUZ
/ / z//r'L.r«

/
/ /
il

L//'/



OZ GECMIS

KIiSISEL BiLGILER

Adi, Soyadr: Tekin KECECI
Uyrugu: Tiirkiye (TC)
Dogum Tarihi ve Yeri: 12 Mayis 1976, Giilsehir
Medeni Durumu: Evli
Tel: 0 384311 24 51
GSM: 0 532 647 58 95
email: tekinkececi@hotmail.com
Yazigma Adresi: Gida Tarim ve Hayvancilik
flge Miidiirliigii Acigol / NEVSEHIR

EGITIM

Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Yiiksek Lisans Firat Universitesi Vet. Fak. 2002

Lise Pinarbasi Lisesi 1995

IS DENEYIMLERI

Yil Kurum ' Gorev

2007- Halen Tarim Bakanlig1 Nevsehir 11 Miid. Veteriner Hekimi
2003- 2007 Tekin Kegeci Veteriner Klinigi Veteriner Hekimi
YABANCI DiL

Ingilizce



