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1. GIRIS

Enfeksiy0z hastaliklar, insanligin varolusundan bu yana biitiin toplumlar
etkileyen en 6nemli sorunlardan biri olmustur. Enfeksiydz hastaliklarin kaynagi olan
mikroorganizmalara karst eski c¢aglardan beri ¢ok ¢esitli organik ve inorganik
kimyasallar, tiitsiiler ve boyalar kullanilmigtir. Penisilinin kesfinden sonra antibiyotik
cagl baslamis ve takip eden yillarda bircok dogal, sentetik ve semisentetik
antimikrobiyal o6zellige sahip ajan uretilerek enfeksiydz hastaliklarin tedavisinde
kullanilmigtir. Bu  antimikrobiyallerle enfeksiydz hastaliklarinin = ¢ogu  tedavi
edilebilmisken; antibiyotiklerin asir1 ve hatali kullanimi sonucu yeni bulunan her
antibiyotige karst kisa siirede direng gelismis ve 1900°li yillarin son ¢eyreginde
A.baumanii, S.maltophila, P.aeruginosa, S.aureus ve enterokoklar gibi hastane florasina
hakim olan ve hastane enfeksiyonlarindan sik izole edilen bu major patojenlerin klinik
izolatlar1  arasinda diisiik oranda ¢oklu ila¢ direnci (CID) gdsteren suslar ortaya
¢ikmaya baslamigtir (Spelman, 2002; Daniella ve ark., 2005; Garcia-Migura ve ark.,
2005 Singh ve ark., 2006; Coleri ve Cokmiis, 2008). Onceleri hastanelerde ortaya cikan
CID gbsteren suslar daha sonra topluma Ve gevreye yayilmaya baslamis ve sonug olarak
bu yeni suslar Kklasik antibiyotik tedavisine cevap vermeyen hastaliklarin ve yiiksek
morbidite/mortalitenin sebebi haline gelmislerdir (Lewis ve Zervos, 1990; Cetinkaya ve
ark., 2000; Hayes ve ark., 2003).

Insan ve hayvanlarda intestinal floramin Uyesi olan enterokoklar uzun zaman
diisiik virulansli patojenler olarak degerlendirilmislerdir. Hastanelerde ve hayvanlarda,
yogun ve hatali antibiyotik kullanimi1 sonucu basta B-laktam ve aminoglikozid grubu
olmak tizere glikopeptit tiirevi antibiyotiklere kars1 direng gelistiren enterokoklar, hasta
veya saglikli insan ve hayvanlarda barsak florasini ve anatomik yapilarini bozan diger
faktorlerin de yardimi ile barsak liimeninden lamina propria’ya transloke olarak genel
dolasima karisip endojen kokenli bakteriyemi ve endokardite, kontamine materyal ile
temas sonug da diger insan ve hayvanlarda ekzojen kokenli enfeksiyonlara yol acarak
morbidite ve mortalitenin en dnemli sebebi haline gelmislerdir (Daniella ve ark., 2005;
Frye ve Jackson, 2013). Ginimizde vankomisin ve/veya teikoplanin direncli
enterokoklar; genel olarak hastane enfeksiyonlarinin dordiincii, Griner sistem ve cerrahi

yara enfeksiyonlarinin ikinci, dolagim sistemi enfeksiyonlarinin ise Uglnci siklikta
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gorulen patojenleri olarak gosterilmektedir (Hayes ve ark., 2003; Alp ve Sardan, 2008).
Enterokoklar Amerika Birlesik Devletleri’nde yillik olarak yaklasik %12’lik bir oranla,
stafilokoklardan sonra, en ¢ok nozokominal enfeksiyona neden olan ikinci etken olarak
tammmlanmistir. E. faecalis, E. durans ve E. hirae tiirleri kanatlilarda pulmonar
hipertansiyon sendromu, amiloid eklem bozukluklari, bakteriyemi, ensefalomalazi,
norolojikal bozukluklar ve endokarditis ile iliskili enfeksiyonlara neden olduklar
bildirilmistir (McNamee ve King, 1996; Tankson ve ark., 2001; Steentjes ve ark., 2002;
Frye ve Jackson, 2013)

Amerika kitasinda VRE (vankomisin direncli enterokok) orani, saglik
merkezlerinde %33, Avrupa ve Kuzey Amerika’da ise %13-28 arasinda degistigi
belirlenmistir (Hidron ve ark., 2008). VR E. faecium suslarinin insidans1 ABD’de %20-
40, Italya’da %24, Fransa’da %0,8 ve baz1 Avrupa iilkelerinde de %10’un iizerinde
oldugu bildirilmistir (Frye ve Jackson, 2013). 2007°de Avrupa’da en yuksek VRE
prevalanst Yunanistan ve Portekiz’de %45 bulunmustur (Stampone ve ark., 2005;
Abele-Horn ve ark., 2006; Werner ve ark., 2008). Kanatli hayvanlarda, Japonya
(Yoshimura ve ark., 2000), italya (Busani ve ark., 2004), ABD (Hayes ve ark., 2003),
Hollanda (Van den Bogaard ve ark., 2002), Iskandinavya, ispanya ve Italya’da (De Jong
ve ark., 2009) E. faecium en baskin tiir olarak bulunmusken, Malezya (Radu ve ark.,
2001), ABD (Molitoris ve ark., 1986; Joseph ve ark., 2001; Hayes ve ark., 2004),
Belcika (Butaye ve ark., 2001), Ingiltere (Kaukas ve ark., 1986), Danimarka (Aarestrup
ve ark., 2000) ve Brezilya’da (Fracalanzza ve ark., 2007) E. faecalis tlrinln baskin

oldugu rapor edilmistir.

Hastane kokenli VRE enfeksiyonlarmin insidansindaki artis orani, hastanin
endojen florasinda yer alan antibiyotiklere direngli VRE’lerin, hastane sartlarinda
kullanilan dezenfektanlar ile ortamin nem, 1s1 ve kurulugu gibi invitro sartlarina karsi da
direng gelistirerek, hastanede dogal veya kazanilmis immun sistemleri ¢esitli sebeplerle
baskilanmis hastalar arasinda kolaylikla yayilmasina baglanmaktadir (Garcia-Migura ve
ark., 2005; Chou ve ark., 2008). Bu sebeple VRE’lere bagli hastane enfeksiyonlarinin
yayiliminin 6nlenmesinde ve kontroliinde, intestinal florasinda VRE kolonizasyonu olan
yatan hastalarin erken tespiti ve hastane enfeksiyonu salgini ile iligkilerinin gosterilmesi

onemlidir.



Hayvanlarda gastrointestinal sistem mikroflorasinin biiyiik bir kismini olusturan
enterokok tdrleri, siklikla insanlarda mortalite ve morbidite ile iliskili problemlere sebep
olmaktadirlar (Borgen ve ark., 2001; Dogru ve ark., 2010b). Bu enterokoklar cevresel
strese adapte olabilen 6zel direncli bakterilerdir. BOylece probiyotik formulasyonu
icerisinde yer almalari, et ve sut gibi UrGnlerde bulunmalar1 antibiyotik direncinin
saglamis oldugu bir sonu¢ olarak degerlendirilmektedir (Hayes ve ark., 2003).
Enterokoklar, probiyotik olarak gida iriinlerinde genis bir kullanim alanina sahiptir.
Enterokok cinsi igerisinde yer alan E. faecium ve E. faecalis gida endustrisi ve 6zellikle
de sut endustrisinde kullanilan en 6nemli turlerdir. Buna karsin, ginimuzde enterokok
tirlerinin gida tiretiminde starter kiiltiir ve/veya probiyotik olarak kullanilmalarina bazi
bilim insanlar1 sicak bakmamaktadir. Enterokoklar genellikle glvenli kabul edilen
(GRAS - Generally Recognized As Safe) mikroorganizmalar statiisiinde degildirler.
Gida yoluyla alinan antibiyotik direnci olan suslarin, insan barsak florasinda bulunan
diger bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasina yol agabilecegi diigtiniilmektedir.
Genellikle gida kaynakli VRE’ler, hastane kaynakli VRE izolatlarindan daha diisiik
oranda virulans faktorii tasirlar. Gida kaynakli enterokoklarin hentiz direkt Klinik
enfeksiyonlara yol actigt rapor edilmemistir. Hayvansal gidalarin  (hayvan
rezervuarlarinda), insanlara VRE gegisinde en 6nemli rolii oynadigr ileri surulmektedir
(Chadwick ve ark., 1996; Kirk ve ark., 1997; Wegener ve ark., 1997; Klein ve ark.,
1998; Quednau ve ark., 1998; Van Den Braak ve ark., 1998; Borgen ve ark., 2001;
Dogru ve ark., 2010a).

VRE’lere bagl hastane enfeksiyonlarinda salgin suslari arasindaki iliskinin
tespitinde onceleri biyokimyasal 6zellikler, antibiyotipleme, western blotting ve
multilokus enzim elektroforezi (MLEE) gibi fenotipik 6zelliklere dayali epidemiyolojik
izlem yontemleri kullanilmistir. Ancak bu yontemler, diisiik tekrarlanabilirlik ve ayirim
giicleri, pahali ve zaman alict yontemler olmalar1 gibi dezavantajlar1 sebebi ile yerlerini
daha yiiksek ayirim giicline sahip yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelligi gosteren molekiiler
epidemiyolojik izlem yontemlerine birakmislardir. VRE kokenli insan ve hayvan
enfeksiyonlarinda, salgin suslar1 arasindaki iliskinin tespitinde molekuler tiplendirme
yontemleri gibi genotipe dayali yontemler sik kullanilmistir (Duim ve ark., 1999;
Perandin ve ark., 2001; Struelens ve ark., 2001; Jones ve ark., 2003; Struelens ve ark.,

2004).



Bu ¢alismada, Van ili ve ¢evresindeki kanatli hayvan yetistiriciliginin yapildig:
isletmelerdeki tavuklarda ve Van Golu Havzasinda serbest olarak yasayan martilarda
enterokok tiirlerinin  varh@inin/yayginligmin belirlenmesi ile izolatlarin ¢esitli
antibiyotiklere direnclilikleri agisindan fenotipik ve genotipik analizinin yapilmasi
amaglandi. Calisma kapsaminda tavuk ve martilardan izole edilen enterokok tdrleri
fenotipik olarak antibiyotik direnclilik patternleri ve vankomisine direng genleri

acisindan genotipik olarak arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Enterokok cinsine ait mikroorganizmalar ilk olarak streptokoklar igerisinde
“fekal orijinli streptokoklar” olarak gruplandirilmistir. Enterokok terimi, ilk kez 1899
yilinda Thiercelin tarafindan Fransa’da yayimlanan bir makalede “insan gaitasinda kisa
zincirler veya ciftler halinde goriilen bakterileri” tanimlamak i¢in kullanilmistir
(Facklam ve Teixeria, 1998). Ayn1 yilda MacCallum ve Hastings akut endokarditli bir
hastada “Micrococcus zymogenes” denilen direngli bir bakteri tanimlamislardir
(Maccallum ve Hastings, 1899). Birka¢ yil sonra Gordon adli arastirmaci (1905)
muhtemelen hayvan gaitas1 ile havadan kontamine olmus sivi besiyerinde fekal
streptokok izole ettigini bildirmistir (Gordon, 1905). Bununla paralel olarak Houston
adli arastirmaci da (1899) lagim suyunda bol miktarda streptokok bulundugunu
bildirmis ve sularin insan gaitasi ile kontaminasyonunu gostermede yararli olabilecegini
ileri siirmistiir (Houston, 1899). S. faecalis tur ismi ilk olarak Andrews ve Horder
(1906) tarafindan, mannitolii ve laktozu fermente eden ancak raffinozu fermente
etmeyen ve sitiin kesilmesine yol acan gaita kokenli organizmalari tanimlamak igin
kullanilmigtir (Andrews ve Horder, 1906; Facklam ve Teixeria, 1998; Dogru ve ark.,
2010Db).

Orla-Jensen adli arastirmact (1919) bu grupta fermentasyon Ozellikleri
S. faecalis’ten farklilik gosteren S. faecium denilen ikinci bir organizma tanimlamis
(Kandler ve ark., 1968; Dogru ve ark., 2010b). Sherman (1935) ve Wing (1937) adli
arastirmacilar tarafindan S. faecium’a benzeyen ancak daha az fermentasyon 6zelligi
goOsteren Gglncu bir tir olan S. durans tanimlanmistir. Sherman, 1937 ve 1938
yillarinda, 9,6 pH’da, 10-45°C arasindaki sicakliklarda ve %6,5 NaCl igeren sivi
besiyerinde Ureyebilen ve 60°C’de yarim saat canliligin siirdiirebilen streptokoklar igin
“Enterokokal grup” terimini kullanmigtir (Graham ve Bartley, 1939). Nowlan ve Deibel
adli aragtirmacilar (1967) bu gruba S. avium’u eklemistir. Kalina adli aragtirmaci (1970)
enterokokal streptokoklar i¢in bir cins olusturulmasini ve hiicresel dizilim ve fenotipik
Ozelliklerine goére S. faecalis ve S. faecium’ un Enterococcus olarak isimlendirilmesini

Onermistir. Bu oOneri fazla dikkate alinmamis ve uzun bir siire Enterokoklar, Lancefiel
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simiflamasina gore serolojik olarak Grup D Streptokoklar olarak Streptococcus cinsi

igerisinde kalmistir (Facklam ve Teixeria, 1998; Dogru ve ark., 2010b)

Daha sonra, Schleifer ve Klipper-Baltz adli arastirmacilar (1984) S. faecalis ve
S. faecium tiirlerinin diger streptokoklardan farkli olduklarini ileri siirerek bunlarin
Streptococcus cinsinden ayrilip Enterococcus adi altinda cinsi olarak tanimlanmasi
gerektigin soylemislerdir. Daha sonra DNA-DNA reasosiyasyon c¢aligmalari, 16S rRNA
dizi analizi ve total hiicre protein profil analizi ile enterokoklarin yeni bir cins olduklari
gosterilmistir (Tablo 1). Bu yontemler kullanilarak yapilan ¢alismalarda enterokok cinsi
icerisinde en az 35 tiir tammmlanmistir. Enterokoklar ¢esitli antibiyotiklere dogal direngli
olmalart1 ve yeni direng gelistirme yeteneklerinden dolayr son yillarda hastane
enfeksiyonu etkenleri agisindan da 6nem kazanmistir. Ama klinik olarak en énemli iki
patojen Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium olarak bildirilmistir. Tim
enterokok enfeksiyonlarmin %80’inde bu iki mikroorganizmanin sorumlu oldugu
saptanmis olup E. avium, E. casseliflavus, E. flavescens, E. durans, E. raffinosus,
E. gallinarum ve E. mundtii’nin de daha az siklikla insanlarda enfeksiyonlara neden
oldugu belirlenmistir (Bilstrom, 2008; Dogru ve ark., 2010b).

2.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Enterokoklar, Gram pozitif ve katalaz negatif koklar olup, ekosistem icinde
memeliler, kuslar, reptiller, insektler, toprakta, suda ve atik sularda, bitkilerde,
gidalarda, hayvanlarin ve insanlarin deri, gastrointestinal ve iirogenital sistemlerinin
dogal florasinda yer alirlar (Borgen ve ark., 2001; Lukasova ve Sustakova, 2003; Dilik
ve Istanbulluoglu, 2010; Dogru ve ark., 2010b). Enterokok tirleri ve Esherchia coli
insan ve hayvan gastrointestinal sisteminde yaygin olarak bulunurlar. Bu
mikroorganizmalar, insan ve hayvanlarda antibiyotik direncinin gelismesinde rol
oynayan 6nemli ‘indikator bakteriler’ olarak kabul edilirler (Santos ve ark., 2013). Bu
sebeple icme ve kullanma sularindaki fekal kontaminasyonun gosterilmesi i¢in indikator
mikroorganizma olarak kullanilirlar. Insan diskisinda E. faecalis (10°-10" cfu/gr),
E. faecium’dan (10%-10° cfu/gr) daha yaygin bulunur, fakat ézellikle hastane ortaminda
E. faecium daha baskindir. Enterokoklar vajina, deri, oral kavite ve dental plaklarda
daha az siklikta bulunmaktadir (Fisher ve Phillips, 2009; Hijazi ve ark., 2009).



Enterokoklar probiyotik olarak gida iiriinlerinde genis kullanim alanina sahiptir.
Enterokok cinsi icerisinde yer alan E. faecalis ve E. faecium gida endiistrisinde ve
Ozellikle de sut endistrisinde kullanilan en 6nemli tirlerdir (Dogru ve ark., 2010b).
Bunlarin disinda enterokoklar laktik asit iiretmelerinden dolayr peynir yapiminda
baslatici olarak da kullanilir. Peynirlerde, et iriinleri ve diger yiyeceklerden izole
edilebilirler (Facklam ve Teixeria, 1998; Charles ve ark., 2001; Bilstrom, 2008). Ancak
gunimizde bilim insanlar1 Enterokok tiirlerinin gida iiretiminde starter Kkiltir veya
probiyotik olarak kullanilmalarina bazi bilim insanlar1 sicak bakmamaktadir.
Enterokoklar genellikle giivenli kabul edilen (GRSA - Generally Recognized As Safe)
mikroorganizmalar statlistinde degildirler. Gida yoluyla alinan antibiyotik direnci olan
suslarin, insan barsak florasinda bulunan diger bakterilerin antibiyotik direnci

kazanmasina yol agabilecegi diisiiniilmektedir (Dogru ve ark., 2010b).

2.2.1. Gorunum ve boyanma 0zellikleri

Enterokoklar 0,5-1 um ¢apinda, tek tek, diplokoklar veya kisa zincirler seklinde
goriilebilen, yuvarlak, oval veya kokobasil seklindeki bakterilerdir. Kat1 besiyerinde
iretilen bakteriler kok veya kokobasiller seklinde goriiliirken, sivi besiyerlerinde
uretilen enterokoklarin daha uzun zincirler olusturduklart gozlenir. Anilin boyalarla
kolay boyanirlar ve Gram pozitiftirler. E. gallinarum ve E. casseliflavus hari¢, ¢cogu

hareketsizdir (Facklam ve Teixeria, 1998).

2.2.2. Ureme ozellikleri ve fizyolojik karakterleri

Enterokoklar fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir. Optimal {ireme 1silart
35°C (10-45°C), optimal iireme pH’larida 7.2 * 0.2 dir. Koyun kanli besiyerinde 24
saatlik inklbasyon periyodu sonunda, 1-2 mm capta, streptokoklardan daha buyuk,
kabarik, gribeyaz renkli S tipi koloniler olustururlar. E. faecalis’lerin 1/3’{i tavsan, insan
ve at kami iceren agarda B-hemoliz olusturabilir ancak koyun kanli agarda hemoliz
yapmazlar (Facklam ve Teixeria, 1998; Winn ve ark., 2006; Fisher ve Phillips, 2009).
Ancak bazi E. durans tiirleri biitiin kanli agarlarda f-hemoliz olustururlar. Diger tiirlerin
tamam1 genellikle a-hemolitik veya nonhemolitiktir. o-hemolitik goriinen suslar

gercekte peroksit iireten nonhemolitik suslardir. Besiyerindeki yesil renk o-toksin



tretimi ile degil, eritrositlerde peroksitin etkisi ile olusmaktadir. E. casseliflavus,
E. gilvus, E. mundtii, E. pallens ve E. sulfureus kanli agarda sar1 pigment olusturur.
Yiiksek 1sinin yani sira yiiksek oranda tuz ve safra tuzlarini tolere ederler ve %6,5 NaCl
ile %40 safra tuzu varliginda tiremeye devam ederler. Eskulini hidrolize eder, bile-
esculine (BE) agarda rahatlikla iirerler. E. cecorum, E. columbae, E. pallens ve
E. saccharolyticus hari¢ pek cok enterokok tiri, pyrolidonyl arylamidase (PYRase)
Ureterek pyrolydonil b-naftilamid’e (PYR)’i hidrolize ederler (Sekil 1). Biitiin suslarda
leucine aminopeptidase (LAPase) aktivitesi goriilir ve leucine B-naphthylamide’i
hidrolize ederler. Gram negatif bakterileri de igeren karigik drneklerden izole edilmeleri
icin selektif besiyeri olarak azid iceren safra-eskulin azid agar veya enterococosel agar,
columbia kolistin nalidiksik asit agar (CNA) veya fenil etil alkol agar (PEA)
kullanilabilir (Winn ve ark., 2006). Selektif besiyerlerinin icerdikleri kimyasal
maddelere bagli olarak koloni rengi degisebilir. Omegin bile eskulin azid agar gibi
eskulin i¢eren agarda koloniler siyah halo ile ¢evrelenmis, gri-beyaz koloniler olarak
goriilebilirken; tetrazolium tuzlari igeren agarda kolonilerin ortasinda tugla kirmizisi

renk olusur (Sekil 2) (Facklam ve Teixeria, 1998).

Sekil 1. Enterokoklarin PYR test goriintlisi (mor renk pozitif)



Sekil 2. Enterokoklarin Bile Eskulin Agar (BEA) goriintileri

Enterokoklarin karbon metabolizmasi, solunum, iyon transportu, pirimidin ve
folat yolaklari, stres cevaplari ve reaktif oksijen tiirleri metabolizmalar1 dikkat ¢ekicidir.
Enterokoklarin bazal metabolik faaliyetleri i¢cin B1, B6 ve B12 vitaminlerine, nukleik
asit bazlar ve bir karbon kaynagina ithtiyaclar vardir.
E. faecalis 'in gogalmasi igin histidin izoldsin, metionin ve triptofan gerekli iken, diger
bazi tiirler arginin, glutamat, glisin, 16sin ve valin’e ihtiya¢ duyarlar (Murray ve ark.,
1993; Facklam ve Teixeria, 1998). Ancak bazi tiirler de bu aminoasitlere ihtiyag
duyulmaz. Vankomisin bagimli suslarda oldugu gibi yogun antimikrobiyal baski,
metabolik ihtiyaglar1 etkileyebilir. Bu da farkli enterokoklarin tiirlerinin metabolik
ihtiyaglarmin sustan susa bile farklilik gosterdigi anlamina gelmektedir (Facklam ve
Teixeria, 1998; Akcimen, 2010).

Enterokoklar hem respiratif tip hem de fermentatif tipte metabolizmaya sahiptir.
Enterokoklar porfirin prekdrsorleri sentezleyemez ve bu yiizden sitokrom enzimleri
eksprese olmaz ve katalaz negatiftir (Frankenberg ve ark., 2002; Dilik ve
Istanbulluoglu, 2010). Baz1 E. faecalis’ler kanli besiyerinde iiretildiginde sitokrom
aktivitesi gosterebilir ve zayif olarak katalaz pozitifligine yol acabilir. Ayrica
E. haemoperoxidus tiirlerinde de katalaz pozitifligi bildirilmistir. Biitiin suslar
homofermentiftir, gaz olusturmazlar ve glukoz fermentasyonun son triind laktik asittir
(Svec ve ark., 2001; Akcimen, 2010).



2.2.3. Hiicre duvar yapisi ve antijenik ozellikleri

Enterokoklarin hiicre duvarinin {i¢ bileseni peptidoglikan, teikoik asit ve
polisakkaritlerdir. Hiicre duvarinin %40°1 peptidoglikandan olusur, geri kalan kisim ise
ramnoz igeren polisakkarit ve ribitol igeren teikoik asittir. Peptidoglikan polimerleri
glikan zincirler ve bunlara baglanmis kisa peptitler L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-
Ala’dan olusur. Komsu peptitler, pentapeptid yan zincirler ile ¢apraz baglanirlar.
Peptidoglikan dis1 yardimer polimerlerin yapisal bilesimi kesin olarak bilinmemektedir
(Facklam ve Teixeria, 1998;Akcimen, 2010).

Lancefield’in serolojik tiplendirmesinde; streptokoklarin ¢ogunun, baskin olan
hiicre duvar1 karbonhidratlarina gore siniflanmasina karsin, enterokoklarn yer aldigi
“D” grubunda serolojik tiplendirme lipoteikoik asitlerin (LTA) antijenik 6zelliklerine
gore yapilir. Gruba 6zelligini veren “D” antijeni, gliserol tinitelerine baglanmis yiiksek
oranda glukoz igeren poligliserolfosfatin teikoik asit polimeridir. LTA’in lipit kism1 1-
kojibiosyl digliseriddir. Bu glikolipit membranin bir pargast olarak bulunur.
Streptokokal grup-D antijenleri enterokok turleri ile S. bovis kompleks, Leuconostoc,
Pediococcus ve Vagococcus’larda bulunmaktadir (Sekil 3) (Fisher ve Phillips, 2009;
Akgimen, 2010).

Type specific
capsular polysaccharide

E. fuecalis species antigen
(Rhamnopolysaccharide)

I'cichoic Acid

Lipotcichoic Acid

(Group D Antigen) Peptidoglycan
—

~
4

1" Cytoplasmic

\[ f\ \J ;
4 b &,' bi \O membrane

<

Sekil 3. E. faecalis hucre duvarindaki polimerlerin sematik gorunttsi (Akgimen, 2010)
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2.2.4. Smiflandirma ve identifikasyon

Schleifer ve Kilpper-Balz (1984) tarafindan Enterococcus cinsinin kabulinden
sonra, streptokoklardan ayrilan enterokoklar igerisine E. faecalis ve E. faecium turleri
dahil edilmisken, giiniimiizde enterococcus cinsinde en az 35 farkli tiir tanimlanmigtir
(Tablo 2). Fenotipik farkliliklarin yani sira 16S rRNA gen dizi analizi yontemi ile
yapilan Katalaz negatif Gram pozitif kok cinslerinin filogenetik analizi sonug¢larina gore
enterokoklar, streptokoklar ve laktokoklar’dan ¢ok Vagococcus, Tetragenococcus ve
Carnobacterium cinsleri ile daha yakin iligkili bulunmustur. Onceleri, katalaz negatif,
Gram pozitif koklardan; BE besiyerinde Ureyebilen, PYR ve LAP testi pozitif olan,
%6,5 NaCl‘i ve 45°C’yi tolere eden suslar enterokok olarak tanimlanmustir.
Enterokoklar bu smiflandirma ile kendilerine cok benzerlik gdsteren Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus ve Vagococcus’dan sadece BE reaksiyonu ve %6,5 NaCl
iceren besiyerinde iireme yetenekleri ile ayirt edilebilmis, ancak siklikla hatali sonuglar
alinarak simiflandirmada yanlisliklar yapilmigtir. Diger taraftan enterokoklarin %80’inde
tespit edilebilen Grup-D antijenininde taksonomi igin yetersiz oldugu goriilmiistiir.
Ayrica Pediococcus, Leuconostoc ve bazi Vagococcus’larda grup-D antijeni tasiyabilir.
Yine GenProbe tarafindan iiretilen AccuProbe Enterococcus genetik prob, enterokokal
rRNA segmentine komplementerdir ve enterokok tanimlanmasinda kullanilabilir.
Ancak Vagococcus’larda bu prob ile reaksiyon verebilir (Facklam ve Teixeria, 1998;
Fisher ve Phillips, 2009; Dogru ve ark., 2010b).

Tablo 1. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Kingdom Bacteria

Division Firmicutes
Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus
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Tablo 2. Enterococcus cinsi igerisinde yer alan turler

Enterococcus aquimarinus

Enterococcus faecalis

Enterococcus pallens

Enterococcus asini

Enterococcus faecium

Enterococcus phoeniculicola

Enterococcus avium

Enterococcus gallinarum

Enterococcus pseudoavium

Enterococcus caccae

Enterococcus gilvus

Enterococcus raffinosus

Enterococcus canintesini

Enterococcus haemoperoxidus

Enterococcus ratti

Enterococcus canis

Enterococcus hermanniensis

Enterococcus saccharolyticus

Enterococcus casseliflavus

Enterococcus hirae

Enterococcus silesiacus

Enterococcus cecorum

Enterococcus italicus

Enterococcus sulfurens

Enterococcus columbae

Enterococcus malodoratus

Enterococcus termitis

Enterococcus devriesei

Enterococcus moraviensis

Enterococcus thailandicus

Enterococcus dispar

Enterococcus mundtii

Enterococcus villorum

Enterococcus durans

Geleneksel testler ile tanimlama hizli degildir. Enterokoklar mannitol, sorbitol
ve sorboz igeren besiyerlerinde asit olusturmalarina ve arginini hidrolize etmelerine
gore bes gruba ayrilirlar (Tablo 3, Sekil 4) (Facklam ve Teixeria, 1998; Akgimen,
2010).

Grup 1. E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium,
E. saccharolyticus, E. pallens, E. gilvus’dan olusur. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve

sorboz s1v1 besiyerinde asit olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. haemoperoxidus, E. mundtii
ve E. gallinarum’dan olusur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize ederler, mannitolli
stvi besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitolli sivi

besiyerinde degisken reaksiyon verirler.

Grup 3: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E. faecalis ile
E. faecium’un mannitol negatif varyantlart bu grubu olusturur. Bu gruptaki tiirler D
antijeni icermez, arginini hidrolize ederler, fakat mannitol, sorboz ve sorbitol igceren sivi

besiyerlerinin higbirisinde asit olusturmazlar.

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

E. cecorum asit olustururken, E. sulfureus asit olusturmaz.
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Grup 5: E. columbae, E. canis, E. moraviensis bu grupta bulunur. Bu gruptaki
tirler arginini hidrolize etmezler, mannitollii sivi besiyerinde asit olustururlar,

sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii s1vi besiyerinde degisken reaksiyon verirler.
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Tablo 3: Enterokok turlerinin fenotipik 6zellikleri (Akgimen, 2010)

Safra Asit Uretimi
eskulin %é6,5
Grup D agarda NaCl'de 10°C'de 4590 'de Sarw
Grup,Tiir Antifen iireme iireme iireme tireme LAP PYR Hareket pigment ADH HIP GLU MNTL SORE ARB $BTL RAF SUK PRV MPG
Grupl
E.aviem + + + + * 0+ = - = D o+ * + + O+ = + + D
E.glus + + + + + + o+ - + - - o+ + + - + * * o+ -
Emalodovares + + + - + + - - - D + + + - + + + + D
Epallens + + + + + + - - + - + * + + + + + + + -
Epseudoaviion = + - + + + + - - - + o+ + + = + - * + +
Eraffnones + + + + + + + - - - - + + + + + + + + D
[E.saccharolticis - * + = - - - - o+ + + - + + + = 4
Enterocaceussy = - + + - + - - - - - * * * - + - - + =
Crup 1T
E frecalis + + + + + + o+ - - + + o+ + - - + - + + -
E frecium + + + + + + o+ - - + - + + - + D D + - -
E casseliflavis + + + + + + o+ + * - * + - + o + + D +
E gallinovm + + + + + + + * - + + + + - + - * o+ - +
Emundsi * * + + + + + = + O - * o + 4 0= -
E. haemoperoxidis & + + +* - +* + - + + + + + - - - - + - +
Ernterooocous sp + + + + + + + - - + - + + - - - - + - -
Crup I
E. dispar - + + + - + 4+ = - + D + = - - - + O+ o+ 4+
E durans + + + + + + = - + D + - - - - - - - -
E.hirae * * * * * + 4+ = - + = 4+ = - = = + ¥ = =
Eyani + + + + + + o+ = - + D + = - - - - - - -
Ewillorem + + + + + + + = - + - + - - - - - - - -
1Grup IV
E asini + + - D D + o+ = - - + * = - - - = = =D
. cecorm - - = -+ + = = - - - + - - - + + + -
E.sclfierones - + + + - * + - + - - + - - - - + - +
E. phoeniculicola - - - - - - - - + - - - - - + +
(Enterococcus sp + + * + * * + = - - - + - - - - - + + *
Grup ¥
E polumbae - + + * - - - - - + * - * * + + -
E.canis + + + - - - - + ¥ - * - - D +
Emoraviensis 4 +* + + - + D - - - + + + - + = - + o+ +

LAP: losin aminopeptidaz; PYR: pirolidonil arilamvidaz ; ADH: arginin dihidrelaz ; HIP: hipurat hidrelizi; GLU: glukoz; FINTL: mannitol;
SORB:sothoz; ARB: arabhinez; SBTL:sorhito]l; RAF: raffinez; SUK: sulooz; PRV: piruvai; MPG: metil-alfa-Dr-glulopirazonit; D: degizken
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Sekil 4. Enterokok turleri identifikasyon semasi1 (Akgimen, 2010)

Emterococcurs tarkeri

izafra eskuline205.5 NaCl+ PYR+)

!

Mannitol

I —
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Aracinczsroffinocz
+H=E_ rofinosus - l L
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-~= £ preuaicavibm - I ~
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- - ]
'I' L L faocaliz
E. cassaliftavus E. gallinarum ! E. dirans
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|
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2.2.5. Genom 0Ozellikleri

ABD’de The Institute for Genomic Research (TIGR) ve Joint Genomic Institute
of the Dept of Energy laboratuarlarinda hastane enfeksiyonlarindan en sik izole edilen
E. faecalis, E. faecalis V583 ve E. faecium, E. faecium ATCC BAA-472, suslarinin tam
genom dizi analizi yapilmistir. Enterokoklarin G+C igerigi %37-45 arasindadir

(Tendolkar ve ark., 2003; Upadhyaya ve ark., 2009).

15



E. faecalis V583 genomu, 3.218.031 bp uzunlugunda olup 3182 open reading
frame (ORF)’¢ sahiptir. Genlerin ¢ogu, tiirler veya Ozellikle Streptococcus ve
Staphylococcus cinsleri arasinda lateral gen transferi ile kazanilmistir. VanB fenotipi
gosteren ilk VRE susu olan E. faecalis V583 susunun, genomunun yaklasik olarak
%251 mobil veya eksojen gen olarak kazanilmigs DNA dizilerinden olusur. Bu mobil
elementler konjugatif ve kompozit transpozonlar, patojenite adalari, integre plazmid
genleri ve faj bolgeleri ve c¢ok sayida insersiyon dizilerinden olusur. Mobil gen
elementlerinin kazanimi ila¢ direncinin kazanimi ve yayilimina katkida bulunmaktadir.
Bu da enterokoklarin ilag direncinde bir rezervuar oldugunun kanitidir. E. faecalis V583
susunda kromozomal DNA disinda biiyiikliikleri 66320 bp, 57660 bp ve 17963 bp olan
3 plazmid bulunur. Plazmidle de sirasi ile 72, 64 ve 19 ORF kodlanir. Plazmidlerin G+C
orani %34 civarindadir (Tendolkar ve ark., 2003; Upadhyaya ve ark., 2009; Oravcova
ve ark., 2013).

E. faecium genomu 2.928.706 bp biyiikliginde olup, 3309 ORF igerir.
Genomda toplam G+C oranm1 %37,8’dir (Tendolkar ve ark., 2003; Coleri ve Cokmiis,
2008; Upadhyaya ve ark., 2009; Akcimen, 2010).

2.2.6. Genetik bilgi transferi

E. faecalis ve E. faecium suslarinda, virulans genleri veya ilag direnci ile ilgili
genetik bilgi transferinde rol oynayan, ¢ok sayida plazmid, transpozon, patojenite adast,
integre plazmid geni ve faj bolgesi ile oldukga fazla sayida insersiyon dizileri, plazmid
ve transpozon bulunmustur (Handwerger ve ark., 1993; Camargo ve ark., 2004; Coleri
ve Cokmiis, 2008).

Enterokoklarda rolling circle replicating (RCR) plazmid, Inc18 plazmid ve
feromon-responsi ve plazmid olmak iizere li¢ siif plazmid tanimlanmistir. RCR ve
Inc18 plazmidleri pek cok cinste replike olabilirken, feromon-responsive plazmid
replikasyonu sadece enterokoklarla 6zellikle de E. faecalis ile smirlidir. Plazmidi
bulunmayan alic1 suslar ekstraseliiler feromon sentezleyerek, verici hiicre dig yuzeyinde
agregasyon faktor (Af) denilen protein6z maddenin olusumunu saglar. Af alict hiicrenin

yilizeyine baglanir ve alici ile verici hiicrenin yakinlagmasi sonucu plazmid degisimi
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olusur. Feromon ile indiiklenmis transfer, plazmid gecisini 10°>-10° kat arttir

(Handwerger ve ark., 1993; Facklam ve Teixeria, 1998; Tendolkar ve ark., 2003).

Enterokoklar ayrica konjugatif transpozonlar ile genetik bilgi degisimi yapabilir.
Bunun i¢in hiicre temasi1 gereklidir. Transpozonlar siklikla tetrasiklin, eritromisin,
gentamisin, kanamisin ve diger aminoglikozidler gibi antimikrobiyal ilaglara direng
genleri tasirlar. Konjugatif transpozon Tn916, E. faecalis’lerde tetrasiklin direncini
kodlarken; Tn1546 vankomisin direncini kodlayan vanA gen kiimesini, Tn1547, Tn1549
ve Tn 5382 VanB operonunu, Tn5281 yiiksek diizey gentamisin direncinden sorumlu
AAC(6°)-1eAPH(2°) genini tasir. Transpozonlar ¢ok genis bir konak spektrumuna sahip
olup enterokoklarin yani sira streptokoklar, laktokoklar ve diger Gram pozitif
bakterilerde de bulunurlar. Konjugasyon ile iliskili belirli molekiiller, enfeksiyon
sirasinda immun modiilatér rol oynayabildiginden patojeniteye katkida bulunurlar
(Leclercq ve ark., 1989; Haeton ve ark., 1996; Bozdogan ve Leclercq, 1999; Akcimen,
2010).

2.3. Virulans Faktorleri

Enterokoklar gastrointestinal sistemde kommensal olarak bulunmalarina ragmen,
belirli predispozan durumlarda barsak disi bolgelere yayilarak hastaliklara sebep olurlar.
Mikroorganizmanin antibiyotik direnci ve virulansla iligkili yeni genetik materyal
kazanabilme o6zelligi onu daha virulan yapar ve konakta farkli bdlgelere
kolonizasyonuna alisilmisin disinda enfeksiyon olusturmasina yardim eder. Ancak
kolay genetik bilgi transferi, mikroorganizmanin virulansindan sorumlu tek faktor
degildir. Yapilan ¢ok sayidaki calisma ile mikroorganizmaya ait farkli virulans
faktorleri bulunmustur (Song ve ark., 2006; Upadhyaya ve ark., 2009; Trivedi ve ark.,
2011).

Mikroorganizmanin virulans1 genomda bulunan patojenite adalar1 (PI) denilen

0zel bolgelerde ve plazmidlerde kodlanan virulans genleri ile diizenlenmektedir.

Enterokoklarin patojenite adalari ilk kez 1980 yilinda nozokomiyal salgina yol
acan CID E. faecalis’te tanimlanmistir. G+C oran1 %32,2 biiyiikligi de 150 kb

civarinda olan bu PI; enterokokal surface protein (esp), agregasyon faktor (asa) ve
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sitolizin (cyl) gibi virulans genlerinin yani sira transpozonlar, transkripsiyonel
regulatorler ve proteinleri kodlayan genlerin yer aldigi 129 ORF bdlgesine sahiptir
(Shankar ve ark., 2002; Tendolkar ve ark., 2003; Shankar ve ark., 2004; Shankar ve
ark., 2006; Coleri ve Cokmis, 2008; Upadhyaya ve ark., 2009). Bu PI'm
bulunmasindan iki yil sonra E. faecium suslarinda E. faecalis’dekinden farkli olan bir Pl
varligi bulunmustur. E. faecium klinik izolatlarinda “esp” geninin goriilmesi bu tiirdeki
patojenite adasi i¢in bir indikator olarak kabul edilmistir (Shankar ve ark., 1999; Leavis
ve ark., 2004; Tendolkar ve ark., 2004; Coleri ve Cokmiis, 2008). Farkli VRE
suslarindaki Pl dizilerinin karsilastirilmasi sonucu; yiiksek derecede dizi benzerlikleri
oldugu ve spesifik gen bolgelerin degisen siklikta delesyona ugradiklart goriilerek, bu
mikroorganizmalarin virulans diizenleme yetenegi kazandiklar1 gosterilmistir. Diger
taraftan bu c¢alismalarda PIl’larmin en az {gte birinin konjugatif bir plazmidin
kromozoma integrasyonu ile olustugu ispatlanmistir. Ayrica Pl larda fonksiyonu izah
edilemeyen 18 ORF bolgesi kodlanmaktadir. Kommensal enterokoklarin PI’lerinde bu
ORF bolgeleri gosterilememis, bu sebeple de, bunlarin enterokoklarin hastane
ortaminda yasamasina, hastalik gecisine veya patogeneze katkida bulunduklar

distintilmistiir (Coleri ve Cokmiis, 2008; Upadhyaya ve ark., 2009; Ak¢imen, 2010).

Enterokoklarin en 6nemli virulans faktorleri:

1. Hemolizin veya sitolizin,

2. Jelatinaz,

3. Enterokokal surface protein,

4. Agregasyon faktord,

5. MSCRAMM Ace (Microbial surface komponent recognizing adhesive matrix
molecule adhesin of kollagen from Enterococci),

6. Kapsiil, hiicre duvari polisakkaritleri

7. Lipoteikoik asit

8. Superoksitler

9. Seks feromonlari

10. Hyaluronidaz

11. Efa

12. AS-48

13. Antibiyotik direncidir.
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2.3.1. Hemolizin/Sitolizin

Onceleri hemolizin olarak tanimlanan sitolizin, cesitli E. faecalis izolatlarinda
bulunabilen, insan, at ve tavsan eritrositlerine kars1 litik aktivite gosteren bir sitotoksik
proteindir. Sitolizin eritrositler diginda, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)’ler,
makrofajlar ve Gram pozitif organizmalar iginde litik aktivite gosterir. Buna karsilik
toksinin  koyun eritrositleri ve Gram negatif bakterilere karsi inaktif oldugu
gosterilmistir. Sitolizin’in ayn1 zamanda bir bakteriosin oldugu ve litik aktiviteye ek
olarak butiin Gram pozitif organizmalar igin bakterisidal etki gosterdigi tespit edilmistir
(Upadhyaya ve ark., 2009; Radhoani ve ark., 2010). Sitolizin siklikla biiyiik bir
feromon-responsif plazmid de, bazen de kromozoma integre olan bir patojenite adasinda
kodlanabilen bir toksindir (Haas ve ark., 2002; Shankar ve ark., 2004; Dogru ve ark.,
2010a). Sitolizin operonu cylR1, cylR2, cylLL, cylLS, cylM, cyIB, cylA, ve cyll olarak
tanimlanan sekiz gen igerir. Aktif sitolizin subiinitleri olan “CylLL" ve “CylLS"
ribozomda sentezlenip posttranslasyonel modifikasyona ugrar ve sonra ektraselltler
ortama sekrete edilerek aktive olur. “cylR1” ve “cylR2” iki ayr regiilator gendir ve
sitolizin yapisal genlerinin transkripsiyonunu baskilarlar (Kayaoglu ve Orstavik, 2004;
Cox ve ark., 2005). Sitolizin Uretimi igin bir quorum-sensing mekanizmasi oldugu
bildirilmistir. CyILS sekresyonunu saglayan quorum-sensing mekanizmasi ile sitolizin
ekspresyonu indiklenir (Haas ve ark., 2002; Devriese ve ark., 2006). Ayrica baska bir
caligmada sitolizin yapisal subiinitlerini kodlayan cylLL ve cylLS genlerinin
regiilasyonunun ortamin oksidasyon rediiksiyon (Eh) potansiyeli ile iliskili oldugu,
diisiik Eh potansiyeline sahip ortamlarda regiilasyonun, yani sitolizin liretiminin arttig1
gosterilmistir. Sitolizin operonu, sitolizin disinda af ve esp gibi diger virulans genleri ile
de iliskilidir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Shankar ve ark., 2004; Radhoani ve ark.,
2010).

Sitolizin’in enterokoklarin virulansina ve enterokoksik hastaliklarin prognozuna
etkileri kesin olarak belirlenememistir. Bu amagla yapilan bir calismada enfeksiyon ile
iliskili materyalden izole edilen E. faecalis suslarinin %60’ min ve gaita izolatlarinin ise
%17 sinin sitolizin irettigi bulunmustur. Ancak benzer amagh ¢ok sayidaki ¢alismada
ise endokardit, bakteriyemi ve gaita izolatlarinda sitolizin iiretiminde farklilik

bulunamamistir. Molekiiler diizeyli son ¢aligmalara gore; klinik E. faecalis izolatlarinda
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sessiz bulunan cyl geni negatif fenotipik profile yol acarken, enfeksiyon boélgesinde
bulunan cevresel faktorler ile bu genlerin aktive olabildigi gosterilmistir (Kayaoglu ve
Orstavik, 2004; Radhoani ve ark., 2010).

2.3.2. Jelatinaz

Enterokoklar tarafindan iretilen jelatinaz, jelatin, kollajen, fibrinojen, kasein,
hemoglobin, insiilin ve bazi bioaktif peptitleri hidrolize edebilen, matriks metallo
proteinaz (MMP) ailesinin ekstra selller ¢inko iceren bir Uyesidir. Jelatinaz Ureten
E. faecalis suslarmin akut toksik etkilerinin daha fazla oldugu ve hayvan modellerinde
endokardit olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir. Jelatinaz iiretiminin
inhibisyonunun doku kiiltiiriinde kemik rezorbsiyonunu azalttigi da gosterilmistir.
Ayrica inflamatuar hiicreler, epitelyal hucreler, fibroblast ve osteoklast gibi memeli
hicreleri tarafindan da {iretilen jelatinaz, ekstra seliiler matriksi degrade etmektedir

(Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Radhoani ve ark., 2010).

Enterokoklarda jelatinaz enziminin varligi ilk kez 1964 te E. faecalis suslarinda
gosterilmistir. E. faecalis suslarinda jelatinaz {iretimini, Stafilokokal accessory gen
regulator lokusu (AGR)’nun bazi boliimlerine benzer dizi igeren “fsr” lokusu regule
eder. Farkli klinik materyalden izole edilen E. faecalis suslarinda jelatinaz iiretim
oranlarinin farkli oldugu gosterilmistir. Genel olarak tiim izolatlarin yaklasik olarak
%45-68’ inde jelatinaz tretiminden sorumlu olan “fsr” gosterilmisken; bir ¢alismada bu
gen, endokardit izolatlarinin %100’iinde, gaita izolatlariin ise %53’ Unde tespit
edilmistir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Upadhyaya ve ark., 2009; Radhoani ve ark.,
2010).

2.3.3. Enterokokal surface protein (esp)

Yiiksek molekiiler agirliga sahip, enterokokal surface proteini (esp), 153 kb
bliyiikliiglindeki bir patojenite adasinda yer alan esp geninde kodlanir ve konjugasyonla
enterokok izolatlar1 arasinda aktarilabilir. Esp, salgina yol agan E. faecalis ve
E. faecium izolatlarinda bulundugundan, epidemik suslar1 gosteren bir marker oldugu
diistiniilmektedir. Esp, bakteriyemi ve endokardit ile iliskili suglarda yiliksek oranda

bulunurken, gaita kokenli izolatlarinda nadiren bulunur (Eaton ve Gasson, 2001; Poeta
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ve ark., 2006a; Poeta ve ark., 2006b). Esp’nin karboksi-terminal ucu ile, Griner sistem
enfeksiyonlarinda musin veya uroplakin gibi mesane duvar1 komponentlerine
baglanarak, bir kolonizasyon faktor gibi E. faecalis’in mesane epiteline yapismasini
sagladig, persistense katkida bulundugu ve biyofilm olusumuna sebep oldugu
gosterilmistir. Proteinin i¢ kisminda tekrarlayan birimlerden olusan ve molekiile uzayip
kisalma o6zelligi kazandiran bir bolge bulunmaktadir. Bu yap1 varyasyonlarinin
bakterinin immiin cevaptan kag¢isini kolaylastirdig1 diistiniilmektedir (Versteeg, 1997;
Shankar ve ark., 1999; Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Tendolkar ve ark., 2004;
Upadhayaya ve ark., 2009;Tsikrikonis ve ark., 2012).

2.3.4. Agregasyon faktoru (Af)

Agregasyon faktor (Af), bakteri ylzeyinde yer alan saca benzeyen, protein
yapida bir adhesindir. Hiicre-hiicre temasini diizenleme, hiicre dis1 matriks proteinlerine
adhezyonla konak hiicreye yapisma ve hiicre ylizey hidrofobisitesini arttirma gibi
Ozellikleri ile virulansa katkida bulunan Af, feromon-responsif plazmidde kodlanir.
Notrofil ve makrofajlarla olusan cevap degiskenlik gosterir; ancak Af’iin konak
defansina kars1 koruyucu faktor olarak gorev yaptigi sonucuna varilabilir. Af’ye sahip
olan enterokoklar, kompleman resept6ri yoluyla notrofillere opsonizasyondan bagimsiz
olarak baglanirlar. Bu tiir baglanma noétrofiller tarafindan bakterinin Gldiirilmesini
engeller. Makrofajlar tarafindan fagositozda ise, reaktif oksijen tiirleri iretimi ile
oksidatif patlama inhibe edilerek, fagositik yikima kars1 direng gosterilir. Diger taraftan
Af iceren suslarla indiiklenmis PMNL’lerde hem ekstraseliiler siiperoksit iiretimi hem de
fagozomal oksidan iiretimi daha fazla olmaktadir. Bu oksidatif patlama enfeksiyonu
siirlandirmanin yani sira enterokoklarla olugan doku hasarina katkida bulunmaktadir.
Ayrica siiper antijen aktivitesine sahip olan Af’nin T hiicre proliferasyonunu, prolifere T
hicrelerden TNF-B ve IFN-y ve makrofajlardan da TNF-a saliimini indikledigi
gosterilmistir. Alict ve verici bakteriler arasinda temasa aracilik eden Af, plazmid
transferini kolaylastirir. Konjugasyon sirasindaki bakterilerin bobrek tiibiiler hiicresine
ve barsak epiteline integrinler yoluyla adhezyonuna aracilik eder. Bakterinin kollajen
tipl gibi ekstraseluler matriks proteinlerine baglanmasini saglar (Kayaoglu ve Orstavik,
2004; Upadhyaya ve ark., 2009).
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2.3.5. MSCRAMM Ace (Microbial surface component recognizing adhesive

matrix molecule adhesin of kollagen from Enterococci)

Yapisal ve fonksiyonel olarak S. aureus’un kollajen baglayan proteini Cna’ya
benzer Ozelliklere sahip olan MSCRAMM Ace, hiicre disi matriks proteinlerine
baglanmay1 saglayan protein yapida bir adhezindir. Enterokoksik enfeksiyonlarda,
Ozellikle E. faecalis endokarditlerinde Ace yaygin olarak eksprese edilir. Klinik
izolatlarda fekal izolatlardan daha yiiksek oranda bulunmaktadir. Ayrica bakterinin
dentine adhezyonunda da etkilidir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Sillanpa ve ark., 2009;
Upadhyaya ve ark., 2009; Akc¢imen, 2010).

2.3.6. Kapsul ve hiicre duvar polisakkaritleri

Klinik E. faecalis izolatlarinda yaygin olarak ftiretilen kapsiil polisakkaritini
kodlayan bir operon bulunmaktadir. Bunun disinda hem E. faecalis hem de E. faecium
izolatlarinda ikinci bir kapsiil polisakkariti daha tanimlanmistir. Her iki polisakkaride
kars1 olusan antikorlar koruyucudur. Enterokoklarda hiicre duvari, beta-D glikoz-1-
fosfat, teikoik asit ve tetraheteroglikan komponentlerinden olusur. Opsonik antikorlar
icin hedef olan bu yapilarda virulansin yani sira karst koruyucu immiinite i¢in hedef
roli oynarlar. Bu sebeple as1 olusturmadaki énemleri arastirilmaktadir (Upadhyaya ve
ark., 2009; Akgimen, 2010; Radhoani ve ark., 2010).

2.3.7. Lipoteikoik asit (LTA)

LTA, poligliserol fosfat omurgasina kovalent baglarla glikolipit rezidiilerin
baglanmasi ile olusan bir amfipatik molekiildiir. Bu molekiiliin lipit parcasi; trombosit,
eritrosit, lenfosit, PMNL ve epitel hicresi gibi pek c¢ok o©karyotik hiicreye
baglanabilmektedir. E. faecalis suslarinda adhezif 6zelligi gosterilen LTA nin donor
hicre tarafindan tiretilen agregasyon faktori i¢in alict hiicrede reseptor olarak fonksiyon
gordiigli ve bu yiizden plazmid transferi ve agregat olusumunu kolaylastirarak
E. faecalis’in virulansina katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik,
2004; Fabretti ve ark., 2006).
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E. faecalis ve diger baz1 Gram pozitif bakterilerde LTA nin immunomodiilatér
gibi rol oynayarak PMNL’den, TNF-o, iL1-B, IL6, IL8 ve PGE-2 gibi inflamatuar
mediyatdrlerin, siiperoksit radikallerinin ve lizozomal enzimlerin salinimini artirdigi
gosterilmistir. Hiicre ve doku kiiltlirlinde yapilan ¢alismalarda streptokoklarin LTA’inin
apopitotik hiicre hasarma sebep oldugu gosterilmistir. E. hirae ATCC 9790 susunun
LTA inin otolizisi inhibe ettigi tespit edilmistir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Fabretti
ve ark., 2006).

2.3.8. Superoksitler

E. faecalis’lerin ¢cogu ve bazi E. faecium tiirleri tarafindan ekstraseliiler
stperoksitlerin sentezlenip mikro-gevreye salindigi, bunun da bakterinin hayat siiresini
uzatti@1 gosterilmistir. Enterokoksik bakteriyemi ve endokarditli hastalardan izole edilen
klinik suslarin gaita kokenli izolatlardan daha yiiksek oranda siiperoksid radikali iirettigi
gosterilerek, siliperoksid iiretiminin virulansla iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(Kayaoglu ve Orstavik, 2004; Devriese ve ark., 2006; Upadhyaya ve ark., 2009).

2.3.9. Seks feromonlari

Seks feromonlar1 kromozomda kodlanan, 7-8 amino asit uzunlugunda kiiciik,
hidrofobik peptitlerdir. E. faecalis’te sinyal peptitleri olarak fonksiyon goriirler.
E. faecalis’te belirli konjugatif plazmidlerin transferi seks feromon sistemi ile birkag kat
arttirtlir. Alict bir sug besiyerine plazmidle uyumlu ancak onunla taginmayan seks
feromonlar sekrete eder, cevap olarak verici sus Af sekrete eder. Boylece alict ve verici
hiicre arasinda siki temas saglanir ve konjugatif plazmidin gecisini kolaylastirir (Sekil
4). Ayrica antibiyotik direnci ve sitolizin gibi virulans faktorleri seks feromon sistemi
ile E. faecalis suslar1 arasinda yayilabilir (Sekil 5) (Kayaoglu ve Orstavik, 2004;
Nakayama ve ark., 2007).

Baz1 seks feromonlar1 noétrofiller i¢in kemotaktiktir, siiper oksit iiretimini ve
lizozomal enzim sekresyonunu indiikler ve doku hasar1 olusturur (Kayaoglu ve
Orstavik, 2004; Coleri ve Cokmiis, 2008).
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Sekil 5. Seks feromon sistemi transfer mekanizmasi (Akgimen, 2010)

2.3.10. Hyaluronidaz (hyl)

Streptokoklarin disinda stafilokoklar gibi bazi Gram pozitif bakterilerde
hyaluronidaz geninde (hyl) kodlanan hyaluronidaz enzimi, dogada siilik ve kancal
kurtlar gibi parazitler, zehirli yilanlar ve spermatozoa gibi memeli hiicreleri tarafindan
da tretilir. Hyaluronidaz, hyaluronik asiti tahrip ederek doku hasarmma yol agan bir
enzimdir. Bag dokudaki mukopolisakkaritlerin bir kismin1 depolimerize ederek
bakterinin yayilmasimi saglar. Ayrica hyaluronik asidin degradasyon iiriinii olan
disakkaritler de bakteriler i¢in besin kaynagi olabilir. Hyaluronidaz kendi zarar verici
etkilerine ek olarak, diger bakteriyel toksinlerin zararl etkilerini kolaylastirabilir ve
doku hasarimin siddetini arttirir. Dis clirliklerindeki doku hasarinda rol oynayan
hyaluronidaz enzimi, enterokoklarin kok kanalindan periapikal lezyonlara gecisini

kolaylastirmaktadir (Sedgley ve ark., 2004; Radhoani ve ark., 2010).

2.3.11. 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 %55-60 homoloji gostermektedir. EfaA, mangan transport
sistemi i¢in solut baglayan protein reseptoriidiir. Mikroorganizmanin yasamasi ve
cogalmasi i¢in mangan gerekir ve efaA mangandan fakir ortamda fazla miktarda

eksprese edilir. EfaA, endokarditler de adhesin olarak fonksiyon gordiigii, ancak biitiin
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klinik drneklerden, hastane ortamindan, siit, peynir ve et gibi gida izolatlarindan izole
edilen E. faecalis suslarinda da efaA’nin bulundugu gosterilmistir (Kayaoglu ve
Orstavik, 2004; Sedgley ve ark.2004).

2.3.12. Enterocin AS-48

Ilk olarak E. faecalis S-48 susundan izole edilmistir. Plazmid de kodlanan peptit
yapili bir bakteriosin olup Gram pozitif ve Gram negatif birgok bakteriye kars1 sitolitik
aktivite gosterir. Pozitif sarjli oldugu i¢in ve iyon geg¢isini indiiklemesinden dolay,
hedef hicrede sitoplazmik membran potansiyelinin  bozulmasina yol agtig

disiiniilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

2.3.13. Antibiyotik direnci

Nozokomiyal enterokokal enfeksiyonlar, hastanin antibiyotik kullanimi sonucu
intestinal florasinda bulunan duyarl suslarin ortadan kalkmalari ile birlikte antibiyotik
direncli, sitolitik toksin olusturma gibi viriilans 6zelliklerine sahip suslarin intestinal
floraya hakim olmas1 ile bagslar. Bu suslar translokasyonla endojen kokenli c¢evreye
yayilmak sureti ile de duyarli hayvan ve insanlarda ekzojen kokenli enfeksiyonlara yol
acarlar. Bu suslarda goriilen antibiyotik direnci suslarin intestinal florada segilip
cogalmasimi kolaylastirirken, sitolitik toksin ve jelatinaz gibi faktorler de doku
invazyonunu kolaylastirmaktadir (Klare ve ark., 2003; Khan ve ark., 2005; Aktas ve
Derbentli, 2009).

2.4. Enterokoklarda Antimikrobiyal Direng Mekanizmalari

Enterokoklar diger Gram pozitif bakterilerin duyarli oldugu bir¢ok antibiyotige
kismen veya tamamen direnglidir. Bu sebeple insan ve hayvanlarda enterokok

enfeksiyonlarinin tedavisi karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisidir.

Enterokoklar da antibiyotiklere direncin mekanizmas1 iki ana grupta
incelenebilir.
1- Intrinsik (dogal-kromozomal) direng

2- Ekstrinsik (kazanilmis) direng
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2.4.1. Intrinsik direng

intrinsik direng tlre/cinse 6zgudur. Enterokok trlerinin tamaminda goriilen
kromozomal direnci ifade eder. Mesela enterokok turleri penisilinlere, sefalosporinlere,
linkozamidlere, trimetoprim-sulfametaksazol (SXT)’e, aminoglikozidlere (diisiik
diizeyde), polimiksinlere, monobaktamlara ve kuinupristin/dalfopristin’e kars1 kalitsal
olarak direnclidir (Cetinkaya ve ark., 2000; Lukasova ve Sustakova, 2003; Yetkin ve
ark., 2004).

2.4.1.1. p-laktam direnci

Enterokoklar B-laktam antibiyotiklere kars1 karakteristik olarak tolerans
gosterirler, yani tedavi dozunda minimum bakterisidal konsantrasyon/minimum
inhibitér konsantrasyon (MBK/MIK) orani 1/32’nin iizerindedir. Bu nedenle B-laktam
antibiyotikler enterokoklara karsi bakterisidal degil, bakteriyostatik etkilidir.
Enterokoklarda interensek penisilin direnci, p-laktam antibiyotiklere diisiik baglanma
afinitesi gdsteren penisilin baglayan protein 5 (PBP-5) enziminin varligina baghdir.
E. faecalis suslarinda penisilin MiK degeri streptokoklardan 10-100 kat daha yuiksektir.
Diger taraftan da E. faecium suslarinda penisilin direnci E. faecalis’e oranla daha sik
goriilmektedir. Enterokoklarda yar1 sentetik ve penisilinaza direngli p-laktam
antibiyotiklere karsida intrinsik diren¢ oldukga yiiksek oranda bulunmustur. Ampisilin
direnci E. faecium suslarmin %85-90’inda, E. faecalis suslarinin ise %2-3’iinde
gorulmektedir (Lukasova ve Sustakova, 2003; Yetkin ve ark., 2004; Marothi ve ark.,
2005).

2.4.1.2. Aminoglikozid direnci

Enterokoklarda goriilen diisiik diizeyde aminoglikozid direnci, bu grup ilaglarin
bakteri igerisine girisinin az olmasindan kaynaklanir. Aminoglikozidler bakteri hiicre
duvarindan enerji bagimli mekanizma ile gectiklerinden ve enterokoklarda sitokrom
enzimleri olmadigindan gegirgenlik azalmaktadir. Ancak aminoglikozid grubu ilaclar,
hiicre duvari sentezini engelleyen B-laktam’lar gibi antibiyotikler ile kombine edilirse

zedelenen hiicre duvarindan daha kolay gegeceklerinden sinerjistik etki olusacak ve
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MIK degerleri 6nemli &lgiide diisecektir (Klare ve ark., 2003; Lukasova ve Sustakova,
2003; Yetkin ve ark., 2004).

2.4.1.3. Diger antibiyotiklere direng

Enterokoklar linkozamid grubu antibiyotiklere karsi da diisiik diizeyde direng
gosterirler. Ayrica enterokoklarin eksojen folati kullanma yetenekleri oldugundan
SXT’ye de interensek olarak direnclidirler. Invitro sartlar da duyarli gorlseler de,
invivo sartlarda etkisizdirler. E. faecalis intrinsik olarak kuinupristin/dalfopristin’de
direnclidir. E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens’te intirinsik olarak
vankomisine diisiik diizeyde direncg gosterirler (Cetinkaya ve ark., 2000; Lukasova ve
Sustakova, 2003; Yetkin ve ark., 2004).

2.4.2. Ekstrinsik direng

Kazanilmis direng genellikle DNA mutasyonlar1 veya transpozon, plazmid veya
patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu gelisir. En
stk goriilen mekanizma konjugasyondur (Lukasova ve Sustakova, 2003; Yetkin ve ark.,
2004; Coler ve Cokmiis, 2008).

2.4.2.1. p-laktam direnci

B-laktam direnci Enterokok cinsi bakterilerin tipik 6zelligidir. Enterokoklar iki
ayr1 direng mekanizmasi ile B-laktam antibiyotiklere direng kazanir. Direncin major
mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli PBP5 miktarinin artmasi sonucu
penisilinin hiicre i¢ine girisinin azalmasidir. Penisilin direnci, enterokoklarda bulunan
PBPS miktari ile dogru orantilidir ve siklikla E. faecium suslarinda goriiliir. PBPS
sentez yeteneginin kaybinin, penisiline olduk¢a direngli suslarin hiper duyarli olmasina
neden oldugu gosterilmistir (Lukasova ve Sustakova, 2003; Yetkin ve ark., 2004,
Marothi ve ark., 2005).

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

tireten ilk sus 1981 yilinda Murray ve ark. tarafindan ABD’de tanimlanmistir. -
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laktamazlarin ¢ogu yiiksek diizeyde gentamisin diren¢ genini de tasiyan bir plazmid
tizerinde kodlanmistir. Enterokoklardaki B-laktamazlar penisillin, ampisilin, piperasilin
ve diger treidopenisillinleri hidrolize eder; penisilinaza direncli penisillinleri,
sefalosporinleri ve imipenemi etkilemez. Stafilokoklardan farkli olarak, enterokoklarda
B-laktamaz tiretimi konstitiif, diisiik seviyede ve inokiiliim bagimlidir (Murray, 1998;
Lukasova ve Sustakova, 2003; Yetkin ve ark., 2004; Marothi ve ark., 2005).

2.4.2.2. Aminoglikozid direnci

Enterokoklarda aminoglikozidlere karsi direng iki farkli mekanizma ile ortaya

cikar.

a- Ihmh seviyede diren¢ (MIK= 62-500 pg/ml): Genellikle disiik
permeabiliteden dolayr gelisir. Aminoglikozidlerin hiicre duvart sentezini
inhibe eden B-laktam grubu antibiyotiklerle kombine edilerek kullanimi ile
bu tip direng problemi asilabilir.

b- Yuksek seviyede direng (MIK>2000 pg/ml): Aminoglikozidlerin
ribozomdaki  baglanma  bolgelerindeki — degisiklik  sonucu  veya

aminoglikozidleri inaktive eden enzimlerin sentezi sonucu olusur.

Yuksek duzeyli dirence yol agan bu iki yoldan aminoglikozid modifiye eden
enzim tretimi en sik goriilen diren¢ mekanizmasidir. Bu enzimler ile iliskili genle
plazmid veya transpozonda yerlesmis olup, asetil transferaz, adeniltransferaz ve
fosfotransferaz olmak Uzere ¢ tip enzim kodlarlar (Murray, 1998; Yetkin ve ark.,
2004).

Enterokoklarda gentamisin ve streptomisine karsi direng farkli mekanizmalarla
olustugundan, duyarlilik testlerinde bu ajanlarin ikisinin de kullanilmasi Snemlidir.
Streptomisin hari¢ diger aminoglikozidlere yiiksek seviyede direngten yaygin olarak
bifonksiyonel enzim olan 6’Asetil transferaz-2’’fosfotransferaz -AAC(6’)-APH(2’’)-
sorumludur. Bu enzim, gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin ve kanamisine
diren¢ olusumunu saglar. Bu yiizden gentamisin direnci, streptomisin hari¢ diger
aminoglikozidlere olan direncin iyi bir gostergesidir. Streptomisin direnci ise ribozomal
mutasyonlar veya adenil transferaz sentezlenmesi sonucu olusmaktadir ve bu suslar

gentamisine duyarli kalmaktadir. Penisilin-aminoglikozid sinerjisi, streptomisin’in MIK
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degerinin 2000 pg/ml, gentamisin’in MIK degerinin 500 pg/ml veya daha yiiksek
oldugu yiiksek seviyede aminoglikozid direnci olan enterokoklarda ortaya

¢ikmamaktadir (Chow, 2000; Cetinkaya ve ark., 2000; Yetkin ve ark., 2004).

2.4.2.3. Kloramfenikol direnci

Enterokoklarin %20-42’si kloramfenikole direnglidir ve direngten sorumlu esas
mekanizma, plazmid {izerinde “cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz
tiretimidir. Ayrica efluks mekanizmasi da direngte rol alabilir (Murray, 1998; Yetkin ve
ark., 2004).

2.4.2.4. Tetrasiklin direnci

Direngten sorumlu tetM, tetQ, tetN ve tetL gibi ¢ok sayida gen tanimlanmustir.
tetL geni bir plazmid de taginir. Bu genler efluks sistemini kodlayabildigi gibi ribozomal
kaynakli dirence de sebep olabilir. Tetrasiklinlerin hiicre digina pompalanmasini
saglayan gen, tetrasiklin ile temas sonucu indiiklenir. Tetrasiklin direnci enterokoklarda
konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en tipik 6rnegidir (Murray, 1998; Yetkin ve

ark., 2004).

2.4.2.5. Kinolon direnci

Diren¢ gyrA (giraz) ve parC (topoizomeraz) genlerindeki mutasyonlara bagl
gelisir. Enterokokal suslarin ¢ogunlugu kinolonlara intermediate duyarlilik veya direng

gosterir (Klare ve ark., 2003; Frye ve Jackson, 2013).

2.4.2.6. MLSB (Makrolid, Linkozamid ve B tipi Streptogramin) direnci

Genellikle 23S rRNA’nin metilasyonundan sorumlu ermB geni ile iliskilidir ve
metilasyon sonucu eritromisin ribozomlara baglanamaz. ermB geni Tn917 transpozonu
ile cesitli plazmidler lizerinde tasinabilmektedir. Ayrica asetil transferaz veya efluks

mekanizmasi sonucu da olusabilir (Smith ve ark., 2005; Lopez ve ark., 2010).
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2.4.2.7. Oksazolidinon direnci

Coklu 1ilag direnci gosteren enterokoklar ile olusan enfeksiyonlarda
oksazolidinon grubu antibiyotik olan linezolid iyi bir se¢enektir. Ancak 2002 yilinda
linezolid direng bildirilmistir ve bu direngten 23S rRNA V domainindeki mutasyonlar
(G-2576-T) sorumlu tutulmaktadir (Klare ve ark., 2003; Lukasova ve Sustakova, 2003;
Wolter ve ark., 2005; Raponi ve ark., 2010).

2.4.2.8. Glikopeptit direnci

Enterokoklarda vankomisin ve teikoplanin en ¢ok kullanilan glikopeptitlerdir.
Enterokoklarda, normal sartlar altinda, peptidoglikan sentezinde, iki molekiil D-Alanin
bir ligaz enzimi ile baglanir ve “D-Ala-D-Ala” y1 olusturur. Daha sonra UDP-N-asetil
muramil tripeptide eklenerek UDP-N-asetil muramil pentapeptit meydana getirir. Bu
peptid olugsmaya baslayan peptidoglikana baglanir, kros baglarin olusumunu saglar ve
peptidoglikan tabakanin giiciine katkida bulunur. Vankomisin pentapeptit prekirsor
unitinin D-Ala-D-Ala kismina yiiksek affinite ile baglanir ve peptidoglikan zincire
baglanmasini bloke ederek kros baglarin olusumunu onler. Ancak peptidoglikan yan
zincirine D-Ala-D-Ala yerine ligaz enzimi ile D-Ala-D-Laktat veya D-Ala-D-Serinin
sentezlenerek baglanmasi sonucunda, vankomisinin buraya baglanma yetenegi azalir,
hiicre duvar1 sentezi devam eder ve sonu¢ olarak vankomisine karsi direng gelisir.
Direncin siniflandirilmasi énceleri, fenotipik olarak, MIiK degerlerine gére yapilmustir.
Gilinlimiizde ise smiflandirma spesifik ligaz genlerinin varligina gore yapilmaktadir.
VanA, VanB, VanD, VanM ve VanG tipi direngte D-Ala-D-Laktat; VanC, VanL, VanN
ve VanE tipi direncte ise D-Ala-D-Serin sentezlenmektedir (French, 1998; Cetinkaya ve
ark., 2000; Coleri ve Cokmiis, 2008).

2.4.2.8.1. Fenotipik tanéimlama

Fenotipik olarak Vankomisin direnci, VanA, VanB, VanC, VanD, VanE ve
VanG olmak iizere 6 farkli tipte olusabilir. VanA ve VanB diren¢ fenotipi,
enterokoklarda dnceden bulunmayan, yeni kazanilmig gen dizilerinden kaynaklanir ve
ilk olarak E. faecium ve E. faecalis suslarinda tanimlanmistir (Tablo 4) (Murray, 1998;
Cetinkaya ve ark., 2000; Coleri ve Cokmiis, 2008; Nam ve ark., 2013).
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VanA tipi direncte; indiiklenebilir yiiksek seviyede vankomisin (MiK>64 ug/ml)
ve teikoplanin direnci (MIK>16 ng/ml) gériiliir. Diren¢ vankomisin, teikoplanin,
avoparsin ve ristosetin gibi glikopeptitler ve basitrasin, polimiksin B ve robenidin gibi

nonglikopeptitler ile indtklenebilir (Alp ve Sardan, 2008; Oravcova ve ark., 2013).

VanB tipi direngte ise; vankomisine daha 1limli seviyede indiiklenebilir direng
[Vankomisin MIK>32-64 ng/ml (4-1000 pg/ml)] goriiliirken teikoplanine duyarlilik
devam etmektedir. VanA diren¢ determinantlari, tiim enterokok izolatlar1 arasinda
transfer edilebilen biiyiik mobil bir elementte yerlesmisken, VanB sadece E. faecalis ve
E. faecium suslarinda goriiliir (Cetinkaya ve ark., 2000; Alp ve Sardan, 2008; Oravcova
ve ark., 2013).

VanC tipi direng ise E. casseliflavus ve E. gallinorum’da tanimlanmistir ve
intrinsik diisiik seviyede vankomisin direnci (MIK>4-32 pg/ml) ve teikoplanine
duyarlilik goriiliir (Cetinkaya ve ark., 2000; Lemke ve Biilte, 2000; Alp ve Sardan,
2008; Oravcova ve ark., 2013).

Bu smiflandirma metotlarmin bazi dezavantajlart vardir. Ornegin VanA
fenotipinin genetik gostergeleri E. gallinarum ve diger enterokoklarda ortaya
¢ikmaktadir. Bir VanA tipi direng goriilen E. avium susunda, teikoplanine tipik seviyede
diren¢ olmasina karsin vankomisine daha diisiik seviyede direng (MIK>16 pg/ml) tespit
edilmistir. Ayrica VanB suslarindan koken alan mutantlar, teikoplanine direng
gosterebilmekte ve bu yiizden de fenotipik olarak VanA suslarindan ayirt
edilememektedir. Bu dezavantajlarina ragmen, fenotipik smiflandirma semasi,
laboratuarlarda kolay kullanimi, diisiik maliyeti ve genotipik siniflandirma ile iyi uyum

gostermesi sebebi ile hala kullanilmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).

31



Tablo 4. Enterokoklarda direng fenotiplerinin 6zellikleri (Ak¢imen, 2010)

VanA VanB VanC VanD VanE VanG
Peptidoglikan D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala- D-Ala-
Prekrsor D-Laktat D-Laktat D-Serin D-Laktat D-Serin D-Laktat
vanC1
Ligaz geni vanC2
vanA vanB vanD vanE vanG
vanC3
Direng geninin
kaynag1 Kazanilmig Kazanilmis Yapisal Kazanilmig | Kazanilmis | Kazanilmig
Vankomisin ~ MIK
64->1000 4->1000 2-32 64-256 16 16
pa/ml
Teikoplanin ~ MIK
16-512 0,5->32 0,5-1 4-32 0,5 0,5
pg/mi
E.faecium
E.faecalis
) | E.casseliflavus | E.faecalis .
Direng geninin . . E.gallinarum
E.gallinarum E.casseliflavus .
bulundugu tiirler ] E.casseliflavus ) . )
E.durans E.gallinarum E.faecium | E.faecalis E.faecalis
. . E.flavescens
E.mundtii E. faecium
E.avium
Transfer edilebilirlik | Evet Evet Hayir Hayir Hayir Hayir

2.4.2.8.2. Genotipik tanimlama

vanA, vanB, vanC (C1-C2-C3) genlerinin yaninda yeni izole edilen vanD, vanE,

vanG, vanL, vanM ve vanN direncin belirlenmesinde énemli genlerdir (Courvalin, 2006;
Boyd ve ark., 2008; Xu ve ark., 2010; Lebreton ve ark., 2011).

2.4.2.8.2.1. VanA glikopeptit direnci

VanA tipi direng enterokoklarda en iyi tanimlanan ve en sik karsilasilan direng

mekanizmasidir. Vankomisin ve teikoplanine yulksek diizeyde direngten, 39-40 kDa

agirliginda, VanA sitoplazmik proteinleri sorumludur. vanA geni ve direng ekspresyonu

ile regllasyondan sorumlu vanS, vanR, vanH, vanX ve vanZ gibi diger genler,

E. faecium’da siklikla bir plazmid iizerinde bulunan 10581bp’lik bir transpozon (Tn

1546) da yerlesmektedir. Bu genlerin ekspresyonu sonucu, peptidoglikan prekirsorlerin

terminalinde D-Ala-D-Ala yerine D-Ala-D-Laktat sentezlenmekte ve vankomisin bu
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bilesige daha diisiik affinite ile baglanmaktadir (French, 1998; Cetinkaya ve ark., 2000;
Reynolds ve Courvalin, 2005; Dendle ve ark., 2009).

VanA operonunda vanR, vanS, vanH, vanA, vanX, vanY ve vanZ genleri yer alir
(Sekil 6).

( Essential for resistance )
Tnj Res

vanR

vanS

Transposition

vanH vanA

Regulation

Manufacture
of depsipeptide

vanY
Cleavage vanZ

of dipeptide
Cleavage

f i
of pentapepide Teicoplanin

resistance

Sekil 6: VanA operonu (Akcimen, 2010)

VanR ve VanS proteinleri, vanHAX gen kimesinin transkripsiyonunu
diizenleyen iki komponentli bir regiilator sistem olusturur. vanS, sensor gendir ve
vankomisin varligii algilamada veya tanimada rol alan VanS proteinini kodlar. vanR,
regulatdr gendir ve diger direng genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunda gérev alan
VanR proteini kodlar. VanS, VanR’ ye sinyal verir ve direngte yer alan VanH, VanA ve
VanX gibi diger baz1 proteinlerin sentezi veya aktivasyonu ile sonuglanan regiilator
cevabr olusturur. VanA tipi suslarda hem vankomisin hem de teikoplanin

transkripsiyonu indukleyebilir ancak kesin sinyaller hala bilinmemektedir.
VanA, VanH ve VanX proteinleri kor proteinleridir.

vanA, D-Ala-D-laktat olusumunu saglayan bir ligaz proteini kodlar. VanA tek
basina vankomisin direncini saglayamaz, ¢iinkii D-Laktat gibi D-hidroksi asitler,
enterokoklarda genellikle sentezlenmez ve enterokoklarin cevresinde dogal olarak
bulunmazlar. Bu yiizden D-laktat sentezlemek icin enterokoklar, VanA igin substrat
uretiminde gerekli olan vanA operonu icindeki genleri kazanmalidir. vanH, piruvattan
D-Laktat sentezini saglayan bir dehidrogenaz enzimini kodlar ve D-laktat havuzunun
olusumunu saglar. vanX, bir DD-dipeptidaz enzimi olan VanX proteinini kodlar. D-Ala-
D-Ala havuzunu dogal bir enterokokal ligaz ile azaltarak, yarigsma sureti ile normal

pentapentit sentezini azaltir. D-Ala-D-Laktata karsi aktivitesi yoktur. vanY D-D-
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karboksipeptidaz olan VanY proteinini kodlar ve peptidin sonundaki D-Ala’y1 ayirir ve
1liml seviyede direnci saglar. vanZ, iliml olarak teikoplanin MIK degerini arttirir ama
vankomisinin MIK degerini arttirmaz. Bunun mekanizmasi heniiz aydinlatilmamustir.

vanY ve vanZ dirence katkida bulunabilir ama direng i¢in zorunlu degildir.

vanA geni ilk olarak E. faecium’da, sonralar1 ise E. faecalis, E. durans,
E. gallinarum, E. avium, E. mundtii, E. casseliflavus, E. raffinosus gibi diger enterokok

tiirlerinde de belirlenmistir.

VanA tipi diren¢g Avrupa’da en ¢ok goriilen direng tipidir. ABD’de VanB suslari
oldukcga yaygin olmasina ragmen VanA hala daha baskin direng tipidir. vanA ligaz geni
enterokokal tiirlerin biiyilk kisminda ve Corynebacterium spp., Arcanobacterium
haemolyticum ve Lactococcus spp.’ lerde bulunmaktadir. ABD izolatlarinda vanA gen
kiimesinin haritalanmasinda bazi heterojenlikler goriilmiistiir. Tn 1546 bazi suslarda
intakt olarak bulunur fakat bazilarinda vanS ve vanH arasinda yer alan insersiyon dizisi
de vardir. Bu vankomisin diren¢ genleri, ek olarak insersiyon elementleri iceren daha
blyiik mobil elementlere inkorpore olabilir (French, 1998; Cetinkaya ve ark., 2000;
Reynolds ve Courvalin, 2005; Céleri ve Cokmiis, 2008).

2.4.2.8.2.2. VanB glikopeptit direnci

Enterokoklarda VanB glikopeptit direnci, yapisal olarak VanA ligaz ile %77
aminoasit benzerligi gosteren anormal bir ligaz olan VanB ile olusturulur. Sadece VanB
direncine 6zgii bir gen disinda diger alt1 genin (Van Zg harig), kimesindeki genlerle
%77 homoloji gosterdigi saptanmistir. VanB direng tipi, VanA tipi direngte oldugu gibi
Van Rg, Van Sg, Van Hg, Van Ag, Van Xg, Van Yg ve Van Zg adli yedi farkli gen
kiimesi igerir. vanB, kromozomal yerlesimlidir. Ancak transpozon, Tn-1547 ve Tn-5382
veya plazmid lzerinde de tasinabilir ve transfer edilebilir (Murray, 1998; Cetinkaya ve
ark., 2000; Coleri ve Cokmiis, 2008).

VanB proteini, D-Ala-D-Laktat ile sonlanan pentapeptit olusumuna yardimci
olur. VanA direncine benzer genler; vanHB, vanXB, vanYB, vanRB ve vanSB ile
gosterilir. D-D dipeptidaz (VanXB) aktivitesinin seviyesi vankomisin diren¢ diizeyi ile
iligkilidir. VanHAX ve VanHBBXB arasinda yaklasik %70 dizi benzerligi bulunurken,
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VanA ve VanB tipi VRE lerin RS ve Y proteinleri arasinda %25-35 dizi homolojisi
varir. VanB organizmalarda vanZ’ ye benzer gen yoktur. vanYB biitiin suslarda

bulunmaz ve gendeki pozisyonu Tn1546’daki vanY’den farklidir.

Son calismalarda vanB ligaz geninin DNA dizi heterojenitesi gosterdigi ve
vanB-1, vanB-2 ve vanB-3 olmak iizere 3 subtipi oldugu gosterilmistir. VanB simifi
suslardaki regiilator sistem teikoplanin ile indiiklenmeye duyarsizdir. Teikoplanin vanA
iliskili protein sentezini indUkler fakat vanB iliskili protein sentezini indiiklemez. Diger
yandan vankomisin her iki sistemde diren¢ proteinleri sentezini indiikler. Sayet vanB
gen kiimesindeki teikoplanine duyarli enterokoklar 6énceden vankomisine maruz kalirsa,

teikoplanin direnci gelisebilir (Cetinkaya ve ark., 2000; Coleri ve Cokmiis, 2008).

2.4.2.8.2.3. VanC glikopeptit direnci

E. gallinarumun VanC-ligazi, D-Ala-D-serin ile sonlanan pentapeptidi
olusumunu saglar. D-Ala yerine D-serin’in girisi, vankomisine affiniteyi azaltir.
Peptidoglikan yapida D-Ala-D-Serin’in D-Ala-D-Alanin’e oranindaki farklilik, VanC
fenotipi tastyan VRE izolatlar1 arasindaki vankomisin direnci farkliligina yol agar. D-
Ala-D-Ala’nin yiiksek oranda olmasi, daha diisiik MIK degerlerini, D-Ala-D-Seri
oranmin daha yiiksek olmas1 da daha yiiksek MIK degerini agiklayabilir. VanC tip
dirence sahip suslar teikoplanine duyarlidir. VanC tipi direng yapisaldir, indiiklenemez
ve transfer edilemez. E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens’te vankomisine
diisiik diizeyde direng tipiktir. E. flavescens’in enterokokal tiirler arasinda olup olmadigi
hakkinda bazi anlagmazliklar olmasma ragmen; E. gallinarum’da vanC-1 geni,
E. casseliflavusta vanC-2 ve E. flavescens’te vanC-3 geni nukleotid dizileri
bildirilmistir (Dutka-Malen, 1994; Cetinkaya ve ark., 2000; Klare ve ark., 2003;
Reynolds ve Courvalin, 2005; Coleri ve Cokmiis, 2008).

2.4.2.8.2.4. VanD glikopeptit direnci

Ik kez 1991 yilinda New York hastanesinde bir E. faecium izolatinda vanD
olarak tanimlanan yeni bir vankomisin diren¢ geni tanimlanmigtir. Bu suslar 64-256
pg/ml vankomisin ve 4-32 pg/ml teikoplanin ile inhibe edilmistir. Bu genin; vanA ve

vanB ligaz genlerine %67 oraninda benzerlik gosterdigi, kromozomda yerlestigi ve
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konjugasyonla diger enterokoklara transfer edilemedigi anlasilmigtir. Ancak VanD
suslarinda D,D dipeptidaz aktivitesi belirlenmemistir ve karboksipeptidaz aktivitesi ise
diistik dizeydedir. D,D-dipeptidaz aktivitesi bulunmamasina ragmen vanD gen kiimesi
vanXD, vanRD, vanSD, vanHD genlerini icermektedir (Cetinkaya ve ark., 2000; Klare
ve ark., 2003; Coleri ve Cokmiis, 2008).

2.4.2.8.2.5. VanE glikopeptit direnci

vanE vankomisin diren¢ geni, vankomisine diisiik seviyede direngli (MIK 16
ug/ml) ve teikoplanine duyarli (MIK 0.5pg/ml) E. faecalis BM4405 susunda
tanimlanmistir. Bu yeni direng fenotipi intrinsik VanC tipi dirence benzer. Aminoasit
dizisi VanC’ye %55, VanA’ya %45, VanB’ye %43 ve VanD’ye %44 oraninda
benzemektedir. D-ala-D-serin pentapeptid olusumu ile sonlanir. Vank tipi direncin
genetik belirleyicisi farklidir ve intrinsik bir direng tipi degildir. vanE geni kromozomda
yerlesmistir ve transfer edilemez (Cetinkaya ve ark., 2000; Courvalin 2006; Boyd ve
ark., 2008; Xu ve ark., 2010; Lebreton ve ark., 2011).

2.4.2.8.2.6. VanG glikopeptit direnci

Bu direng tipi E. faecalis WCH9 susunda tanimlanmistir. Bu sus vankomisine
diisiik diizeyde (MIK=16ug/ml) direngli, teikoplanine duyarhidir (MIK=0,5 pg/ml).
VanG geni, kromozom tzerinde bulunur ancak hareket etme 6zelligi yoktur. Bu direng
tipi transfer edilemez. VanG gen kiimesinin {iriinii diger van genlerinin driinlerine %50
den daha az aminoasit dizilim benzerligi gostermektedir (Cetinkaya ve ark., 2000;
Reynolds ve Courvalin, 2005; Courvalin, 2006; Xu ve ark., 2010; Nilsson ve ark.,
2012).

VanM kume organizasyonu, VanD ile en ¢ok benzemesine ragmen iki genin
birbirinden farkli olarak karakter gosterdigi bildirilmistir. VanD vankomisin ve
teikoplanine orta diizeyde diren¢ saglayan, kromozom iizerinde lokalize olmus ve
konjugasyon ile aktarilamayan bir 6zellik gostermektedir. VanM ise vankomisin ve
teikoplanine yliksek direng gosteren, plazmit iizerine lokalize olmus ve transfer

edilebilir bir 6zellik gostermektedir (Courvalin 2006; Xu ve ark. 2010; Nilsson 2012).
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VanN en yeni diren¢ geni olarak bulunmus, sadece vankomisin direnci saglayan
ve sadece D-ala-D-ser ligase 6zelligindedir ve konjugasyon ile transfer edilebilmektedir
(Lebreton ve ark. 2011; Frye ve Jackson 2013).

2.4.2.8.2.7. Vankomisin bagimh enterokoklar (VDE)

VanA ve VanB tipi VRE’lerin bazi suglarinda olusan ilging bir fenomen
vankomisin bagimliligidir. Bu enterokoklar tiremeleri i¢in vankomisine ihtiya¢ duyarlar.
VDE’ler, Campylobacter veya gonokoklarin izolasyonun da kullanilan vankomisin
iceren agara ekilen Klinik 6rneklerden elde edilmistir. Bu izolatlarda dogal ligaz (ddl)
genlerinde mutasyon sonucu D-Ala-D-Ala’nin normal {iretimini sonlandirir ve sonra
yedek bir dipeptit benzeri yap1 varsa iireyebilir. VanA ve VanB tipi enterokoklarin
¢ogunda yalnizca vankomisin varliginda ortaya ¢ikar, vankomisin D-Ala-D-Laktat
olusumunda rol alan dehidrogenaz (VanH) ve ligaz (VanA veya VanB) sentezini
indiikler ve olusan D-Ala-D-Laktat hiicre duvari sentezinde kullanilir. Vankomisin
uzaklastirildiginda D-Ala-D-Laktat daha fazla sentezlenmez ve D-Ala-Dala veya D-
Ala-D-Laktat olmadan hiicre ¢ogalmaya devam edemez (Cetinkaya ve ark., 2000;
Tambyah ve ark., 2004).

Vankomisin bagimsizligina geri doniis de incelenmis, doniisiimiin muhtemelen
ya D-Ala-D-laktat konstititlif Gretimine yol acan bir mutasyon veya D-Ala-D-Ala
sentezini eski haline getiren bir mutasyon ile ortaya c¢iktigi kanaatine varilmistir.
VDE’larin VRE’ye benzer pulsed field jel elektroforez kaliplarina sahip oldugu
bulunmustur (Cetinkaya ve ark., 2000; Tambyah ve ark., 2004).

2.5. Kolonizasyon ve Risk Faktorleri

Vankomisin direngli enterokok kolonizasyonu, insan ve hayvanlarda herhangi
bir enfeksiyon klinik bulgusu olmaksizin VRE kiiltiir pozitifligi olarak tanimlanabilir.
Kolonizasyon bolgesi siklikla intestinal ve alt tiriner sistemdir. Hicbir semptoma yol
agmayan kolonizasyon uzun siire devam edebilir. Insan ve hayvanlarda ekzojen kokenli
VRE gecisi icin bir kaynak olusturabilir. insanlarda ekzojen kokenli kolonizasyon igin
hastanede kalis siiresi 6nemli bir risk faktorudur. Bu strede kolonize insan ve

hayvanlarin ¢ikartilari ile direkt veya yetistirici gift¢ilerin kontamine elleri ile indirekt
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olarak kolonizasyon olabilir. Kontamine olmus; hastaya (insan ve hayvanlar) direkt
uygulanan elektrokardiyografik monitor, ventilatér tipl, pompalar, glukozmetre,
termometre, tansiyon aleti, steteskop gibi non-invazif; intraventz kateterler, fleksible
skoplar gibi invazif enstrumanlar risk olusturabilir. Saglik personeli, hayvan
yetistiricileri, yaban hayatla kontak halinde bulunanan insanlarin telefon, anahtar, kapi,
kap1 kolu, pencere, yer dosemesi, yatak basliklari, hasta yatagi, carsaf, karyola demiri
ve komidin gibi malzemeler ile kurduklar1 kontakt, indirekt iliskili olan malzemeler ile
temasa bagl olarak kolonizasyon riski artirabilir. Nitekim bu malzemelerin tzerinde
VRE’nin 3-15 giin enfeksiyon yetenegini siirdiirdiigii gosterilmistir. Ishalli insan ve
hayvan kolonize hastalarinin bulundugunda ortamlarda kontaminasyonun daha yogun
oldugu belirtilmektedir. Hastalardaki ekzojen kokenli VRE olgularinin aylar boyunca
devam edebilecegi bildirilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Zirakzadeh ve Patel, 2006;
Nam ve ark., 2013).

Ekzojen temasin prognozu ve kolonizasyon risk orani, VRE ile maruziyete,
maruziyetin siiresine, konagin duyarliligina ve maruz kalman VRE miktari ile virulans
ve kolonizasyon faktorlerinin mevcudiyetine bagli olarak degisir. VRE ile endojen
kokenli enfeksiyonlar karakteristik olarak mikroorganizmanin intestinal sistemden
translokasyonu sonucu olusur. Bu sebeple yiiksek riskli birimlerde aktif surveyans
kulttrleri ile VRE kolonizasyonunun takibi endojen ve eksojen kaynakli enfeksiyonlarin
kontroli igin énemlidir (Zirakzadeh ve Patel, 2006; Aktas ve Derbentli, 2009; Nam ve
ark., 2013).

Vankomisin direncli enterokok kolonizasyonunda hastaya ait faktorler de
onemlidir. insan ve hayvanlarda, altta yatan ciddi kronik hastaliklar, uzun siireli ve
genis spektrumlu antimikrobiyal ila¢ kullanimi, solid organ transplantasyonu veya
hematolojik hastaliklar, VRE kolonizasyonu icin yiiksek risk olusturur (Alp ve Sardan,
2008; Santos ve ark., 2013).

Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, intestinal florada duyarli bakterilerin
eliminasyonuna yol acarak VRE gibi direngli bakterilerin kolonizasyonuna ve asiri
cogalmasina yol acar. Flora bakterilerinin bakteriosinlerin yani sira, yabanci bakterilerin
yasamini kisitlayan buna karsilik sIgA gibi savunma faktorlerinin Omriinii uzatan

polyaminler gibi proteinlerin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir. Bakteriyel
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flajellinler, barsak epitel hicreleri ve Paneth hiicrelerince salgilanan ve Gram pozitif
bakterilere bakterisid etki gosteren bir lektin olan Regllly ekspresyonunu stimiile
ederler. Regllly ekspresyonu, intestinal epitelde Toll like reseptor-Myeloid
diferansiyasyon faktér 88 (TLR-MYDS88) yolaginin flora bakterilerince direkt veya
indirekt olarak uyarilmasi ile gergeklesir. Regllly indiiksiyonu hemopoetik hiicrelerde
TLR-5 ekspresyonunu gerektirir ve bu da IL-22 ekspresyonuna baglidir. Metronidazol,
neomisin ve vankomisin (MNV) kombinasyonu ile tedavi edilmis farelerin
barsaklarinda Regllly seviyesinin azaldig1 ve bunun da VRE kolonizasyonunu arttirdigi
gosterilmistir. MNV alan fareler oral olarak VRE ile enfekte edildiginde, 24 saat
sonrasinda kan dolasimina gectigi de bildirilmistir. Bu farelerde sistemik flajellin
uygulanimi sonrast VRE kolonizasyonu dramatik olarak azalmistir (Brandl ve ark.,

2008; Kinnebrew ve ark., 2010).

Genellikle uzun siireli bakim iinitelerinde kalan hastalar, saglik calisanlari,
kanath yetistiricileri, kanatli kesimhane personeli (kasaplar), yabani hayatla kontakt
halinde bulunan insanlar (avcilar) ve bunlarin ev halki da VRE enfeksiyonlari i¢in riskli
gruplardir. Hayvansal gida iiretilen ortamlar VRE bakimindan riskli yerlerdir (Borgen
ve ark., 2001; Boogard ve ark., 2002; Junco ve ark., 2005; Lauderdala ve ark., 2007).

Enterokokal enfeksiyonlar her iki cinste esit olarak goriilmektedir. Uriner
enfeksiyonlar kadinlarda daha sik olmasma ragmen, enterokoklar komplike olmayan
sistitlerin nadir nedenidir. Enterokokal endokarditler ise erkeklerde daha fazla gordlir
(Derviese, 2006; Akcimen, 2010). Yasli hastalarda enterokokal enfeksiyonlar ve
kolonizasyon, bu grupta diabet, romatizmal hastaliklar, barsak florasinda bozukluklar
gibi kronik hastaliklarin yani sira, liriner kateterizasyon, divertikiilit veya safra yollar
hastaliklar1 nedeniyle batin cerrahisi gibi hastaliklar daha sik goriildiigii i¢in, daha
yiiksek siklikta gortliir. Hayvanlarda ise bu yonde calismalar sinirlidir. Leme ve ark.
(2000) Brezilya da yaptiklar1 bir ¢alismada; 14, 21 ve 35 gunlik broylerlerde VRE
varlig1 ile yas arasindaki iliskiyi arastirmiglar. VRE tasiyiciligini ile yas arasinda bir

iliski olmadigini ortaya koymuslar.

Yenidoganda ise enterokoklar, bakteriyemi ve menenjite sebep olurlar.

Enterokok salginlar1 daha ¢ok, yenidogan, yogun bakim, ¢ocuk yogun bakim ve
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hematoloji-onkoloji iinitelerinde ortaya g¢ikmaktadir. Ancak her seye ragmen VRE
enfeksiyonlar1 pediatrik hastalarda daha az gorilmektedir (Butler, 2006).

2.6. Enterokok Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Enterokoklar son yillarda tim diinyada giderek artan siklikta yol acgtiklart
hastane enfeksiyonu salgmlar1 ile dikkatleri iizerilerine cekmislerdir. ilk yapilan
epidemiyolojik izlem g¢alismalari, enterokoklarin hastadan hastaya ve hatta hastaneler
aras1 yayilabilmesinde bu bakterilerin normal barsak florasinda bulunmasinin temel risk
faktori oldugunu, bu sebeple de insan digskisindan en ¢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 (Cetinkaya ve ark., 2000; Zirakzadeh ve Patel, 2006).
Ancak Ingiltere’den Uttley ve ark. ile Fransa’dan Leclercq ve ark. tarafindan 1986
yilinda es zamanli olarak vankomisin direngli enterokoklarin sebep olduklari
enfeksiyonlarn klinigine ait ilk bilgiler agiklanmasi ve direng Ozellikleri tespit
edildikten sonra 1988 yilinda yaymlamalarindan sonra enterokoklara bagli hastane
enfeksiyonlart epidemiyolojisinde 2 6nemli degisiklik yasanmustir (Leclerq ve ark.,
1988; Uttley ve ark., 1988). Bunlar insidans da ki hizli artis ve tiir dagilimindaki
degisimdir. Ozellikle Vankomisin’in hastanelerde yaygin olarak kullaniimaya
baslandig1 1989 yilindan itibaren, Avrupa iilkeleri ve ABD’den basta glikopeptid grubu
antibiyotikler olmak Uzere R-laktam ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi
direngli ¢ok sayida klinik izolat ve vaka bildirimi yapilmis, VRE’lerin 6zellikle
E. faecium’un klonal seleksiyona ugrayarak hastane ortamina hakim oldugu, ya tek
baslarina veya stafilokoklarla birlikte hastane enfeksiyonlarindaki insidanslarmi hizla

artirdiklar tespit edilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000).

Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1990 -1992 yillar1 arasinda,
hastane enfeksiyonlar1 igerisinde enterokoklarin, E. coli ve Stafilokoklardan sonra
yaklagik olarak %10’luk bir insidans ile {giincii siklik da yer aldigmi bildirilmistir
(Chou ve ark., 2008; Huckabee ve ark., 2009). Farkli hastanelerde yapilan ¢aligmalarin
sonuglarinin ag¢iklandigi bildiride, enterokoklarin hastane kokenli bakteriyemilerin

%9’u, cerrahi yara enfeksiyonlarinin %131, iriner sistem enfeksiyonlarinin %12-16
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sindan sorumlu olduklarini, enfeksiyonlarin %60’dan fazlasinin da eksojen kaynakli
oldugunu ve vyarisindan fazlasmin da yogun bakim {nitelerinde gorildigini

belirtilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Chou ve ark., 2008).

Diger taraftan ABD’den Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Birimi-
NNIS’nin verilerinde; hastanelerde 1989-1997 yillar1 arasindaki peryotta VRE
izolasyon oranlarmin; yogun bakim {nitelerinde goriilen hastane enfeksiyonlarinda
%0,4 ten %23,2’ye, diger iinitelerde ise %0,3’ten %15,4’e yiikseldigi bildirilmistir
(Martone, 1998). Ayni birimin 1998 yili raporunda ise, yogun bakim servislerinde
gorulen hastane enfeksiyonlarinda %22,6 olan VRE insidansinin, 1999 yilinda %25’¢
ve 2003 yilinda da %28,5’e yiikseldigi gosterilmistir. Bu bildirimler disinda genel
olarak ABD’de 2000’1 yillarin baslarinda hastane enfeksiyonlarinda VRE insidansinin
%?25’1n lizerine ¢iktig1, hastanede yatan hastalarda VRE kolonizasyon oraninin da %5-
18 arasinda degistigi, ancak hastane digindaki popiilasyonda intestinal kolonizasyon
olmadig bildirilmistir (CDC, 1993; Bonten ve ark., 2001). Benzer sekilde Kanada’dan
bildirilen 7 yillik VRE siirveyans raporuna gore; 2001-2003 yillarinda %0,5 olan

enterokok izolatlar1 arasinda VRE sikligi, 2006 yilinda %3,3’e ¢cikmistir (CNISP, 2006).

Avrupa’da da hastane enfeksiyonlarinda, VRE epidemiyolojisinde, ABD’den
kicik nlans farklar1 olmakla beraber benzer artis trendi yasanmistir. European
Antimicrobial Surveillance System (EARSS)’inin 1998 verilerine gore bakteriyemiye
sebep olan E. faecium izolatlar1 arasinda en yiiksek vankomisin direng orani Ingiltere’de
%24 ve ltalya’da ise %10 olarak belirlenmistir. Ancak ayni sistemin 2007 verilerine
gore en diisiik VRE insidans1 Iskandinav iilkelerinde %1 olarak verilirken, Yunanistan
ve Portekiz gibi Giiney Avrupa iilkelerinde VRE oraninin %45’in iizerine ¢iktigi
belirtilmistir. Almanya’da EARSS verilerine gore 2001°de VR E. faecium orani %1
iken, 2007 yilinda bu oran %]15’e ¢ikmis ancak VR E. faecalis’lerde bu oran %1’in
altinda kalmigtir. Fransa’da 2005 yilinda GRE. faecium oran1 %5 olarak bildirilmistir.
Ingiltere’de ise 2007 yilinda enterokoklarm sebep oldugu bakteriyemilerde VRE orani
%8,5-12,5 arasinda bulunmustur. Bu oran E. faecium igin %20-25, E. faecalis icin
%1,6-2,5°tir. irlanda’da VR E. faecium orani 2005 yilinda %30-35 olarak bildirilmekte
iken, VR E. faecalis’lerde ise bu oran %5’in altinda bulunmustur. italya’da ise 1995
yilinda VR E. faecium orant %9 iken, 2001’de %15’e, 2003’de %24’e ¢ikmis, 2007
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yilinda ise %11 olarakbildirilmistir. E. faecalis ‘lerde ise %5’in altindadir (Werner ve
ark., 2008) (Sekil 7).

Legend
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Sekil 7. Avrupa’da VR E. faecalis prevalans1 (EARSS 2008)

Tiirkiye’de ilk vankomisin direngli E. faecium susu 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi’nden Vural ve ark. tarafindan bildirilmistir. Bu sus malign histiyositozis
tanis1 almig, bronkopulmoner enfeksiyonu olan bir bebekte plevra sivisindan izole

edilmistir. Bunu ayni1 y1l igerisinde diger merkezlerden yapilan bildirimler takip etmistir
(Vural ve ark., 1999).

CDC’nin alt komitesi olan “Hospital Infection Control Practices Advisory
Committee (HICPAC)” 1995 yili ortalarinda VRE’larin hizli yiikseligini dnlemek ve
kontrol altina almak tizere bir ek rehber yayinlamak zorunda kalmistir. Buna ragmen

VRE’lerde artis trendi siirmiis, insidans oranindaki artis mortalite oranlarmma da
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yansimis ve VRE’ye bagli enfeksiyonlarin mortalitesi 2 kat artarak %36’lara kadar
yiikselmistir (Cetinkaya ve ark., 2000).

Enterokok kokenli hastane enfeksiyonlarinin insidansinda goriilen dramatik
artislarda, hastanelerde iiretilen hizmetin kalitesi ve bagli olarak yatis endikasyonu alan
hastalarin 6zelliklerinin de etkili oldugu gosterilmistir. Altta yatan ciddi bir hastaligi
olan veya immunsuprese hastalar, kanser kemoterapisi alanlar veya transplantasyon
hastalar1, intra abdominal veya Kkardiotorasik cerrahi uygulanan hastalar veya
vankomisin, 1ll. kusak sefalosporinler, karbepenemler ve 5-nitroimidazol tirevleri gibi
genis spektrumlu antimikrobiyal kullanim zorunlulugu olan hastalarin kabul edildigi,
komplike tan1 ve tedavi girisimlerinin uygulandigi hastanelerde enterokok
enfeksiyonlarinin insidansi kiicliik ve orta olcekli sehir hastanelerine oranla oldukca
yuksektir. Mesela transplantasyon icin bekleyen hastalarda endojen florada VRE
tastyicilik oran1 %3,4 iken; transplantasyon sonrasi hastalardaki VRE oraninin %44’¢
ciktigr bildirilmistir (Bakir ve ark., 2001).

Hastanelerde el yikama aligkanliginin ve diger enfeksiyon kontrol dnlemlerinin
istenen seviyeye ¢ikarilamamasi, kolonizasyon ve irrasyonel antibiyotik kullaniminin
kontrol  altina  alinamamasi1  glikopeptid  direncli  enterokoklarin  hastane

enfeksiyonlarindaki artigini siirdiirmesine yol agacaktir (Basustaoglu, 2004).

VRE veya GRE (glikopeptid resistan enterokok) insidansindaki artigin bir diger
onemli sebebi, Avrupa’da kiimes hayvanlarinin rasyonlarina gelisim faktoru olarak
eklenen avoparsin gibi glikopeptit tirt antibiyotiklerdir. Avrupa iilkelerinin ¢ogunda
ciftlik hayvanlari, tavuk cesetleri, diger et tirlinleri ve atik su Orneklerinde vanA tipi
VRE ciddi problem haline gelmistir. Bu zengin rezervuar cesitliligi gida zinciri ile
insanlara da yansimis ve toplumda VRE kolonizasyon oran1 %2-12 olarak bulunmustur.
Ancak 1994 yilindan itibaren bir ¢ok Ulkede avoparsin kullaniminin yasaklanmasi ve
hastalarda glikopeptit grubu antibiyotiklerin kisitli kullanimi sonucu bu ulkelerden
bildirilen VRE oranlarinda azalma tespit edildigi bildirilmistir (Borgen ve ark., 2001,
Boogard ve ark., 2002; Alp ve Sardan, 2008).

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden kisa bir siire sonra 1950’11 yillarda
ciftlik hayvanlarinda ve 0Ozellikle tavuklarda biiyiimeyi destekleyici etkileri fark

edilmistir. Onceleri hemen hemen tiim antibiyotikler bu amagla kullanilmis ancak
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bunlarin bir kismi biiyiimeyi etkilememis, bir kismi ise yiiksek maliyete neden
olmustur. Biiylitme faktorii olarak kullanilan dozlar subterapétik  olarak
tanimlanmaktadir, ancak bu dozlar bakteriler i¢in subinhibitér dozlar degildir. Bu
nedenle direngli suslarin seleksiyonuna neden olabilmektedirler. ABD’de kullanilan tim
antibiyotiklerin yaklasik %85’1 tedavi dis1 amaglar i¢in hayvanlarda kullanilmaktadir.
Avrupa’da ise bu oran %35 civarindadir. Bu amagla kullanim1 sonucunda biiylime %4-8
artmaktadir. Bilyiitme faktorii olarak etkilerini aciklayabilecek dort hipotez
gelistirilmistir;

1. Besinler bakteriyel yikima kars1 korunmaktadir.

2. Ince bagirsak bariyerinin azaltilmasina baglh olarak emilim artmaktadur.

3. Antibiyotikler intestinal florada bulunan bakterilerin toksin Gretimini

azaltabilmektedir.

4. Intestinal enfeksiyonlarda azalma meydana gelmektedir.

Gecmiste veya giliniimiizde bliylitme faktorii olarak kullanilan antibiyotiklerin
¢ok az bir kismi detayli olarak arastirilmistir. Bu antibiyotiklerin énemli bir kismi
insanlarda tedavi amagl olarak kullanilmakta oldugundan indirekt olarak bazi bilgilere
sahip durumdayiz. Bambermisin, basitrasin, monensin, salinomisin, virginiamisin,
tylosin, spiramisin, avilamisin, avoparsin, ardasin, efrotomisin, olakuindoks, karbadoks
biiylitme faktorii olarak kullanilmis antibiyotiklerdir. Karbadoks ve olakuindoks diginda
blayutme faktorlerinin spektrumu Gram-pozitif bakterilerle kisithidir. Gram-pozitif
bakterilerde diren¢ sorunu ortaya c¢iktikca bu alanda arastirmalar da artmaktadir.
Hayvanlar ve insanlarda hastalik etkeni veya normal flora bakterileri arasinda direng
determinantlarinin genetik yollardan transferinin kanitlanmis olmasi bu konuya olan
ilgiyi arttirmistir. Antibiyotik katkilt hayvan yemlerinin yaygin kullaniminin,
enfeksiyonlar1 azalttigina dair bulgularin ¢ok az olmasina ragmen tam tersi olarak
antibiyotik direncini arttirdigina dair yeterli bulgu mevcuttur. Ancak esas korkutucu
tarafi bu direncin genetik transfer yoluyla yayilabilmesidir. VanA tipi transposon Tn-
1546 ile kodlanan diren¢ hayvanlar arasinda VRE’nin klonal gelisimini hizlandirmis ve
sonucta VRE’ler gida zinciri ile insana bulasarak gastrointestinal kolonizasyonu
artirmiglardir (Lemcke ve Biilte, 2000; Coleri ve Cokmiis, 2008).
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Mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 degisik mekanizmalarla direng
gelistirmeleri ve genetik olarak direncli suslarin ortaya ¢ikmasi, yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Hayvanlarda kullanilan bu antibiyotiklerin etki
spektrumlari, farmakolojik 6zellikleri ve etki mekanizmalar1 insanlarda kullanilanlarla
benzerlik gosterebilmektedir (Lemcke ve Bilte, 2000; Emborg ve ark., 2003; Hayes ve
ark., 2004)

Antibiyotiklerin bu amacla kullanimlar1 1960’11 yillarda tartisilmaya baslanmas,
insan ve hayvan kaynakli bakterilerde diren¢ sorununu ortaya ¢ikaracagi savunulmustur.
Ik olarak Avrupa iilkesi Danimarka da broylerler de antimikrobiyal olarak kanatli
yetistirme yemlerinin kullanildig: bildirilmistir (Emborg ve ark., 2003). Gida kaynakli
ve c¢ogul direngli Salmonella enfeksiyonlarinin 1960’1 yillarda ortaya c¢ikmasi,
Ingiltere’de 1968 yilinda Prof. Michael Swann baskanliginda bu konuda calisacak
bagimsiz bir komitenin kurulmasint zorunlu kilmistir. Komitenin yayinladigi Swann
raporunda, insan ve hayvanlarda terapotik amagla kullanilmayan veya ¢ok az kullanilan
antibiyotiklerin, direncli suslarin gelismesine neden olarak insanlarda klinik
kullanimdaki ilaglarin etkinligini ortadan kaldiracagindan; biiyiitme faktorii olarak
antibiyotiklerin ~ kullanimmin  kisitlanmasi  gerektigi  vurgulanmistir.  Ozellikle
penisilinlerin, tetrasiklinlerin, tylosinin ve sililfonamidlerin regetesiz kullaniminin
durdurulmast Onerilmistir. Yemlerde kullanimina onay verilen antibiyotiklerde;
onemsenecek diizeyde iiretime katkis1 olmasi, insan ve hayvan sagligina tehlikeli etkisi
olmamasi, konsantrasyon diizeyinin kontrol edilebilir olmasi, hayvanlarin tedavisi icin
kullanilan dozlara ulasmamasi, tip ve veteriner hekimlikte tedavi maksath
kullanilmamasi gibi 6zelliklerin aranmasi kosulu getirilmistir. Ancak daha sonra gérev
alan bircok hiiklimet bu kurallar1 hafifletici kararlar almis ve uygulamiglardir.
Danimarkada, 1970 yilinda yapilan arastirmalarda broyler Uretim giftliklerinde
antimikrobiyal yetistirme preparatlarinin yemlerde kullaniminin yaygin sekilde devam
ettigi bildirilmistir (Emborg ve ark., 2003). Bu ozellikler Avrupa’da birgok iilkede
kullanilmakla birlikte, 1975 yilinda Avrupa Birligi makrolid grubunda olan spiramisin
ve tylosinin biyiitme faktorii olarak kullanilmasina onay vermistir. Bunun sonucu
olarak, kisa bir siire sonra domuzlardan izole edilen Enterococcus spp. ve
Campylobacter spp. izolatlarinda makrolid direnci ortaya ¢ikmistir. Avrupa Birligi ayni
sekilde vankomisinin insanlarda klinik kullanima girdigi 1970’li yillarda, bir
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glikopeptid tiirevi olan avoparsinin sigirlarda biiylitme faktorii olarak kullanimina onay
vermistir. Swann raporunun aksine goriisler ortaya atilmis ve Walton 1988 yilinda bu
antibiyotiklerin subletal veya subinhibitér konsantrasyonlarda kullaniminin direngli
bakteri popiilasyonlarinin seleksiyonuna neden olmayacagini ileri stirmiistiir. Ancak
daha sonraki yillarda avoparsin, virginiamisin ve tylosinin yasaklanmasi sonrasinda
yayinlanan bir¢ok arastirma, bu goriisiin son derece yanlis bir yaklasim oldugunu

kanitlamistir.

Bir¢ok arastirmaci, hayvanlardan izole ettikleri enterokok tirlerinin antibiyotik
direnclilik durumlarim arastirmislardir. Onemli bir sebep, hayvanlarda antimikrobiyal
ajan kullaniminin miktaridir. FEDESA (European Federal of Animal Health) gore, 1997
yilinda Avrupa antimikrobiyal satis1 3.949 ton olmus hayvan sagligi icin ve 1599 ton
bliylime promotorlart satilmigtir. Diger kritik kullanim ise proflaktik amagh su ve
gidalarda antimikrobiyalllerin kullanilmasidir. En yaygin olarak domuz, broyler ve
insanlardan izole edilen E. facalis ve E. faecium tirleri olmustur. Bunlarin en ¢ok
kloramfenikol, makrolid, kanamisin, streptomisin ve tetrasikline diren¢ gosterdigi

vurgulanmigtir (Devriese ve ark., 1996).

Insan ve hayvan saghg icin kullamlan antibiyotiklere karsi direng diinya
genelinde yaygin olarak tespit edilmistir. Son yillarda diren¢ goriilme gelisim oranlari
hizlanarak artmistir. Bugiin gelinen noktada multiple direng global bir problem haline
gelmistir. Modern kanathi endiistrisinde antibiyotigin hem terapi hem de koruyucu
amacli, bununla birlikte rasyonda (AMGPS) antimikrobiyel yetistirme promotoru olarak
kullanilmaya baslamasi bu biiylik problemi arttirmistir. Hollanda’da 1990 yilinda
insanlarda 80.000 kg, hayvanlarda 300.000 kg antibiyotik olarak ilacin kullanildig1
belirlenmistir. Bu iki populasyonun da kg/100 mg aktif ila¢ kullanildig1 hesaplanmaistir.
Bunun %26’smin veteriner hayvan saghginda kullanildigi belirlenmistir. Ozellikle
broyler yetistiriciligi yapilan kanatli isletmelerinde bu oranin yaygin olarak tespit
edildigi bildirilmistir. Kanathilar i¢in kg/y1l/430 mg seklinde antibiyotife maruz
kaldiklar1 hesaplanmistir. Bu sonuglar diger gida iiretilen hayvan populasyonlari ile
karsilastirildiginda daha yiiksek bir antibiyotige maruz kalisi temsil eder. Terapotik
olarak kullanilan antibiyotik kadar AMPG olarak verilen antibiyotik oranlarinin benzer

oldugu belirlenmisir. Kanatlilarda bu kadar yiiksek antibiyotik kullanimi belki kabul
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edilebilirdir, ancak insan sagligi icin Onemli bir tehlike olarak goriilmektedir.
Antibiyotikler hem patojen bakterilerde diren¢ icin hem de hayvanlarda florayi
etkileyen bir tehlike olmas1 bakimindan 6nemlidir. Enterokoklar insanlar ve hayvanlarin
kendi florasinda bulunan énemli bir bakteridir. Bu bakteriler sefalosporin, penisilinaz
direncli penisilinlere linkomisin ve aminoglikozidlere intrinsik direngli olabilirler
(Boogard ve ark., 2002). Multi resistant enterokok ve stafilokok enfeksiyonlarinda
tedavi amagh glikopeptit olarak vankomisin kullanilmaktaydi, ancak VRE belirlenmesi
ile birlikte bu konudaki endiseler de artmistir. VRE, 1993 yilinda ilk olarak hastane dis1
kaynaklardan izole edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada diginda bir¢ok
ulkede avoparsin ile vankomisin ve digre glikopeptitler arasinda cross direng oldugu da
bildirilmigtir. Danimarka, Almanya ve Norve¢’te 1995 yilinda yapilan ¢aligmalarda
eriskin hayvanlarin bulundugu cevrede VRE varligi ile avoparsin arasindaki iliski
dogrulanmistir. Bunun sonucu olarak avoparsin Norve¢ ve Danimarka’da 1995 yilinda
ve Almanya’da 1996 yilinda kullanimi1 yasaklanmistir. 1997 yilinda avoparsin Roche

vitaminler adindaki ticari preparatinin satimini yasaklamistir (Borgen ve ark., 2001).

Danimarka’da 1960 yilinda broylerlerde antimikrobiyal olarak kanath yetistirme
faktorii kullanilmaya baslanmigtir. Danimarka’da broyler iiretim yerlerinde yaygin
olarak 1970’11 yillarda kullanilmaya devam edilmistir. Bu kullanim 1995 yilinda diger
hayvan tiirlerinde de yayilmustir. Avilamisin 1400 kg, avoparsin 1100 kg, virginiamisin
1090 kg, basitrasin 610 kg, spiramisin 507 kg ve flavofosfolipol 48 kg yem katki
maddesi olarak toplamda Danimarka’da kullanilmigtir. 172.900 ton kanatli etinin bu

kullanim periyodu igerisinde tiretildigi belirlenmistir (Emborg ve ark., 2003).

Epidemiyolojik bir c¢alismada, broyler giftliklerinde avilamycine-direngli
E. faecium’un varlig1 ve bilyiitme yemi olarak avilamycine kullanimi arasindaki ilgkiyi
istatistiksel olarak ortaya konulmustur. Flouroquinolonlar ve glycopeptidler
arastirmacilarin en ¢ok ilizerinde durdugu antimikrobiyal ilaclar olmustur. Her iki tip
ilag insanlarda hayati tehdit eden bircok enfeksiyonun tedavisinde ilk siralarda
kullanilmaktadir. Flouroquinolonlar 1990 yilinda veteriner hekimlik sahasinda
kullanilmaya baglanmistir. Avoparcin gibi glycopeptidler ise Avrupa’da hayvan
sagliginda genis ¢apli kullanilmistir. Borgen ve ark. (2001) yaptiklari bir ¢alismada

avoparcin kullaniminin kanatlilarda vankomisin direngli enterokoklarin gelismesinde
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Onemli bir etken oldugunu rapor etmisler. Bu arastirmacilar Hollanda da avoparcin
kullaniminin yasaklanmasindan iki yil sonra VRE’nin oraninda &nemli bir diisls
oldugunu tespit etmisler. Hayvanlarda bulunan resistant bakteriler, direkt kontakt ve
hayvansal gidalar ile insanlara bulasabilir. Resistant bakteriler insanlarda kolonize
olabilir ve diren¢ genlerini diger kommensal bakterilere aktarabilir. Kanatlilardan
insanlara bulasma noktasinda caligmalar devam etmektedir. Eger insanlar hastanede
VRE maruz kalmamislarsa disarida maruz kalma durumlari daha muhtemel olarak

distintliir (Aarestrup ve ark., 2000).

Sadece hayvan yemlerinde kullanilan bir glikopeptid olan avoparsin, terapotik
olarak insanlarda kullanilan ve ayni gruptan olan vankomisine ve teikoplanine ¢apraz
diren¢ olusturmaktadir. Bates ve ark. (1994), hayvanlardan vankomisine direncli
enterokok (VRE) izolasyonunu rapor ederek bu konuya dikkat ¢ekmislerdir. Avrupa’da
besi hayvanlarinda saptanan VRE’ler tamamen avoparsin  kullanimindan
kaynaklanmaktadir. Danimarka’da 1995 yilinda kiimes hayvanlari ve domuzlarda
avoparsin ve VRE’lerin saptanmasi iizerine, iireticilerin de ortak istegi ile ayni yil
avoparsinin kullanimi yasaklanmistir. Bu yasaklamaya, avoparsinin vankomisin ile
capraz direngli olmasi, direncin transfer edilebilmesi, VRE’lerin seleksiyonuna neden
olmast ve bu direncli suslarin gidalar yoluyla insanlara aktarilmasi gibi nedenlere dayali
olarak karar verilmistir. Ayn1 y1l Norveg, bir y1l sonra Almanya ve 1997 yilinda tim

Avrupa Birligi bu karar1 uygulamiglardir (Basustaoglu, 2004).

Bununla birlikte Almanya’da yapilan ¢alismalarda insanlarda vankomisin
direncli E. faecium oranlarinin 1994 yilinda %13 olarak belirlenmistir. Almanya’da
1996 yilinda avoparcin kullaniminin yasaklanmasin takiben yapilan ¢alismalarda 1997
yilinda bu oranin  %4’e diistiigii belirlenmistir. Benzer olarak Italya’da
VR E. faecium oranlarinda diisiisler belirlenmistir. Buna paralel olarak Hollanda’da
yasaklanma sonrast 1997-1999 yillar1 arasi insan, broyler ve domuzlarda
VR E. faecium oranlarinda benzer diisiisler oldugu tespit edilmistir (Aarestrup ve ark.,
2001).

Farkli ilaglara kars1i goriilen direng oranlar takibinde de ayni sonuglar
goriilmiistlr. Broylerlerden izole edilen E. faecium izolatlarinda virginiamisin

kullaniminin siirlandirilmasindan sonra 1997 %76,7 olan eritromisin direncinin 2000
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yilinda %12,7’ye diistiigii belirlenmistir. Virginiamisin kullaniminin yogun oldugu 1995
ve 1997 yillar1 aras1 E. faecium izolatlar1 arasinda eritromisin direncinin 1995 yilinda
%27,3 ve 1997 yilinda %66,2 oldugu tespit edilmis ve bu oran artis1 6onemli olarak
degerlendirilmistir (Aarestrup ve ark., 2001).

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada broylerlerde avoparsin kullaniminin
durdurulmasindan sonra VR E. faecium izolasyonu %80 iken bu oranin 1999 yilinda
%?31’e distigl belirlenmistir. Fransa’da yapilan bir ¢alismada broylerlerden toplanan
disk1 ornekleri, 1999 ve 2000 yilinin ilk yarisinda toplanmistir. AGPS spiramisin,
tylosin, basitrasin ve virginiamisin Avrupa Birligi’nde kullaniminin yasaklanmasindan
once ve sonrasinda Ornekleme yapilmistir. Eritromisin ve virginiamisin 1999 yilinda
sirasiyla %59 ve %49,2 iken 2000 yilinda %45,7 ve %]18,8 oranlarinda diistigi
calismalarda tespit edilmistir. Norveg’te, calismalar ¢ok duyarli izolasyon metotlar:
Uzerine temellendirilmistir. Sonug olarak avoparsinin yasaklanmasindan sonra 1,5 ve 3
yil igerisindeki periyotta vankomisin direngli E. faecium izolasyonu avoparsinin
onceden yem katki maddesi olarak kullanildig: ¢iftliklerde %96, %98 ve %99 olarak
tespit edilmistir. Danimarka’da yapilan benzer bir ¢aligmada; avoparsinin kullaniminin
yasaklanmasindan 5 yil sonra VRE prevalanst selective metot kullanarak 0,74
(104/140), nonselective metot kullanarak 0,12 (17/140) olarak tespit edilmistir. AGP
direncli E. faecium izolatlarinin avilamisin, eritromisin ve virginiamisin direnglilik
oranlari sirastyla 0,91, 0,92 ve 0,84 olarak avilamisin-viriginiamisin antimikrobiyel gida
katki maddelerinin kullanildigi broyler ciftliklerinde belirlenmistir (Emborg ve ark.,
2003).

Avoparcin yem katki maddesi olarak kullanildigi biiylik hayvan ciftliklerinde
ozellikle buzagilarin digki orneklerinden Enterokok izolasyonu yapildig: bildirilmistir.
En sik olarak E. avium, E.cecorum, E. durans, E. faecalis, E. faecium ve E. hirae izole
edilmistir. Siit ineklerinde yapilan enterokok taramasinda ise daha az tespit yapilmistir.
Ayni aragtirmacilar kanatl intestinal Orneklerinde yine yiiksek oranda enterokok
izolasyonu yaptiklarinin bildirmisler (Devriese ve ark., 1996).

Watts ve ark. yaptiklar: bir ¢calismada memelilerin viicut bezlerinde enterokok

izolasyonu yaptiklarin1 bildirmisler ve bu enterokoklarin penisillin, kloksasilin,
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sepharine, seftiofura, novobiosine, enrofloksasine, eritromsine ve pirlymisine direncli

olduklarini tespit etmislerdir (Watts ve ark., 1995).

Yine aymi sekilde Danimarka streptogramin direngli enterokoklarin seleksiyon
riski ve insanlarda klinik kullanima giren kuinupristin/dalfopristine karst olusacak
direnci Onlemek amaciyla virginiamisinin biiylitme faktorii olarak kullanimini
yasaklamistir. Tim bunlarin sonucu ve klinik kullanimda olan antibiyotiklerin
etkinligini korumak ve diren¢ gelisiminin Oniine ge¢gmek icin Avrupa Birligi 1999
yilinda avoparsine ek olarak virginiamisin, basitrasin, tylosin ve spiramisinin buyltme
faktori olarak kullanimini yasaklamistir. Benzer sekilde avilamisin ile insanlarda klinik
kullanimda olan everninomisin arasinda 1998 yilinda ¢apraz direng saptanmis, bunun

Uzerine dretici firma everninomisini klinik kullanimdan ¢ekmistir (Basustaoglu, 2004).

Avrupa Birligi’'ne aday bir iilke olarak Tiirkiye’de Avrupa Birligi’nin
antibiyotiklerin biiylitme faktorii olarak kullanimi konusundaki yasaklama kararlarini
uygulamis ve 1997 yilindan itibaren bu ajanlarin  kullanimii yasaklamistir.
Antibiyotiklerin hayvancilikta biiylitme faktorii olarak kullaniminin yaninda tedavi ve
profilaktik amach kullanimi siirmektedir. Tarim ve Kdyisleri ile Saglik Bakanligi’nin
birlikte c¢ikardiklar1 “Tiirk gida kodeksi hayvansal kokenli gidalarda veteriner ilaglari
maksimum kalintt limitleri tebligi” (Teblig no: 2002/30, Tarih 28.04.2004-24739) ile et,
stit, yumurta, bal gibi hayvansal kokenli tiim gidalarda bulunabilecek enfeksiyon
tedavisi/profilaktik amaclh kullanilan antibiyotiklere ait farmakolojik aktif maddelerin
maksimum kalint1 limitleri yaymlanmistir. Ancak ne yazik ki bu konuda gerektigi
sekilde kontrol uygulamasi yapilamamaktadir. Ornegin; gelisme ddneminde
antibiyotikli yemle beslenen hayvanlarin kesimden yedi-on giin Once antibiyotiksiz
yeme gecme zorunlulugu vardir. Bu donemde enfekte olan hayvanlarin imhasi ve
enfekte hayvanlardan elde edilen iirlinlerin satisa sunulmamasi gerekmektedir. Meydana
gelebilecek maddi kaybi en aza indirmek i¢in antibiyotiksiz yem doénemi kisa
tutulmakta ve kesim sonrasi yeterli diizeyde kalint1 kontrolii yapilamamaktadir. Yine
tavuk tretiminde kiimeslerde metre kareye diisen kilo miktar1 arttigi zaman,
antibiyotikli yemleme doneminde kiimesteki hayvanlar1 seyreltmek amaciyla erken
kesimler yapilmakta ve bu hayvanlardan elde edilen etler satisa sunulabilmektedir

(Basustaoglu, 2004).
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Yeni Zelanda’da broylerlerde %82 oraninda VRE izole edilmis, izolatlarin
tamaminin vanA tasiyan E. faecalis oldugu tespit edilmistir. Yeni Zelanda, avoparcin
kullanimin1 2000 yilinda yasaklanmistir (Manson ve ark., 2004). Tayvan’da, 1977-2000
yillart aras1 yaygin kullanilan avoparsin 2000 yilinda yasaklanmistir (Lauderdale ve

ark., 2007).

ABD kitasinda VRE oranmi saglik merkezlerinde %33 olarak belirlenmisken
Avrupa ve Kuzey Amerika’da bu oranin %13-28 arasinda degistigi bildirilmigtir
(Hidron ve ark., 2008). Tiir diizeyinde yapilan g¢alismalarda, vankomisin direngli
E. faecium oranlar1 Fransa’da %0,8 ve italya’da %24 oraninda iken, Amerika kitasinda
bu oranlarin %80 oldugu belirlenmistir (Frye ve Jackson, 2013). Amerika Birlesik
Devletleri’nde, 1997 yilina kadar kiimes hayvanlarinda ve hastaneye yatis Oykiisii
olmayan kisilerde yiiksek diizey direngli (MiK>32 mg/L) VRE tespit edilmemistir.
Oysa Almanya’da, 1994 yilinda, saglikli insanlarin %12 sinde VRE tasiyiciligi
bulunmusgtur (Aktas ve Derbentli, 2009). Bu farkin ABD’de hayvan yemlerinde
glikopeptit grubu antibiyotik kullanilmamasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Bu
sebeplere dayanarak ABD’de VRE kokenli hastane enfeksiyonlarinda en 6nemli
rezervuarin endojen florasinda kolonizasyonu olan hastalar oldugu tespit edilmis ve
VRE ile kolonize hastalarin takip amagh kiiltiirlerle izlemleri 6nerilmistir (McDonald
ve ark., 1997; Aktas ve Derbentli, 2009). ABD’de hastanelerde glikopeptid tiirevi
antibiyotiklerin  kullaniminin daha fazla olmasi sebebi ile VRE’lerin hastane
enfeksiyonlarindaki insidanslar1 Avrupa llkelerine gore oldukga yiiksek bulunmustur.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde yapilan bir ¢alismada ilk defa hayvan kaynakli bir
Vankomisin direncli enterokok izole edilmistir. Domuzdan izole edilen bu bakterinin
E. faecium oldugu ve vanA geni tasidigr ancak diger direng genlerini tasimadigi tespit

edilmistir (Donabedian ve ark., 2010; Frye ve Jackson, 2013).

Antibiyotiklerin biiyilitme faktorii olarak kullanimi hayvanlarda normal florada
bulunan bakterilerde direng gelisimine neden olmakta ve direngli olan bu bakterilerin
bir kismi1 da insanlar i¢in patojen olabilmektedir. Hayvanlardan kaynaklanan enfeksiyon
etkenleri oldukga fazladir ve insanlarda enfeksiyon etkeni ajanlarin yaklasik yarisinin

hayvan rezervuar1 mevcuttur. Ayrica, yeni tanimlanan enfeksiyonlarin yaklasik 3/4’i
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zoonotik enfeksiyonlardir. Bunlarin da bir kismi besin kaynakli, bir kismi vektor

kaynakli, bir kismi ise direkt temas yoluyla bulagmaktadir.

Onemle iizerinde durulmas1 gereken diger bir diren¢ sorunu da enterokoklarda
vankomisin direncidir. Bu antibiyotik ile ayn1 gruptan olan avoparsinin biiyiitme faktorii
olarak hayvan yemlerinde kullanimi Enterococcus faecium izolatlarinda direncin ortaya
cikmasma neden olmustur. Direngli enterokoklarin hayvanlardan insanlara gecisi
kanitlanmistir ve bu ajanlarin kullanildigi hayvanlar 6nemli rezervuar olusturmaktadir.
Schouten ve ark. (1999) Hollanda’da yaptiklari bir ¢alismada, vejetaryenleri ve
vejetaryen olmayanlari VRE tasiyiciligr agisindan karsilastirmiglardir. Vejetaryenlerde
VRE tasiyiciligt saptanmazken, vejetaryen olmayanlarda VRE tasiyicilifini yaklasik
%20 olarak saptamiglardir. Ayrica, molekiiler tiplendirme metotlar1 ile yapilan
calismalarda, hayvan izolatlar1 ile insan izolatlar1 arasinda yiiksek diizeyde cesitlilik
gozlenmekle birlikte insan ve hayvan izolatlarinda benzer ve iligkili suslar saptanmuistir.
Hem insan hem de hayvan izolatlarinda vanA geni Tn1546 transpozonu Uzerinde yer
almaktadir. Bu gen enterokoklar arasinda veya Staphylococcus aureus’a kolaylikla
transfer edilebilmektedir. Elde edilen hayvan kaynakli izolatlarda polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi ile yapilan sekans analiz ¢alismalar1 ile 13 farkli tip
saptanmigtir. Bunlar arasinda o6nemli farkliliklar belli bolgelerde insersiyon ve
delesyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu farkliliklar 6zellikle kiimes hayvanlarinda G
varyanti, domuzlarda ise T varyant1 seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki tipin de
insan izolatlarinda saptanmasi ve domuz tiiketiminin olmadigi miisliiman ilkelerde
insan kaynakli izolatlarda T varyantina rastlanmamasi, VRE’lerin hayvanlardan
insanlara gecisi hipotezini kanitlamaktadir. Bir glikopeptid antibiyotik olan avoparsin
Danimarka’da 1995 yilinda yasaklanmistir. Kiimes hayvanlarinda 1994 yilinda %100
olan VRE pozitifligi 1997 yilinda %25’e, toplumda VRE tasiyiciligi 1994 yilinda %12
iken 1997 yilinda %3’e diigsmiistiir. Tim bu sonuglar bize insan kaynakli izolatlarda

saptanan direng iizerinde hayvansal gida tiiketiminin etkisini ortaya koymaktadir.

ABD’de avoparsinin hayvancilikta kullanimina Avrupa’nin aksine hi¢bir zaman
izin verilmemistir. VRE tasiyiciligina bakildiginda; avoparsinin kullanimina baglh
olarak ABD’de toplumda saglikli kisilerde neredeyse sifira yakinken, Avrupa’da bu
oran %28-33 arasinda degismektedir. Ancak hastanelerde saptanan VRE olgulari tam

52



tersine ABD’de olduk¢a yiiksek oranda saptanirken, Avrupa’da bu oran oldukca
diisiiktiir. Bu farklilik ABD’de hastanelerde tedavi segenegi olarak ampisiline direncin
cok yiiksek olmasi nedeniyle vankomisin kullaninminin ¢ok fazla olmasi, Avrupa’da ise
ampisilin direncinin %33 civarinda ve hala bir tedavi segenegi olmasi nedeniyle

vankomisin kullaniminin diisiik diizeyde olmasina baglanmaktadir.

Insanlarda ilk VRE saptanmasindan yaklasik 10 yi1l sonra VRE’lere etkili ve
streptogramin grubundan olan kuinupristin/dalfopristin klinik kullanima girmistir. Ayni
gruptan olan virginiamisin uzun yillardir Avrupa ilkelerinde ve ABD’de 6zellikle
kiimes hayvanciliginda biyiitme faktorii olarak kullanilmistir. Diren¢ konusunda
virginiamisinin kullanimindan 6nce bu konuda yeterli veri olmadig1 igin giiniimiizdeki
veriler  ile  karsilastirma  olanagma  sahip  degiliz.  Virginiamisin  ve
kuinupristin/dalfopristine kars1 direngten sorumlu satA geni hayvan ve insan
izolatlarinda saptanmis ve bu genin invivo sartlarda direngli E. faecium suslarindan

duyarli suslara transferi gosterilmistir.

Vankomisin-avoparsin ve kuinupristin/dalfopristin-virginiamisin arasindaki
iliskiye benzer bir durum everninomisin ile avilamisin i¢in s6z konusudur.
Danimarka’da yapilan bir ¢alismada, E. faecium izolatlarinda avilamisin direnci %69
olarak saptanmistir. Diger lilkelerden elde edilen benzer sonuglar everninomisinin klinik

kullaniminin kisitlanacagini gdstermektedir (Basustaoglu, 2004).

Gegen yillarda enterokok ve E. coli (memeli hayvanlar) gibi kommensal flora
bakterilerinde antibiyotik direnci bilyiik bir endiseye sebep olmustur. Insanlar
aktiviteleri geregi yaban hayatla kontak kurarlar. Yabani hayvanlarin barsak
florasindaki bakterilere bu ortamlarda maruz kalirlar. Bakteriler antibiyotik direnci
gbsteren profile sahip olabilirler. Ornek olarak av kuslarmin avlanmasi sirasinda
insanlar yabani hayvanlarin mikroflorasiyla kontak kurabilirler. Birgok yabani kanatlilar
arasinda antibiyotikle tedavi edilmemelerine ragmen yabani yasam igerisinde
antibiyotige direngli bakterilerin 6nemli tasiyicisi olarak bilim insanlar tarafindan kabul
edilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda gorildi ki; farkli yabani hayvanlarda
antibiyotige maruz kalmamalarina ragmen antibiyotige direncli bakteriler tespit

edilmistir. Dahas1 yabani kanatlilarda bakterilere direng genlerinin taginmasi sonucu

53



kanatli yetistirme c¢iftliklerinde ve insanlarda direngli bakterilerin oraninin artmis

oldugu sonucuna varilmistir (Santos ve ark., 2013).

Avoparsin bir glikopeptit antibiyotik olarak Amerika Birlesik Devletleri, Kanada
ve bir¢ok iilkede gida iiretilen hayvanlarda bliyiitme faktorii olarak kullanilmaktadir.
Insan saglhiginda, glikopeptit direngli enterokoklar (GRE) nozokomiyal enfeksiyonlarin
artan bir problem haline gelmesinde 6nemlidir. GRE hayvansal gida zinciri iizerinden

insanlara transfer olmas1 miimkiindiir (Yoshimura ve ark., 1998).

Bogard ve Stobberingh (2000) Hollanda’da yaptiklar1 epidemiyolojik ¢alismada;
insan ve hayvanlar arasinda antibiyotiklerin direng iliskilerinin epidemiyolojisini ortaya
koymuslardir. Direncgli bakterilerin yayilimi ve bu konudaki endiseler antibiyotik
kullaniminin yan etkileriyle kacinilmaz hale gelmistir. Birgok calismada antibiyotik
kullaniminin sonucu olarak hem patojenik bakterilerde hem de kommensal bakterilerde
direng artis1 sekillenmistir. Kommensal bakteriler patojenik bakteriler igin direng
genleri rezervuarlar1 olarak gorev yapmaktadir. Direng oranlar1 ic¢in antibiyotik
kullaniminda segici davranmanin 6nemli bir belirleyici oldugu bilim insanlar tarafindan
ortaya konulmustur. Gida iretilen hayvanlar resistant bakteriler bakimindan tasiyici
olabilirler. Ozellikle zoonotik bakteriler insanlara bulasarak bu konuda ciddi
problemlere sebep olabilirler. E. coli ve enterokoklar direng 6zellikleri bakimindan
halen daha arastirmacilar tarafindan gdézlemlenmektedir. Ornegin hasta hayvanlar, hasta
ve saglikli insanlarda E. coli ve enterokoklarda direng prevalansi, resistant bakterilerin
aktarilabilirligi ve hayvanlardan insanlara (ya da insanlardan hayvanlara)
karsilastirilabilir  degerlendirmeler yapilmaktadir. Avoparsin  kullanilmis ya da
kullanilmaya devam eden iilkelerde sindirim sistemi kdkenli enterokoklarda vankomisin
direng yaygmligi arastirilmustir. insan ve hayvanlar arasida bakteriyel direng genlerinin
transfer edilip edilmedigi hem de direncli suslarin kolonizasyon yayginlhig
arastirilmistir. Avrupa’da avoparsin kullaniminin yasaklanmasi saglikli insanlarda, gida
iiretilen hayvanlarin diski 6rneklerinde ve etlerde VRE’nin goriilme oranmin bir¢ok
Avrupa iilkesinde diistiigiinii belirlemislerdir. Insanlara direncin aktarilmasinda
gidalarda direng aktorlerinin taginmasinin ve hayvansal gidalarda bakteriyel direncinin
gelismesine sebep olan antimikrobiyellerin kullanilmasinin alti ¢izilmistir. Toplum

sagliginin korunmasi i¢in hayvanlarin resistant bakterilerinin yayilmasinin ve ayriminin
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yapilmasinin 6nemli oldugu disiiniilmistiir. Hayvan katki maddesi olarak kullanilan
AMGP rutin olarak uygulanmaya devam edilmemesine karar verilmis ve bunun
sonucunda Avrupa’da %30-50 oraninda VRE azaldig1 tespit edilmistir. DUnya
genelinde antibiyotik direncinin gelisim oranlarinda artig biiylik bir endise
uyandirmistir. Antibiyotik kullanimindaki artis patojenik bakterilerdeki direncin artisina
ve buyuk risk haline gelisine neden olmustur. Bu durum direng genlerinin yayilmasi igin
de 6nem arz etmektedir. insan ve hayvanda antibiyotiklerle tedavi hem profilaksi hemde
kiiratif tedavi i¢in Onemlidir. Avrupa’da yillik tiim hayvanlar i¢in antimikrobiyel
ilaglarin kullanim1 %50 oranindadir. Bu antibiyotikler sadece hayvan sagliginda degil,
ayni zamanda hayvansal yemlerde de gelisimi artirici yem katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Toplum {izerinde gidasal kaynakli etkilerin ve atik iiretim oranindaki
artist da bu durumu etkilemistir. Genel olarak Avrupa’da hayvanlarda kullanilan
antibiyotiklerin yaklasik %30’u APE olarak kullanilmaktadir. Ancak {ilke bazinda bu
oran degisiklik gosterebilir (Bogard ve Stobberingh, 2000).

Enterokoklarda artis Onemli olarak kabul edilir ¢lUnk( insan hastane
enfeksiyonlarinda 6nemli bir etkendir. Avoparsin ile beslenen kanatli ve domuzlarda
VRE arasinda bir korelasyonun oldugu Avrupa’daki arastirmacilar tarafindan rapor
edilmistir. Gida Ttretilen hayvanlarda antibiyotiklerin fazla kullanilmasi, hayvanlarda
direncin yiiksek olan zoonotik patojenlerin oranmni artirabilir. Antimikrobiyel direngli
enterokoklar insanlarla ¢iftlik hayvanlariyla kontakt kurarak cevreye bulastirilabilir.
Avoparsin ile beslenen kanatlilarda vankomisin direngli E. faecalis enfeksiyonu

gOriilebilecegi de rapor edilmistir (Leme ve ark., 2000).

1997°de avoparsin kullanimi  Avrupa Birligi’nde yasaklanmistir. Hemen
sonrasinda VRE prevalansinda diisiiklik oldugu belirlenmistir. vanA, vanB, vanC,
vanD, vanE, vanG, vanL ve vanM olmak (zere 8 tane diren¢ geni (glikopeptit direnc
geni) belirlenmistir. vanA, vanB ve vanM glikopeptit genlerin plazmid temelli
konjugasyon araciligiyla enterokoklar arasinda ve S. aureus gibi diger Gram pozitif
koklar arasinda aktarilabilir oldugu belirlenmistir. Yabani kanatlarin olusturdugu
popiilasyonla iligkili insan yasam alanlar1 ve duyarliligin yiiksek oldugu kiimes alanlari,
antibiyotik direngli bakteriler ile kolonizedir. Insan ve evcil hayvanlardaki antibiyotik

uygulamalarin1  diizenleyebilmek miimkiindiir. Kentlerde ¢6p yiginlar iizerinde
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beslenen karga ve martilar antibiyotik direngli E. coli sivilari ile kolonizedir. Mart1 ve
kargalar 6nemli bir rezervuar1 kabul edilirken ¢evre 6nemli bir vektdr olarak kabul
edilir. Son yillarda yapilan g¢alismalarda, yabani memeliler ve kuslar enterokokal
antimikrobiyal direng gelisimi belirlenmistir. Bu direncin antibiyotige maruz
kalmmamasina ragmen gelistigi Ortaya konulmustur. Isvigre’de yapilan bir ¢alismada

ilk olarak VanA genotipinde bir VRE tespit edilmistir (Oravcova ve ark., 2013).

2.7. Enterokokal Enfeksiyonlar

Vankomisin direngli enterokok enfeksiyonu, lokalizasyon ile iliskili semptom
veya klinik bulgularin eslik ettigi pozitif VRE Kkiiltiiriiniin varlig1 olarak tanimlanabilir.
Insan ve hayvanlarda klinik 6rneklerden izole edilen suslarin %80-90’ 11 E. faecalis,
%5-10 kadarmi ise E. faecium olusturur. Son yillarda ¢oklu ilag direnci gosteren
E. faecium suslarinin hastane enfeksiyonlarinda artis gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
nadir olarak E. durans, E. casseliflavus, E. raffinosus, E. gallinarum, E. mundtii,
E. flavescens, E. avium ve E. hirae gibi diger enterokok tiirleri hastane ve hayvan
enfeksiyonlarinda klinik materyalden izole edilirken E. malodoratus, E. pseudoavium
ve E. sulfureus tirleri ile PYR testi negatif olan ve atipik enterokoklar olarak
adlandirilan E. columbae, E. cecorum ve E. saccharolyticus heniiz insanlardan izole
edilmemistir (Butler, 2006; Dogru ve ark., 2010b; Bayram ve ark., 2011; Trivedi ark.,
2011).

Enterokok tdrleri, insan ve hayvan gastrointestinal sisteminde yaygin olarak
bulunurlar. Bu mikroorganizmalar, insan ve hayvanlarda antibiyotik direncinin
gelismesinde rol oynayan Onemli ‘indikator bakteriler’ olarak kabul edilirler.
Enterokoklar cesitli antibiyotiklere karsi gosterdigi gerek intrinsik direng ozellikleri
gerekse, mutasyon ve genetik madde aktarimi sonucu kazandiklar1 antibiyotik direng
Ozellikleri ve B-laktamaz aktiviteleri ile her tiirlii ortamda canliliklarini siirdiirebilme
yeteneklerinden dolay1r nozokomiyal patojenler arasinda yerlerini almistir (Dilik ve
Istanbulluoglu, 2010). Enterokoklar antimikrobiyel direng genlerini ve bazi virulans
faktorlerini mikrofloradaki diger bakterilere aktararak nosokomiyal patojenlerin artigini
saglarlar (Borgen ve ark., 2001). Multi-drug resistant enterokoklar, insanlarda

nozokomiyal enfeksiyonun en 6nemli patojen sebebi olarak artan bir sekilde identifiye
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edilmistir. Ancak nozokomiyal enfeksiyonlarin epidemiyolojik durumlart hakkinda son
10 yildan fazladir c¢alismalar olmasina ragmen, hastane disinda enterokoklarda
antimikrobiyal direncin epidemiyolojisi ve prevalansi iizerine bilgiler sinirhidir (Santos
ve ark., 2013).

Enterokoklar insanlarin, kuslarin, insektlerin ve memelilerin intestinal
mikrofloralarinda bulunan 6nemli bakterileridir. Nozokomiyal ve stiper enfeksiyonlarda
en yaygin rol oynayan ve ciddi enfeksiyonlara neden olan 6nemli firsat¢1 patojenlerdir
(Oravcova ve ark., 2013). Yillar boyunca, 6nemli bir endokardit etkeni olarak {izerinde
dikkatle durulan enterokoklar, 1970’li yillarin ortalarinda nozokomiyal enfeksiyon
etkenleri olarak da Onemli bir yer edinmislerdir (Hershberger ve ark., 2005).
Enterokoklarin insan ve hayvan bilhassa stres altindaki, immun sistemi zayifladig
durumlarda, Uriner sistem enfeksiyonlari, endokardit, menenjit, bakteriyemi ve cerrahi
yara enfeksiyonlarina sebep olduklart belirtilmistir (Coleri ve Cokmiis, 2008). Bu
bilgiler 1990 yilindan beri bilinmektedir (Lemcke ve Biilte, 2000; Dogru ve ark.,
2010b). Enterokoklar, ABD’de bakteremi etkenleri arasinda {iglincii sirada;
nozokomiyal Uriner sistem enfeksiyonu ve yara enfeksiyonu etkenleri arasinda ise ikinci
sirada yer almaktadir. Oppurtunistik patojen olan enterokoklar Amerika Birlesik
Devletleri’'nde yillik olarak yapilan belirlemelerde yaklasik %12’lik bir oranla
stafilokoklardan sonra en ¢ok nozokominal enfeksiyona neden olan ikinci etken olarak
tanimlanmustir (Alp ve Sardan, 2008). Enterokoklar firsatg1 patojenler olup beslenme ve
bakim sartlarinin uygun olmadigi hayvanlarda septisemi, Uriner sistem enfeksiyonu,
endokardit, ishal ve otitis eksternaya neden olabilirler. E. faecalis, E. durans ve E. hirae
tirleri kanathilarda Pulmonary Hipertansiyon Syndrome, Amyloid Arthropathy,
Bacteremia, Encephalomalacia, Neurological Disorders ve Endocarditis ile iligkili
enfeksiyonlara neden olduklart bildirilmistir (McName ve King 1996; Tankson ve ark.
2001; Steentjes ve ark. 2002; Frye ve Jackson, 2013).

Amerika ve Avrupa kitalarinda yapilan ¢alismalarda hayvanlardan insanlara gida
zinciri boyunca vankomisin direngli enterokoklarin yayilmasi ve gentamisin direncinin
yayginligi tizerine bir¢ok bilgiye rastlanilmaktadir. Enterokokal enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik segenekleri olduk¢a kisithdir. B-laktam ve

glikopeptid antibiyotiklerin bakterisidal etkisine enterokoklarin biiyiik ¢ogunlugu
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tolerans gosterdigi i¢in, endokardit ve menenjit gibi ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde
sinerjistik etkilesimle bakterisidal etkinlik elde edebilmek amaciyla aminoglikozidlerle
kombine tedavi Onerilmektedir. S6z konusu kombinasyondaki antibiyotiklerde birine
direng varliginda sinerjistik bakterisidal etki ortada kalkmaktadir (Alp ve Sardan 2008;
Nam ve ark.,, 2013). 1999 yilinin sonlarindan beri ABD’de vankomisin direngli
enterokoklarin tedavisinde kuinupristin/dalfopristin ile streptoGramin A ve B bir
kombinasyon olarak kullanilmistir. Kuinupristin/dalfopristin direnci klinik izolatlardan
ve insan izolatlarindan elde edilmis E. faecium’larda var oldugu rapor edilmistir

(Boogard ve ark., 2002; Hayes ve ark., 2003).

Enterokoklarda yiiksek diizey aminoglikozid ve penisilin direncinin yani sira
vankomisin direncinin de ortaya ¢ikmis olmasi, enterokoklara bagli enfeksiyonlarin
tedavisini daha da karmasik hale getirmistir. Direngli enterokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde uygulanabilecek kisitli sayida antibiyotik bulunmaktadir ve bunlarin
etkinligi heniiz tam olarak kanitlanmamistir. Her ne kadar, hastalarin ¢ogunlugunun
VRE ile sadece kolonize olmasi ve VRE’ye bagli enfeksiyon oranlarinin diigiik olmasi
rahatlatict bir tablo gibi gozlkse de, kolonize/enfekte hasta oraninin 10/1°e kadar
yiikseldigini bildiren merkezler bulunmaktadir. VRE bakteremisine bagli mortalite
%60-70’e kadar yiikselebilmektedir. Bununla birlikte, VRE bakteremisi ile vankomisine
duyarli enterokok bakteremisi arasinda mortalite agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir farkin bulunmadig da bildirilmistir (Alp ve Sardan, 2008).

1) Uriner sistem enfeksiyonlari

Enterokoklarin sebep oldugu enfeksiyonlarin en sik goriilen tipidir ve ¢ogu
nozokomiyal kaynaklidir. Hayvan ve insanlarda uriner sistemde VRE enfeksiyonlart;
sistit, piyelonefrit, prostatit ve perinefritik apse gibi klinik tablolarla seyredebilir. Uriner
kateterizasyon en sik goriilen risk faktorii olmakla beraber, liriner sistem anomalileri,
cerrahi girisim ve antibiyotik kullanimida enterokokal risk faktorleri arasinda yer alir
(Lemcke ve Biilte, 2000; Zirakzadeh ve ark., 2006; Yildirnm, 2007; Dilik ve
Istanbulluoglu, 2010).

2) Endokardit
Enterokoklar enfektif endokarditlerin S. viridans ve S. aureus’dan sonra en sik
rastlanilan  iciincii  O6nemli etkenidir. Bakteriyel endokarditlerin  %5-15’inde
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enterokoklar etkendir ve en sik E. faecalis goriiliir. Hastalik cerrahi yolla veya cesitli
maniplasyonlarla bakterinin gastro-intestinal sistemden veya c¢ogunlukla genitoiiriner
sistemden translokasyonu ile endojen kaynakli subakut endokardit seklinde baslar.
Ayrica intravendz ila¢ bagimlilarinda da %35-53 oraninda enterokokal endokardit
goriulebilir (Hayes ve ark., 2003; Dilik ve istanbulluoglu, 2010; Nam ve ark., 2013).

3) Bakteriyemi

Enterokokal bakteriyemi, endokarditlerden daha sik goriilen bir klinik formdur.
Hastene enfeksiyonlari igerisinde giderek artan 6neme sahip olan VRE bakteriyemileri,
hastene kdkenli tiim bakteriyemiler igerisinde Avrupa’da 4. ABD’de ise 3. siklikta
gorilmektedir. VRE bakteriyemisi igin risk faktorler, hemodiyaliz, organ
transplantasyonu, kortikosteroid kullanimi, kemoterapi veya parenteral beslenme,
cerrahi girisimler, ciddi hastaliklar, uzun siireli antibiyotik kullanimi, iiriner kateterler,
nétropeni ve mukozittir. Infeksiyonlar siklikla nozokomiyal kaynaklidir. Olgularin
%21-45’1 polimikrobiyal olan bakteriyemiler de primer lokalizasyon siklikla iiriner
sistem veya karmn i¢i enfeksiyonlardir. Ancak, pelvik enfeksiyonlar, termal yanik,
dekibitis Ulserleri ve diabetik ayak gibi yaralar, arteryel veya vendz kateterler ve
kolanjit VRE’ nin dolagima katilimini saglayan diger giris yollarini olustururlar (Lemcke

ve Biilte, 2000; Alp ve Sardan, 2008; Frye ve Jackson, 2013).

Vankomisin direngli enterokok bakteriyemisi olan hastalardaki mortalite orani,
popiilasyona bagli olarak degisir. Otolog stem cell transplantasyonu yapilanlarda
mortalite oranm1 %10 kadar diisiik olmasina karsin, endokarditli hastalarda mortalite
orant %30’dan, solid organ timori olanlarda %50’den, ciddi hastaligi olanlar ve

karaciger transplant hastalarinda %70’ den fazladir (Y1ildirim, 2007).

4) Karin i¢i ve pelvik enfeksiyonlar

Enterokoklar karmm i¢i ve pelvik enfeksiyonlarda siklikla aerop ve anaerop
mikroorganizmalarla beraber bulunur. Ancak bu enfeksiyonlarda enterokoklar siklikla
g0z 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
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sezeryan sonrasi apselerde de etken olabildikleri gosterilmistir (Hayes ve ark., 2003;
Alp ve Sardan, 2008; Coleri ve Cokmiis, 2008).

5) Yara ve yumusak doku enfeksiyonlari

Enterokoklar nadiren seliilit veya derin doku enfeksiyonlarina yol acarlar.
Cerrahi yara enfeksiyonlari, dekiibitis iilserleri ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda
diger bakteriler ile birlikte izole edilebilirler (Danielle ve ark., 2005; Alp ve Sardan,
2008; Coleri ve Cokmiis, 2008).

6) Menenjit

Enterokokal menenjit nadiren gorulir ve genellikle santral sinir sisteminde
anatomik bir defekt, gecirilmis beyin ameliyatlari, kafa travmasi veya ventrikiilo-
peritoneal sant gibi predispozan faktorlerin varliginda ortaya cikabilir. Ayrica
bakteriyemiler, AIDS ve akut lsemi gibi immiinstprese hastalarda da VRE menenjiti
goriilebilir. Etken diger enterokok enfeksiyonlarinda oldugu gibi siklikla E. faecalis
olup daha seyrek olmak Uzere E. faecium’dur (Coleri ve Cokmiis, 2008; Dilik ve
Istanbulluoglu, 2010).

7) Neonatal enfeksiyonlar

Enterokoklar yenidogan i¢in de 6nemli bir patojendir. Yenidoganlarda erken ve
general sepsise neden olur. Enfeksiyonlarin %77’den fazlasi kateteri olan yenidogan
bebeklerde goriiliir. Yenidogan yogun bakim {initesinde VRE’nin neden oldugu
enfeksiyonlara bagli nozokomiyal salginlar bildirilmektedir. Enterokokkal suslarin
%82’si E. faecalis, %14’1 E. faecium olarak tespit edilmistir. Enterokoklara bagli iiriner
sistem enfeksiyonlarina yenidoganlarda nadiren rastlanir (Hayes ve ark., 2003; Tasova

ve Inal, 2004; Alp ve Sardan, 2008).

2.8. Epidemiyolojik Tiplendirme Ydntemleri

Enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli sebeplerinden olmalar1 ve
siklikla ¢oklu ilag direnci gostermelerinden dolayi; epidemiyolojik calismalar ve
enfeksiyon kontroliinde bunlarin tip ve subtiplerinin belirlenmesine giderek artan
oranda ihtiya¢ duyulmaktadir. Bundan baska enterokokal enfeksiyonlarin eksojen

kazanim fikrinin desteklenmesi i¢in de tipleme calismalar1 gerekmektedir. Ozellikle
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VRE’lerin artan siklikta goriilmesinden dolayi, ilag direnci gosteren enterokok
suslarinin yayilmasi ile olusan nozokomiyal salginlarin arastirilmasi major ilgi alanini
olusturmaktadir. Salgin arastirmalarinin yaninda; epidemiyolojik incelemelerde
kullanilan metotlar, enterokoklarin farkli ¢evre/ konaklardaki yayilimi ve coklu ilag
direnci gosteren suslarin izlenmesinde de kullanilmaktadir. Onceleri enterokokal
enfeksiyonlarin epidemiyolojik incelemeleri fenotipik Ozelliklerine gore yapilmustir.
Ancak bu yaklasimlar bazen yararh bilgiler saglamasina ragmen, zaman alic1 olmalari,
tekrarlanabilirligi, yorumlanmasi gii¢ ve suslar arasinda ayrim yapmada yetersiz
olmalar1 nedeniyle epidemiyolojik calismalarda kullanimlari sinirlidir. Son yillarda
gelistirilen molekiiler tekniklerle beraber fenotipik yontemlerin kullanimi yararl bilgiler
saglayabilmektedir (Domig ve ark., 2003; Van Belkum ve ark., 2007; Santos ve ark.,
2013).

Enterokoklarin ayriminda oldukg¢a basarili olan c¢esitli molekiiler tekniklerin
gelisimi, epidemiyolojik yonden 6nemli bir anlayis getirmistir. Ayrim giicli daha yiiksek
tipleme tekniklerinin kullanim1 sonucu, insan ve hayvanlar arasinda direkt ve indirekt
temas ile eksojen olarak kazanilabilen suslarin ayrimi miimkiin olmaktadir. Direngli
enterokoklarin hastane i¢cinde ve hastaneler arasi yayilim gosterdigi de bildirilmektedir.
Kiltiir dogrulamasi ve direkt-saptama problari, nikleik asit amplifikasyon metodlari,
tanisal dizi analizi ve mutasyon tespiti, molekiiler tiplendirme metodlari, saptama
yontemleri gibi tan1 prensipleri, mikrobiyolojik teshis laboratuarlarinda yaygin olarak
kullanilir. Kullanilan ilk molekiiler teknikler, plazmid profil analizi ve restriksiyon
enzim analizi (REA)’dir (Domig ve ark., 2003). PFGE ile DNA restriksiyon
endonukleaz (RE) profilinin belirlenmesi, enterokokal suslarin ayirt edilmesinde
olaganiistii yararlar saglamaktadir. Multilokus enzim elektroforezi (MLEE), ribotipleme
ve RAPD-PCR, hot-start PCR, nested PCR, broad-range PCR, arbitrarily primed PCR,
ligaz zincir reaksiyonu, REP-PCR, multipleks PCR (mPCR), real-time PCR (RT-PCR)
gibi PCR’a dayali tipleme metotlar1 da enterokok suslar1 arasindaki genetik iliskinin
arastirilmasinda  kullanilmaktadir. PCR dirlinlerinin dizilenmesi veya restriksiyon
fragment length polimorfizm (RFLP) ile incelenmesi de enterokoklardaki spesifik
direng genleri arasindaki farkliliklar1 gdstermede ve izlemede kullanilabilen
yontemlerdir (Baselski, 1996; Gibson ve ark., 1996; Cockerill, 1999; Kolbert ve
Persing, 1999; Foy ve Parkes, 2001).
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Sonug olarak enterokoklar i¢in eksiksiz, tek bir tipleme teknigi yoktur; 6zellikle
genomik polimorfizme dayali gesitli tipleme tekniklerinin sonug¢larinin birlestirilmesi

yakin iliskinin gostergesi olarak kullanilabilir.
2.8.1. Fenotipik tipleme metotlar:

2.8.1.1. Biyotipleme

Biyotipleme mikroorganizmanin metabolik ve fizyolojik karakterlerini baz alir.
Bu baglamda enerji metabolizmasi, karbonhidrat kullanimi1 ve farkli enzimatik
aktiviteleri Olgen test yontemleri kullanilir. Elde edilen bulgular mikroorganizmanin
genel morfolojik oOzellikleri ile birlikte siklikla otomatize edilmis bir niimerik
degerlendirme sistemi igerisinde sorgulanir. En ¢ok kullanilan test sistemleri API 20
Strep, Api 50 CH ve Rapid ID 32 Strep’dir. Ayrica eskulinaz ve piraz aktivitesi Apizym
testi ile degerlendirilebilir. PhenePlatek PhP plate (PhPlate Microplate Techniques,
Stockholm, Sweden) enterokoklarin epidemiyolojik 06zelliklerinin arastirmasinda
onemlidir ve PFGE ile elde edilen epidemiyolojik gruplar ile benzer gruplar
vermektedir (Domig ve ark., 2003; Dogru ve ark., 2010b; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010;
Bayram ve ark., 2011; Siriken ve ark., 2011; Trivedi ve ark., 2011).

Bu test sistemlerinin tamami, sinirh sayida enterokok tiirinii gosterir ve daha
ileri seviyede identifikasyon gerektirir. Biyotiplemede yaklasik olarak bakteriye ait
1600’ den fazla ozellik test sistemlerinde kullanilabilirse de aslinda ¢ogu enzimatik
ozelligi tespite yonelik 6 test ile suslarin biiylik bir¢ogunun tanimlanabilecegi
bildirilmistir. Facklam and Collins, 1989’da enterokoklarin 20 temel fenotipik 6zelligini
baz alan bir identifikasyon sistemi tanimlamislardir (Falcman ve Collins,1989). Manero
ve Blanch ise 1999 yilinda, 19 enterokok tiiriiniin tanimlanmasi igin 12 temel fizyolojik
ve biyokimyasal 6zelligi dikkate alan bir biyokimyasal sistem gelistirmislerdir. Reed ve
ark. da enterokoklarin hizli tiir identifikasyonu ve vankomisin direncinin
gosterilmesinde fenotipleme sistemine dayali bir algoritma kullanmistir. Bunun Api20
Strep sisteminden daha giivenilir oldugu sonucuna varmiglardir. Bejuk ve arkdaslari
tarafindan 2000 yilinda bilgisayara dayali inductive learning by logic minimisation

(ILLM) sistemi gelistirilmis ve bu yontemle, klinik agidan 6nemli oldugu bilinen 12
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enterokok tlrinin tanimlanmasi miimkiin olmustur (Bejuk ve ark., 2000). Sonraki
calismalarda Day ve ark. (2001) sadece dokuz ozelligi sorgulayan test sistemi ile
E. faecalis ve E. faecium 'u diger enterokoklardan ayirilabilecegini gostermislerdir (Day
ve ark., 2001; Domig ve ark., 2003).

2.8.1.2. Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

ile protein fingerprinting

Fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri baz alan nimerik biyotiplemenin zaman
alict ve diisik ayirim giicline sahip olmasi sebebi ile daha hizli, giivenilir ve yiiksek
ayirim gliciine sahip tiplendirme yapabilen fenotipik 0Ozelliklere dayali alternatif
tiplendirme metodlar igerisinde, hiicre duvari veya tiim hiicre proteinlerinin mobil bir
matriksde elektrik akimi altinda molekiiler agirliklarina gore gog¢ ettirilerek
ayristirilmalarint esas alan SDS-PAGE yontemi, sik olarak kullanilmis, bu yontemle
¢ok sayida susun hizli sekilde taranmasini saglamis ve tiir ve/veya alttiir seviyesinde

guvenilir sonuclar elde edilmistir.

Poliakrilamid jelde elde edilen protein profillerinin bakterinin eksprese ettigi
proteinler i¢in parmak izi olarak dikkate alindig1 bu yontem diger siniflandirma semalari
ile kombine edilerek, bilinmeyen izolatlarin tanimlanmasi amaci ile kullanilmaktadir.
Son caligmalarda elde edilen sonuglar, mikroorganizmalarin protein parmak izi ile
DNA-DNA homoloji degerleri arasinda yiliksek oranda korelasyon oldugunu
gbstermistir. Andrighetto ve ark. (2001), Italyan peynirlerinde enterokok tiirlerinin
identifikasyonunda SDS-PAGE’i referans metod olarak kullanmis ve RAPD-PCR ile
uyumlu sonuglar elde etmislerdir. Devriese ve ark. (2002)’da filogenetik olarak yakin
iliskili E. durans, E. hirae ve E. villorum tiirlerinin ayrimminin genomik metotlarin yan
sira SDS-PAGE ile de yapilabilecegini gostermislerdir. Klare ve ark. (1995) ise, 1993-
1995 yillari arasinda izole ettikleri glikopeptit direngli E. faecium suslarinda 39 kDa luk
bir sitoplazmik proteinin direngle iliskili oldugunu ileri stirmiislerdir. Ayrica
enterokoklarda penisilin baglayan protein (PBP)’lerin SDS-PAGE kaliplarinin DNA-
DNA hibridizasyon sonuglar1 ile korele oldugu gosterilmistir. Bu kaliplarin, yeni
tiirlerin taninmas1 ve tiir ayirmminda kesin bir metot olarak dikkate alinabilecegi

vurgulanmistir (Domig ve ark., 2003).
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2.8.1.3. Multi-lokus enzim elektroforezi (MLEE)

Multilokus enzim elektroforezis yoOntemi, okaryotik canlilarin populasyon
genetigi ve smiflandirilmasinda uzun bir siireden beri kullanilmakta olan standardize
edilmis bir metoddur. Son 20 yildir da giderek artan yogunlukda bakteriyel evrim ve
siiflandirmanin anlasilabilmesi i¢in kullanilmaya baglamistir. MLEE nin siniflandirma
ve epidemiyolojik iliskiyi tespite yonelik diger fenotipik yontemlerden farki, allel
profillerinin tamamini elektroforetik tip olarak verebilmesidir. Bu yontem hiicre igi
enzimlerin elektroforetik hareket yetenegine gore karakterize edilmesini esas alir ve
organizmalar1 olusturduklart elektromorfo tiplerine gore digerlerinden ayirir. Bu
elektroforetik tiplerden populasyon karakterizasyonu igin objektif bir databaz
olusturulabilir. Genellikle, MLEE ile 20 kadar housekeeping enzimde dogal olarak
yiiksek degiskenlik gosteren lokuslar hedef alinir, bu sebeple teknik monolokus enzim
elektroforezinden ¢ok daha yiiksek ayrim giiciine sahiptir (Tomayko ve Murray, 1995;
Domig ve ark., 2003).

Enterokoklar boéliinme, ¢ogalma, enerji transferi gibi hayati fonksiyonlar
diizenleyen c¢ogu yapisal isleve sahip 1600’den fazla enzim iiretmektedir. Bu
izoenzimler farkl katalitik 6zellik ve bu sebeple farkli elektroforetik hareket yetenegi
gosterirler. Enzim ¢esitliligi, primer izoenzim ve alloenzimler gibi direkt veya
posttranslasyonel modifikasyonla olusan sekonder izoenzimler gibi indirekt genetik
faktorlere bagldir. Izoenzimler farkli hiicre komponentlerinde dagilabilir ve en azindan
iki farkli gen ile kodlanirlar. Benzer substrat spesifitesi olan enzimleri kodlayan
multiple lokuslar gen duplikasyonlart olusumunu saglar. Nokta mutasyonlarinin sonucu
olarak, duplike genlerin kodladigi aminoasitlerin kompozisyonu degisir ve
elektroforezde farkli hareket yetenegine sahip enzimler tespit edilir. Elektroforetik
hareketteki farkliliklar sarj ve/veya biiytikliik farkliligi ile olusur. Bu enzimler iki yonlii
izoelektrofokusin yontemi ile enterokoklara ait olasi enzimlerin en az %50’ si

arastirilmistir (Feizabadi ve ark., 2003).
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2.8.1.4. Antimikrobiyal duyarhlik testleri

Bu tiplendirme standart bir dizi antibiyotige karsi farkli izolatlarin duyarlilik
kaliplarinin karsilastirilmasi esasina dayanir. Farkli duyarlilik kalibi veren izolatlar
epidemiyolojik koken olarak farkli suslar olarak kabul edilirler. Farkli hastalarin klinik
orneklerinden izole edilen suslar arasinda yeni veya alisilmisin disinda bir antibiyotik
duyarlhilik kalib1 ile karsilasilmasi halinde o sus yeni bir salginin habercisi olarak
degerlendirilir. Bu yontemle diisiik sensitivitede de olsa biitiin izolatlar tiplendirilebilir.
Yontem rutin uygulanan bir isleme dayandigi i¢in fazla tecriibeyi gerektirmeyen kolay
bir  tekniktir. Bu sebeple enterokoklarin sebep oldugu enfeksiyonlarin
epidemiyolojisinde basarili bir ayirt edici test sistemi olarak kullanilmistir.
Enterokoklarda, bazi antibiyotiklere karsi1 goriilen intrinsik direncin yani sira, konjugatif
plazmidlerde veya transpozonlarda kodlanan ¢ok sayidaki mekanizma ile ¢ok sayidaki
antibiyotige kars1 direng goriiliir. Benzer direng genlerine sahip enterokok tiirleri hayvan
atiklari, gida ornekleri ve c¢evresel orneklerde de goriilebildigi i¢in antibiyotik direng
kaliplari, enterokok izolatlarinin kaynak tespitinde yani epidemiyolojik izlemde sinirl
oneme sahiptir. Hastane kokenli enterokoklarda, 1980’11 yillarin sonlarina kadar yiiksek
diizeyli gentamisin direncinin yani sira ampisilin direnci goriiliirken, son 20 yilda bu
gruba %30’lara ulasan vankomisin veya glikopeptid direncide eklenmistir. Enterokok
suslarmin antibiyotik kaliplarinin ¢ikartilmasi bir taraftan diigiik ayirim giiciine sahip
epidemiyolojik sonuglar yaratirken, direncin engellenmesi, yeni antibiyotiklere karsi
diren¢ trendinin takibi ve oOzellikle tedavileri problemli olan VanC’ye sahip
enterokoklarin izlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu teknigin en belirgin dezavantaji; ayni
antibiyotige farkli genetik mekanizmalarla direng gelistiren izolatlar1 birbirinden ayirt
edememesidir. Bu epidemiyolojik izlemde ayirim giiciinii disiiriir. Belirli bir zaman
dilimi igerisinde ayni susun farkli izolatlar1 bir veya birden fazla farkli antibiyotige kars1
farkli direng kalib1 verebilirler (Hsieh, 2000; Domig ve ark., 2003; Dogru ve ark.,
2010b; Frye ve Jackson, 2013).

2.8.1.5. Serotipleme

Enterokoklar opsonizan antikorlarin hedefi olan kapsiiler polisakkarid antijenlere

sahiptir. Lancefield R. (1933) streptokoklar1 C polisakkarit antijenlerine gore yaptigi
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simiflandirmada, enterokoklarda ortak kapsiiler polisakkaridi tanimlayarak, bu grup
antijenini D grubu olarak tanimlamistir. Enterokoklarda kapsiiler polisakkarid antijen,
6-alfa-D-glucose-1-2-glycerol-3-PO4’1n tekrarlayan tinitelerinden olusan,
gliserolteikoik asit benzeri bir yap1 gosterir. Bu yapida glikoz molekiiliine bagh alfal,2
ile karbon 2 atomlar1 yer degistirmistir. HCl veya formalin ile elde edilmis kapsiil
polisakkaritlerine karsi tavsanlardan elde edilen opsonizan antiserumlar kullanilarak
yapilan subtip ¢alismalarda iki farkli semada 24 ve 21 serotip tespit edilmistir. Ancak
Sharpe tarafindan yapilan antijenik siniflandirmada bildirilen serotiplerden Ssadece
9’unun gercek enterokok oldugu belirlenmis ve 21 serotipli semanin daha gergekci
oldugu, bu sema ile izolatlarin %76’nin {izerinde bir oranda tiplendirilebildigi

vurgulanmigtir (Fabretti ve Huebner, 2005; Hufnagel ve ark., 2006).

Enterokoklarin fenotipik identifikasyonu ve tiplendirilmesinde bu yontemlerin
disinda bir ¢ok arastirici tarafindan bakterinin, uzun zincirli yag asitleri, hiicre
membrani yag asitlerinin metil ester analizi, enterosin analizi, hiicre membraninin
pyrolizin ekstraksiyonunun mass spektro ile analizi, fourier transform infrared
spektroskopi (FTIR) ve proton manyetik rezonans spektroskopisi (MRS) gibi ¢esitli
yontemler denenmis, sinirli kullanim alani bulan bu yontemlerden bazilarinin PFGE’ine

yakin ayirim giicii gosterdigi bildirilmistir (Domig ve ark., 2003).

2.8.2. Genotipik tipleme metotlar:

Enterokok izolatlarinin hizli identifikasyonu ve tiplendirilmesinde, son
arastirmalar molekiiler biyoloji tekniklere odaklanmistir. Enterokoklara bagli salgin
epidemiyolojisinde kullanilan molekiiler tipleme metotlar1 Willey ve ark. tarafindan
1994 yilinda toparlanmistir. Kromozomal DNA’nin G+C igerigi ve DNA-DNA
hibridizasyon denemeleri gibi bakteri siniflamasindaki ana teknikler siklikla yeni izole
edilerek tanimlanan suglarin karakterizasyonunda kullanilmaktadir. Genomda spesifik
bolgelerin  invitro sartlarda amplifikasyonu, amplifiye iriinlerdeki spesifik
mutasyonlarin restriksiyon enzimleri ile kesilerek olusturduklar1 bantlarin polimorfizmi
ve sonugta toplam genomun spesifik sartlarda bir restriksiyon enzimi ile hazmi

sonucunda olusan bant kaliplarinin polimorfizminin analizi enterokoklarin sebep
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olduklart salgmlarin analizinde salgin suslarinin klonal diizeyde tanimlanmasi igin

kullanilmistir (Kariyama ve ark., 2000; Sedgeley ve ark., 2005).

2.8.2.1. Restriksiyon enzim analizi (REA) bazh yontemler

Enterokoklarin kromozomal restriksiyon analizinde, mikroorganizmalardan izole
edilen DNA uygun restriksiyon enzimlerinden bir veya bir kaci ile kesilmesi sonucu
elde edilen DNA fragmanlar1 agaroz jel elektroforezi ile bant biiyiikliiklerine gore
aynigtirtlmaktadir. Elde edilen bant paternlerinin polimorfizmine gore tiplendirme
yapilmaktadir (Patel ve ark., 1997; Kariyama ve ark., 2000; Sedgeley ve ark., 2005).
Savor ve ark. (1998) klinik 6rneklerden izole edilen E. faecium’lar1 REA ve PFGE

yontemleri ile incelemis ancak her iki yonteminde ideal olmadigini bildirmislerdir.

2.8.2.1.1. Plazmid DNA profil analizi

Plazmid DNA’s1 ektrakte edildikten sonra ya REA ya da PFGE gibi spesifik bir
enzimle hidrolize edildikten sonra agaroz jelde molekller agirliklarina gore
ayrigtirtlmaktadir. Bant polimorfizmi tiplendirme amaci ile kullanilmaktadir. Ancak
yontemin O6nemli dezavantajlart bulunmaktadir. Mesela plazmidler fermentasyon ve
diger teknolojik islemler sirasinda kaybolabilmektedir veya konjugatif transfer ile

yeniden diizenlemeye ugrayabilmektedir.

Donabedian ve ark. (1992) E. faecium suslarmin tiplendirilmesinde plazmid
analizini plazmid restriksiyon analizi ve PFGE ile beraber kullanmistir. Plazmid profil
analizi ve PFGE kombinasyonu ile ev yapimi Pecorino Sardo peynirlerinden izole

edilen yakin iligkili suslarin tanimlanmasi miimkiin olmustur (Mannu ve ark., 1999).

E. faecium suslarmnin tiplendirmesinde diren¢ paternleri ve plazmid profil
analizinin RAPD-PCR’a komplementer teknik olarak Kullanilabilecegi bildirilmistir
(Son ve ark., 1999).

2.8.2.1.2. Pulsed field gel elektroforezi (PFGE)

Pulsed field jel elektroforez yontemi ile REA’de oldugu gibi genomdaki bilinen

spesifik bir bolgenin amplifikasyonu sonucu elde edilen nispeten kisa amplikonlarin
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degil, total genomun bir restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan bant
polimorfizmi degerlendirilmektedir. Biiyliik genomdan elde edilecek bantlarinda bir
kisminin oldukga biiyiik olacagi varsayimindan hareketle bu yontemde PCR-RFLP’den
farkli elektroforez sartlart kullanilmaktadir. Tek yonli diizenli elektrik akimi altinda
DNA fragmentlerinin molekiler buyukliiklerine gore yiritilerek ayristirildigt
geleneksel jel elektroforezde 50 kb’dan biiyiik DNA molekiilleri ayni mobiliteyi
gostermektedir. Bu sebeple 50 kb’dan biiyiik DNA fragmentleri jel i¢inde genis,
ayrismamis bantlar olarak gorulurler ve standart jel elektroforezi ile ayirt edilmeleri
imkansizdir. PFGE yonteminde, elektrik akim yoniiniin peryodik olarak degistirilmesi
ve jeldeki DNA fragmentleri iizerine belirlenen araliklarla diiz akim gonderilebilmesi
sonucu, 50 kb’dan daha biiylik DNA molekiilleri bile kolaylikla ayristirilabilmekte ve
genomun tamamini degerlendirmek miimkiin olmaktadir. PFGE yonteminde bakteriyel
enzimlerin spontan degradasyonundan korumak amaci ile agaroz jel i¢ine gomiili
haldeki bakteriden, biitiinligii bozulmadan izole edilen DNA, yine jel icerisinde iken
bilinen 5-6 baz uzunlugunda tanima bdlgesine sahip bir restriksiyon enzimi yardimiyla
hidrolize ugratilarak kesilmektedir. Agaroz jel igerisinde elde edilen DNA fragmentleri
akim yonii ve siddeti belirli araliklarla degistirilerek elektroforeze tabii tutulmaktadir.
Elektroforez sonrast jelin ethidium bromid ile boyamasi sonucu jeldeki DNA
fragmentleri UV 1sikta goriintiilenmekte ve elde edilen bant polimorfizmi gozle veya
bilgisayar programlari kullanilarak degerlendirilmektedir. PFGE ile elde edilen bant
paternlerine gore hem kromozomal DNA nin biiyiikliigii tahmin edilebilmekte, hem de
suslarin klonal olarak iliskilendirilmeleri miimkiin olmaktadir. PFGE oldukga yiiksek
ayrim glicli olan, sonuglar1 tekrarlanabilir ve kolay yorumlanabilir bir yontem oldugu
icin genotipik identifikasyonda, Ozellikle hastane enfeksiyonlarinin siirveyansinda
referans yontem olarak kabul edilmektedir. Yontemin en énemli dezavantajlari pahali
ekipmanlara ihtiya¢ duymasi, zaman alict olusu ve hala pek cok tiir i¢in standart
protokollerin olusturulamamis olmasidir (D’Agatai ve ark., 2001; Vancanneyt ve ark.,
2002; Domig ve ark., 2003; Singh ve ark., 2006; VVan Belkum ve ark., 2007).

Pulsed field jel elektroforez ydntemi hastane kokenli enfeksiyonlardan ve
cevresel orneklerden izole edilen VRE/GRE’lerin klonal iliskilerinin tespitinde de

basart ile kullanilmigtir (Goering, 2000; Mulvey ve ark., 2001; Struelens ve ark., 2001).
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2.8.2.1.3. Ribotipleme

Son yillarda epidemiyolojik silirveyans amaci ile mikroorganizmalarda 16S
rRNA, 23S rRNA ve 5S rRNA genleri arasinda bulunan spacer bolgelerdeki
heterojeniteyi hedef alan nukleik asit amplifikasyonuna dayali teknikler denenmistir.
PCR-ribotipleme yontemi ile rRNA operonunda cins ve tiir diizeyinde farkli biiyiikliige
sahip ¢ok sayidaki spacer bolgeleri hedef alinir. Bu yiizden belirli bir susta farkli
blyukliikte spacer bolgeleri bulundugundan g¢ok sayida bant elde edilir. Bu teknik
bircok Gram pozitif ve Gram negatif bakteri tiplemesinde kullanilmaktadir E. faecium
suglarinin PCR-ribotipleme ile analizinin, bu bakteri tiiriinde en az dort sinif intergenik
spacer bulundugu i¢in, yararli olmadig1 sonucuna varilmistir (Van den Braak ve ark.,
1998; Carretto ve ark., 2000; Achtman ve ark., 2001; Wang ve ark., 2001; Domig ve
ark., 2003).

Ayrica restriksiyon enzimleri kullanilarak da ribotipleme yapilabilmektedir. Bu
yontemde bakteri kromozomu ekstrakte edilir ve restriksiyon enzimleri ile kesildikten
sonra agaroz jel elektroforezi ile ayrilir. Naylon veya nitroseliiloz membrana blotlanan
DNA fragmentleri 23S rRNA, 16S rRNA ve 5S rRNA dizisinin hedef dizilerini taniyan
problarla hibridize edilir. Brisse ve ark. (2002), ribotipleme yontemini hastane kokenli
VRE’lerin klonal iligkilerini géstermek amaci ile kullanilmis, yontemin duyarliliginin
PFGE ile kiyaslandiginda yeterli oldugu, yiiksek performans laboratuvarlarinda degerli
bir primer tipleme teknigi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu teknigin
laboratuarlar arasi tekrarlanabilirliginin yiiksek oldugunu ve epidemiyolojik olarak
onemli genotipleri identifiye edebildigi de gosterilmistir (Hammerum ve ark., 2000;
Brisse ve ark., 2002). Buna karsin Price ve ark. (2002) bu yontemin VRE c¢alismalari

icin glivenilir olmadigim ileri siirmiistiir (Price ve ark., 2002).

2.8.2.2. Nukleik asit amplifikasyonu bazh (NAAB) teknikler

Mutasyonlarin belirlenmesi i¢in, mikrorganizmalarin spesifik gen bolgeleri ile
direng genleri gibi bilinen gen bolgelerinin amplifikasyonuna dayali tekniklerdir.
Nkleik asit amplifikasyonunun klinik mikrobiyolojide kullanimi Prob-temelli saptama,
blyiklik-temelli ayirim, immun-temelli saptama, elektrokimyasal saptama, dizi-temelli

saptama ve sekanslama iizerine temellendirilmistir. Bu yontemler homojen ve heterojen
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Ozellik gosterir (Bej ve ark., 1990; Baselski, 1996; Gibson ve ark., 1996; Cockerill,
1999; Kolbert ve Persing, 1999; Pitt ve Saunders, 2000; Foy ve Parkers, 2001).

2.8.2.2.1. Polymerase chain reaction (PCR) bazh teknikler

Biitiin mikroorganizmalarda oldugu gibi enterokoklarin tiir, sus ve genotip
tayininde bagari ile kullanim alan1 bulmustur. Bu amagla enterokoklardaki “elongasyon
faktor tuf genini (EF-Tu) hedef alan primerler, cins (Ke ve ark., 1999) diizeyinde, D-
alanin/D-ligaz geni (ddl) ve groESL genini hedef alan primerler de tiir diizeyinde tani
amaci ile kullanilmistir (Domig ve ark., 2003). Kniff ve ark. tarafindan (2001) ddl
genini hedef alan tur spesifik primerler E. durans ve E. hirae i¢in onaylanmistir (Knijff
ve ark., 2001). PCR bazli metodlar antibiyotik direncinin tespiti i¢in de uygulanmis,
boylece bir taraftan hizli duyarhilik testi yapilirken diger taraftan izole edilen suslar
arasinda vertikal yayilan direng genleri veya gen mutasyonlar1 sebebi ile klonal iligskide
gosterilebilmistir. Dutka-Malen ve ark. (1995) ddl genini hedef alan primerler ile hem
tir diizeyinde tam1 hem de glikopeptid direncinin tespitini yapabildiklerini
bildirmislerdir (Dutka-Malen ve ark., 1995). Miele ve ark. (1995)’da van genleri igin bir
primer seti gelistirmis, aym1 yil Klare ve ark. (1995) vanA genine yo6nelik PCR
yontemini kullanmigtir. vanA ve vanB genini hedef alan yeni primerler de gelistirilmis
ve ayni primerler, Del Vecchio ve ark. (1998) tarafindan floresana dayali PCR sistemi
LightCycler’da kullanilmistir (Domig ve ark., 2003). Daha sonra enterokoklarin
tanisinda ve epidemiyolojik siirveyansinda kullanilmak {izere, ¢cok sayidaki arastirmaci
tarafindan, enterokoklarin 16S rRNA’sin1 hedef alan primerlerle tiir tayini ile es zamanl
olarak vanA, vanB, vanC1, C2 ve C3 genlerini alan primerlerin kullanildigi, glikopeptid
direncinin tespitine yonelik multipleks PCR protokolleri gelistirilmistir (Dutka-Malen
ve ark., 1995; Kariyama ve ark., 2000; Perez-Hernandez ve ark., 2002; Garcia-Migura
ve ark., 2005; Coleri ve Cokmiis, 2008). Enterokoklarin virulans genlerini (esp, cyl,
gelE ve hyl gibi) hedef alan PCR teknikleri gelistirilmistir (Biovasco ve ark., 2007;
Dogru ve ark., 2010a; Radhouani ve ark., 2013).
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2.8.2.2.1.1. Multipleks PCR

Multipleks PCR aym tiipe farkli hedefler i¢in 6zgiil olan iki veya daha fazla
primerin birlikte konuldugu ve ayn1 anda ¢ok sayida hedef dizinin amplifiye edildigi bir
amplifikasyon reaksiyonudur (Chamberlain ve ark., 1988; Tang ve Persing, 1999).
Multipleks reaksiyonda kullanilan primerlerin benzer baglanma 1silarina sahip olmalari
ve dimerizasyondan kagimmmak ic¢in birbirlerini tamamlayic1 6zellikte olmamalarina
mutlaka dikkat edilmelidir. Siklikla ¢ok sayida ampirik deneme gerekir. Cok sayida
hedefin birlikte amplifikasyonu farkli amaglar i¢in kullanilabilir. Tanisal amaglar i¢in
multipleks PCR, internal kontrolleri tayin veya tek bir 6rnekteki ¢ok sayida patojenin
tespit edilmesi amaciyla uygulanilabilmektedir (Bej ve ark., 1990; Geha ve ark., 1994;
Roberts ve Storch, 1997). Multipleks PCR’1n bir ¢esidi olan kantitatif kompetitif PCR,
ornek icerisinde hedef dizilerin miktarlarini1 6l¢gmek igin kullanilabilmektedir (Piatak ve
ark., 1993; Yang ve ark., 1994). Multipleks PCR denemeleri, hedef nukleik asitlerin
sinirli olmadig1 insan ve kanser genetiginde onemli bir rol oynamaktadir. Bununla
birlikte enfeksiydoz organizmalarin saptanmasi igin gelistirilen multipleks PCR

denemeleri ¢ok daha karmasiktir ve daha diisiik duyarlilikla sonuglanabilmektedir.

2.8.2.2.2. Random amplified polimorphic (RAPD) DNA-PCR ve arbitrarily
primed (AP) PCR

Random primerler kullanilarak DNA polimorfizminin gosterilmesine dayali
metottur. Diigiik annealing 1sisinda, yiiksek Mg+ konsantrasyonunda random
diizenlenmis kisa primerlerin bakteri DNA’sina rastgele baglanmasi ile olusan primer-
DNA hibridlerinin amplifikasyonu sonucu olusan DNA fragmentlerinin polimorfizmini
hedef alan PCR bazli bir yontemdir. RAPD metodu, iki yerine tek primer kullanimi ve
baglanma 1sisinin diisiik olmasi agisindan klasik PCR’dan farklidir. RAPD-PCR’1n
klinik 6rnekler ve gida Orneklerinden izole edilen enterokoklarin tanimlanmasi ve
ayrilmasinda giivenilir bir teknik oldugu ileri siiriilmiistir (Domig ve ark., 2003).
Hastane kodkenli VRE’larin epidemiyolojik siirveyansinda hizli ve giivenilir bir teknik
oldugu ancak yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci (HLAR) gdsteren enterokoklarin
tiplemesinde tekrarlanabilirliginin diisiik oldugu bildirilmistir (Chiew ve Hall, 1998).

Bazi ¢alismalarda RAPD ve PFGE yontemlerinin sonuglarinin olduk¢a uyumlu oldugu
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gosterilmistir (Van den Braak ve ark., 1998). Devriese ve ark. (2002) AP-PCR
kullanarak E. durans, E. hirae ve E. villorum’un biitiin suslarin1 bant paternlerindeki

farkliliklara gore gruplamistir.

2.8.2.2.3. Spesifik ve random amplifikasyon (SARA) PCR

Tek bir reaksiyonda Enterokok tiirlerinin tanimlanmasi ve vanA geninin
gosterilmesini saglayan bir yontemdir. Teknik vanA primer seti kullanimina dayalidir.
vanA geni bulunan suslarda yaklasik 700bp’ lik bant ile birlikte kompleks paternle
olusmaktadir (Domig ve ark., 2003).

2.8.2.2.4. Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

Bu yontem total genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile agik ug¢lu olarak
kesilmesi sonrasinda ag¢iga ¢cikan DNA fragmentlerinin, ligaz enzimleri yardimi ile agik
ucla uyumlu oligoniikleotit adaptorleri ile ligasyonunu ve ligasyonla yerlestirilen
oligolar1 hedef alan primerler kullanilarak amplifikasyonlarini hedef alan bir yontemdir.
Klasik PCR yontemlerinde oldugu gibi amplikonlarin polimorfizmi, agaroz jelde veya
kapiller elektroforezle tanimlanmaktadir. Jureen ve ark. (2003) c¢alismasinda
enterokoklart AFLP ve PFGE ile incelemis ve bu iki teknigin iyi bir uyum gosterdigini
bildirmiglerdir (Jureen ve ark., 2003). Ancak bazi ¢alisgmalarda VRE’ ler icin AFLP
yontemi PFGE ye kiyasla uyumsuz sonuglar vermistir (D’ Agatai ve ark., 2001).

2.8.2.2.5. Repetitive polimeraz zincir reaksiyonu (REP-PCR)

Repetitive-PCR metodu bakteriyel genomda dagilmis olarak bulunan tekrarlayan
DNA dizilerinin kopyalarinin PCR ile gdsterimine dayalidir. Bu tekrarlayan DNA
elementleri cins ve tiirlere gore degismek {iizere genomda farkli uzakliklar da
yerlesmistir. Bu tekrarlayan elementleri hedef alan primerlerin kullanildig
amplifikasyon sonucunda degisik uzunluklarda DNA fragmentleri olusur. Bu
fragmentlerin  polimorfizmi  spesifik DNA fingerprinting (parmak izi) olara
degerlendirilir. Yapilan kiyaslamali ¢alismalarda Rep-PCR ile olusan polimorfik DNA

kaliplarinin yorumunun PFGE’i ile elde edilen kaliplara gore daha zor oldugu ve
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aralarinda uyusmazlik oldugu ileri siiriilmiistiir (Bedendo ve Pignatari, 2000; Domig ve
ark., 2003).

2.8.2.2.6. intergenik rRNA spacer bélgeleri PCR (ITS-PCR)

Enterokok tlrleri igin spesifik olan, 16S rRNA ve 23S rRNA arasinda yer alan
intergenik spacer bolgesini hedef alan primerlerin kullanildigr bir amplifikasyon
yontemidir (Domig ve ark., 2003). Amplikonlar yiiksek rezollsyonlu %6 non-denatire
akrilamid bisakrilamid jel elektroforezi ile incelenmistir. Bu metotla incelenen
E. avium, E. raffinosus, E. malodoratus, E. pseudoavium, E. faecalis ve E. hirae benzer
profil gostermistir. Daha ayirt edici sonuglar elde edebilmek igin amplikon Sau3Al
restriksiyon enzimi ile kesilmis ve ortaya ¢ikan fragment polimorfizmi ile E. faecium,
E. casseliflavus, E. mundtii, E. durans ve E. hirae birbirinden ayirt edilebilirken

E. gallinarum igin spesifik polimorfizm tespit edilememistir (Park ve ark., 1999).

2.8.2.2.7. Diger amplifikasyon bazh yontemler

Cesitli klinik ve gevresel Orneklerden izole edilen enterokoklarin cins ve tiir
diizeyinde tanimlanmasi amaci ile bakteri genomundaki spesifik bolgeleri hedef alan
cesitli amplifikasyon bazli modifikasyonlar kullanilmistir. Bunlar arasinda; 16S rRNA
genini c¢evreleyen fragmanlari hedef alan, “Amplified rDNA Restriction Analysis -
ARDRA” yontemi, PCR-Ribotipleme, SDS-PAGE ve 16S rRNA dizi analizini
kombinasyonu olan “PCR-amplified 16S rRNA-RFLP” yontemi, groESL geninin
spesifik primerlerle amplifikasyonu sonucu olusan amplikonun Haelll ve Rsal ile
kesilmesi sonucu olusan bant polimorfizmini hedef alan “Broad range PCR-RFLP”
yontemi, ozellikle klinik olarak onemli enterokok tiirlerinin tanimlanmasinda yararli
oldugu ileri surulen, DNA dizisinde tek niikleotit farkliligin1 Tm 1s1 farkliligr ile ortaya
koyan “temporal temperature gradient gel elektroforezi - TGGE” yontemi,
E. casseliflavus, E. durans, E. faecalis ve E. faecium suslarimin ayriminda basari ile
uygulanan “denaturating gradient jel elektroforezi — DGGE” yontemi, insan ve hayvan
orijinli enterokokal tiirlerin ayriminda denenmis olan “tRNA-intergenik length
polimorfizm analizi - tDNA-PCR” yontemi, 6zellikle 16S rRNA ve 23S rRNA genleri
olmak Uzere ITS bolgeleri, Chaperonin 60 (Cpn60) geni, groES ve groEL genlerini,
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vanA, vanB, vanC ve vanD genini ve sonugta HLGR genlerini hedef alan problarin
kullanildig1 “niikleik asit hibridizasyon” yontemi, vanA ve vanB genlerini hedefleyen
primerlerin kullanildigi, spesifik mRNA’y1 gosteren reverse transkriptaz - PCR (RT-
PCR) yontemi kullanim alani1 bulan 6nemli yontemlerdir (Myers ve Gelfand, 1991;
Young ve ark., 1993; Domig ve ark., 2003).

2.8.2.3. Dizi analizi yontemleri

Diger bircok mikroorganizmada Ozellikle tek nokta mutasyonlarina dayali
bilinen veya bilinmeyen farkliliklar: tespite yonelik olarak kullanilan ve epidemiyolojik
metodlar igerisinde en yiiksek ayirim giicline sahip olan dizi analizi yontemi enterokok
izolatlarmin cins ve tiir ayiriminin yani sira izolatlarin klonal iligkilerinin tespitinde de

kullanilmustir.

2.8.2.3.1. Parsiyel dizi analizi

16S rRNA V4 ve V9 bolgelerine yonelik PCR analizini takiben yapilan parsiyel
dizi analizi, enterokoklarin identifikasyonu ve siniflamasinda giivenilir bir tekniktir.
VRE’lerin identifikasyonunda da multipleks PCR ile kombine olarak bu yodntem
kullanilmigtir. Bu gen bolgesi disinda izolatlarin identifikasyonu i¢in; ddl geni, cpn60
geni, groES geni, sodA genlerininde dizi analizi yapilmasi Onerilmis, Poyart ve ark.
(2000) tarafindan ozellikle sodA geninin dizi analizinin 16S rRNA geni dizi analizine

gore daha diskriminatif oldugu ileri stirilmistiir.

2.8.2.3.2. Multilokus sequence tipleme (MLST)

Pekcok bakteriyel turin virulans faktorlerinin ve molekuler epidemiyolojik
ozelliklerin degerlendirilmesinde kullamilmistir. Housekeeping genlerin internal
parcalarinin DNA dizisindeki allelleri identifiye etmeye dayali bir yontemdir.
Enterokoklarda MLST’nin, 6zellikle E. faecium suslarinin, uluslararasi veri bankasini

olusturmada uygun bir teknik oldugu sonucuna varilmistir (Homan ve ark., 2002).

Sonug olarak, enterokoklar1 tanimlama, karakterize etmede ve tiplendirmede

taksonomik ayirim yetenekleri degisen ¢ok sayida teknik kullanilmaktadir. Son 15 yilda
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metodolojik gelismelerden dolay1 bakteriyel taksonomi yeniden gozden gecirilmektedir.
Ozellikle enterokoklarda modern bakteriyel taksonomi cesitli ¢alismalarla elde edilen
genis c¢apli bilgilerle tamamlanmaktadir. Rutin incelemelerde klasik fenotipik yéntemler
onemini hala koruyor olmasina ragmen, genotipik yontemler mikroorganizmalarin tam
olarak karakterizasyonu ve klonal diizeyde ayirt edilmesine katkida bulunmaktadir.
Ayrica bu teknikler yalnizca insan sagligi alaninda degil, bunun yaninda hayvansal gida
zincirinde (kanatlilar vb.) ve yabani hayatta epidemiyolojik arastirmalarda da gii¢lu bir
ara¢ olarak kullanilmaktadir. Polifazik bir yaklagimla, fenotipik ve genotipik modern

yontemlerin kombinasyonu guvenli identifikasyon i¢in uygun bir ¢ézumdur.

2.9. Enterokok Enfeksiyonlarmin Tedavisi

Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi, ilk secenek antibiyotiklere karsi degisen
diizeyde diren¢ gostermeleri sebebi ile olduk¢a zor ve karmasiktir. Enterokoklarin
neden oldugu iiriner enfeksiyonlar, peritonit ve yara enfeksiyonlarmin ¢ogu ampisilin,
penisilin veya vankomisin gibi tek ilacla tedavi edilebilirken; endokardit, bakteriyemi
ve menenjit gibi ciddi enfeksiyonlar da hiicre duvarma etkili bir ajanla bir
aminoglikozitin birlikte uygulanmasi sinerjistik etki gostermektedir. Penisilin alerjisi
olan hastalarda veya penisilin/ampisilin direngli suslarla olan enfeksiyonlarda
vankomisin ve aminoglikozid kombinasyonu da sinejistik etkilidir. Ancak, yuksek
diizeyde aminoglikozit ve ampisilin direncine ek olarak vankomisin direncinin de hizla
yayilmasi, basta E. faecium enfeksiyonlar: olmak iizere VRE ile olan enfeksiyonlarin
tedavisini, son derece problemli hale getirmistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Boogard ve
ark., 2002; Hayes ve ark., 2003; Alp ve Sardan, 2008; Oravcova ve ark., 2013).

E. faecalis izolatlarinin hemen tamami ampisiline orta diizeyde duyarhidir. Bu
yiizden bu izolatlarda vankomisin direnci olsa dahi, tedavileri nispeten kolaydir. Ancak
penisilin ve ampisiline dogal olarak daha direngli olan E. faecium’larda da vankomisin
direnci gorilmektedir (Cetinkaya ve ark., 2000; Zirakzadeh ve Patel, 2006; Santos ve
ark., 2013).

Eger VRE ampisiline yiiksek diizeyde direngli ise, tetrasiklin, eritromisin,

kloramfenikol, ylksek diizey aminoglikozit, rifampin, florokinolon, novobiosin ve
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uriner enfeksiyonlar igin nitrofurantoin gibi antibiyotiklere duyarlilik arastirilmalidir
(Murray, 1997; Cetinkaya ve ark., 2000; Alp ve Sardan, 2008).

Farkli mekanizmalar ile direng gelistiginden, yiiksek diizeyde gentamisin
direngli enterokoklarda streptomisin direnci arastirilmalidir. Her iki aminoglikozide de
direng varsa, higbir tedavi rejiminin giivenilir bir bakterisidal etki olusturmasi
beklenmemelidir. Coklu ilag direnci gosteren enterokoklarda tedavi secenekleri oldukca
smirlhidir ve optimal tedavi tam olarak bilinmemektedir (Cetinkaya ve ark., 2000;
Joseph, 2000; Alp ve Sardan, 2008; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).

Kloramfenikol: Coklu ilag direnci gosteren E. faecium’lara invitro etkili olabilir
ancak VRE enfeksiyonlar1 tedavisinde sinirli basar1 gosterir, mortalitede azalmaya yol

acmaz (Cetinkaya ve ark., 2000; Frye ve Jackson, 2013).

Seftriakson: Glikopeptit direncini indiiklediginden normalde enterokoklara
etkisizdir. Seftriakson, vankomisin ve gentamisin kombinasyonu, glikopeptit direncli
E. faecium’larda etkin olarak bildirilmistir (Cetinkaya ve ark., 2000; Frye ve Jackson,
2013).

Rifampin: Enterokokal enfeksiyon tedavisinde, zayif bakterisidal etkisi ve direng
gelisiminden dolayr kullanimi kisithidir (Moellering ve Wennersten, 1983; Frye ve
Jackson, 2013).

Fosfomisin:  Enterokoklara karsi etkinlik gosterir. Fakat tek basina

kullanildiginda hizla direng gelisir (Cetinkaya ve ark., 2000; Frye ve Jackson, 2013).

Tetrasiklin: VRE’lerin bazilarina etkilidir. Doksisiklin ve minosiklin diger
ajanlar ile beraber kullanilabilir. Ancak tetrasiklin direnci oldukga yiiksek oranda
gortulmektedir. Glisilsiklin olarak bilinen tetrasiklin deriveleri coklu ila¢ direnci
gosteren enterokoklara mikemmel etkinlik gostermektedir. Bakteriyostatik etkilidir
(Testa ve ark., 1993; Frye ve Jackson, 2013).

Siprofloksasin ve diger kinolonlar: Enterokoklara orta derecede etkili ajanlardir
ve kullanimlar {iriner enfeksiyonlar ile sinirlidir. Gentamisin, ampisilin veya rifampin

ile kombine kullanilirsa VR E. faecium’lara etkilidir. Yeni florokinolonlar ise Gram
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pozitiflere daha yiksek aktivite gosterirken enterokoklara karsi daha az etkindir.
Klinafloksazin enterokoklara en etkin ajandir. Ampisilin ile kombine kullanilirsa
bakterisidal etki gosterir (Burney ve ark., 1994; Piddock, 1994; Cetinkaya ve ark., 2000;
Frye ve Jackson, 2013).

Nitrofurantoin: Pek ¢ok VRE’ye karsi etkilidir ve iiriner enfeksiyonlarda bir
secenek olabilir. Coklu ila¢g direnci gosteren enterokok tedavisinde etkin bir

antimikrobiyal tedavi belirlenmemistir (Zirakzadeh ve Patel, 2006; Frye ve ark., 2013).

Teikoplanin:  VanB tipi enterokoklara etkin diger bir glikopeptittir.
Aminoglikozitlerle kombine edildiginde endokarditlerde etkin olabilir. Ancak VanB tipi
E. faecium’larda invivo teikoplanin direnci gelistigi de bildirilmistir. VRE
enfeksiyonlarinda yeni yaklasimlar olarak R-laktam — R-laktam, B-laktam-glikopeptit,
R-laktam - florokinolon kombinasyonlari hayvanlarda incelenmistir. Ampisilin ve
vankomisine direngli olmasimna ragmen R-laktam - glikopeptit kombinasyonunun
kullanimi ile E. faecium inhibe olabilir. Bazi suslarda vankomisin varliginda ampisilin

MIK degeri azalmaktadir (Hayden ve ark., 1993; Frye ve ark., 2013).

Son yillarda VRE/GRE enfeksiyonlarinin tedavisinde yeni secenek antibiyotikler
denenmeye baslanmis olup bunlardan bir kismi eski iirlin olup yeni endikasyon alani
bulmusken bazilart hala Faz III diizeyinde, bazilari da FazIV’de Kklinik deneme

asamasindadir. Bunlardan en 6nemlileri;

Kuinupristin/dalfopristin: Streptogramin grubu antibiyotiktir ve VR E. faecium
suslarina kars1 bakteriyostatik aktivite gosterir. Ancak E. faecalis suslarina interensek
direng sebebi ile etkin degildir (Zirakzadeh ve Patel, 2006). Hayati tehdit eden VR
E. faecium bakteriyemilerinin tedavisinde onaylanmistir. Protez kapak endokarditi,
ventrikiilit, katater iligkili peritonitlerde etkin bulunmustur (Zirakzadeh ve Patel, 2006;
Frye ve Jackson, 2013).

Daptomisin: Asidik bir lipopeptittir ve timit verici klinik sonuglar alinmaktadir.
Enterokoklarin biitiin tiirlerinde MIK degeri diisiiktiir, inokiiliim etkisi zayiftir ve tek
basina bakterisidal etkilidir. Glikopeptitler ile ¢apraz direng gorilmez (Sabol ve ark.,
2005).
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Oritavansin: Semisentetik bir glikopeptittir, VRE’ye kars1 en etkin ajanlardan
birisidir ve bakterisidal etkinlik gosterir. Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Ancak vankomisine benzer oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda farmakokinetik ve

farmakodinamik ozellikleri ile ilgili ¢aligmalara ihtiyag vardir (Schwalbe ve ark., 1996).

Oksazolidinonlar: Yeni sentetik antibiyotiklerdir. Protein sentezini inhibe
ederler. Enterokoklara karsi etkinlikleri iyidir. Bu gruptan linezolid FDA tarafindan
onaylanmistir (Bostic ve ark., 1998; Zirakzadeh ve Patel, 2006; Frye ve Jackson, 2013).

2.10. Enterokok Enfeksiyonlarinda Korunma ve Kontrol Onlemleri

VRE’nin diinya genelinde eradikasyonu i¢in insan, hayvan ve c¢evre bazl
koruma ve kontrol 6nlemlerinin alinmasi bir zorunluluktur. Buradan yola ¢ikarak hem
insan hem de hayvan saglig1 agisindan dikkat edilmesi gereken noktalar oldugu bilim
insanlar tarafindan farkl tarihlerde ortaya konulmustur (Basustaoglu, 2004; Manley ve
ark., 2007).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 1997 yilinda “The Medical Impact of the Use of
Antimicrobials in Food Animals” ad1 altinda Berlin’de bir toplant1 diizenlemis ve VRE
ile miicadele noktasinda uluslararasi bir fikir ve uygulama birlikteligi saglamak i¢in ilk
adimi atmistir. Daha sonra 2000 yilinda Cenevre’de diizenledigi toplanti sonrasinda
“The World Health Organization Global Principles for the Containment of
Antimicrobial Resistance in Animals Intended for Food” dokiimaninda bu konuda
uygulanmasini 6nerdikleri kurallar1 yaymlamistir. Bu onerileri 6zetleyecek olursak;

1. Hiikiimetler ve uygulayict otoriteler hayvanlarda antimikrobiyal ajanlarin
kontrollii kullanimi, pazarlama ve bunun sonucunda ortaya cikabilecek direncin
Onlenmesi i¢in ulusal stratejiler gelistirmelidir.

2. Antimikrobiyal ajanin hayvanlarda kullanimi i¢in onay verilmeden 6nce etken
madde bilimsel, epidemiyolojik veriler dogrultusunda degerlendirilmeli, direng gelisimi
acisindan detayli incelenmeli ve bu sonuglara gore onay verilmelidir.

3. Kullanimina onay verilen antibiyotikler i¢in ulusal diizeyde kullanim, kontrol
ve takip sistemi olusturulmali, ulusal diizeyde diren¢ takip sistemi olusturulmalidir.

Ozellikle veteriner hekimler, tip doktorlar1, ulusal otorite mutlaka elde edilen veriler
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konusunda bilgilendirilmelidir. Uygulanan antibiyotik duyarlilik testleri uluslararasi
standartlara gore uygulanmali ve mutlaka kalite kontrol protokollerine uyulmalidir.

4. Gida amagh iretilen hayvanlarda kullanilacak antimikrobiyaller icin ulusal
kullanim diizeyleri belirlenmelidir. Veteriner hekimler i¢in antibiyotik kullanimi
protokolleri olusturulmali ve tiim antimikrobiyallerin kullaniminda veteriner hekim
tarafindan recetelendirme mecburi kilinmalidir.

5. Insanlarda tedavi amach kullanilan antibiyotikler ile aym1 gruba iiye
antimikrobiyal biiyilitme faktorlerinin kullanimi yasaklanmalidir.

6. Mezuniyet Oncesi ve sonrasi egitim programlari diizenlenerek veteriner
hekimlerin bu konuda ve 6zellikle koruyucu hekimlik uygulamalar1 ve yaratacagi halk

saglig1 problemleri acisindan bilgilendirilmesi, bilin¢lendirilmesi saglanmalidir.

Yine ayn1 dokiimanda hayvanlarda direncin ortaya ¢ikisinda;

1. Antibiyotik kullanan veteriner hekimlerin antimikrobiyal direng ve uygun
antibiyotik kullanim1 konusunda yeterli bilgiye sahip olmamasini,

2. Baz1 llkelerde antibiyotik satiglarindan veteriner hekimlerin gelir elde
etmesini,

3. Antibiyotiklerin tedavi amach kullanilmasi yerine {retim amagh
kullanilmasini,

4. Yeterli antibiyotik uygulama ve kontrol kurallarinin olmamasini,

5. Uretici kuruluglarin pazarlama stratejilerinin veterinerleri ve hayvan
ureticilerini etkilemesini,

6. Endiistriyel hayvan iiretiminin anlamli diizeyde artmasini,

7. Ekonomik kaygilarin olusacak direncin insan sagligina olan etkisinin éntine
gegcmesini,

8. Bircok iilkede hayvan ve hayvan kaynakli gidalarda direng takip

programlariin uygulanmamasini etkili olan faktorler olarak vurgulamiglardir.

Antibiyotiklerin hayvancilikta biiyiitme faktorii olarak kullaniminin yaninda
tedavi ve profilaktik amagli kullanimi siirmektedir. Tarim ve Koyisleri ile Saglik
Bakanligi’nin birlikte c¢ikardiklar1 “Tirk gida kodeksi hayvansal kokenli gidalarda
veteriner ilaglart maksimum kalint1 limitleri tebligi” (Teblig no: 2002/30, Tarih

28.04.2004-24739) ile et, sut, yumurta, bal gibi hayvansal kokenli tiim gidalarda
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bulunabilecek enfeksiyon tedavisi/profilaktik amagli kullanilan antibiyotiklere ait
farmakolojik aktif maddelerin maksimum kalinti limitleri yaymlanmistir. Ancak ne
yazik ki bu konuda gerektigi sekilde kontrol uygulamasi yapilamamaktadir. Ornegin;
gelisme doneminde antibiyotikli yemle beslenen hayvanlarin kesimden yedi-on gin
Once antibiyotiksiz yeme ge¢me zorunlulugu vardir. Bu donemde enfekte olan
hayvanlarin imhasi ve enfekte hayvanlardan elde edilen iirtinlerin satisa sunulmamasi
gerekmektedir. Meydana gelebilecek maddi kaybir en aza indirmek ig¢in antibiyotiksiz
yem donemi kisa tutulmakta ve kesim sonrasi yeterli diizeyde kalinti kontrolii
yapilamamaktadir. Yine tavuk liretiminde kiimeslerde metre kareye diisen kilo miktari
arttiglt zaman, antibiyotikli yemleme doneminde kiimesteki hayvanlari seyreltmek
amaciyla erken kesimler yapilmakta ve bu hayvanlardan elde edilen etler satisa

sunulabilmektedir (Basustaoglu, 2004).

Insan ve hayvanlarda enterokok enfeksiyonlarmin ¢ogu endojen kokenli olup,
barsaklardan translokasyonla endojen kokenli sistemik enfeksiyona doniisiir. Ancak,
hastanelerde ve hayvan barinaklarinda, kolonize hasta veya hayvan ile kontamine
atiklarla direkt temasla, personelin kontamine elleriyle kontamine yuzeylerle temasla
veya kontamine tibbi aletler yoluyla indirekt olarak bulasan oldugu gosterilmistir.
Hastane enfeksiyonlarin da enterokok enfeksiyonlarinin, 6zellikle de tedaviye cevap
vermeyen VRE/GRE gibi ¢oklu ila¢ direnci gdsteren suslarla olusan enfeksiyonlarin,
1980’li yillardan sonra artig trendine girmesi ile Center for Disease Control and
Prevention (CDC)’ ye bagh “Hospital Infection Control Practices Advisory Committe”
(HICPAC) hastanelerde VRE yayilimimi kontrol altina alabilmek amaci ile alinmasi
gereken tedbirleri igeren bir rehber 1995 ve 1996 yillarinda yaymlamistir. Bu rehberde

onerilen tedbirler;

1) Hastane personelinin egitimi

Doktor, hemsire, hasta bakimindan sorumlu personel, laboratuar calisanlari,
eczacilar ve 6grenciler gibi biitiin hastane ¢alisanlarina VRE’ nin 6nemi, epidemiyolojisi
ve kontroliiniin dair egitim verilmelidir. VRE kontrol yontemleri ve VRE yayilimini
onleyici ilkeler konusunda diizenli olarak yilda en az bir kez egitim yapilmali ve VRE
sikliginda artis oldugunda bilgi yenileme egitimi seklinde tekrarlanmalidir (Manley ve
ark., 2007).
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2) Kisitli vankomisin kullanimi

Direncli mikroorganizmalarin kontroliinde antibiyotik kullaniminin kisitlanmasi
son derece oOnemlidir. Hastanelerde uygun olmayan endikasyonlarda vankomisin
kullanim1 VRE kolonizasyonu ve enfeksiyonu i¢in énemli bir risk faktoriidiir. Ayrica
ticiincli kusak sefalosporinler ve anti-anaerobik etkinligi olan antibiyotiklerin kullanimi
da riski artirmaktadir. Bu sebeple 6zellikle VRE kontroliinde antibiyotik kullanimi
konusunda egitim c¢aligmalarina 6nem verilmeli, HICPAC onerileri dikkate alinmalidir

(Manley ve ark., 2007).

3) Mikrobiyoloji laboratuarinin etkin kullanimi

Mikrobiyoloji laboratuari tiim hastane enfeksiyonlarinda oldugu gibi VRE
stirveyansinda ve yayiliminin onlenmesinde olduk¢a onemli bir basamaktir. VRE ile
kolonize veya enfekte hastalarin en kisa siirede ve dogru olarak tespit edilmesi,
duyarlilik  sonuglarinin  belirlenmesi, kontrol Onlemlerinin  erken ddnemde
uygulanabilmesini ve yayilimin siirlandirilmasini saglar. Bir hastanede VRE bir kez
izole edildiginde mutlaka vankomisin duyarlilifi yoniinden tekrar test edilmesi ve
enfeksiyon kontrol komitesine ve hastanin izlendigi servise bildirilmesi gerekir.
Boylece sonug belli olana kadar hastanin izole edilmesi saglanmalidir. Rutin tarama
kiiltiirleri ile kolonizasyonun tespiti ve izole edilen VRE suslar1 arasindaki klonal
iliskinin molekiiler tipleme ydtemleri ile ortaya konulmasi da enfeksiyon kontrol

onlemleri agisindan 6nem tagimaktadir (Manley ve ark., 2007).

4) Slrveyans kalttrleri

Intestinal kolonizasyonunun belirlenmesi amaciyla siirveyans Kkiiltiirlerinin
alinmast VRE kontrol proGraminin en 6nemli basamaklarindan birisidir. Prevalans
taramalar1 yeni bir VRE pozitif hasta tespit edildiginde sadece ayni odada izlenmekte
olan hastalarin taramasi ile siirli olabilecegi gibi, ayni servisteki biitiin hastalarin veya
yogun bakim, transplantasyon, hematoloji onkoloji iinitesi gibi birimlerde izlenen
yiiksek risk grubundaki hastalarin taranmasi seklinde daha genis kapsamli olabilir.
Kolonizasyon tespitinde diger bir yaklasim ise C. difficile toksini arastirilmak iizere
gonderilen gaitalarin VRE yonilinden taranmasidir. Ayrica VRE’nin yaygin oldugu
hastanelerden veya bakimevlerinden transfer edilen hastalardan perirektal kultir

alinmasi da diger bir uygulamadir (Manley ve ark., 2007).
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5) Gastrointestinal kolonizasyonun eradikasyonu

Vankomisin direncgli enterokok eradikasyonunda amag, kolonizasyonu olanlarda
enfeksiyon gelisme riskini azaltmak, hastanedeki VRE rezervuarimi sinirlamak ve
enfeksiyon kontroliine yonelik harcamalari azaltmaktir. Ancak kalic1 eradikasyon
saglayacak antimikrobiyal tedavi heniiz bilinmemektedir. VRE kolonizasyonunun
eradikasyonunda, Lactobacillus rhamnosus igeren yogurt kullanilmis ve basarili

bulunmustur (Manley ve ark., 2007).

Vankomisin  direncli  enterokoklar ile kolonize hastalarda spontan
dekolonizasyon nadir olarak olugsmaktadir. Mayor Klinikte yapilan bir calismada;
karaciger ve bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarda spontan dekolonizasyon orani
%34 bulunmustur. Oral basitrasin, ramoplanin ve novobiyosin gibi antimikrobiyallerin
kullanimi VRE eradikasyonunda kisith basar1 gostermistir (Cetinkaya ve ark., 2000;
Zirakzadeh ve Patel, 20006).

6) Korunma ve kontrol

Hastane igerisinde hastalar arasinda enterokok yayiliminda, temasin
engellenmesi yani izolasyon en 6nemli korunma yontemidir. Temasi ortadan kaldirmak
veya en aza indirmek i¢in; saglik personeli arasinda el antisepsisi, eldiven ve koruyucu
onliik kullanim1 gibi uygulamalar yayginlastirilmali ve 6zendirici tedbirler alinmalidir.
Yapilan ¢alismalarda hastane personelinin ellerinin hastalar arasi bulasta 6nemli bir
vektor oldugu gosterilmistir. Maryland Universitesi’nde yogun bakim iinitelerinde aktif
surveyans uygulanmasinin VRE gecisini %39 oraninda azalttifi gosterilmistir. Bir
baska calismada Onliik kullaniminin 400.000 dolardan fazla yillik tasarruf sagladigi
bildirilmistir (Basustaoglu, 2004; Zirakzadeh ve ark. 2006).

Bir VRE salgininda salginin 6nlenmesi amaci ile;
a) VRE ile enfekte veya kolonize hastalar tek kisilik odalara veya VRE pozitif
diger hastalarla ayn1 odaya yerlestirilmeli,
b) VRE pozitif hasta odasina girerken eldiven ve Onliik giyilmeli; hasta
odasindan ayrilmadan ©nce eldiven ve Onliik ¢ikarilip eller antiseptik ajanlarla

yikanmali ve eller yikandiktan sonra hasta odasindaki yiizeylerle temas edilmemeli,
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c) VRE pozitif hastalarda kullanilan tibbi aletler diger hastalar igin
kullanilmamali, ortak kullanilacaksa dezenfekte edilmeli ve odalar arasi esya
transferinden kac¢inilmali,

d) VRE pozitif hasta ile ayn1 odada izlenen hastalardan gaita veya rektal siiriintii
kiiltiirleri alinarak kolonizasyon yoniinden arastirilmali ve VRE kolonizasyonu uzun
siire devam edebildigi icin, en az bir hafta arayla alinmis lic veya daha fazla negatif
kaltur sonucu elde edilene kadar arastirmaya devam edilmelidir.

e) VRE yayilim sekillerini ve rezervuari belirlemek amaciyla uygun molekiiler

yontemler kullanilarak klonal iliski yoniinden degerlendirilmelidir.

f) Saglik personelinde VRE tasiyiciligi ve buna bagli VRE yayilimi bildirilmis
olmakla beraber saglik personelindeki tasiyicilik VRE igin tanimlanmig énemli bulas
yollarindan biri degildir. Ancak VRE yayilimi kontrol altina alinamiyorsa, saglik
personeli kronik cilt ve tirnak problemleri yoniinden incelenmeli, epidemiyolojik olarak
VRE yayilimi ile iliskili oldugu belirlenen VRE tastyicisi personelin VRE negatif
hastalara bakim hizmeti vermesinden ka¢imilmalidir (HICPAC, 1995; Kim ve ark.,
2003; Alp ve Sardan, 2008; Tacconelli ve Cataldo, 2008).

2.11. Tavuklar ve Ozellikleri

Tavuksular (Galliforme), kuslar sinifina ait tavuklar, stlinler ve hindiler gibi
kuslar1 kapsamaktadir (Tablo 5). Ilk olarak Hindistan orjinli tavuklar evcillestirilmistir
(Garrigus, 2007). Tavuklar, 2003’teki oranlara goére 24 milyardan fazla sayiya sahiptir
ve bu oran onlar1 diinyadaki en genis popllasyona sahip evcil hayvan grubu

yapmaktadir (Perrins, 2003).

Tavuklar ugamayan kuslardandir. Boylar1 kisa ya da orta uzunlukta olan yerde
yasayan tipik zemin kuslaridir. Ayaklar1 eselemeye ve kosmaya uygundur. Cogunlukla
baslarinda tiiysiiz kisimlar ya da ibik benzeri deri ¢ikintilar1 bulunur. Ibikler erkeklerde
daha bulyuktlr. Gagalari kisa ve kuvvetli, ucu genellikle asagi dogru kivriktir. Bacaklari
kisa, eselenmeye ve yiirimeye uyum saglamistir. Ayaklarinda, {i¢ii 6nde, biri arkada
olmak iizere dort parmak vardir. Gozleri basiin iki yaninda olup, liger géz kapagina
sahiptir. Ugiincii perde gozii fazla isiktan korur. Kuyruk, ozellikle erkeklerde iyi

gelismistir. Horozlarda biiyiik, tavuklarda kiigiiktiir. Kiigiik kanatli olduklarindan ancak
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kisa mesafede ucus yapabilirler. Mideleri diger kuslarda oldugu gibi ii¢ boliimdiir.
Yemler once kursaga, sonra 6n mideye geger. Son olarak katida sindirilir. Tavuklar
yuva yapmaz. Yerde veya aga¢ dallarinda tiinerler. Sicakkanli hayvanlardir. Genel
olarak viicut 1silar1 40,5-42°C’dir. Akciger solunumu yaparlar (Perrins, 2003; Garrigus,
2007).

Siiriiler halinde yasarlar. Evcil olarak kiimeslerde yasarlar ancak serbest yasayan
yabani tiirler de vardir. Yuvalarini toprak iizerine, ¢alilarin arasina yaparlar. Yalniz
disiler kulugkaya yatar. Evcillestirilmis pek ¢ok tiirli bulunur. Ortalama 6mdrleri 15-20
yildir (Perrins, 2003; Garrigus, 2007).

Hepcil hayvanlardir. Besinleri taneli tohumlar, bitkiler ve bdceklerdir.
Besinleriyle birlikte tasliklarinda bulunmasi igin tag da yutarlar. 2003 yilinda 24 milyar
niifus ile Diinya'da en fazla bulunan kus tiiriidiir. Insanlara iki gesit sik kullanilan besin

kaynag: etleri ve yumurtalart sunarlar (Rales 2010).

Yumurta ile ¢ogalirlar. Iyi bir tavuk yilda 250-300 yumurta verir. Aralik ve ocak
aylarinda tily degistirdiklerinden yumurtlamazlar. Horoz tarafindan dollenmis
yumurtalardan civciv ¢ikar. Dollenmemis yumurtalardan civeiv ¢ikmaz. Yumurtalikta
meydana gelen yumurta sarisi, yumurtalik kanalindan gegerken iist kisimdan salgilanan
yumurta akina bulanir. Asagi inerken de lstii kireglenir. Bu yumusak kabuk havayla
temas edince sertlesir. Kulugkaya yattiklarinda yumurtalar1 gevirerek devamli hepsine
ayni 1s1y1 vermeye calisirlar. 38 ve 41 derecelerde de civciv ¢ikabilir. En ideal 1s1 39-40
derecedir. Viicutlar kiiciik olan tavuklarin 1silart iri tavuklardan fazladir. Boyle tavuklar
daha erken civciv ¢ikarir. Tavukta kulugka siresi genel olarak 21 gundur. Leghorn
tavuklarinin viicutlart kiigiik, hararetiyse fazla oldugundan 20 giinde civciv ¢ikarirlar

(Perrins, 2003; Garrigus, 2007).

Tavuklar hayatlarmin farkli evrelerinde farkli isimler alirlar. Yeni dogmus
yavrularina Civciv, geng ve gelisme ¢aginda olanlara pilic, yumurtlama olgunluguna
heniliz ulagmamis, ergenlik Oncesi donemdeki disiye yarka, cinsi olgunluga ulasmis

ergin disilere tavuk, ergin erkeklere horoz denir (Perrins, 2003; Garrigus, 2007).
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Diinyada ve Tiirkiye’de Leghorn, Arden, Nemse, Fizan, Minorka, Dorking, Beg,
Denizli, Cebeci, Gerze, Ispen¢ tavugu ve Tepeli tavuk en meshur tavuk cinsleridir
(Perrins, 2003; Garrigus, 2007).

Tablo 5. Tavuklarin smiflandirilmasi

Alem Animalia (Hayvanlar)
Sube Chordata (Kordalilar)
Smif Aves (Kuslar)
Takim Galliformes (Tavuksular)
Familya Phasidae (Sullingiller)
Cins Gallus

Tir G. gallus

Alt Tar G. g. domesticus

2.12. Martilar ve Ozellikleri

Herkesin bildigi deniz kuslar1 olarak anilir. Martigiller, Deniz kirlangicigiller,
Yirtict martigiller ve Dalict martigiller familyalarini kapsar (Sekil 8; Tablo 6).
Martigiller familyasindan olan bu kuslar, denizi olan tiim diinya topraklarinda
yasayabilen Ozelliklere sahip ugucu ve yiiziicii kuslardir. Collerde ve kutuplarda
rastlanmazlar. Agirliklari, tiire bagh olarak, 150 gr ile 1,5 kg arasinda degisir. Boylarida
agirliklar1 gibi tiirden tiire degisim gosterir. Kiictik tiirlerin boyu 35 cm, biiyiik olanlarin
ise 70 cm civarmdadir. Sivri ve uzun kanatlar1 olan, yiizme ve ugma yetenegi gelismis,
perde ayakli bir kus tiiriidiir. Genellikle toplu halde deniz kiyis1 olan yerlerde yasarlar.
Oldukga sosyal bir yapiya sahip olan kuslar, insanlarla i¢ ice yasamay1 sever. Denizden

uzak yasayamazlar. Ortalama yasam siireleri 25 y1l kadardir.

Cirkin bir sese sahip olan martilar, zarafetten 6diin vermeyen yapilariyla dikkat
ceker. Kafa bolgesindeki tiiyler kisin beyazlasirken, yazin daha koyulasir. Tiiylerinin
rengi beyaz, siyah ya da kil rengindedir. Kanatlariin biiytikliigii iyi u¢gmasina yardimci
olur. Suyun i¢ine dalma ozellikleri olmadigindan, en kotii kosullarda bile denizin
Uzerinde yuzerek, dinlenirler. Gaga yapilar orta boliime kadar diiz inerken, u¢ kisma
dogru kanca seklini alir. Kuyruklar genellikle ¢atalli, ayaklarin 6n parmaklar1 perdeli,

arka parmaklar1 ise perdesizdir.
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Denizin yiizeyinden ve kiyilarindan beslenirler. Oldukga istahlidirlar. Yedikleri
bocekler, lesler, yumusakcalar ve ¢opliikteki artik yiyeceklerdir. Yedikleri arasinda
plastik olursa, stirekli tokluk hissi duyacaklarindan 6liime kadar giden bir siire¢ yasarlar.

Coplerin oldugu kiy1 kesimlerinde bu kuslardan bol miktarda bulunur.

Martilarda iireme 6zelliklerine bakildiginda toplu olarak yasarlar, yuva yapmak
icin bataklik kiyilarini, evlerin catilarini, g6l ve deniz kenarlarii tercih ederler.
Muntazam yapilmamis olan yuvalari, yosunlarla Ortiiliidiir. Disiler 2-3 adet arasi
yumurta yaparak, 3-4 hafta siiresince kulugkada yatar. Kulugkayi, erkek ve disi
nobetlese olarak yapar. Yumurtalar kahverengi veya siyah beneklidir. Yavrular ilk
ciktiginda esmer olarak dogar. Yavrular1 ve yuvayr korumakta da erkek ve disi birlikte
hareket eder. Anne ve babasinin gagasina vurarak agligini anlatan yavrular, 4-6 haftalik

oldugunda yuvadan ugarlar.

Oldukga fazla tiirleri bulunmaktadir. Yaklasik 45 tiir altinda toplanan martilar
(Laridae altfamilyasi) sumrularla birlikte Laridae familyasini olusturur. Martilarin pek
cok tiirli olup ciice marti, giimiissel mart1, kiigiik marti, kara marti, karabasli marti, kara
kuyruklu marti, Kirlangi¢ kuyruklu marti, giiler marti, Kara bacakli mart1 ve Fraklin

martisi en meshur mart1 tiirleridir.

Ada martis1 (Larus audouinii): Koloniler halinde kiyidan uzaktaki adalarda ve
kayalik bolgelerde yasarlar. Deniz yiizeyinden 1000 metre kadar yiiksekliklerde
yasarlar. Ureme icin orta yiikseklikte bitki ortiilerini secerler. Nisan ortasindan Mayis
baslarina kadar ciftlesme ve yumurtlama dénemidir. Temmuz basinda ¢ikan yavrular,
yuvadan ugtugunda kolonilerin i¢ine karigirlar. Bu tiirlerin avlanmasi yasaklanmistir.

Akdeniz kiyilarinda, 6zellikle Mersin Silifke yoresinde bulunurlar.

Biiyiik kara sirtli mart1 (Larus marinus): Uzunlugu 75 santimetreye ulasan en iri
mart1 tlirtidiir. Sivri ucu asag1 dogru kivrilan sari, giiclii gagas1 yengecleri, baliklari, fare
ve sigan gibi kiiclik memelileri, plastik ¢op torbalarimi kolayca pargalayabilir. Bunun
disinda yelkovankuslar1 ve deniz papaganlar1 gibi kiiciik kuslar1 ve kuzular1 da kaptigi

bilinmektedir. Tiirkiye de bulunan mart1 tiirlerindendir.
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Kiigtik mart1 (Larus minutus): Gergekten martilarin en kiigiik tiiriidiir. Uzunlugu
ender olarak 30 santimetreyi asan bu tiiriin basi siyah, kanatlariin tstii agik gri, alt1

daha koyudur. Tiirkiye'de yazin az sayida iirer.

Karabas mart1 (Larus ridibundus): Yazin koyu kahverengi olan basi, kisin

beyazlasir. Tiirkiye'de biitiin kiy1 bolgelerinde ve i¢ kesimlerdeki gollerde tirer.

Bayagi mart1 (Larus argentatus): Avrupa kiyilarinin yani sira Tlrkiye'de de en
yaygin martt tiriidiir. Bunun disinda Giliney Amerika ve Avustralya diginda tiim
kitalarin kiyillarinda bulunur. Bayagi martinin uzunlugu 60 santimetredir. Bazen midye
gibi kabuklu hayvanlari gagasina sikistirip kabuklarin1 kirmak igin yiikseklerden

kayalara birakan bu martilar hemen her seyi yer.

Giimiis marti (Larus cachinnans): Ulkemizde az da olsa rastlanan trlerdir.

Grimsi renkleriyle taninirlar.

Californiya martis1 (Larus californicus): Bayagi martiya ¢ok benzeyen bu tur

buyik 6l¢lide ABD'nin Biiyiik Okyanus kiyilarinda yasar.

Pasifik martis1 (Larus pacificus): Avustralyanin gilineyinde ve Tasmanya'da
tireyen baz1 diger martilar gibi, ¢esitli deniz kuslarimin yuvasindan ayrilmasini firsat

bilip yumurtalari ve yavrular1 yagmalar.

Okyanus martis1 (Rissa tridactyla): Gurdlticu koloniler halinde, Atlas
Okyanusu'nun her iki kiyisindaki sarp kayaliklara yuvalanir. Martilar i¢in alisgiimadik
o6l¢iide diizenli yuvalari ot ve yosun gibi bitkisel maddelerden olusur. Ayaklarmin siyah

olmasi da bu tiiriin dikkat ¢eken 6zellikleri arasindadir.

Yirtict martilar: Akraba bir familyay1 (Stercorariidae) olusturan martilardir,
yiyecegini sik stk diger kuslardan kaparak elde eden, koyu renkli, martiy1 andiran
kuslardir. Bu grubun en iri tiirli olan biiyiik yirticimart1 (Catharacta skua) yaklasik 60
cm uzunlugunda, siyahimsi kahverengi tiiylii, kalin govdeli, gii¢lii yapili ve kisa
kuyrukludur. Kivrik tirnaklarla donanmig parmaklar1 ayaklarina pence goriiniisii verir.
Hem Kuzey Kutup Bolgesi'nde, hem de Antarktika'da tireyen tek kus triddr. Uzun siire

hizla ve yorulmadan ugabilir. Yalniz yasadig1 gibi yalniz avlanmay1 yegler. Pesine
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diistiikleri martilar1 yakaladiklar1 baliklar1 birakmaya zorladiklarindan “korsan martilar”

olarak da taninirlar.

Biiyiik dalict martilar: Ureme mevsimi boyunca kendi yiyeceklerini bulurlar.
Kuzey ve Giiney kutuplar1 yakinlarinda tireyen topluluklar birbirinden ayridir. Fakat
lireme mevsimi diginda yeryiizliniin her yerine dagilirlar. Yumurtalarin1 ve yavrularimi
yabancilara kars1 etkin bir bigimde koruyan bu kuslar bolgelerine giren canlilara ayrim
gozetmeksizin saldirirlar. Diger yirtict martilarin davraniglart da benzer o6zellikler
gosterir. Yazin Kuzey Kutbu'na yakin tundralarda ve adalarda iirer, kisin Sili, Gliney
Afrika ve Avustralya'ya kadar gé¢ ederler. Ayrica, bir grup deniz kusu “dalict mart1”

adiyla taninmaktadir.

Dinyada ve Tirkiye’de bilinen Mart1 tiirlerinin isimleri asagida verilmistir;
e Ada martis1 (Larus audouinii) (Turkiye)
e Akdeniz martis1 (Larus melanocephalus) (Tlrkiye)
e Amerika ringa martisi (Larus smithsonianus)
e And martis1 (Larus serranus)
e Arduvaz sirth mart1 (Larus schistisagus)
e Bati martis1 (Larus occidentalis)
e Belcher martis1 (Larus belcheri)
e Beyaz gozlii mart1 (Larus leucophthalmus) (Turkiye)
e Bonaparte martist (Larus philadelphia)
e Boz mart1 (Larus modestus)
e Biiyiik kara sirtli mart1 (Larus marinus) (Turkiye)
e Biiyiik karabas mart1 (Larus ichthyaetus) (Turkiye)
e California martis1 (Larus californicus)
e Deniz martis1 (Larus novaehollandiae)
e Dogu martisi (Larus armenicus) (Tlrkiye)
e Dogu Sibirya martisi (Larus vegae)
e Franklin martis1 (Larus pipixcan)
e Gri basli mart1 (Larus cirrocephalus)
e Giilen mart1 (Larus atricilla)

e Gumis mart1 (Larus cachinnans) (Turkiye)
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o Halka gagali mart1 (Larus delawarensis)

o Hartlaub martis1 (Larus hartlaubii)

e Heermann martisi (Larus heermanni)

e Heuglin martis1 (Larus heuglini)

« Ince gagali mart1 (Larus genei) (Tiirkiye)

e Isli mart1 (Larus hemprichii)

« Izlanda martis1 (Larus glaucoides)

o Kahverengi baglikli mart1 (Larus maculipennis)
o Kahverengi-basli mart1 (Larus brunnicephalus)
o Kara gagali mart1 (Larus bulleri)

o Kara kuyruklu mart1 (Larus crassirostris)

e Kara sirth martt (Larus fuscus) (Tirkiye)

o Karabas mart1 (Larus ridibundus) (Turkiye)

o Kizil gagali marti1 (Larus scopulinus)

o Kiigiik giimiis mart1 (Larus canus) (Turkiye)

o Kiigiik mart1 (Larus minutus) (Turkiye)

e Kutup martis1 (Larus hyperboreus) (Turkiye)

o Kuzey giimiis mart1 (Larus argentatus) (Turkiye)

d 2]

Sekil 8: Bazi mart1 gesitleri.
a: Kara kuyruklu mart1 (Larus crassirostris) b: Kirlangi¢ kuyruklu mart1 (Creagrus furcatus) c: Giilen marti
(Larus atricilla) d: Karabas mart1 (Larus ridibundus) e: Kara bacakli mart1 (Rissa tridactyla)
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Tablo 6. Martilarin siiflandirilmast

Alem Animalia (Hayvanlar)
Sube Chordata (Kordalilar)
Sinif Aves (Kuslar)
Takim Charadriiformes ( Yagmur kuslar)
Familya Laridae (Martigiller)
Cins Larus

Rissa

Pagophila

Rhodostethia

Xema

Creagus

2.13. Calismanin Amaci

Van ili ve gevresindeki kanatli hayvan yetistiriciliginin yapildig1 tavuklarda ve
Van Goli Havzasinda serbest olarak yasayan martilara ait digsk1 6rneklerinde enterokok
tarlerinin - varhigi-yaygiligmmin  belirlenmesi ile izolatlarin ¢esitli antibiyotiklere
direnglilikleri agisindan fenotipik ve genotipik analizinin yapilmasi amaglandi. Ayrica,
aragtirmada tavuk ve martilardan izole edilen enterokok tdrleri antibiyotik direng
patternleri bakimindan fenotipik ve vankomisin direnglilik genleri agisindan ise

genotipik olarak incelendi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Calismanin materyalini, Haziran-Eylil 2013 tarihleri arasinda Van ili ve
cevresindeki kanatli hayvan yetistiriciliginin yapildigi isletmelerdeki tavuklardan ve
Van GOlu Havzasinda martilarin yogun yasadigi yerlerden toplanan digki 6rnekleri
Olusturdu. Arastirma igin dort ay boyunca tavuk ve marti siriilerinin yogun iliski

kurdugu pilot bélgelerde takip yapildi.

3.1.1. izolasyon materyali

Calismada, enterokok tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla
tavuklardan 500 ve martilardan 500 olmak iizere toplam 1000 digki 6rnegi toplandi
(Tablo 7). Tavuklardan toplanan diskilar, koy isletmelerindeki kiimeslerden taze
olmasma dikkat edilerek toplandi. Mart1 diskilari, stiriiler halinde bulunan marti
topluluklar1 takip edildi ve martilar ugtuktan sonra alanda bulunan taze diskilardan
ornekleme yapildi. Digki 6rnekleri azide dextrose broth (AZB) igerisinde soguk zincirde
tasindi (Sekil 9).

91



Tablo 7. Tavuk ve mart1 diski 6rneklerinin toplandigi bolgeler ve drnek sayilar

Bolge Tavuk Marti Toplam
1.Adir Adasi ve Sahil Koyleri 150 250 400
Yayliyaka Koyt 50 100 150
Kumluca Koyl 50 50 100
Yesilsu Koyt 50 50 100
Adir Adast - 50 50
2. Ercek Golu ve Sahil Koyleri 100 100 200
Ercek Beldesi 20 20 40
Karagunduz Koyu 20 20 40
Asagigolalan koyl 20 20 40
Baklatepe Koyl 20 20 40
Gendelova Koy 10 10 20
Golyaz1 Koyt 10 10 20
3.S1hke Golii ve Cevresi 100 100 200
Kurtulus Caddesi boyu 50 50 100
Beylzimi Mahallesi 50 50 100
4. Edremit ve Gevas Sahil 200
Koyleri 100 100

Ugurveren Koyii 20 20 40
Dilkaya Koyu 20 20 40
Enginsu Koy 20 20 40
Akdamar Beldesi 20 20 40
Yuva Koyl 20 20 40
Toplam 500 500 1000
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Sekil 9. Tavuk ve mart1 digki érneklerinin Azide Dextrose Broth’daki gorintisu

3.1.2. Besiyerleri

Digki orneklerinden enterokoklarin izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla
azide dextrose broth (ADB, MERCK), bile eskuline agar (BEA, HIMEDIA), blood agar
base (HIMEDIA), brain heart infusion broth (BHIB, PLASMATEC), triptic soy agar
(TSA, PLASMATEC), ve mueller-hinton agar No.2 (MHA, HIMEDIA) besiyerleri

kullanild1. Besiyerleri prospektiislerine uygun olarak hazirlandi.

3.1.3. Referans enterokok suslari

Vankomisin direncli referans suslar;

- E. faecium BM 4147 (vanA)

- E. faecalis V583 (vanB)

- E.gallinarum BM 4174 (vanC1)

- E. casseliflavus ATCC 25788 (vanC2)

Inénii Universitesi Turgut OZAL Tip Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Molekiiler Mikrobiyoloji laboratuarindan temin edildi.
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3.1.4. Antibiyotik diskleri

Izole ve identifiye edilen suslarin antibiyotik direnglilikleri/duyarlilik durumlar
tespit edilmesi amaciyla Bioanalyse firmasindan saglanan vankomisin (VA, 30),
teikoplanin (TEC, 30), levofloksasin (LEV, 5), piperasillin (PRL, 100), kloramfenikol
(C, 30), meropenem (MEM, 10), imipenem (IPM, 10), kanamisin (K, 10), penisillin G
(P, 10V), oksasillin (OX, 1), sefazolin (CZ, 30), sefuroksim (CXM, 30), sefadroksil
(CFR, 30), sefoksitin (FOX, 30), sefoperazon (CEP, 75), sefklor (CEC, 30), sefepim
(FEP, 30), sefalothin (KF, 30), tobramisin (TOB, 10), sefpodoksim (CPD, 10),
sefotaksim  (CTX, 30), sefprozil (CPR, 30), streptomisin (S, 10),
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT, 1.25/23.75), seftizoksim (ZOX, 30), tetrasiklin (TE,
30), ampisilin (AM, 10), basitrasin (B, 10U), eritromisin (E, 15), fusidik asid (FA, 10),
gentamisin (CN, 10), amikasin (AK, 30) standart antibiyotik diskleri kullanildx.

3.1.5. PCR arag ve gerecleri

Qiagen DNA Mini Extraction Kit, Vivantis DNA Amplification Product Taq
DNA Polymerase, AppliChemAgaroselow EEO, BioLabs N3231S 100bp DNA Ladder,
Hettich Sogutmali Santrifiij, Hettich Sogutmali Mikrosantrifiij, BiosanCombi-Spin
Mikrosantrifij, Gel Logic 2200 ImagingSystem Jel gorlntileme sistemi,
AppliedBiosystemsGeneAmp PCR System 9700, QiagenQiagility Liquid Handling
System (Qiagility Sivi Denetim Sistemi), Consort E 452 Yatay Elektroforez Sistemi,

Kottermann Su banyosu, Binder Inkiibatér ve Vestel Mikrodalga Firm kullanilds.

PCR calismasinda kullanilan kimyasal maddeler;

PCR mix igerigi Stok konsantrasyon Tiip konsantrasyon ~ Ornek basina
gerekli miktar

H,O 15.95 pl
ViBuffer A 10X 1X 2.5 ul
MgCl, 50mM 1.5mM 0.75 ul
dNTP’s 10mM 0.4AmM 1l
ForwardPrimer 10 uM 0.4uM 1l
ReversePrimer 10 uM 0.4uM 1l
Tagq DNA Polimeraz 5 U/ul 15U 0.3 ul
Kalip DNA 0.04 ug/ wl 0.2ug 2.5 ul
Toplam Volim 25 ul

94



10x, pH 8,0 hazirlanis1 agsagida anlatildig: sekildedir;

-121,1 gr Tris Base (Sigma)

- 55,55 gr borik asit

- 3,8 gr EDTA birlikte 1000 ml’ye tamamlanarak buzdolabinda sakland.

3.2. Yontem

3.2.1. izolasyon

Tavuk ve martilardan, steril toplama kaplarina alinan digki 6rnekleri transport ve
0n zenginlestirme amaciyla ADB igerisinde soguk zincirde ve kisa siirede Yiiziincii Y1l
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ~Anabilim Dali  Bakteriyoloji
laboratuarmna getirildi. 37°C’de ve 24-48 saat inkubasyondan sonra, bu besiyerinden
BEA’a ekim yapilarak ayn1 sartlarda inkubasyona birakildi. Sham ve ark., (1997), Khan
ve ark., (2005), Dogru ve ark., (2010b), Unal ve ark., (2010) bildirdikleri yontem
kullanarak eskulin pozitif (siyah renkli) kolonilerden, Gram pozitif, katalaz negatif, kok
morfolojisinde ve PYR testi pozitif olanlar %7 koyun kanl agara ekilerek saflastirildi.
Izole edilen suslar, tiir tayini ve sonrasinda molekiiler karakterizasyon icin %10’luk

BHIB’da -20°C’de saklandi.

3.2.1. identifikasyon

Izole edilen enterokok siipheli bakterilerin cins ve tiir tayinleri Yiiziincii Y1l
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali bakteriyoloji laboratuarinda BD
Phonenix otomotik mikrobiyoloji sistemleri (Becton Dickinson, USA) kullanilarak

Gram pozitif panellerde yapildu.

-20°C’de %10’luk BHIB’da saklanan suslardan, %7°lik koyun kanli agara
ekimler yapildi ve 37°C’de 24-48 saat inkubasyona birakildi. %7°lik koyun kanli agarda
tiremis saf kolonilerden 0,5 McFarland olacak sekilde bakteriyel slispansiyon hazirland
ve Gram pozitif panelin identifikasyon kismina usuliine uygun aktarildi. BD Phonenix
otomotik mikrobiyoloji sistemine, hazirlanan Gram pozitif panel yerlestirildi. 24 saat

sonra identifikasyon sonuglar1 degerlendirildi.
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3.2.3. Molekuler karakterizasyon

izole ve identifiye edilen enterokok tiirlerinin single-PCR ve Multiplex PCR-
RFLP ile molekiiler karakterizasyonu Inénii Universitesi Turgut OZAL Tip Merkezi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Molekiiller Mikrobiyoloji laboratuarinda
gerceklestirildi. Bu amagla izole ve identifiye edilen enterokok tiirlerinin cins ve tir
diizeyinde dogrulanmasi 16S rRNA (320 bp) hedef alinarak PCR ile yapildi. Her tiir
icin esp geni (Enterokokal yiizey protein) hedef alinarak PCR ile tasiyicilik oranlari
belirlendi. vanA (732 bp), vanB (484 bp), vanC-1 (811 bp) ve vanC2/3 (439 bp)
genlerinin identifikasyonu i¢in multiplex PCR-RFLP yontemi kullanildi. Caligmada
kullanilan oligonukleotid primerler Tablo 8’de verildi.

Tablo 8: mPCR’da kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizilimleri

vanA Al-5-GGG AAA ACG ACA ATT GC-3°
A2-5-GTA CAATGC GGC AGT TA-3°

vanB B1-5’-ATG GGA AGC CGA TAG TC-3’
B2-5-GAT TTC GTT CCT CGA CC-3°

vanC-1 C1-5-GGT ATC AAG GAA ACC TC-3’

C2-5’-CTT CCG CCATCATAG CT-3’
vanC-2, vanC-3 C3D1-5’-CTCCTACGATTC TCT TG-3’
C3D2-5’-CGA GCA AGA CCT TTAAG-3
16S rRNA G1/L1 | L1-5’-CAA GGC ATC CAC CGT-3’
G1-5-GAA GTC GTA ACA AGG-3’

Esp F TTGCTAATGCTAGTCCACGACC

R GCGTCAACACTTGCATTGCCGA

DNA ekstraksiyonu;

Izole ve identifiye edilen enterokok tirlerinin genomik DNA ekstraksiyonu
manuel ve prensibi spin kolon sistemine dayali DNA Extraction With Genolyse
kullanilarak gerceklestirildi. Bu amagla izolatlarin TSA’daki bir gecelik taze
kiiltiirlerinden segilen bir 6ze dolusu koloni 1 ml’lik niikleaz-free steril su icerisine

alindi. 10.000 g’de 15 dakika boyunca santrifiij islemi yapildi. Santrifiij sonrasi tistteki
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stvi uzaklastirildi. Kalan ve ¢okmiis bakteriler lizerine 100 ul lysis buffer konuldu.
Tipler vortekslendi. Tiipler benmaride, 100°C’de 5 dakika boyunca kaynatildi. Daha
sonra tiiplerin kapaklar1 a¢ilmadan 15 saniye kisa santrifiij yapildi. TUplere 100 pl
neutralization buffer eklendi ve vorteks islemi gergeklestirildi. 14000 g 5 dakika santifiij
yapildi. Bu islemden sonra ayrilan iist sivi (siipernatant) templeyt DNA olarak PCR’da

kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

PCR amplifikasyonu i¢in 50ul final solusyonu olacak sekilde, 50 ng templeyt
DNA, 10 pmol primer, 200 uM dNTP (promega), 1.25 U Tag DNA polymerase
(Qiagen), 3pl 10X PCR buffer (Qiagen), 1,5 mM MgCl, ve %5 gliserol karigimi Qigen

otomotize cihazinda hazirland.

DNA ekstraktlari;

1) 94°C’de 120 saniye
2) 94°C’de 30 saniye
3) 55°C’de 60 saniye
4) 72°C’de 60 saniye
5) 72°C’de 420 saniye

Toplam 35 siklusluk amplifikasyondan sonra izole edilen gen boyutlart;

16S rRNA icin 320 bp, esp icin 932 bp, vanA i¢in732 bp, vanB icin 484 bp,
vanC-1 icin 811 bp ve vanC2/3 i¢in 439 bp olarak elde edilmesi hedeflendi.

Elde edilen DNA 6rneklerinde PCR ile polimorfik bolgelerin amplifikasyonunu
takiben amplikonlar Mspl restriksiyon enzimiyle muamele edilerek kesildi. Daha sonra
elde edilen bantlar %2’lik agaroz jelde yiiriitildii ve UV gorintileme cihazinda
sonuglar goriintiilendi. Elde edilen amplikon boyutlar1 vanA 231bp, 184 bp, 163 bp,
131/133 bp; vanB 188/189 bp, 160 bp, 136 bp; vanC1 230/237 bp; vanC2/3 338 bp, 91

bp olarak tespit edilmesi hedeflendi.
16S rRNA identifikasyonu;

Kariyama ve ark., (2000), Fortina ve ark., (2004) bildirdikleri yonteme gore
enterokoklarin molekiiler identifikasyonu 16S rRNA gen sekansinin tam uzunlugu

dikkate alinarak tiiretilmis polymerase zincir reaksiyonu (PCR) ile belirlendi.
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PCR amplifikasyonu i¢in 30ul final soliisyon olacak sekilde, 50 ng templeyt
DNA, 6 pmol primer, 100 uMdNTP (Invitrogen), 2U Hotstart Taqg DNA polymerase
(Qiagen), 3 pl 10X PCR Buffer (Qiagen) ve 4 pl 25 mM MgCl,, karisimi hazirlandi.

PCR sartlart,

1) 94°C’de 120 saniye

2) 94°C’de 30 saniye

3) 55°C’de 60 saniye

4) 72°Cde 60 saniye

5) 72°C’de 420 saniye

Toplam 35 siklus olmak Uzere amplifikasyon gergeklestirildi. Sul’lik PCR
urinleri TBE (Tris-HCL, Borik asit, EDTA) bufferda, ethidium bromide (0,5 pg/ml)
iceren %1,5’luk agarose jel elektroforez islemine 100V 2 saat olacak sekilde tabi

tutuldu. Bantlar syngene goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.

Enterokokal ylzey adhezyon molekilu geninin (esp) tespiti;

Bu amagla, Sedgley ve ark. (2005) bildirdikleri yontem kullanildi. 30 ul PCR
karisimu igerisinde 50 ng templeyt DNA, 6 pmol primer, 100 pM Dntp (Invitrogen), 2U
Hotstart Tag DNA polymerase (Qiagen), 3ul 10X PCR buffer (Qiagen) ve 4ul 25 mM
MgClI; olacak sekilde hazirlandi.

PCR sartlari;

1) 94°C’de 120 saniye

2) 94°C’de 30 saniye

3) 55°C’de 60 saniye

4) 72°C’de 60 saniye

5) 72°C’de 420 saniye

Toplam 35 siklus olmak {izere amplifikasyon gerceklerstirildi. 5ul’lik PCR
urinleri TBE (Tris-HCL, Borik asit, EDTA) bufferda, ethidium bromide (0,5 pg/ml)
iceren %1,5’luk agarose jel elektroforez islemine 100V 2 saat olacak sekilde tabi

tutuldu. Bantlar syngene goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.
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Multiplex PCR-RFLP yontemiyle vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/3 genlerinin

identifikasyonu;

izole ve identifiye edilen enterokok tiirlerinin vankomisin direng genleri Patel ve
ark. (1997), Torres ve ark., (2006) bildirdikleri yonteme gore arastirildi. PCR
amplifikasyonlar1 50ul final solusyonu olacak sekilde ayarlandi. PCR karisimi, 50 ng
templeyt DNA, her bir oligonikleotid primerinden 10 pmol, her biri i¢cin 200 uM dNTP,
1.25U Tag DNA polymerase, 50 mM KCI, 10 pmol Tris-HCL(ph 8,3), 1,5 mM MgCl,

ve %5 gliserol olacak sekilde hazirlandu.

PCR sartlari;

1) 94°C’de 120 saniye
2) 94°C’de 30 saniye
3) 55°C’de 60 saniye
4) 72°Cde 60 saniye
5) 72°C’de 420 saniye

Toplam 35 siklus olacak sekilde amplifikasyon islemi gerceklestirildi.

RFLP yontemi igin, 1pl Mspl (10U/ml) ve 5 pl 10X restriksiyon enzim buffer
(Promega)’dan olmak Uzere her bir PCR tipune eklendi. Tipler 13.200 g 20 saniye
tutulduktan sonra karigim 37°C’de bir gece inkubasyona birakildi. Amplifikasyon
uranleri etidium bromid (2ug/ml) igeren %3’liik agaroz jel elektroforezinde 100V 2 saat

tutuldu. Sonrasinda syngene goriintiileme cihaz ile goriintiileme yapildi.

Antibiyotik duyarlilik testi;

Izole ve identifiye edilen tavuk ve marti orjinli enterokok suslarinmn farkl:
anatibiyotiklere kars1 duyarlilik/direnglilik durumlar1 Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2011) tarafindan 6nerilen disk difiizyon metoduna gore yapildi.

Bu amacla standart antibiyotik disklere duyarliligi belirlenecek bakteri
kiiltiirlerinden birka¢ koloni alinarak BHI broth tiiplerine ekildi. Tiipler 5-6 saat
37°C’de inkubasyona birakildi. inkusyonu takiben kiiltiirlerin bulanikligi, McFarland
0,5 standart bulanikligina ayarlandi.

Bulanikligi ayarlana kiiltiirlerden steril sivaplar yardimiyla MHA besiyerinin

tim ylizeyine ekim yapildi. Standart antibiyotik diskleri 120x120 mm’lik pleytlere
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dispenser yardimiyla yerlestirildi ve besiyeriyle temasi saglandi. Pleytler 37°C’de 24
saat inkubasyona birakildi. Inkubasyondan sonra disklerin etrafinda olusan inhibisyon
zonlar1 Ol¢iildii ve zon caplar cizelge degerleri ile karsilastirilarak degerlendirildi

(CLSI, 2011).

3.2.4. istatistiksel analiz
Tavuk ve martt diski Orneklerinden izole ve identifiye edilen enterokok

tiirlerinin izolasyon oranlar1 ve antibiyotiklere diren¢ durumlarinin karsilagtiritlmasi igin

Z-testi kullanild1 (Zar, 1999).

100



4. BULGULAR

Van ili ve gevresinde gerceklestirilen bu ¢alismada, tavuklardan 500 ve
martilardan 500 olmak tizere toplam 1000 diski Ornegi enterokok tdrlerinin
izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla toplandi. Tavuk ve marti diski 6rnekleri

secilirken bu iki hayvan tiriniin temasmin gézlendigi bolgeler tercih edildi (Tablo

5). Ornekler, Haziran-Eyliil 2013 tarihleri aras1 dort aylik bir siirede saglandh.

4.1. izolasyon ve identifikasyon Sonuclar

Arastirmada tavuk ve marti diski 6rneklerinden izole ve identifiye edilen

enterokok tiirlerinin dagilimi ve izolasyon oranlariin karsilagtirilmali sonuglar

Tablo 9’da sunuldu.

Tablo 9: Tavuk ve mart1 digki 6rneklerinden izole edilen enterokok tirleri (%)

Tavuk Marti
Enterokok tiri . -
Izolat sayis1 (%) | Izolat sayis1 (%) p

Enterococcus faecalis 41 (21,3) 78 (65,5) 0,001
Enterococcus faecium 110 (57,2) 21 (17,6) 0,001
Enterococcus hirae 27 (14) 10 (8,4) 0,113
Enterococcus casseliflavus/gallinarum 9 (4,6) 7 (5,8) 0,651
Enterococcus raffinosus - 2(1,6) 0,154
Enterococcus durans 5(2,6) 1(0,8) 0,215
Toplam izolat sayisi 192 (38,4) 119 (23,8) 0,001
Toplam 6rnek sayisi 500 500
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4.2. Antibiyogram Testi Sonuclari

Izolatlarin antibiyotik direng/duyarliliklarnin degerlendirmesi olusan zonun
capinin Slciilmesiyle gergeklestirildi (Sekil 10). Tavuk ve mart1 digki drneklerinden
izole edilen enterokok tiirlerinin 32 farkli antibiyotige direng¢/duyarlilik sonuglari

Tablo 10°da verildi.

Sekil 10: Ornek enterokok izolatmin antibiyogram testi sonucu
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Tablo 10: Tavuk ve mart1 orijinli enterokok izolatlariin antibiyogram sonuglari

Tavuk (n=192)

Marti (n=119)

Toplam (n=311)

.—z
2
= R (%) I (%) S (%) R (%) I (%) S (%) R | 1| s
<
VA 1(0,5) 7 (3,5) 184 (96) 8(6,7) 4(3,3) 107 (90) 9 | 11 | 201
TEC 1(0,5) - 191 (99,5) 8(6,7) - 111(933) | 9 | - | 301
LEV | 119(62) | 19(9,9) 54(28,1) | 27(22,7) | 22(185) | 70(58,8) | 146 | 41 | 124
PRL | 93(48,4) - 99 (51,6) | 22(18,5) - 97 (815) | 115 | - | 19
C 78 (416) | 48(25) 66 (33,4) 38(32) | 38(32) 43(36) | 116 | 86 | 109
MEM | 145(756) | 25 (13) 22(114) | 52(43,7) | 20(16,8) | 47(39,5) | 197 | 45 | 69
IPM 4(2,1) 7(3,6) 181 (94,3) 1(0,8) 1(08) | 117(984) | 5 | 8 | 298
K | 185(963) | 4(2.1) 3(16) 107 (90) | 7(5.8) 5(4,2) 202 | 11 | 8
P 107 (55,7) - 85 (44,3) 19 (16) - 100 (84) | 126 185
OX | 188(97,9) - 4(2,1) 115(96,7) | 1(0,8) 3(2,5) 303 1 | 7
cz | 189 (98,4) - 3(16) 92(77,3) | 15(126) | 12(10,1) | 281 | 18 | 104
CXM | 186 (95,9) 2 (1) 6(3.1) 88(74) | 21(176) | 10(84) | 274 | 23 | 16
CFR | 191(995) | 1(0,5) - 118 (99,2) - 1(0,8) 309 | 1 | 1
FOX | 139(723) | 9(4,7) 44 (23) 95(79,9) | 8(6,7) 16(13,4) | 234 | 17 | 60
CEP | 154(80,2) | 37(19,3) 1(0,5) 56 (47) | 51(43) 12(10) | 210 | 88 | 13
CEC | 69(359) | 113(58,8) | 10(53) 49 (41,2) | 51(428) | 19(16) | 118 | 164 | 29
FEP | 177(922) | 13(6,8) 2 (1) 97 (81,5) | 13(10,9) 9 (7,6) 274 | 26 | 11
KF | 184(958) | 8(4,2) - 96 (81) | 23(19) - 280 | 31 | -
TOB | 180(93,8) | 1(05) 11(57) | 105(88,2) | 4(34) 10(84) |285| 5 | 21
CPD | 94 (49) - 98 (51) 113(94,9) | 2(1,7) 4(3,4) 207 | 2 | 102
CTX | 164(854) | 11(5,7) 17 (8,9) 86 (72,3) | 21(176) | 12(10,1) | 250 | 32 | 29
CPR | 77(40,1) | 78(406) | 37(19,3) | 40(336) | 5(4.2) 74(62,2) | 117 | 83 | 111
S 160 (83,3) | 27 (14,1) 5 (2,6) 111(932) | 2(1,7) 6 (5,1) 271 | 29 | 11
SXT | 155(80,7) | 1(0,5) 36(188) | 78(656) | 1(08) 40(336) | 233 2 | 76
ZOX | 179932) | 9(47) 4(2,1) 87 (73,1) | 17(143) | 15(12,6) | 266 | 26 | 19
TE | 36(18,8) | 29(151) | 127 (66,1) 75 (63) 6 (32) 38 (5) 111 | 35 | 165
AM | 63(328) - 129 (67,2) 2 (1,6) - 117 (98,4) | 65 246
B 5 (2,6) 17(8,9) | 170(88,5) | 28(235) | 33(27,7) | 58(488) | 33 | 50 | 228
E 118 (61,5) | 26 (13,5) 48 (25) 52(437) | 50(42) | 17(143) | 170 | 76 | 65
FA | 37(19,3) 1(0,5) 154 (80,2) 19 (16) - 100(84) | 56 | 1 | 254
CN 123 (64) | 41(21,4) | 28(146) | 98(82,3) | 12(10,1) 9(7,6) 221 | 53 | 37
AK 167 (87) 2 (1) 23 (12) 113 (95) - 6 (5) 280 | 2 | 29

VA: vankomisin; TEC: teikoplanin; LEV: levofloksasin; PRL: piperasillin; C: kloramfenikol; MEM: meropenem; IPM:
imipenem; K: kanamisin; P: penisillin; OX: oksasillin; CZ: sefazolin; CXM:sefuroksim; CFR: sefadroksil; FOX: sefoksitin;
CEP: sefoperazon; CEC: sefklor; FEP: sefepim; KF: sefalothin; TOB: tobramisin; CPD: sefpodoksim; CTX: sefotaksim; CPR:

sefprozil; S: streptomisin; SXT: trimetoprim/sulfametoksazol; ZOX: seftizoksim; TE: tetrasiklin; AM: ampisilin; B: basitrasin;

E: eritromisin; FA: fusidik asid; CN: gentamisin; AK: amikasin.

103




Tavuk ve mart1 orijinli E. faecalis + E. faecium, E. casseliflavus/gallinarum +
E. durans ve E. hirae izolatlarinin antibiyogram sonuglar1 karsilastirmali olarak

sirasiyla Tablo 11, 12 ve 13’te sunuldu.

Tablo 11. Tavuk ve marti orijinli E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin antibiyotik

direnglilik oranlarinin karsilagtiritlmasi (%)

Tavuk Marti p Tavuk Marti p
E. faecalis | E. faecalis E. faecium E. faecium
Antibiyotik (42) (78) 0.001 (110) (21) 0,001
R (%0) R (%0) : R (%) R (%)
VA 1(2,4) 5(6,4) 0,280 - 3(14,3) 0,061
TEC 1(2,4) 5 (6,4) 0,280 - 3(14,3) 0,061
LEV 16 (39) 12 (15,4) 0,006 85 (77,3) 7 (33,3) 0,001
PRL 10 (24,4) 1(1,3) 0,001 72 (65,5) 17 (81) 0,110
C 23 (56,1) 24 (30,8) 0,007 30 (27,3) 5 (23,8) 0,735
MEM 16 (39) 20 (25,5) 0,141 102 (92,7) 19 (90,5) 0,743
IPM 1(2,4) 1(1,3) 0,671 3(2,7) - 0,079
K 40 (97,6) 72 (92,3) 0,174 105 (95,5) 19 (90,5) 0,458
P 15 (36,6) 4(51) 0,001 80 (72,7) 13 (62) 0,343
OoX 41 (100) 76 (97,4) 0,967 107 (97,3) 21 (100) 0,079
Ccz 41 (100) 57 (73) 0,001 108 (98,2) 21 (100) 0,154
CXM 40 (97,6) 53 (67,9) 0,001 107 (97,3) 21 (100) 0,079
CFR 41 (100) 78 (100) 0,001 109 (99,1) 20 (95,2) 0,416
FOX 29 (70,7) 76 (97,4) 0,001 74 (67,3) 8 (38,1) 0,011
CEP 33(80,5) 30 (38,5) 0,001 88 (80) 19 (90,5) 0,160
CEC 12 (29,3) 27 (34,6) 0,547 33 (30) 11 (52,4) 0,057
FEP 41 (100) 62 (79,5) 0,001 105 (95,5) 20 (95,2) 0,966
KF 39 (95,1) 53 (67,9) 0,001 105 (95,5) 20 (95,2) 0,966
TOB 39 (95,1) 66 (84,6) 0,134 105 (95,5) 21 (100) 0,022
CPD 39 (95,1) 74 (94,9) 0,952 39 (35,5) 21 (100) 0,001
CTX 35 (85,4) 48 (61,5) 0,002 94 (85,5) 20 (95,2) 0,088
CPR 9 (22) 9 (11,5) 0,160 50 (45,5) 16 (76,2) 0,003
S 38(92,7) 73 (93,6) 0,854 88 (80) 20 (95,2) 0,011
SXT 31 (75,6) 43 (55,1) 0,019 91 (82,7) 20 (95,2) 0,033
ZOX 39 (95,1) 49 (62,8) 0,001 102 (92,7) 20 (95,2) 0,633
TE 6 (14,6) 53 (67,9) 0,001 22 (20) 8 (38,1) 0,108
AM 2 (4,8) 1(1,3) 0,317 58 (52,7) 1(4,8) 0,001
B 11 (26,8) 24 (30,8) 0,650 - 11 (52,4) 0,001
E 16 (39) 24 (30,8) 0,372 91 (82,7) 20 (95,2) 0,033
FA 15 (35,6) 6 (7,7) 0,001 17 (15,5) 5 (23,8) 0,399
CN 37 (90,2) 68 (87,2) 0,609 58 (52,7) 15 (71,4) 0,088
AK 40 (97,6) 76 (97,4) 0,967 88 (80) 21 (100) 0,001
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Tablo 12. Tavuk ve mart1 orijinli E. cassliflavus/gallinarum ve E. durans

izolatlarinin antibiyotik direnglilik oranlarinin karsilastirilmasi (%)

Tavuk Marti p Tavuk Marti p
E. C"B.LSSI iflavus/ cassl iEI'avus/ E.
Antibiyotik | 981Narum®) | oo iiinarum() | o651 | E dF‘{‘(rjjor;S@ durans(l) | 0215
R(%) R(%)
R(%)
VA i i 1 i i 1
TEC i i 1 i i 1
LEV 1(11.1) 4(571) | 0032 | 2(40) 1(100) | 0,006
PRL 4 (44.2) 1(143) | 0155 i 1(100) | 0167
C 3 (33.3) 5(71.4) | 0101 |  1(20) 1(100) | 0333
MEM 6 (66.6) 6(857) | 0354 | 2 (40) 1(100) | 0,006
IPM i i 1 i 1(100) | 0167
K 9 (100) 5(71.4) | 0094 | 5 (100) 1 (100) 1
P 6 (66.6) 1(143) | 0011 i 1(100) | 0.167
oX 9 (100) 7 (100) 1 5(100) 1 (100) 1
cz 9 (100) 6(857) | 0280 | 5(100) 1 (100) 1
CXM 9 (100) 6(857) | 0280 | 5(100) 1 (100) 1
CFR 9 (100) 7 (100) 1 5 (100) 1 (100) 1
FOX 7077 7(100) | 0109 | 3(60) 1(100) | 0,068
CEP 7077 3(429) | 0134 | 4(80) 1(100) | 0264
CEC 7a77) 5(71.4) | 0773 | 2 (40) 1(100) | 0,006
FEP 9 (100) 7 (100) 1 5 (100) 1(100) 1
KF 9 (100) 5(71.4) | 0094 | 5 (100) 1 (100) 1
TOB 5 (55.5) 7(100) | 0007 | 5(100) 1 (100) 1
CPD 4 (44.4) 7@00) | 0001 | 2(a0) 1(100) | 0,006
CTX 8 (88.8) 7(100) | 0289 | 4(80) 1(100) | 0264
CPR 4 (44.2) 5(71.4) | 0257 | 2 (40) 1(100) | 0,006
S 8 (88.8) 7(100) | 0289 | 4(80) 1(100) | 0264
SXT 7(77.7) 5 (71,4) 0,773 4 (80) 1(100) 0,264
70X 8 (88.8) 7(100) | 0289 | 5(100) 1 (100) 1
TE 2 (22.2) 6(857) | 0001 | 120 1(100) | 0333
AM 2 (22.2) : 0,109 : 1(100) | 0167
B 3 (33.3) 5(71.4) | 0101 | 2 (40) 1(100) | 0,006
E 5 (55.5) 1(143) | 0052 | 4(80) 1(100) | 0264
FA 1(11.1) 4(571) | 0032 i 1(100) | 0333
CN 5 (55.5) 5(71.4) | 0505 |  3(60) 1(100) | 0,068
AK 8 (88.8) 7(100) | 0289 | 5 (100) 1 (100) 1
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Tablo 13. Tavuk ve marti orijinli E. hirae izolatlarinin antibiyotik direnglilik

oranlariin karsilastirilmasi (%)

Tavuk Marti p
Antibiyotik E. hirae (27) E. hirae (10) 0,113
VA - - 1
TEC - - 1
LEV 11 (40,7) 2 (20) 0,189
PRL 7(25,9) 2 (20) 0,697
C 12 (44,4) 3(30) 0,405
MEM 19 (70,4) 5 (50) 0,260
IPM 1(3,7) - 0,308
K 26 (96,3) 9 (90) 0,535
P 6 (22,2) - 0,005
OX 26 (96,3) 9 (90) 0,535
cz 26 (96,3) 6 (60) 0,023
CXM 25 (92,6) 6 (60) 0,045
CFR 27 (100) 10 (100) 1
FOX 26 (92,6) 3(30) 0,001
CEP 22 (81,5) 3 (30) 0,002
CEC 15 (55,5) 5 (50) 0,764
FEP 26 (96,3) 6 (60) 0,023
KF 26 (96,3) 5 (50) 0,004
TOB 26 (96,3) 9 (90) 0,535
CPD 10 (37) 9 (90) 0,001
CTX 23 (81,2) 9 (90) 0,681
CPR 12 (44,4) 8 (80) 0,025
S 22 (81,5) 9 (90) 0,481
SXT 22 (81,5) 8 (80) 0,920
ZOX 25 (92,6) 9 (90) 0,809
TE 5(18,5) 7 (70) 0,002
AM 1(3,7) - 0,308
B 2(7,4) 3(30) 0,141
E 6 (22,2) 6 (60) 0,030
FA 5 (18,5) 2 (20) 0,920
CN 20 (74) 9 (90) 0,210
AK 19 (70,4) 9 (90) 0,129

4.3. 16S rRNA Analizi Sonuglari

Calismada tavuk ve martilardan elde edilen tiim izolatlarn (311) tor
diizeyindeki identifikasyonlar1 16S rRNA PCR analizi ile yapilarak fenotipik
identifikasyon, genotipik olarak dogrulandi (Sekil 11).
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M 1 2 3 4 5 6 7 / 8 9 10 11 12 13 M

Sekil 11: Tavuk orijnli enterokok tarlerinin 16S rRNA PCR. M marker (100
bp); E. faecium 1, 2, 3, 4, 8 ve 10; E. hirae 5, 6, 7 ve 9; negatif kontrol (PCR suyu) 11.

4.4. Van Genlerinin Analiz Sonuglari

Tavuk orijinli 192 enterokok izolatindan 8’inin vankomisin direnglilik (van)
geni tagidigi PCR ve multiplex-PCR ile ortaya konuldu. Bunlardan, 1 izolatin vanA
geni, 2 izolatin vanC1 geni ve 5 izolatin ise vanC2/3 geni tasidigi saptandi. vanA
geni tasiyan izolatin E. faecalis, vanCl ve vanC2/3 geni tasiyan izolatlarin ise
E.casseliflavus/gallinarium oldugu belirlendi (Sekil 12 ve 13).

Benzer sekilde, marti diski orneklerinden izole edilen 119 enterokoktan
12’sinin van geni tasidig1 tespit edildi. Bunlardan 8’inin vanA ve 4 izolatin vanC1
geni tagidigr belirlendi. vanA geni tasiyan 8 izolatin 5’inin E. faecalis ve 3’tiniin de
E. faecium oldugu goruldi (Sekil 14). vanCl geni tasiyan 4 izolatin tamami

E. casseliflavus/gallinarium olarak tanimlandi.
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M1 2345 67 89 101112131415 1617 18 M

9 10 11 12

Sekil 12: Tavuk orijinli vanC1 pozitif E. casseliflavus/gallinarum PCR gérlntlsi
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M 123 456 7 89 10111213 141516 1718 M

.439 bp

8 9 10 11 12 13 14 M

' 439 bp

Sekil 13. Tavuk orijinli vanC2/3 pozitif E. casseliflavus/gallinarum PCR

gorantusu

Sekil 14. Marti orijinli vanA pozitif E. faecalis ve E. faecium PCR gorintisu
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4.5. Esp Geni Analiz Sonuclar

Tavuk ve mart1 diski 6rneklerinden izole edilen 311 enterokok izolatinin

tamami esp geni agisindan negatif olarak bulundu.

4.6. Istatistiksel Analiz Sonuclar1

Tavuk ve mart1 digki 6rneklerinden izole edilen enterokok tiirlerinin yapilan
yapilan istatik analizleri sonucunda Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium ve

toplam izolat sayis1 bakimindan tiirler aras1 fark istatistik olarak anlamli bulunmustur
(Tablo 9).

Tavuk diski 6rneklerinden izole edilen toplam enterokok sayist 192 (38,4)
iken mart1 digki 6rneklerinden izole edilen toplam enterokok sayis1 119 (23,8) olarak
belirlendi. Tavuklardan izole edilen Enterococcus faecalis izolat1 sayis1 41 (%21,3)
iken martilardan izole edilen Enterococcus faecalis izolati sayis1 78 (%65,5) olarak
tespit edildi. Tavuklardan izole edilen Enterococcus faecium izolati sayist 110
(%57,2) iken martilardan izole edilen Enterococcus faecium izolati sayist 21 (%17,6)

olarak belirlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Enterokoklar, insan ve hayvanlarda sindirim sistemi mikroflorasinin énemli
bir pargasini olusturmaktadir. Kotii bakim ve beslenme sartlart ve uygunsuz
antibiyotik kullanim1 enterokok kokenli enfeksiyonlarin yaygin olarak goriilmesinin
en Onemli nedenidir. Hijyen kurallarinin genellikle ihmal edilmesi ve bulasma
sekilleri konusunda yeterli bilgiye sahip olunmamasi belkide VRE yayginlagmasinin
daha kolay bir hala getirmektedir. VRE kaynakli enfeksiyonlara kanatlilarin bir arada
bulundugu kiimes veya ticari kanath isletmelerinde, ahir ve agillarda, kopek
yetistirme  g¢iftliklerinde ve hastane ortamlarinda siklikla rastlanilmaktadir
(Moellering, 1982; Krieger ve ark., 1983; Devriese ve ark., 1996). Bu nedenle, VRE
enfeksiyonlar1 diinyanin pek cok {ilkesinde oldugu gibi iilkemizde de sik sik
giindeme gelmekte ve hala giincelligini korumaktadir (Ongut ve ark., 2013; Nam ve

ark., 2013; Oravcova ve ark., 2013).

Enterokok tiirlerinin farkli hayvan tiirlerinde varligi, yayginligi, genetik
yapilari, virlilens faktorleri ve antibiyotik direnglilikleri cok sayida arastirma ile
ortaya konulmustur (Patel ve ark., 1997; Eaton ve Gasson, 2001; Depardieu ve ark.,
2004; Oravcova ve ark., 2013). Bu arastirmalarda etkenlerin insan ve hayvanlarda
normal floranin bir parcast bazi vakalarda ise enfeksiyonlara katildiklar

vurgulanmustir.

Bircok antibiyotige kars1 gerek intrinsik gerekse kazanilmis direng gostererek
siirh tedavi secenegine sahip olan, 6zellikle glikopeptid grubu antibiyotiklere mobil
genetik elementlerle diger bakterilere kolaylikla aktarabilen ve intestinal florada
asemptomatik persistent kolonizasyon gostererek endojen kdkenli enfeksiyonlara da
yol acan enterokok tdrlerinin, hastane enfeksiyonlarinda ki Onemi giderek
artmaktadir. Avrupa’da 1988, ABD’de de 1989 yilindan itibaren bildirilmeye
baglanan, daha sonra birgok Ulkeden bildirilen, gerek hastane gerek toplum kokenli
VRE/GRE suslarinda direncin kaynagi ve mekanizmasi ile bu suslarla olusan

enfeksiyonlarin epidemiyolojik 6zellikleri ve dnlenmesine yonelik farkli tilkelerde
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bir¢ok ¢aligma yapilmistir (Uttley ve ark., 1988; Leclercq ve ark., 1988; Werner ve
ark., 2008; Aktas ve Derbentli, 2009).

Bu c¢alismada koOy tipi isletmelerde yetistirilen tavuklar ve insan
populasyonlart ile siki iligki icerisinde olan martilarda ¢oklu antibiyotik direngliligine
sahip enterokok tiirlerinin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu yapildi. Tavuk ve
martilardan izole edilen enterokok tirlerinin vankomisin direngliligi basta olmak
tizere coklu antibiyotik direnglilikleri arasinda benzerlik/farklilik durumlarinin
yoremizde ilk kez ortaya konuldu. Ayrica ¢alisma kapsaminda saglanan izolatlarin

toplum sagligi bakimindan olusturduklari risk durumu incelendi.

Quednau ve ark. (1998) Danimarka ve Isve¢’de yaptiklari calismada tavuk
diskilarinda enterokok varligini arastirmislardir. Danimarka’daki tavuklarda yapilan
izolasyonda 55 izolat (%54), Isvec’teki tavuklarda yapilan izolasyonda 88 (%77)
enterokok tiirii izole etmislerdir. E. faecium Danimarka ve Isve¢’de %61 ve %29
oranlarla en yaygin gériilen enterokok tiirleri olmuslardir. ikinci en yaygin tiir ise
E. faecalis olmustur. Danimarka ve Isveg’de tavuklardan izole edilen E. faecalis
izolasyon oranlar1 ise sirasiyla %18 ve %20 seklinde oldugu tespit edilmistir.
Enterokok tdrlerinin ampisillin, kloramfenikol, eritromisin, norfloksasin, penisillin,
piperasillin, tetrasiklin, SXT ve vankomisin antibiyotiklerine kars1 direngleri analiz
edilmistir. Danimarka ve Isve¢ tavuklarindan izole edilen enterokok tirlerinin
strasiyla %55 ve %73 oraninda bir veya birden fazla antibiyotige direng gdsterdikleri
rapor edilmistir. isve¢ tavuklarindan izole edilen enterokoklarda en yaygin direncin
%62 oranla tetrasiklin oldugu bildirilmistir. Danimarka tavuklarindan izole edilen
enterokoklarda en yaygin direncin ise %38 oraninda eritromisin oldugu tespit
edilmistir. Vankomisin direngli izolatlar sadece Danimarka’da tespit edilmistir.
E. faecium 8 izolat, E. hirae 1 izolat ve E. durans 1 izolat olarak identifiye edilmistir.
Tavuklardan elde edilen 10 izolatta PCR teknigi kullanularak vanA geni tasiyicilig

belirlenmisken, vanB geni tasiyiciligina rastlanilmamastir.

Japonya’da gergeklestirilen bir arastirmada (Yoshimura ve ark., 1998);
tavuklarda glikopeptit direncli enterokok (GRE) izolasyonu yapilmistir. Japonya’da
ciftliklerden tavuk fekal 6rnekleri toplanarak GRE oranlar1 tespit edilmistir. Birincil
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olarak fekal oOrneklerden enterokoklarin ilk olarak izolasyonu icin avoparsin
kullaniminin yaygin oldugu ciftliklerde bir yil boyunca takip edilmistir. Daha sonra
Aralik 1995 Kasim 1996 arasi 39 broyler giftliginden fekal 6rnek toplanmustir.
Avoparsin  kullanimimin dogrulandigi 35 broyler ¢iftliginden toplanan diski
orneklerinden 263 adet enterokok izole edilmistir. Bunlardan 3 giftlikten toplanan
orneklerde 8 adet GRE (%3) izolasyonu yapilmistir. 8 izolatin 7 tanesi E. faecalis, 1
tanesi ise E. feacium olarak tanimlanmustir. 5 E. faecalis izolatinin ayni ¢iftlikte, 2
izolatin ise diger ciftliklerden oldugu tespit edilmistir. PCR analizi sonucu GRE
izolatlarinin tamamimin vanA geni icerdigi ortaya konulmustur. Avoparsin
kullanilmamus ¢iftliklerden izole edilen 295 enterokok tiiriiniin ise yapilan analizler

sonucu glikopeptit direncine sahip olmadigi ortaya konulmustur.

Haziran 1997 ve Mart 1998 tarihleri arasinda bonfile sigir etleri siiper
marketlerden toplanmistir. 75 tane sigir etinin 10 tanesinden (%13,3) olmak tizere 19
tane vankomisin direncli E. faecium izole edilmistir. Ampisillin, kanamisin,
basitrasin, gentamisin, streptomisin, eritromisin, kloramfenikol, norfloksasin,
nalidiksik asit ve vankomisin antimikrobiyellerine kars1 disk difiizyon metoduyla
direnglilikleri ortaya konulmustur. E. faecium izolatlar1 arasinda basitrasin,
eritromisin ve streptomisine %100 direng goriilmistir. %32 ampisilin, %42
norfloksasin olmak tizere daha diisiik oranda bir direng goriilmiistiir. E. faecium
izolatlarinin bir¢ogunun test edilen antibiyotiklere kars1 multiple direng gosterdigi

ortaya konulmustur (Son ve ark., 1999).

Leme ve ark. (2000) Brezilya’da kanatli c¢iftliklerinden izole -ettikleri
enterokoklarda glikopeptid direncini arastirmislardir. Enterokoklarin glikopeptitlere
direnci; avoparsinin Brezilya’da biiyiime faktorii olarak yemlerde kullanilmaya
baglanmasindan sonra 6nem arz etmistir. Avoparsin, teikoplanin ve vankomisine
kars1 duyarlhiliklar, test ve kontrol gruplarinda toplanan kloakal sivaplardan izole
edilen enterokoklarda aragtirilmistir. Test gruplar1 A, B, C gruplar olarak 14, 21 ve
35 glinliik kanatlilarda karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir. Bu kanatlilardan
tek bir ciftlik bazli olarak avoparsin kullanilmistir. Kontrol gruplar: (1 ve 2) olarak

25 ve 42 ginlik broylerler kullanilmistir. Glikopeptit direngli enterokoklar tespit
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edilmemis ancak, avoparsin ile beslenen broylerlerden toplanan 6érneklerden izole
edilen E. faecium tiirlerinde artis tespit edilmistir. Ayrica bu durumla tavuklarin
yaslarinin herhangi bir ilgisinin olmadig1 ortaya konulmustur. Avoparsin kullanilan
kanatlilarda; 14 giinliik tavuk grubunda bulunan 33 tavuktan 38 Enterococcus spp.,
21 gunluk tavuk grubunda bulunan 30 tavuktan 49 Enterococcus spp. ve 35 gunlik
tavuk grubunda bulunan 37 tavuktan 38 Enterococcus spp. izole edilmistir.
Avoparsin kullanilmayan kanatlilardan ise; 25 giinliik tavuk grubunda bulunan 35
tavuktan 49 Enterococcus spp. ve 42 ginlik tavuk grubunda bulunan 30 tavuktan 43
Enterococcus spp. izole edilmistir. Toplamda avoparsin kullanilmis kanatlilarda 125,
kullanilmayanlarda 92 enterokok tiirii izole edilmistir. E. casseliflavus avoparsin
kullanilmayan 25 giinliik tavuklarda 11 izolat, 42 giinliikk tavuklarda 27 izolat;
avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 3 izolat, 21 giinliik tavuklarda 1 izolat, 35
ginliik tavuklarda ise 8 izolat olarak belirlenmistir. E. dispar avoparsin
kullanilmayan 25 gunlik tavuklarda 1 izolat, 42 ginlik tavuklarda O izolat;
avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 1 izolat, 21 giinliik tavuklarda 0 izolat, 35
giinlik tavuklarda ise 0O izolat olarak belirlenmistir. E. durans avoparsin
kullanilmayan 25 giinliik tavuklarda 2 izolat, 42 ginlik tavuklarda 1 izolat;
avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 2 izolat, 21 giinliik tavuklarda 5 izolat, 35
glinlik tavuklarda ise O izolat olarak belirlenmistir. E. faecalis avoparsin
kullanilmayan 25 giinliik tavuklarda 23 izolat, 42 gunlik tavuklarda 6 izolat;
avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 3 izolat, 21 giinliik tavuklarda 5 izolat, 35
giinlik tavuklarda ise 0 izolat olarak belirlenmistir. E. faecium avoparsin
kullanilmayan 25 giinliik tavuklarda 5 izolat, 42 giinliik tavuklarda 6 izolat;
avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 21 izolat, 21 giinliik tavuklarda 27 izolat,
35 giinliik tavuklarda ise 18 izolat olarak belirlenmistir. E. gallinarum avoparsin
kullanilmayan 25 giinliikk tavuklarda 1 izolat, 42 giinlik tavuklarda 8 izolat;
avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 3 izolat, 21 giinliik tavuklarda 0 izolat, 35
giinliik tavuklarda ise 6 izolat olarak belirlenmistir. E. hirae avoparsin kullanilmayan
25 giinliik tavuklarda 0 izolat, 42 giinliik tavuklarda 1 izolat; avoparsin kullanilan 14
gunlik tavuklarda 2 izolat, 21 gunluk tavuklarda 0 izolat, 35 ginluk tavuklarda ise 3
izolat olarak belirlenmistir. E. mundtii avoparsin kullanilmayan 25 giinliik tavuklarda

0 izolat, 42 giinliik tavuklarda 0 izolat; avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 2
114



izolat, 21 gunlik tavuklarda O izolat, 35 gunluk tavuklarda ise 3 izolat olarak
belirlenmistir. E. raffinosus avoparsin kullanilmayan 25 giinliik tavuklarda 0 izolat,
42 giinliik tavuklarda 0 izolat; avoparsin kullanilan 14 giinliik tavuklarda 1 izolat, 21

gunliik tavuklarda 11 izolat, 35 giinliik tavuklarda ise 0 izolat olarak belirlenmistir.

Lemcke ve Bulte (2000), Almanya’da yapmis olduklart c¢alismada;
Almanya’dan, Fransa’dan, Hollanda’dan ve Hirvatistan’dan 115 kanath ve 50
domuzdan Ornek toplamislar. Toplanan Orenklerden 1643 enterokok tird izole
etmiglerdir. Almanya’dan kanatlilardan 61 6rnek toplanmis ve bunlardan 44 tane
(%72,1) VRE izole edilmis; Fransa’dan kanatlhlardan 10 6rnek toplanmis ve
bunlardan 10 tane (%100) VRE izole edilmis; Hollanda’dan kanatlilardan 43 6rnek
toplanmis ve bunlardan 33 tane (%76,7) VRE izole edilmis ve Hirvatistan’dan
kanatlilardan 1 6rnek alinmis ve bunlardan 1 tane (%100) VRE izole edilmistir.
Kanatlilardan toplanan 115 6rnekten 87 (%75,1) VRE izole edilmistir. Bu ¢aligmada
yapilan 1643 enterokok tiirtinden 1150 tanesi kanatlilardan izole edilmis, bunlardan
358 tanesi VRE olarak tespit edilmis ve 202 tanesinin vanA genini tasidigi
(E. faecium 127, E. faecalis 31, E. durans 34, E. hirae 10) tespit edilmistir.
E. gallinarum suslarindan 1 tanesinin vanA + vanC1l geni, 33 tanesinin ise vanC1l
geni tasidigi belirlenmistir. E. cassliflavus suslarindan 13 tanesinin vanC2 geni, 1
tanesinin ise vanC2 + vanC3 geni tasidigi belirlenmistir. 1 E. flavescens susunda

vanC2 + vanC3 geni belirlenmistir.

Aarestrup ve ark. (2000) Danimarkada yaptiklari bir ¢calismada 1998 yilinin
ilk 9 ayinda broylerlerden toplanan Grneklerde 126 E. faecalis ve 122 E. faecium
izolasyonu yapmislardir. Her iki tiirlin basitrasin, kloramfenikol, eritromisin,
gentamisin, kanamisin, penisillin, streptomisin, kuinupristin-dalfopristin, tetrasiklin
ve vankomisin duyarliliklarini arastirmislardir. E. faecalis turlerinde; kloramfenikol
%2, basitrasin %60, eritromisin %44, tetrasiklin %59, HL-gentamisin direnci birkag
izolatta, HL-kanamisin %2 ve HL-streptomisin direnci %10 olarak belirlenmistir.
E. faecium tiirlerinde ise; avilamisin %35, vankomisin %10, kloramfenikol ¢ok sinirli
sayida, eritromisin %74, kuinupristin-dalfopristin %79, virginiamisin %75,

tetrasiklin %32, HL-kanamisin %1 ve HL-streptomisin direnci %3 olarak
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belirlenmigtir. Tim E. faecium izolatlarinin yapilan PCR analizinde vanA geni

tasidigr belirlenmistir.

Danimarka’da yapilan bir arastirmada (Aarestrup ve ark. 2001) broyler
kesimhanelerinde 1995-2000 yillar1 arasinda alinan kloakal sivap 6rneklerinden 856
E. faecium izole edilmistir. Disk difuzyon testi ile eritromisin, vankomisin,
virginiamisin ve avilamisin duyarhiliklarina bakilmistir. Broylerlerdeki E. faecium
izolatlarinin 1995-2000 yillar1 arasindaki duyarlilik sonuglari; 1995 yilinda (11
izolat) avilamisin %63,6, eritromisin %54,5, vankomisin %72,7, virginiamisin
%27,3; 1996 yilinda (106 izolat) avilamisin %77,4, eritromisin %64,2, vankomisin
%42,5, virginiamisin %58,5; 1997 yilinda (207 izolat) avilamisin %65,2, eritromisin
%76,3, vankomisin %20,8, virginiamisin %66,2; 1998 yilinda (154 izolat) avilamisin
%28,6, eritromisin %70,8, vankomisin %8,4, virginiamisin %60,4; 1999 yilinda (189
izolat) avilamisin %21,2, eritromisin %27,5, vankomisin %9, virginiamisin %39,2;
2000 yilinda ise (189 izolat) avilamisin %4,8, eritromisin %12,7, vankomisin %5,8,
virginiamisin  %33,9 seklinde bulunmustur. Vankomisin direncinin avoparsin
yasaklaniktan sonra 5 yildan fazla yapilan takibinde Danimarka’da broylerlerde
varligint devam ettirdigi belirlenmistir. Hayvan {iiretimi sirasinda antibiyotiklerin
kullaniminin VRE prevalansinin artmasinda 6nemli oldugu ve bu durumun insan
saglig1 icin de onemli bir risk olugu ortaya konulmustur. Bununla paralel olarak
Almanya’da yapilan caligmalarda insanlarda yapilan GRE (glikopeptid direngli
E. faecium) oranlarinda 1994 yilinda %13 bulunmus, avoparsin’in 1996 yilinda
Almanya’da yasaklanmasindan sonra 1997 yilinda yapilan bir caligmada bu oranin
%4’e diistiigii  goriilmiistiir. Benzer olarak Italya’da GRE varliginda diisiisler
belirlenmistir. Hollanda’da da 1997-1999 yillar1 arasi yasaklanma sonrasi insan,

broyler ve domuzlarda GRE oranlarinda benzer diisiisler tespit edilmistir.

Norveg’te yapilan bir ¢alismada; avoparsin kullanilmis ¢iftliklerden broyler
ve hindi karkasi, avoparsin kullanilmamis ¢iftliklerden ise kontrol amagli yumurtaci
tavuk karkasi alinmistir. Her bir 6rnek ig¢in 150 ¢iftlik segilmistir. Calismada
avoparsin kullaniminin yasaklanmasindan sonraki 3 yil igerisinde Norveg’teki kanatl

karkaslarinda VanA tip VRE varlig1 aragtirilmistir. Eyliil 1997 ve Haziran 1998 arasi
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Norveg’te 2 mezbahaneden 150 farkl ¢iftlikte olmak iizere 150 kanath karkasindan
olmak tizere Ornekler toplanmistir. Bunlarin avoparsin kullanilmis 100 hindi ve
broyler karkasi olacak sekilde dérnekleme yapilmis, diger avoparsin kullanilmamis 50
adet karkas ise yumurtaci tavuklardan toplanmigtir. Kesimhanelerde hergiin bir 6rnek
alinacak sekilde 6rnekleme yapilmstir. izole edilen bakterilerin disk difizyon testi
ile ampisillin, kloramfenikole, eritromisine, gentamisine, streptomisin ve tetrasiklin
duyarhiliklar1 analiz edilmistir. Et 6rneklerinden (broyler ve hindi 100 6rnek) 30
tanesinde VRE tespit edilmistir. 50 tane yumurtaci tavukta ise higbir VRE tespiti
yapitlmamistir. Zenginlestirilmis basamak kullanilarak yapilan caligmada ise 100
ornekte 81 VRE tespit edilmis, yumurtaci tavuklardan aliman 50 6rnekte ise 9 tane
(%18) VRE tespit edilmistir. Her 6rnekten sadece 1 izolat elde edilmis ve toplamda
90 VRE ileri asamada karakterize edilmistir. Bunlarin 87 tanesi E. faecium, 2 tanesi
E. mundtii ve 2 tanesi ise E. hirae olarak identifiye edilmistir. Tiim VRE izolatlarinin
vankomisin direngli oldugu ve PCR ile yapilan analizde vanA geni tasidigi ortaya
konulmustur. Tim izolatlarin ampisillin ve kloramfenikol duyarli oldugu tespit
edilmistir. Yiiksek diizeyde aminoglikozid direncine ise sahip olmadiklar1 tespit
edilmistir. 4 izolatin eritromisine ve 13 izolatin tetrasikline direngli oldugu
bulunmustur. 1 izolatin vankomisin direncine ek olarak hem eritromisin hem de
tetrasikline direngli oldugu tespit edilmistir. Direkt ekim yapilan broyler ve hindi
orneklerinden 100 ornekte 30 VRE izolasyonu yapilmig, ancak yumurtaci
tavuklardan izolasyon yapilmamistir. Zenginlestirilmis besiyeri kullanilan yontem ile
gerceklestirilen izolasyonda 100 ornekte 80 VRE izolasyonu, kontrol amach
kulanilan yumurtact tavuklarda ise 50 o6rnekte 9 VRE izolasyonu yapilmistir. TUm
VRE izolatlar1 vankomisine yiiksek direngli bulunmus ve vanA geni icerdikleri tespit
edilmistir. Norveg¢’teki kanatli fekal 6rnekleri analiz sonuglar ile elde edilen VRE
prevalansi, bu ¢alisma sonuglart ile ortiismektedir. Bu ¢alismada broyler ve hindi
karkaslarinda VRE’nin yiliksek prevalansi ortaya konulmustur. Sonu¢ olarak,
tlketicilerin raflarda satilan kanatl etleri ile kurduklar direkt temas sonucu VRE’ye

maruz kalabileceklerinin 6nemi vurgulanmaktadir (Borgen ve ark., 2001).

Malezya’da yapilan bir ¢alismada; kanatli ¢iftliklerinden enterokok tdrleri

izole edilmistir. Bu izolatlarda vanA ve vanC2/3 genleri tasiyiciligini analizi
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yapilmistir. Kanatlilardan izole edilen enterokok tiirlerinin (RAPD-PCR), antibiyotik
direnclilikleri, plazmid igerigi, van genleri varlig1 ve bunlar arasindaki korelasyon
analiz edilmistir. Tim izolatlarda ¢ogul direnclilik oldugu gorilmiistiir.
Kloramfenikol (37/70), takiben ampisilin (15/70) ile en etkili ilaglar olarak tespit
edilmistir. Diger antibiyotiklerde ise %64,3-%100 arasinda diren¢ gelistigi
goriilmiistiir. Disk difiizyon yontemi ile belirlenen vankomisin direngli E. faecalis,
E. durans, E. hirae ve E. faecium izolatlarinin tamaminin vanA geni tasidigi tespit
edilmistir. E. casseliflavus izolatlarinin ise tamaminin vanC2/3 geni tasidigi
belirlenmistir. Enterokok tiirlerinin tamaminin vanB ve vanC1 geni tasimadig tespit
edilmisgtir. Tim tiirlerin genetik yakinligi ise RAPD-PCR yontemi ile analiz
edilmistir. Toplanan 160 Ornekten 35 tanesinde toplam 70 enterokok tiiri izole
edilmistir. 70 izolatin 41 E. faecalis, 18 izolatin E. durans, 5 izolatin E. hirae, 4
izolatin E. casseliflavus ve 2 izolatin E. faecium olarak identifiye edilmistir. Tiim
izolatlarin test edilen antimikrobiyel ilaglarin ¢oguna direngli oldugu goriilmiistiir.
Enterokok izolatlarina en etkili kullanilacak ilaglarin ampisilin (%21,4 direng orani)
ve kloramfenikol (%52,3 direng orani) oldugu gériilmiistiir. E. faecalis ve E. faecium
izolatlarinda %17 ve %100 arasinda degisen oranda ampisilin direnci tespit
edilmistir. Enterokokal enfeksiyonlarin tedavisinde ampisilin secilebilecegi bu
calismada ortaya konulmustur. Izole edilen 5 enterokok tiiriine karsi kullanilan
seftazidin, eritromisin, kanamisin, ve streptomisine karst diren¢ oldugu
belirlenmistir. Arastirmacilar insan, broyler ve domuzdan elde edilmis E. faecium ve
E. faecalis arasinda bdyle bir direncin goriilmesini 6nemli bulmuslardir. Ek olarak,
enterokok tiirlerinde gentamisin, nalidiksik asit ve norfloksasine kars1 yliksek

diizeyde direng oldugu tespit edilmistir (Radu ve ark., 2001).

Enterokok tiirleri arasinda sefalosporin, B-laktam, sulfanamidlere karsi
intrinsik direng gelistigi; klindomisin ve aminoglikozide karsi daha diisiik oranda
intrinsik direng oldugu goriilmektedir. Transposan, konjugatif ve non-konjugatif
plazmid temelli direncte ise kloramfenikol, eritromisine direng gelistigi; klindamisin,
aminoglikozidler, tetrasiklin, B-laktamlar, fluoroguinolon ve glikopeptide yiiksek
oranda direng gelistigi rapor edilmektedir. Bu nedenle plazmid tasiyan veya

tasimayan VRE etkili gen transfer mekanizmalari ile biiyiik risk faktorii olarak
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degerlendirilirken ayn1 zamanda virulans faktorlerin kullanabilecek olmasi nedeniyle
de 6nem arz etmektedir. Radu ve ark. (2001) inceledikleri E. faecium, E. durans ve
E. hirae suslarinin tamaminda vanA genleri agisindan pozitiflik saptamislardir.
Ayrica E. casseliflavus izolatlarinda vanC2/3 bulmuslardir. E. faecalis, E. durans,
E. hirae ve E. faecium izolatlarinin ise vanB, vanCl ve vanC2/3 genlerini
tasimadigini rapor etmislerdir. Arastiricilar toplumda 6nemli enfeksiyonlara neden
olan enterokok tiirlerinin ve gida iiretimi yapilan hayvanlardaki VRE tastyiciligiin
aydinlatilmasi i¢in genis ¢apta arastirmalara gerek duyulduguna dikkat ¢ekmislerdir
(Radu ve ark., 2001).

Hollanda’da (Boogard ve ark., 2002) 2 tavuk populasyonundan alinan diski
orneklerinde antibiyotiklere karsi enterokoklarda direncin  goériilme orani
arastirilmistir (Antimikrobiyel direng trlinleri gelisme i¢in veya kanatlilarda tedavi
icin yogun olarak kullanilmaktadir). Broylerlerde antibiyotik ve AMPG kullanimi
yaygindir. Kanatli i¢in yer yetistiriciligi antibiyotik kullanimi biraz daha azdir. Her
bir fekal 6rnekte gentamisin ve vankomisin direncli enterokoklar daha nadir olarak
tespit edilmistir. Tiim antibiyotiklere diren¢ gdriilme orani yerde yetistirme yapilan
kanathilardan ise broylerlerde daha ylksek olarak tespit edilmistir. Broyler
yetistiriciligi yapilan yerlerde fekal enterokoklarin direngli goriilme orani kanath
kasaplart ve yer yetistiriciligi yapilan giftliklere oranla antibiyotiklere direng
konusunda daha direncli olduklari tespit edilmistir. Broyler tavuklarda direng ile
broyler yetistiricileri ve kasaplardan izole edilen enterokok oraninin dogru orantili
oldugu tespit edilmistir. Diger populasyonlarda tespit edilen direng ile yer
yetistiriciligi yapilan yerlerde ise boyle bir dogru orantinin olmadig: tespit edilmistir.
Bu calismada 27 izolatin yiiksek oranda gentamisin direnci gosterdigi belirlenmistir.
Bu izolatlarin 2 tanesinin E. faecium oldugu belirlenmis ve vankomisin harig tiim test
edilen antibiyotiklere direncgli olduklar1 gériilmiistiir. 5 farkli populasyonda, 4 farkh
tirde olmak {izere toplam 73 vankomisin direngli enterokok tespit edilmistir.
Bunlarin blot hibridizasyon yontemi ile vanA diren¢ genini tasidiklari ortaya
konulmustur. Direncin hayvanlardan insanlara transfer edilebildigi bu calismada
ortaya konulmustur. Hollanda’da yapilan bu ¢alismanin amaci kanatlilarda, kanatli

yetistiricilerinde ve kanath kasaplarinda fekal enterokokal direng iizerine veteriner
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ilaclart ve  AMGPS etkileri aragtirmak olmustur. Ek olarak bir¢ok antibiyotige
direncin belirlenmesi amag edinilmistir. 2 farkli kanatli grubunda g¢alisma yapilmus,
broylerler 8 hafta icerisinde kesime giden gen¢ kanatlilar ve insan tiiketimi igin
yumurtact tavuklar tercih edilmistir. Broylerler AMGPS ile beslenerek yetistirilmis,
yumurtaci tavuklar ise herhangi bir antibiyotige maruz birakilmamistir. Broylerlere
ayni zamanda yiiksek oranda veteriner ilaglar1 da verilmistir. Yumurtaci tavuklarda
ise herhangi bir ila¢ kullamilmamustir. Sonuglar tavuk ve insanlarda izole edilen
VRE’nin PFGE yontemi ile genotiplendirme yapilarakdan aktarimin olup olmadigi
ortaya konulmustur. Insan ve tavuklardan izole edilen vankomisin direng faktorleri
arasindaki benzerlik Tn1546 (transpozon) yoniinden degerlendirilmistir. Calismada
40 broyler, 3 yer tavugu, 19 broyler ciftcisi, 3 yer tavugu c¢iftcisi ve 8 kanath
kasabindan olmak iizere toplam 73 VRE izolasyonu yapilmistir. Broylerden izole
edilen 40 izolatin 24’ E. faecium, 2’si E. faecalis, 6’s1 E. hirae ve 8’i E. durans
olarak; yer tavugundan izole edilen 3 izolatin 2’si E. faecium ve 1’i E. faecalis
olarak; broyler cift¢ilerinden izole edilen 19 izolatin 10’u E. faecium, 8’i E. hirae ve
1’i E. durans olarak; yer tavugu ciftgilerinden izole edilen 3 izolatin 2’si E. faecium
ve 1’1 E. durans olarak; kanatli kasaplarindan izole edilen 8 izolatin ise 4’

E. faecium, 2’si E. faecalis ve 2’si E. hirae olarak identifiye edilmistir.

Kolat ve ark. (2002) Cek Cumhuriyeti’nde yapmis olduklari caligmada; 1999-
2000 yillar1 arasinda toplanan fekal orneklerde enterokok varligi analiz edilmistir.
Toplamda 228 enterokok izolasyonu yapilmistir. Yapilan duyarlilik testlerinde %80
tetrasiklin, %59 eritromisin ve %34 nitrofurantoin direngli oldugu belirlenmistir.
Yuksek diizey streptomisin direng oraninin %22 oldugu belirlenmistir. 11 enterokok
izolatinin vankomisine direngli oldugu tespit edilmistir. 6 tanesinin vanA pozitif
E. faecium oldugu tespit edilmistir. 3 susun vanB pozitif enterokok tiirleri oldugu, 2
susun birinin vanB pozitif E. faecium ve diger bir susun ise vanB pozitif E. faecalis

oldugu identifiye edilmistir.

2003 yilinda yapilan bir ¢alismada; Mart 2001 Haziran 2002 aras1 263 adet
marketten perakende ¢ig etler (tavuk, hindi, domuz, sigir) toplanip enterokok tiirleri
yoniinden incelenmistir. 1357 enterokok bu oOrneklerden izole edilmistir. Domuz

etlerinin %97’si ve sigir etlerinin %100’{inden enterokok izole edilmistir. E. faecium
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%61 oraninda en ¢ok izole edilen tiir olmusken, E. faecalis %29, E. hirae %5,7
olarak izole edilmistir. Tavuk goglis etlerinden %79 oraninda baskin olarak
E. faecium izolasyonu yapilmistir. Bu izolatlarin bir¢ok antibiyotige direngli
olduklar goriilmistiir. Tavuk etlerinden izole edilen E. faecium’larda %18 oraninda
kuinupristin/dalfopristin direncinin oldugu goriilmiistiir. Vankomisin ve linezolid
direncinin ise olmadig1 tespit edilmistir. Kirmizi1 etlerde enterokok tiirlerinin
yaygmligimin farkli oldugu ve antimikrobiyel direng profillerinin farkli gelistigi
gorilmistir. Toplum sagligi icin orta derece bir risk olusturan patojen
mikroorganizmalarin adres gosterildigi bir yerde gida iiretimi yapilan hayvanlarin

florasinin insanlar1 etkilemesi 6nemlidir (Hayes ve ark., 2003).

Mac ve ark. (2003) Almanya’da yaptiklari ¢alismada; enterokoklarda
vankomisin diren¢ genlerinin belirlenmesi ve tiirlerinin farklhiliklarini ortaya
koymada mPCR kullanmiglardir. Toplanan orneklerden 397 adet enterokok susu
izole edimis ve mPCR yontemiyle vanA, vanB, vanC1l ve vanC2 gen tasiyiciligini
analizi yapilmistir. 367 enterokokal sus oOzellikle broyler, sigir ve domuz gibi
hayvanlardan izole edilmislerdir. 2000-2001 arasinda Almanya’nin farkli
bolgelerinden  izolasyon  yapilmistir.  Broyler  kaynakli  enterokoklarin
identifikasyonunda 3 izolatin E. avium, 15 izolatin E. casseliflavus, 18 izolatin
E. durans - E. hirae, 50 izolatin E. faecalis, 44 izolatin E. faecium ve 58 izolatin ise
E. gallinarum olarak bulundugu bildirilmistir. 19 broyler susunda vanA geni

tastyiciligi tespit edilmistir. vanB geni tasiyiciligi ise tespit edilmemistir.

Avilamisin, zinc-basitrasin ve tylosin, Yeni Zelanda broyler retiminde
profilaktik olarak siklikla kullanilmaktadir. Avoparsin 1977-2000 yillar1 arasinda bu
bolgede yogun bir sekilde kullanilmistir. Bolgede gerceklestirilen bir arastirmada
213 diski 6rneginde toplam 382 enterokok izole edilmistir. 382 izolatin %5,8’
vankomisine ve %64,7’si de eritromisine direngli bulunmustur. 22 vankomisin
direngli izolatin 18’1 (%81,8) E. faecalis, 3’i E. faecium ve 1 tanesi de E. durans
olarak identifiye edilmistir. Yeni Zelanda’da baskin vankomisin direncli E. faecalis
izolatinin elde edilmesi avoparsin ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasiinin dnemini

ortaya koymustur. Calisma i¢in Subat 2002 — Subat 2003 tarihleri arasinda olacak
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sekilde toplam 147 ciftlikten broyler diski 6rnekleri toplanmistir. Vankomisin,
eritromisin, gentamisin, ampisilin, basitrasin ve avilamisin direncliliklerine
bakilmistir. Toplam 382 enterokok izolasyonu yapilmis, 152 izolat (%40) E. faecalis,
181 izolat (%47) E. faecium ve 49 izolat (%13) diger enterokok tiirleri olarak
identifiye edilmistir. 382 izolatin 22 tanesinin (%5,8) vankomisin direncli, 247
tanesinin (%64,7) eritromisin direncli, 377 tanesinin (%98,7) basitrasin direncli
oldugu, 57 tanesinin ise (%14,9) avilamisin direncli oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte gentamisin ve ampisiline diren¢ belirlenmemistir. Tiim vankomisin direncli
izolatlarin vanA geni tasidigi tespit edilmistir. Vankomisin direngli 22 izolatin 18
tanesi (%81,8) E. faecalis, 3 tanesi (%13,6) E. faecium ve 1 (%4,5) izolatin ise

E. durans oldugu belirtilmistir (Manson ve ark., 2004).

Hayes ve ark. (2004), 1998 yilinin yaz aylarinda (11 hafta) Ingiltere’nin
dogusunda 55 pili¢ ve 55 broyler olmak lzere toplam 110 ciftlikten diski 6rnegi
toplamiglardir. 82 ¢iftlikten toplanan yiizey atiklart ve sivap orneklerinden 541 adet
enterokok susu izole etmislerdir. Tiim Ornekler tiir diizeyinde tanimlanmis ve
antimikrobiyal profilleri degerlendirilmistir. Yapilan identifikasyonda %53,2
E. faecalis, %31,4 E. faecium, %6 E. gallinarum, %3,9 E. hirae, %1,5 E. durans,
%1,2 E. casseliflavus ve %0,3 E. avium identifiye edilmistir. Arastiricilar izolatlarda
duyarhilik azalmasinin en fazla (%98,5) linkozamide oldugunu belirlemislerdir.
Bununla birlikte streptogramin (%78,3), tetrasiklin (%68), makrolidler (%54,3) ve
penisiline (%26,7) kars1 da direng goriilmiistiir. 5 ana grup antibiyotige karst ayni
anda direng gosterme durumu arastirilmis, hicbir sucgta bdyle bir direng tespit
edilmemistir. Ancak %52,7 oraninda dort ana gruba birden direncin goriildigi
izolatlar bildirilmistir. izolatlarda linkozamid-makrolid-streptogramin-tetrasiklin
(%36); linkozamid-streptogramin-tetrasiklin (%19); linozamid-penisilin-
streptogramin-tetrasiklin ~ (%11) fenotipinde diren¢c profilleri  saptanmustir.
Streptogramine en cok intrinsik direncin E. faecalis izolatlarinda goriildiigli rapor
edilmistir.  Linkozamid-penisilin-streptogramin-tetrasiklin ~ (%23);  linkozamid-
streptogramin-tetrasiklin  (%14) ve linkozamid-makrolid-penisilin-streptogramin-
tetrasiklin (%11) en yaygin goriillen multi-resistant direng sekilleri bulunmustur.

E. faecalis izolatlarinda genis bir oranda multi resistant diren¢ goriiliirken, 18
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E. faecium, 8 E. hirae ve 6 E. gallinarum izolatinda multi resistant dirence sahip
olduklar1 bildirilmistir. Vankomisin direncli E. faecium ve E. faecalis izolatlarina
rastlanilmamstir. Yiiksek aminoglikozid direnci 1 E. avium izolat1 hari¢ tiim tiirlerde
goriilmiistiir. Direncin goriilme siklig1 %68 E. faecium, grup 111 enterokok turlerinde
%67, E. faecalis %53,7, E. casseliflavus %50, E. durans ve E. gallinarum %40,
E. hirae %30 ve grup Il enterokok tiirlerinde %20 oraninda belirlenmistir.
Streptomisine yiksek direng E. hirae tiirleri harig¢ tiim tiirlerde goriilmustiir. Bununla
birlikte kanamisin ve koresistant olarak streptomisin-kanamisin direnci gorilmistiir.

Yuksek oranda gentamisin direnci sadece E. faecalis izolatlar1 arasinda goriilmiistiir.

Junco ve ark. (2005) Ispanya’da; 5 farkli ¢iftlikten 100 hayvandan diski
ornekleri toplamislar ve enterokokal enfeksiyonlar da yaygin olarak kullanilan
antibiyotikler ile kanath diskilarindan izole edilen enterokoklarin arasindaki iliski
ortaya koymuslardir. Penisilin, ampisilin, vankomisin ve teikoplanin MIC degerleri
belirlenmis ve yiiksek aminoglikozid direnci degerlendirilmistir. Yiiksek
aminoglikozid direncini dogrulamak amaciyla PCR yontemi kullanilmistir. 55
enterokok izolasyonu yapilmis, bunlarin %63,6’s1 E. faecalis, %12,7’si E. mundtii,
%9,1°1 E. faecium, %7,3’0 E. casseliflavus, %3,7’si E. durans ve %3,6’s1 E. hirae
olarak identifiye edilmistir. Van, TEC, P ve Am diren¢ genleri hi¢bir izolatta
belirlenmemistir. Kanatlilar arasindaki direng oranlarmin hastaneden izole edilen

direng gen oranlar1 daha az olarak goriilmiistiir.

Garcia-Migura ve ark. (2005) Ingiltere’de; broyler tavuklarindan ve domuz
ciftliklerinde vankomisin direngli E. faecium’un karakterizasyonu arastirilmistir.
Ingiltere’de  yapilan bu ¢alismada kanath ve domuzlardan izole edilen
E. faecium’larin varligi ve molekiiler epidemiyolojisi ortaya konulmustur. Bu
calismada 47 ciftlikten 6rnekleri toplamislar, her bir ziyaret edilen ciftlikten 40-60
arast ornek toplamislardir. Fekal ve gevresel orneklerden toplamda 247 VREF
izolasyonu yapilmistir. PFGE ile VREF basta olmak iizere daha az goriilen tiirler
ortaya Konulmustur. Tiim izolatlarin vanA geni tasidigi, ancak esp geni tasimadigi
belirlenmistir. 76 VREF izolatinin 9 veya daha fazla antibiyotige direng¢ gosterdigi ve
bu direng¢ fenotipinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Multi resistant’lik ile ilgili
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yapilan PFGE analizinde suslar arasinda korelasyon goriilmemistir. %93 penisiline,
%89 tetrasikline, %87,5 eritromisine ve %50 kuinupristin/dalfopristin’e direng

oldugu belirlenmistir.

Khan ve ark. (2005) Amerika Birlesik Devletleri’nde; multi direncli
enterokok izolasyonu yapmislardir. Mastitisli ineklerin sutlinden 2 izolat, tavuk
atiklarindan 9 izolat ve hindi atiklarindan 19 izolat identifiye edilmistir. 25 izolatin
E. gallinarum ve 5 izolatin E. faecalis oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin birgogunun
vankomisin, gentamisin, streptomisin, tetrasiklin, eritromisin, basitrasin, kanamisin
ve nalidiksik asit direngli oldugu tespit edilmistir. Siprofloksasin, sulfamethoksazol,
kloramfenikol, ampisilin ve ofloksasine duyarli oldugu goriilmiistiir. vanA, vanB,
vanC1 ve vanC2/3 vankomisin diren¢ genleriyle virulans faktorii olarak biyofilm
olusturan ylizey proteini (esp), clyA ve cylB genleri arastirilmasi yapilmustir. Tekli ve
multipleks seklinde yapilan PCR analizleri ile 22 E. gallinarum susunun vanC1 geni
tasidig1 belirlenmistir. 5 E. faecalis ve 3 E. gallinarum susunun ise van direng
genlerini tasimadigi tespit edilmistir. Hicbir susun esp genini tasimadigi PCR ile
ortaya konulmustur. Bu calismada kanath atiklarinda ve mastitli hayvanlardan elde
edilen sitlerde intrinsik dirence sahip VRE molekdler karakterizasonu, izolasyonu ve
biyokimyasal 6zellikleri arastirilmistir. Aslinda VRE’ler, 6rnegin E. gallinarum ve
E. casseliflavus kazanilmig vankomisin direncini belirleyen genleri tagimasi
bakimindan 6nemlidir. Ancak nadir olarak insan ve hayvanlarda enfeksiyona sebep

olur.

Hershberger ve ark. (2005) Amerika Birlesik Devletleri’nin Michigan,
Wisconsin ve Indiana eyaletlerindeki hayvan giftliklerinden 6 yillik (1998-2003)
periyot icerisinde antimikrobiyellerin kullanimu ile ilgili potansiyel ve antimikrobiyel
direncin epidemiyolojik degerlendirmesi ile ilgili ¢alisma yapmisglardir. Tiim 6rnekler
13 tavuk, 18 besi si1gir1, 18 siit s1gir1, 18 domuz ve 8 hindi ¢iftliginden olacak sekilde
fekal ornekleme yapmuslardir. Bu 13 tavuk ciftliginden toplam 338 tavuk fekal
ornegi analiz edilmistir. Bu fekal 6rneklerin tamamindan 1256 E. faecium ve 656
E. faecalis izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin tamaminin vankomisin,

gentamisin, siprofloksasin ve kuinupristin/dalfopristine karsi duyarliliklart analiz

124



edilmistir. Tavuklardan izole edilen enterokoklarin %385 inin
kuinupristin/dalfopristin direngli oldugu tespit edilmistir. Tavuklardan izole edilen
E. faecium izolatlarinda gentamisin direng oraninin %12, E. faecalis izolatlarinda ise
%32 oldugu belirlenmistir. Tavuklardan izole edilen E. faecium izolatlarinda
sifrofloksasin direng oranmin %23, E. faecalis izolatlarinda ise %64 oldugu
belirlenmistir. Tavuklardan izole edilen E. faecium izolatlarin %11’ inin
kuinupristin/dalfopristin ve gentamisine birlikte direng gosterdigi belirlenmistir.
Tavuklardan izole edilen E. faecium izolatlarmin %]1,4’tinlin gentamisin ve
siprofloksasine birlikte direng gosterdigi belirlenmistir. Tavuklardan izole edilen
E. faecium izolatlarinin %11 inin kuinupristin/dalfopristin ve siprofloksasine birlikte
direng gosterdigi belirlenmistir. Tavuklardan izole edilen E. faecalis izolatlarinin
%17’sinin gentamisin ve siprofloksasine birlikte diren¢ gosterdigi belirlenmistir.

Higbir izolatta vankomisin direnci belirlenmemistir.

De Leener ve ark. (2005) Belgika’da; insan, domuz ve kanath E. faecium
izolatlarinin molekiiler karakterizasyonunu yapmuslardir. 59 E. faecium tespit
edilmis, 19 tanesi insan, 19 tanesi domuz, 4 tane domuz karkasi ve 17 tanesi
broylerden olmak iizere tespit edilmistir. 13 insan ve 2 broyler olmak Uzere toplam

15 izolatta vanA direng geni tespit edilmistir.

Poeta ve ark. (2006a) Portekiz’de; 2004 yilinin Subat ve Haziran aylari
arasinda kanatli kesimhanelerinden 76 adet kanathh digki Ornegi toplamislardir.
Vankomisin, teikoplanin, ampisilin, streptomisin, gentamisin, kanamisin,
kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin, kuinupristin/dalfopristin ve sipfloksasin disk
diflizyon metoduyla duyarliliklar1 arastirilmistir. vanA, vanB, vanCl ve vanC2/3
genleri tiim izolatlarda PCR metoduyla analiz edilmistir. Kanathilardan 152
enterokok turt izole edilmistir. Kanathlarda en yaygin tir E. faecalis olarak
belirlenmistir. E. faecium 54 (%35,5), E. faecalis 92 (%60,6), E. hirae 2 (%1,3) ve
E. durans 4 (%2,6) olarak identifiye edilmistir. Vankomisin direnci ile ilgili yapilan
PCR arastirmasinda higbir izolatin van diren¢ genlerini tasimadigi rapor edilmistir.
E. faecium izolatlarinin (54 adet) ilag duyarliliklar1 ampisilin %30, gentamisin %2,
streptomisin %0, kanamisin %43, tetrasiklin %94, eritromisin %87, kloramfenikol
%7, sipfloksasin %18,5, kuinupristin/dalfopristin %33, vankomisin %0 ve

125



teikoplanin %0 olarak; E. faecalis (92 adet) ampsilin %0, gentamisin %0,
streptomisin %3, kanamisin %15, tetrasiklin %98, eritromisin %87, kloramfenikol
%20, sipfloksasin %10, vankomisin %0 ve teikoplanin %0 olarak; E. durans ve
E hirae ise (6 adet) ampisilin %0, gentamisin %0, streptomisin %0, kanamisin %33,
tetrasiklin %100, eritromisin %100, kloramfenikol %33, sipfloksasin %0,
kuinupristin/dalfopristin %33, vankomisin %0 ve teikoplanin %0 olarak

belirlenmistir.

Kore Cumhuriyeti’nde yapilan bir ¢alismada (Lim ve ark., 2006); 54’1 tavuk
diskisindan ve 31°i de hasta insanlardan olmak tizere 85 enterokok izole edilmistir.
Tavuk diskisindan izolasyon sonucu elde edilen 54 enterokok susunun 50°sini
E. faecium; 2’sini E. faecalis ve 2’sini de E. durans olarak identifiye etmislerdir.
Ampisilin, kloramfenikol, eritromisin, fusidik asid, gentamisin, kanamisin, rifampin,
spektinomisin, streptomisin, tetrasiklin, teikoplanin, vankomisin olmak (zere
antimikrobiyal direncleri belirlenmistir. Tiim izolatlarin en az 4’ten fazla antibiyotige
direngli oldugu, yine 1 izolatin (E. faecalis) sadece vankomisine direngli olup bu
direng profilini gostermedigi belirlenmistir. Tavuk digki izolatlarinda E. faecium'larin
gentamisin ve kanamisin’e direng¢ gosterme Ozelligini diger E. faecalis (tavuk) ve
E. faecium’dan (insan) daha diisiik oldugu gériilmiistiir. 2 E. faecalis izolatinin multi-
resistans oldugu belirlenmistir. 50 adet E. faecium izolatinin direnglilik oranlar
ampisilin 26 (%52), kloramfenikol 3 (%6), eritromisin 43 (%86), gentamisin 0 (%0),
kanamisin 1 (%2), streptomisin 50 (%100), tetrasiklin 50 (%100), teikoplanin 50
(%100), vankomisin 50 (%100) seklinde tespit edilmistir. 2 adet E. faecalis izolatinin
direnglilik oran1 da ampisilin 0 (%0), kloramfenikol 2 (%100), eritromisin 2 (%2100),
gentamisin 2 (%100), kanamisin 2 (%2100), streptomisin 2 (%100), tetrasiklin 1
(%50), teikoplanin 2 (%100), vankomisin 2 (%100) seklinde tespit edilmistir.

Biavasco ve ark. (2007), Italya’da yaptiklari calismada; insan, hayvan ve
gidalarda vanA tip enterokoklarin yaygimligi, popiilasyondaki yapilari, Tn1546 ve
virulans faktorlerini arastirmiglardir. Bu amagla 69 insan, 49 hayvan ve 36 gida
olmak Uzere toplam 154 adet VanA tipi GRE izolasyonu yapmislardir. Italya

disindan ise 1’1 Belgika’dan ve 10 tanesi Norveg’ten olmak lizere 11 tane VanA tipi
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GRE’yi izole etmislerdir. Bunlarin 5 tanesi insanlardan, 6 tanesi ise hayvanlardan
izole edilmistir. 16S rRNA, VanA geni ve virulans faktorii olarak esp geni varligi
arastirilmistir. 154 GRE’nin 120 tanesinin E. faecium, 18 tanesinin E. durans, 12
tanesinin E. faecalis ve 4 tanesi ise E. gallinarum olarak identifiye etmislerdir.
Hayvanlardaki izolatlarin toplam sayisinin 43 oldugu ve 38 tanesinin (1997°de
toplanan Ornekler) kanathilardan izole edildigi ve 5 tanesinin domuzlardan izole
edildigini tespit etmislerdir. Gidalarda ise kanatli etlerinden 27, domuz etlerinden 7
ve peynirlerden 2 olmak iizere toplam 36 6rnek elde edilmistir. insan intestinal
orneklerinden 47 adet E. faecium ve 1 adet E. faecalis; hayvan 6rneklerinden 35 adet
E. faecium, 12 E. durans ve 2 E. gallinarum; gida 6rneklerinden 24 adet E. faecium,
4 adet E. faecalis, 6 adet E. durans, 2 adet E. gallinarum; insan klinik érneklerinden
ise 14 adet E. faecium ve 7 adet E. faecalis izole etmislerdir. Tiim izolatlarin
multipleks PCR yontemi ile vanA, vanB ve vanC tasiyiciligi arastirilmig, tim
izolatlarin vanA geni tasidigi, 4 E. gallinarum izolatinin vanC1 geni tasidigi tespit
edilmistir. Esp geninin PCR ile taranmasinda toplamda 5 izolatta esp tasiyiciligi
belirlenmistir. 4 izolatin E. faecium oldugu, 1 izolatin E. gallinarum oldugu
belirlenmistir. Bu izolatlarda 1 E. gallinarum izolatinin kanatli kékenli olup esp
geninin pozitif oldugu diger kanatli kokenli izolatlarda ise esp genini tagimadigi

tespit edilmistir.

Lauderdale ve ark. (2007) Tayvan’da vankomisin analogu olan avoparsinin
yasaklanmasindan sonra tavuk ciftliklerinde vankomisin direngli enterokoklarin oran
degisikligine etkilerini arastirmiglardir. Calismada 1200 diski 6rneginden toplam
1021 E. faecalis ve 967 E. faecium izolati degerlendirilmistir. Bunlarin
antimikrobiyel duyarlilik degerlendirmeler tetrasiklin, eritromisin, yuksek oranda
aminoglikozidler, siprofloksasin ve kloramfenikol i¢in yapilmistir. Ayrica
vankomisin diren¢ genleri degerlendirilmistir. 2000-2003 yillar1 arasinda VRE
oraninda E. faecalis’te %13,7’den (161/22) %3,7’ye (299/11) gerilemistir.
E. faecium’da %3,4’den (119/4), %0’a (300/0) diislis gostermistir. VRE oranlari
2000 yilinda %25 (60/15) iken 2003 yilinda ise %38,8’¢ (80/7) gerilemis olarak tavuk
ciftliklerinde belirlenmistir. Tiim VRE izolatlar1 yapilan degerlendirmede tetrasiklin

ve eritromisine direncli bulunmustur. Yapilan degerlendirmede VRE’lerin tamaminin
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van A tasidig1 ancak teikoplanine duyarlilik gosterdigi, yani vanB fenotipi gosterdigi

belirlenmistir. Benzer oranlar her yil ayni ciftliklerde belirlenmistir.

Kirikkale’de yapilan bir ¢alismada; mezbahada tavuk boyun derisinden,
entansif broyler ciftlikleri ve koylerdeki aile isletmelerindeki tavuklarin diski
orneklerinden 132 E. faecium ve 67 E. faecalis izole etmislerdir. Entansif yetistirilen
broylerlerde 36 E. faecium ve 41 E. faecalis tanimlanmistir. Kirikkale’deki kirsal
kesimde yetistirilen kanatlilarda 56 E. faecium ve 10 E. faecalis izolasyonu
yapmiglardir. Bunlara ek olarak Ankara’daki kesimhanelerden multipleks PCR
yontemi ile tanimlanmis 40 E. faecium ve 16 E. faecalis eklenerek c¢alisma
diizenlenmistir. Bu izolatlarin baslica virulans genleri olan asal, gelE, cylA, esp ve
hyl genlerinin multipleks PCR ile tespiti gergeklestirilmistir. Enterokok izolatlarinin
%31,2’sinin en az bir virulans genini tasidigi tespit edilmistir. E. faecium
izolatlarmin %1,5 esp genini tasidigi, ancak E. faecalis izolatlarinin higbirinde esp

geni tastyiciliginin olmadigini belirlemislerdir (Dogru ve ark., 2010a).

Dogru ve ark. (2010b) Ankara ve cevresindeki tavuk kesimhanelerinden
sagladiklar1 106 boyun derisi orneginin 83’tinden (%78) enterokok izolasyonu
yapmuglardir. Enterokok tirlerinin E. faecium %48 (40/83), E. durans %23 (19/83),
E. faecalis %19 (16/83), E. gallinarum %6 (5/83), E. hirae %1 (1/83), E. mundtii %1
(1/83) ve E. casseliflavus %21 (1/83) olarak tanimlanmiglardir. Eritromisin,
kloramfenikol, gentamisin, penisilin-G, streptomisin ve tetrasikline duyarliliklari
disk diflizyon testi ile arastirilmistir. E. faecalis (16) ve E. faecium (40) izolatlar
secilerek 6 antibiyotik ile ilgili duyarlilik ve direnglilik durumlart degerlendirilmistir.
56 izolatin tamamina yakini eritromisin (36) ve tetrasikline direngli ¢ikmustir. 40
E. faecium izolatindan 36 tanesi eritromisine ve 39 tanesi tetrasikline; 16 E. faecalis
izolatinin 15 tanesi eritromisine ve 16 tanesi de tetrasikline direncli bulunmustur. 4
E. faecium izolatinin kloramfenikol, gentamisin ve streptomisine ayni anda direngli
olduklar1 tespit edilmistir. Tim izolatlarin penisilin-G’ye duyarli olduklari
gorilmistir.  Tum E. faecalis izolatlarinin streptomisine direngli oldugu
belirlenirken, E. faecium izolatlarinin %68’i streptomisine direngli bulunmustur.

E. faecium izolatlarinin %20’sinin ve E. faecalis izolatlarinin %31’inin gentamisine
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direngli oldugu belirlenmistir. Tim E. faecium izolatlariin %25’1 eritromisin,
tetrasiklin,  kloramfenikol ~ve streptomisine ¢oklu direng  gdstermistir.
E. faecalis’lerde ise coklu direnc eritromisin, tetrasiklin ve streptomisine %44
oraninda bulunmustur. E. faecium ve E. faecalis turlerinin vankomisine direngli
olmadig1 ve PCR ile yapilan vanA ve vanB gen tasiyiciligl analizinde higbir tiiriin bu

genleri tasimadigi rapor edilmistir.

Dilik ve Istanbulluoglu adli arastirmacilar (2010), broyler ve kdy tavuklarinin
bagirsak florasindaki enterokok tiirlerinin varligi, yaygmligi, biotipleri ve izole
edilen suslarin ¢esitli antibiyotiklere kars1i duyarlilik/direnclilik 6zellikleri ile
plazmid profillerini aragtirilmislardir. Ankara ve Kirikkale ili ¢evresinde bulunan
ticari broyler isletmeleri ve kdy tavuklar1 kiimesleri Mayis 2005 ve Kasim 2005
tarihleri arasinda ziyaret edilmistir. Buyik kapasiteli 4 ticari broyler isletmesinden
400 oOrnek, kiimeslerinin biitliinliigiinii temsil edecek sekilde 1-2 metre araliklarla
kiimesin her noktasindan rastgele tutulan 4-5 haftalik broylerin kloakasindan steril
stvap ile alinmistir. Kapasitesi 10-50 adet arasinda degisen 1 koy tavugu kiimesinden
304 ornek ise kiimeste bulunan biitiin tavuklarin kloakasindan steril sivap ile
alimmustir. Her iki tip kiimesten alinan digk1 6rnekleri soguk zincirde en kisa zamanda
laboratuara getirilmistir. Gram boyama, katalaz testi, safra eskilin testi, PYR testi,
%6,5” luk tuzlu ortamda (NaCl) Greme testi uygulanarak enterokok turleri cins
diizeyinde adlandirilmistir. Identifiye edilen enterokok suslarinin antibiyotik
duyarliliklari/direnglilikleri CLSI’nin belirttigi kriterlere gore mueller hinton agar’da
disk difuzyon yontemi ile gerceklestirilmistir. Cesitli antibiyotiklere direngli 43
broyler ve 7 kdy tavugu enterokok suslarinin plazmidleri, alkaline lysis yontemi ile
izole edilerek, agar jel elektroforezde plazmid profillerinin tespiti yapilmistir. 400
broyler 6rneginden 229 (%57.25) ve 304 kOy tavugu Orneginden ise 143 adet
(%47,03) enterokok susu izole edilmistir. Broyler ve kdy tavuklarindan izole edilen
372 enterokok susunun tiir dagilimlari sunulmustur. Broyler enterokok suslarinin
penisiline %5,6, tetrasikline %72, eritromisine 9%?59,3, enrofloksasine %8,7,
rifampine %10,9, vankomisine %0,4, ylksek diizey streptomisin ve gentamisine
%6,5 ve %23,1 oraninda direngli olduklar1 saptanmistir. Suslarin %100’tGniin ise

linezolid ve teikoplanin antibiyotiklerine kars1 duyarli oldugu bulunmustur. Broyler
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E. faecalis izolatlarmin kuinupristin/dalfopristine %90,4 (38/42 adet) direngli ve
%09,5 (4 adet) orta duyarli, E. faecium izolatlarinin kuinupristin/dalfopristine %21,6
(21/97 adet) direngli, diger enterokok suslarinin ise %20 (18/90 adet) oraninda
direngli oldugu saptanmistir. Broyler enterokok suslarmin tiimiiniin (77/229 adet)
%33,6 oraninda kuinupristin/dalfopristine direngli oldugu belirlenmistir. 229 broyler
enterokok susunun 179’unun (%78,1) tekli veya ¢oklu antibiyotik diren¢li oldugu
tespit edilmistir. Enterokok suslarinin 53’lniin (%23,1) tek, 47’sinin (%20,5) iki,
40’1nn (%17,4) tg, 19’unun (%8,2) dort, 11’inin (%4,8) bes ve 9’unun ise (%3,9)
alt1 antibiyotige direncgli olduklar belirlenmistir. Coklu antibiyotik direnci en fazla
E. faecium, E. gallinarum ve E. faecalis tiirlerinde saptanmistir. Koy tavuklarindan
izole edilen enterokok suslarinin tetrasikline %2, eritromisine %2, enrofloksasine
%1,3 oraninda direngli oldugu saptanmistir. Tim suslarin linezolid, gentamisin,
streptomisin, penisilin, vankomisin, teikoplanin ve rifampin antibiyotiklerine karsi
duyarli oldugu belirlenmistir. Koy tavuklar1 E. faecalis izolatlarinin %53,8’inin
(7/13) kuinupristin/dalfopristine direngli, %23’tintin (3/13) orta duyarli oldugu
belirtilmistir. Diger enterokok tiirlerinin kuinupristin/dalfopristine karst duyarhi
oldugu gorilmistiir. Koy tavuklari enterokok suslarinin timunun %4,8 (7/143)
oraninda kuinupristin/dalfopristine direngli oldugu tespit edilmistir. 143 kdy tavugu
enterokok suslarindan 15’inin (%10,4) de tek antibiyotige direngli oldugu

saptanmuistir.

Lopez ve ark. (2010) Ispanya’da; saglikli insan ve kanatli hayvanlardan
topladiklar1  klinik, gida ve diski Orneklerini enterokok tiirleri agisindan
incelemislerdir. Arastirmacilar klinik 6rneklerden 18, gida 6rneklerinden 15, sagliklh
kanatl hayvan digki 6rneklerinden 8 ve saglikli insan digki 6rneklerinden 10 izolat
olmak Uzere toplam 51 enterokok izolasyonu yaptiklarini ve bunlarin 42 E. feacium,
2 E. faecalis, 4 E. durans ve 3 E. hirae olarak identifiye edildiklerini rapor
etmiglerdir. Calismada virulans faktor gen analizleri yapilmis, E. faecium izolatinin
16’sinda esp pozitif oldugu, 15’inde hyl, 13’linde ise esp + hyl geni igerdigi PCR ile

ortaya konulmustur.
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Cek Cumhuriyeti’nde farkli gida kaynaklarinda enterokok izolasyonu
amaciyla gerceklestirilen bir arastirmada (Trivedi ve ark., 2011), tir spesifik PCR
kullanilarak 127’si E. faecalis, 77’si E. faecium, 21’i E. casseliflavus, 19’u
E. mundtii ve 6’s1 da E. durans olmak iizere 250 enterokok izole edilmistir. 250
izolatin 221 tanesinin (%88,4) bir veya birden fazla virulans faktér genini tagidig
mMPCR ile ortaya konulmustur. Farkli kanatli ve kirmiz1 et 6rneklerinden izole edilen
75 enterokok turiinde esp gen oranlarini E. faecalis icin 4/41 (%10), E. faecium 1/25
(%4), E. casseliflavus 2/6 (%33), E. mundtii 1/2 (%50) ve E. durans 1/1 (%100)
seklinde oldugu bildirilmistir.

Ulkemizde yapilan bir arastirmada (Bayram ve ark. 2011), Subat-Aralik 2010
tarihleri arasinda Mersin ilinde bulunan 20 farkli market ve 20 farkli kasaptan alinan
40 kirmiz1 et kiymasi ve 40 tavuk eti parcasi enterokok tiirleri agisindan incelenmis
ve izolatlarin ampisilin, eritromisin, kloramfenikol, gentamisin, norfloksasin,
penisilin, linezolid, teikoplanin ve vankomisine direnclilik/duyarlilik ozellikleri
arastirilmistir. 40 kirmizi et kiymasinin 11’inden (%27,5) enterokok izolasyonu
yapilmustir. 1 6rnekte hem E. faecalis hem de E. hirae iiredigi goriilmiisiir. izole
edilen 12 izolatin 5’1 (%42,7) E. faecalis, 2’si (%16,7) E. faecium, 2’si (26,7)
E. hirae, digerleri E. durans (%8,3), E gallinarum (%8,3) ve E. raffinosus (%8,3)
olarak identifiye edilmistir. Izolatlarin  antimikrobiyal diren¢ profilleri
degerlendirildiginde 2 izolatin ampisilin ve eritromisine, 1 izolatin sadece ampisiline
direngli oldugu belirlenmistir. Buna karsin calisilan diger antibiyotiklerden
kloramfenikol, gentamisin, norfloksasin, penilisin, linezolid, teikoplanin ve
vankomisine kars1 direng tespit edilmemistir. Caligmada farkli market ve kasaplardan
toplanan 50 tavuk eti par¢asinin 5’inde (%12,5) enterokok saptanmistir. Bunlarin 2’si
E. faecalis, 1’1 E. faecium ve 2’si E. cecunum olarak isimlendirilmistir. Tavuk eti
pargalarindan elde edilen izolatlarda ampisilin, eritromisin, kloramfenikol,
gentamisin, norfloksasin, penisilin, linezolid, teikoplanin ve vankomisine karsi

direng tespit edilmemistir.

Siriken ve ark. (2011) Samsun ilinde tiiketime sunulan tavuk karkaslarindaki

enterokok tiirlerinin prevalansini ve vankomisin direnclilik gen faktorlerini
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belirlemek amaciyla bir calisma yapmuslardir. 123 adet tavuk karkasi analiz
etmislerdir. Bu 6rneklerden 41’inden (%33,3) izole edilen toplam 92 adet susu
identifiye etmisler, tiim enterokok tiirlerinin tuf genini hedefleyerek PCR ile
dogrulama yapmislardir. Bu izolatlarin E. faecalis veya E. faecium olup olmadigini
ve vankomisin direnglilikleri tizerine ddl geni ve van (vanA, vanB, vanC1/2, vanD,
vanE ve vanG) genlerinin amplifikasyonuna dayali multipleks PCR
gerceklestirmislerdir. Enterokok tiirlerinin  39’u  (%42,4) E. faecalis olarak
dogrulanirken, hicbir sus E. faecium olarak identifiye edilmemistir. Geri kalan 53
(57,6) izolat ise E. faecalis ve E. faecium disindaki enterokok tiirleri olarak
degerlendirilmistir. vanA, vanB, vanC1/2, vanD, vanE ve vanG genleri belirlenen
enterokok tiirleri icerisinde belirlenmemistir. Arastirmacilar sonu¢ olarak tavuk
karkaslarinda E. faecalis ve E. faecium izolatlarinin, vankomisin direngliligi slime
faktor olusturmalari yoniinden halk sagligi igin tehlike olusturmadigi kanaatine

varmiglardir.

Tsikrikonis ve ark. (2012) Yunanistan’da, insan ve hayvan izolatlarinda
biyofilm olusturma, jelatinaz, hemolizin, fsrb ve esp virulans genlerinin tasiyicilig
arasindaki miimkiin olan korelasyonu aragtirmiglardir. Hastaneye yatirilan
hastalardan elde edilen fekal ve klinikal 6rneklerden 219 enterokok izolati elde
edilmistir. 132 izolat ise hayvan diskilarindan elde edilmistir. insan E. faecium
izolatlarinda esp negatiflik ve pozitiflik korelasyonu karsilastirildiginda sonuglar
Onemli olarak degerlendirilmistir. ESp gen tasiyiciligi sikligi hayvan E. faecalis ve
E. faecium izolatlar ile karsilastirildiginda insan izolatlarinda daha 6nemli olarak
goriilmistiir. E. faecalis, fekal insan izolatlarinin %71,4’1i, buna karsilik insan klinik
izolatlarinin %52,5°1 esp pozitif olarak bulunmustur. E. faecalis hayvan izolatlar
%10,3, insan E. faecalis Klinik ve fekal oOrnekleriyle karsilastirildiginda esp
tastyiciligi daha 6nemsiz olarak degerlendirilmistir. E. faecium izolatlari arasinda esp
gen tastyicihigimin (insan) klinik izolatlarinda %69,2 oldugu goriilmiistiir. Insan
E. faecium fekal oOrneklerinde ise %38,3 oldugu belirtilmistir. E. faecalis ve
E. faecium izolatlar1 arasinda esp tasiyiciligi orani agisindan bir fark olmadigi
gorilmistiir (insan klinik ve fekal izolatlari, hayvan izolatlar1). Arastiricilar,

insanlardan izole edilen E. gallinarum izolatlarinin %25’inde esp geni tastyiciligi bu
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tirde ilk kez calismalarinda tespit edildigini bildirmislerdir. Esp tasiyicilig
bakimindan hayvanalardan izole edilen 18 E. gallinarum izolatinda ise esp

tastyiciligl olmadigini rapor etmislerdir.

Izolatin vankomisine duyarli olmasina ragmen, genetik olarak, PCR ile vanA
geni tastyabilecegi belirlenmistir. Izolatlarda genin var olabilecegi ancak
nonfonksiyonel oldugu igin eksprese edilemeyecegi ortaya konulmustur (Arthur ve
Courvalin 1993; Satake ve ark. 1997). E. casseliflavus izolatlarinin vanC2/3 geni
tasidigr halde disk difuizyon teknigi ile yapilan antibiyogram testinde vankomisine

direng gostermedikleri rapor edilmistir (Van Horn ve Rodney 1998).

Devriese ve ark. (1991) bir giinliik civcivlerin intestinal florasinda E. faecium
ve E. faecalis’i predominant (ayni1 oranlarda, %41) tiir olarak tespit etmislerdir. 3-4
haftalik tavuklarin intestinal florasinda ise (%46) E. faecium’u dominant tiir olarak
belirlenmis, ayn1 zamanda E. faecalis, E. hirae, E. durans, E. cecorum, E. gallinarum
ve E. casseliflavus tiirlerini de identifiye etmislerdir. 12 haftaliktan biiyiik tavuklarin
intestinal florasinda ise predominant olarak (%50) E. cecorum tdrind tespit
etmislerdir. Bu ¢aligmada koy isletmelerindeki tavuklardan yas dikkate alinmadan
digk1 ornekleri alinmis olup E. faecium predominat tiir olarak bulunmus ve bunu
diger tiirler takip etmistir. Bu sonuclar enterokokal floradaki tiirlerin tavuklarin
belirli yas dénemlerinde degistigini ortaya koymaktadir. Ote yanda bu ¢alismadaki
koy tavuklar1 6rnegi 12 haftaliktan biiylik tavuklardan alinmasina karsin predominant
tdr olarak E. faecium bulunmustur. E. cecorum tiirii bulunamamistir. Bunun nedeni
E. cecorum’un izolasyonunun zor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durumu
Devriese ve ark. (1991) grup D antijeninden yoksun olan E. cecorum’un, %0,3
sodyum azid iceren besiyerlerinde Ureyemedikleri ve CO; ile zenginlestirilmis
ortamlarda Ureyebildikleri seklinde agiklamislardir. Bu arastirmada ise izolasyon igin
kullanilan besi yeri %0,4 sodyum azid icermekteydi ve CO, ile zenginlestirilmis

ortam kullanilmada.

Yapilan c¢esitli calismalarda; Japonya’da broyler gaitalarindan 9%44,8

E. faecium, %22,8 E. faecalis, %12,9 E. hirae, %6,7 E. durans, %1,1

E. casseliflavus, %0,5 E. gallinarum tirleri (Yoshimura ve ark., 1998), Danimarka
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ve Isveg’teki tavuk diskilarindan sirasiyla %29 ve %61 E. faecium, %18 ve %20
E. faecalis, %9 ve %5 E. gallinarum, %2 ve %2 E. hirae, %4 ve %0 E. malodoratus,
%5 ve %0 E. pseudoavium, %0 ve %1 E. raffinosus, %0 ve %1 E. avium, %0 ve %1
E. dispar tlrleri (Quednau ve ark., 1998), Bostwana’da tavuk Orneginden %46,9
E. faecalis, %32,9 E. faecium, %7,9 E. casseliflavus, %7 E. gallinarum ve %5,3
E. avium tirleri (Chingwaru ve ark., 2003), Maryland dogu sahil kiyilarindaki tavuk
ciftliklerinden %53,4 E. faecalis, %31,4 E. faecium, %6 E. gallinarum, %3,9
E. hirae,%1,5 E. durans, %1,2 E. casseliflavus ve %0,3 E. avium tlrleri identifiye
edilmistir (Hayes ve ark., 2004). Enterokok tiir dagiliminin farklilik géstermesi,
caligmalarin degisik cografik bolgelerde yapilmasindan ve izolasyon metotlarinin

farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Junco ve ark. (2005) Ispanya’da yaptiklari calismada; tavuk digkilarindan
E. faecalis (%63,6), E. mundtii (%12,7), E. faecium (%9,1), E. casseliflavus (%7,3),
E. durans (%3,7) ve E. hirae (%3,6) turlerini identifiye ettiklerini, fakat tavuk orijinli
olmasina ragmen E. gallinarum ve E. avium tirlerini identifiye edemediklerini
bildirmislerdir. Bunun sebebini izolasyon asamasinda biitiin kolonilerin birbirine ¢ok
benzemesinden dolayr bazi tiirlerin varligimin gbézden kacabilecegi seklinde

aciklamislardir.

Ulkemizde yapilan bir calismada (Dilik ve Istanbullooglu 2010), koy
tavuklarina ait diski érneklerinden %73,42 E. faecium, %10,48 E. mundtii, %9,09
E. faecalis, %2,09 E. gallinarum, %2,0 E. durans, %1,39 E. raffinosus, %0,69
E. casseliflavus ve %0,69 E. hirae tiirleri saptanmigtir. KOy tavuklarinda E. mundtii
tird %10,48, broylerde ise %0,43 oraninda bulunmustur. K8y tavuklarinda
E. mundtii tirinun yiiksek ¢ikmasi, bu tiiriin bitki ve toprak orijinli olmasindan ve
koy tavuklariin dogal bitkilerle beslenmesinden kaynaklanabilmektedir.

Tip ve Veteriner Hekimlik alaninda antibiyotiklerin yaygin kullanim1 sonucu
olusan antimikrobiyal diren¢ diinya ¢apinda 6nemli bir problem haline gelmistir.
Antimikrobiyal diren¢ oranindaki artiglar, sadece patojen bakterilerde degil ayni
zamanda kommensal bakterilerde de gorulmektedir. Bu kommensal bakteriler,
patojen bakteriler icin dnemli bir direng gen rezervuarlart olmustur (Lukasova ve
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Sustackova, 2003; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010). Hayvanlarda antibiyotiklerin
yaygin kullanimi hayvanlarin intestinal floralarmma direngli suslarin yerlesmesine
neden olmaktadir. Hayvansal kokenli ¢ogul direngli flora bakterileri insanlara direkt
yolla veya hayvansal gidalar araciligi ile bulasabilmektedir. Bu antibiyotik direngli
suslarin  insanlara bulagsmasi sonucu meydana gelebilecek enfeksiyonlarin
tedavilerinin giigclesmesine neden olmaktadir. Ozellikle vankomisin direngli
enterokoklar halk sagliginda Oonemli bir global sorun haline gelmistir (Van den
Bogaard ve Stobberingh, 2000; Van den Bogaard ve ark., 2001; Lukasova ve
Sustackova, 2003; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).

Kaya ve ark. (2007), tavuk intestinal sisteminden izole ettikleri enterokok
suslarinin streptomisine %65, tetrasikline %55, eritromisine %45, klindamisine %39,
yuksek dizey aminoglikozide %17,5, kloramfenikole %9, siprofloksasine %9 ve
penisiline %1,2 oraninda direngli olduklarini rapor etmislerdir. Celik (2001) yaptigi
calismada; enterokok suslarinin (tavuk - koOpek orijinli) streptomisine %73,
ampisiline %53,8, gentamisine %34,6, tetrasikline %30,7, eritromisine %7,6
oraninda direncli oldugunu bulmustur. Bu calismada ise kdy tavuk isletmelerinden
izole edilen enterokok suslarinin tetrasikline %19 direncli ve %15,1 orta direngli,
eritromisine %61,5 direncli ve %13,5 orta direncli ve penisiline %55,7 oraninda
direngli olduklar tespit edildi. Tetrasiklin, makrolid, aminoglikozid ve R3- laktam
grubu antibiyotiklerin genis spektrumlu olmasi, biiylimeyi hizlandirma (tiylosin,
oksitetrasiklin) veya tedavi amacl uzun yillar kullanilmas1 sonucu antimikrobiyal
direng gelisimine neden olmustur. Enterokok suslarinin ayni antibiyotiklere karsi
direng oranlarinin ¢iftliklere gore farklilik gdstermesinin bu antibiyotiklerin yogun
veya az kullanimindan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (Martin ve ark., 2005;
Van den Bogaard ve ark., 2002; Dilik ve istanbulluoglu, 2010).

Sili’deki ticari tavuk isletmelerindeki diskilardan izole edilen enterokoklarin
tetrasikline %81,2, eritromisine %64,5, streptomisine %22,9, penisiline %17,7 ve
gentamisine %5,2 oraninda direngli (Martin ve ark, 2005), Portekiz’de 2004 yilinda
toplanan tavuk digki1 6rneklerinden izole edilen enterokok suslarinin tetrasikline %97,

eritromisine %87,5, siprofloksasine %12,5, ampisiline %10,5, streptomisine %2 ve
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gentamisine %1 oraninda direngli (Poeta ve ark., 2006a), Cek Cumhuriyeti’nde tavuk
enterokok izolatlarinin tetrasikline %80, eritromisine %59, vyiksek duzey
streptomisine %22 ve ylksek diizey gentamisine %7 oraninda direngli oldugu
bildirilmistir (Kolai ve Sustakova, 2002). Bu ¢alismada koy isletmelerindeki tavuk
diski 6rneklerinden izole edilen enterokok suslarininin tetrasiklin ve eritromisin
antibiyotiklerine kars1 direng oranlarinin diger tilkelere gore diisiik oldugu, penisilin,
streptomisin, gentamisin ve ampisilin antibiyotigine karsi ise direng¢ oraninin yiiksek
oldugu belirlendi. Koy isletmelerinde enterokoklarin antibiyotik direng dagilim
oranlarinin iilkelere gore farklilik gostermesi, antibiyotik kullanim politikalarinin ve

tedavi amagli kullanilan antibiyotiklerin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir.

Avrupa’da antibiyotiklerin biiyiikk cogunlugu hayvanlarda biiylitme faktorii
olarak kullanilmistir (Wegener ve ark., 1999; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).
Gecmisten bugiine kadar basitrasin, tilosin, monensin, salinomisin, spiramisin,
tetrasiklin, virginiamisin, avilamisin, avoparsin, efrotomisin, olakuindoks ve
karbodoks biyttme faktori olarak kullanilmig antibiyotiklerdir (Basustaoglu, 2004;
Dilik ve Istanbulluoglu, 2010). Bu antibiyotiklerin hayvan yemlerinde subterap6tik
dozlarda yaygin kullanimi sonucu bagirsak florasinda bulunan bakterilerin bu
antibiyotiklere karsi degisik mekanizmalarla diren¢ gelistirmeleri ve bu direng
genlerini baska bakterilere aktarabilmeleri sonucu direngli suslarin ortaya ¢ikmasi
yeni antibiyotiklerin gelistirilmesini zorunlu kilmistir (Shuford ve Patel, 2005; Dilik
ve Istanbulluoglu, 2010).

Danimarka’da avoparsinin kullanim1 sonucu ayn1 gruptan olan vankomisin ve
teikoplanine karsi capraz diren¢ olusturmasi, VRE saptanmasi, direncin transfer
edilmesi, VRE’larin seleksiyonuna neden olmasi ve bu direncli suslarin gidalar ile
insanlara aktarilmasi gibi nedenlere dayanilarak hayvanlarda avoparsin kullanim
1995 yilinda yasaklanmistir (Emborg ve ark., 2003; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).
Hayvanlarda biiylitme amachh kullanilan antibiyotiklerin insan hekimliginde
kullanilan ayn1 grup antibiyotiklere karsi ¢apraz direng olusturmasi sonucu insan
hekimliginde kullanilan antibiyotiklerin etkinligini korumak ve diren¢ gelisiminin
Oniine gegmek amaciyla Avrupa Birligi 1999 yilindan itibaren avoparsine ek olarak,
virginiamisin, basitrasin, tilosin, spiramisin ve avilamisinin buyutme faktort olarak
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kullanimimi yasaklamistir (Butaye ve ark., 2003; Wegener, 2003; Dilik ve
Istanbulluoglu; 2010). AB’deki uygulamalara paralel olarak Ulkemizde Tarim ve
Koyisleri Bakanlig1 09.07.1999 tarih ve 14428 sayili yazisi ile 30.06.1999 tarihinden
itibaren soz konusu antibiyotiklerden avoparsin, spiramisin, virginiamisin, tiylosin
fosfat, karbadoks, olakuintoks ve cink-basitrasinin yem katki maddesi olarak

kullanimi yasaklanmistir (Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).

Heuer ve ark. (2002) Danimarka’da yaptiklar1 c¢alismada; avoparsinin
yasaklanmasindan bes yil sonra broylerlerden ve broyler kiimeslerindeki cevresel
orneklerden %74,5 oraninda VRE’ler tespit etmislerdir. Ayni iilkede 1998 yilinda
yapilan ¢aligmada (Aarestrup ve ark., 2001), VRE direng¢ oraninin %5’ten az oranda
oldugu bildirilmistir. Brezilya’da Sao Paulo’da 10 yildir avoparsin kullanilan broyler
ciftliginden toplanan diski 6rneklerinden VRE’ler saptanmamistir (Leme ve ark.,
2000). Buna karsin Brezilya’dan Japonya’ya ihrag edilen tavuklarda VRE’ler tespit
edilmistir (Ike ve ark., 1999). VRE oranlarinin farklilik géstermesi izolasyon metodu
basta olmak lizere bircok faktére bagli kaynaklanabilmektedir (Manson ve ark.,
2004).

Yeni Zelanda’da avoparsinin yasaklanmasindan iki yil sonra broyler
digkilarindaki VRE oranmin %50’den %5,8’¢e diistiigii (Manson ve ark., 2004),
Tayvan’da, avoparsinin yasaklanmasindan sonraki 2000-2003 yillar1 arasindaki
broyler E. faecalis ve E. faecium suslarindaki vankomisin direncinin %13,4’ten %3,7

ve %3’ten %0’a diistiigi tespit edilmistir (Lauderdale ve ark., 2007).

Celik (2001), tavuk (avoparsin kullanilan isletme) enterokok suslarinin
vankomisin direncinin %213,6 oraninda oldugunu rapor etmesine ragmen, Kaya ve
ark. (2007) inceledikleri tavuklarda vankomisin ve teikoplanin direncli enterokok
susu tespit edemediklerini rapor etmislerdir. Ulkemizde ve diger iilkelerde
avoparsinin biydtme faktort olarak kullaniminin yasaklanmasindan sonra zamanla

enterokoklarda vankomisin direncinin 6nemli 6lgiide azaldig1 goriilmektedir.

Danimarka’da 1995-1997 yilina kadar virginiamisinin broyler ciftliklerindeki

kullaniminin artmasini takiben broylerlerdeki virginiamisin direncli E. faecium orani
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1995 yilinda %27,3 iken 1997 yilinda %66,2 oranina cikmistir. 1999 yilinda
virginiamisin kulaniminin yasaklanmasindan sonraki 2000 yilinda virginiamisin
diren¢ oraninin %33,9 diizeylerine diistiigii tespit edilmistir (Aarestrup ve ark.,
2001). Avrupa iilkelerindeki yasaklamalara ragmen Ingiltere’de 2002-2003 yillari
arasinda yapilan bir ¢alismada broylerlerde vankomisin direngli E. faecium suslarinin
kuinupristin/dalfopristine direng oran1 %50 olarak saptanmistir (Garcia-Migura ve
ark., 2005). Portekiz’de 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada; tavuk diskilarindan
toplanan E. faecium izolatlarinda %33 oraninda Kkuinupristin/dalfopristin direnci
oldugu bildirilmistir (Poeta ve ark., 2006a). Virginiamisinin kullanildigi yillarda
kuinupristin/dalfopristin direncinin yiliksek oldugu, yasaklamalardan birkag yil sonra
direng oranlarmin diistiigii goriilmektedir (Hersberger ve ark., 2005). Ulkemizde
kuinupristin/dalfopristin direnci, diger lilkelere gore daha diisikk oranlarda tespit
edilmistir. Bunu nedeni kuinupristin/dalfopristin’nin kullaniminin iilkemizde daha az

olmasidir (Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).

Hersberger ve ark. (2005) Amerika Birlesik Devletleri’nde, virginiamisin
kullanilan  tavuk ¢iftliklerinden izole ettikleri E. faecium suslarinda
kuinupristin/dalfopristin direncinin %85, antibiyotik kullanilmayan ¢iftliklerden izole
edilen E. faecium suslarinda kuinupristin/dalfopristin direncinin ise %38 (6/16)
oranlarinda oldugunu tespit etmislerdir. Antibiyotik kullanilmayan giftliklerde diisiik
oranlarda diren¢ olmasinin nedeninin ¢iftlikte c¢alisan insanlarin direngli
enterokoklarin ¢iftlikten ¢iftlige yayillmasinda potansiyel bir rezervuar rolii
oynamasindan kaynaklanabilecegine dikkat ¢ekmislerdir. Antibiyotik direncli
enterokoklarin hayvanlardan insanlara gectigi, insan ve hayvan enterokok suslari
arasinda diren¢ gen transferleri oldugu ve direngli enterokok suslarinin ciftlikte
calisan insanlarda da kolonize oldugu bildirilmistir (Van den Bogaard ve
Stobberingh, 2000; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).

Virginiamisinin yem katki maddesi olarak kullanilmamasina ragmen hala
kuinupristin/dalfopristin’e direng goriilmesi broylerlerin  kesime gOnderildigi
rotasyonlar arasinda kiimeslerin temizlenmesi ve enfeksiyonlardan arindirilmasina

ragmen direngli bakteri klonlarinin hala yasamlarini devam ettirebilmesi sebebiyle
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kiimeslere ard arda gelen broyler siiriileri arasinda direngli enterokoklarin transfer

oldugu seklinde agiklanmistir (Heuer ve ark., 2002; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).

Singh ve ark. (2002), E. faecalis izolatlarinin Kkuinupristin/dalfopristin
kombinasyonuna yiiksek oranda diren¢ gostermesinin intrinsik direngli olmasindan
kaynaklandigin1 bildirmiglerdir. Joseph ve ark. (2001), E. faecalis suslarnin
kuinupristin/dalfopristine %97, Hayes ve ark. (2004), %96, Doganay ve Kizirgil
(2007) %47,4 oraninda direngli oldugunu rapor etmislerdir.

Enterokoklarin yiiksek diizey klindamisin ve aminoglikozid, glikopeptid, B-
laktam, eritromisin, tetrasiklin, florokinolon ve kloramfenikollere karsi sonradan
kazandig1 antibiyotik direncinin konjugatif ve nonkonjugatif plazmid ve transpozon
uzerinde bulunan diren¢ kodlayan genlerden oldugu bildirilmistir (Radu ve ark.,
2001; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010). Son ve ark. (1999) yaptiklari calismada; goklu
antibiyotik direng gosteren 19 E. faecium susunun 4’iin de tekli plazmid bantlari,
11’inde kiigiik ikili plazmid bantlar1 bulundugunu ve 4 susta plazmid banti tespit
edilmedigi bildirmislerdir. Jackson ve ark. (2004); eritromisin direncli enterokok
susunda tekli plazmid bantlari, Kolar ve Sustakova (2002) ise; vankomisin direncli
enterokok susunda farkli biyiiklikte ikili, G¢li ve dortli plazmid bantlari oldugunu
tespit etmislerdir. Dilik ve Istanbulluoglu (2010); elde ettikleri verilere gore
antibiyotik direngli 50 enterokok susunun 22 (%44)’sinde 8 farkli biiyiikliikte
plazmid belirlemis ve bunlarin 9 plazmid paternine ayrildigini bildirmislerdir. Tekli
veya c¢oklu antibiyotik direncli enterokok izolatlarinda plazmid goriilmesi,

antibiyotik direnci ile plazmidler arasinda baglanti oldugunu desteklemektedir.

Dilik ve Istanbulluoglu (2010); enterokok suslarmin %56’sinda plazmid
saptanamadigini bildirmisler. Radu ve ark. (2001); tavuk orijinli kaynaklardan izole
edilen enterokok susunun %45,8’inde plazmid bantlar1 tespit edemediklerini rapor
etmislerdir. Arastirmacilar, enterokok suslarinin yarisindan azinda plazmid
bantlarinin bulunamamasina karsin bu suslarin ¢oklu antibiyotik direng¢ oranlarinin
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Plazmid igeren ve igermeyen antibiyotik

(vankomisin) direngli enterokok suslarinin, virtilens faktorlerini ve antibiyotik direng
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Ozelliklerini etkili gen transfer mekanizmalar1 ile aktarabilmesi nedeniyle bu

bakterilerin 6nemli risk tasidiklarini belirtmislerdir.

Ke ve ark. (1999) Kanada’da; 159 enterokok tiirii tespit etmislerdir. Bunlarin
61 E. faecium, 77 E. faecalis, 9 E. gallinarum ve 12 E. casseliflavus olarak identifiye
etmislerdir. Calismada nozokomiyal enfeksiyonlarda artig goriilmesi ile birlikte PCR
yonteminin hizli teshiste kullanilabilirligi arastirilmistir. Konvansiyonel yontemlerle
enterokok tayini 2-3 giin arasinda yapildig: bildirilmistir. PCR ile yapilan teshiste ise
kiltir kullanmaksizin 1-2 saat igerisinde teshis yapilabildigi ortaya konulmustur.
Bunun disinda molekiiler yontemler elektroforez, ribozomal DNA amplifikasyonu ve
DNA amplifikasyonu enterokoklarin tir diizeyinde belirlenmesinde 6nemli
goriilmiistiir. Ozellikle 5S rRNA, 16S rRNA ve 23S rRNA genlerinin belirlenmesiyle

kiiltiir dogrulamasi yapilmustir.

Pérez-Hernandez ve ark. (2002) ispanya’da; nozokomiyal enfeksiyonlarda
toplam 46 VRE izolasyonu yapmislar ve bunlardan 25 E. faecalis, 14 E. faecium, 3
E. avium, 2 E. durans ve 2 E. gallinarum belirlemislerdir. Bu izolatlarin multipleks
PCR ile 16S rRNA ve vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/3 vankomisin diren¢ genlerini
analiz etmislerdir. Multipleks PCR yoOnteminin teshis amagli hizli sonu¢ vermesi

bakimindan kullanilabilir oldugunu ortaya koymuslardir.

Yetkin ve ark. (2004) Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Infeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi’'nde, 68 yasindaki erkek bir hastada ilk
olarak hastaneye ait bir VRE izolasyonu yapmislardir. Idrar ve BOS Kkiiltiirlerinde
tireme saptanmayan hastanin kan kiiltiirinde vankomisine direngli E. faecium
tretilmistir. PCR yontemi ile bu izolatin vanA tipi dirence sahip oldugu ortaya
konulmustur. Glikopeptit antibiyotiklere direngli olmasinin yaninda yiiksek diizey
gentamisin, penisilin, kloramfenikol direnci saptanmistir. Levofloksasin ve

tetrasikline duyarlilik saptanmis ve tedavi bu iki ilag ile gerceklestirilmistir.

Song ve ark. (2006) Kore Cumhuriyeti’nde 59 vankomisin direngli E. faecium
izolat1 toplamislardir. izolatlarm glikopeptid direnci, esp profili ve Tn1546
elementinin yapisal analizi genotipik olarak arastirilmistir. 5 hastaneden toplanan 59

E. faecium izolatinin 9 tanesinin (%15,3) VanB fenotipi gostermesine ragmen vanA
140



geni igerdigi goriilmiistiir. Bir hastaneden elde edilen 3 izolatin esp profili gosterdigi,
ayni zamanda vanA ve vanB genlerini tasidig1 da ortaya konulmustur. Bu bilgiler
1s1iginda Kore Cumbhuriyeti hastanelerinde glikopeptit direnci icin fenotipik ve
genotipik Ozellikler bakimindan VREF izolatlarinin yiiksek oranda oldugu tespit
edilmistir. 59 izolatin antibiyotik duyarlilik testi i¢in vankomisin, teikoplanin,
ampisilin, tetrasiklin, eritromisin, siprofloksasin, kloramfenikol, rifampin,
kuinupristin/dalfopristin, streptomisin ve gentamisin kullanilmistir. Streptomisin ve
gentamisine karsi yiiksek direng tespit edilmistir. Glikopeptit direnci i¢in genotipik
olarak PCR yontemi kullanilmigtir. Cift PCR kullanilarak E. faecium’a ait iki farkli
virulans faktora (esp ve hyl genleri) belirlenmistir. Tiim izolatlarin vanA geni tasidigi
ortaya konulmus, 9 izolatin %15,3 invitro duyarlilik testi ile Van B fenotipi
gosterdigi ortaya konulmustur. Arastirmada ilk olarak Kore Cumhuriyeti, Japonya ve
Tayvan’daki yapilan arastirmalara gore bu kadar yiksek VREF izolasyonu
yapilmistir. Calismada ayrica 59 izolatin 53’tnlin (%89,8) esp geni tasidigi
belirlenmistir. Van A-Van A VREF ve Van B-Van A VREF izolatlar1 olmak iizere
iki grup tanimlanmistir. Van A-Van A VREF izolatlarinin ampisilin, eritromisin,
siprofloksasin, rifampin, vankomisin ve teikoplanine yliksek direng gosterdigi
belirlenmistir. Ancak %66,7 Van B-Van A VREF izolatinin eritromisine direng
gosterdigi tespit edilmistir. Streptomisine yiiksek diren¢ Van A-VanA VREF %72
olarak tespit edilmistir. Van B-Van A VREF’de ise streptomisin direncinin %55,6
oldugu goriilmiistiir.

Deshpande ve ark. (2007) Amerika kitasinda, ABD ve Kanada’dan 26 farkli
bolgeden saglanan 839 VRE ve Avrupa’dan 10 farkli bolgeden elde edilmis 56 VRE
izolat1 CLSI standartlarinda duyarlililik testi ile test etmiglerdir. E. faecium %91 ve
E. faecalis %7,8 olmak iizere en ¢ok izole edilen tiirler olmustur. Arastirmada Kuzey
Amerika’da %76 olan vanA genine sahip VRE oranlarinin Avrupa’da %40 oldugu
belirlenmistir. Vankomisin direncli E. faecium’larda %76 oraninda esp geni tasidigi

ortaya konulmustur.

Lucet ve ark. (2007); Fransa Universite Hastanesi’'nde vankomisin direngli

enterokoklarin sebep oldugu salginlarin hizli kontrol altina alinmasi i¢in ¢alisma
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yapmiglardir. Vankomisin direngli enterokoklar Avrupa’nin birgok tlkesinde 6énemli
nozokomiyal hastane enfeksiyonlarma sebep oldugu gibi bu hastanede de 6nemli
enfeksiyonlara sebep olmustur. Son 15 yildir yapilan ¢alismalarda Avrupa’ya gore
Amerika kitasinda enterokok salginlari yogun bakin iinitelerinde ¢ok daha fazla
goriilmistiir. National Nosocomial Infection Surveillance System (NNISS) 2003
yilinda enterokoklarin sebep oldugu nozokomiyal enfeksiyonlarin oraninin %28,5
olarak bildirmistir. Bu oran Avrupa’ya gore daha fazladir. Fransa Universitesi
Hastanesi’nde ise olusan bir VRE salgininda dort hafta boyunca VRE oranlari tespit
edilmistir. 446 rektal sivapta 37 hastada (%8,5) VRE kolonizasyonu tespit edilmistir.
Birinci hafta %70 olan VRE orani, ikinci hafta alinan sivaplarda %20’ye, iginci hafta
alman sivaplarda %18,8’e¢ ve 4. hafta alinan 6rneklerde %1,6’ya diismiistiir. 38
hastaya ait VRE izolatlarinin iiriner sistem, i¢ hastaliklari, romatoloji, haemodiyaliz
ve acil yogun bakimlarindan izole edildigi tespit edilmistir. Tim VRE’lerin
E. faecium oldugu ve yapilan PCR analizinde vanA geni tasidigi ortaya konulmustur.

Dogrulama amagli RAPD ve PFGE basarili bir sekilde kullanildigini belirtmislerdir.

Cin Halk Cumhuriyeti’nde yapilan bir arastirmada (Gu ve ark., 2009); VanB
fenotip - VanA genotipine sahip vankomisin direngli E. faecium izolasyonu
aragtirtlmistir. Calismada Beijing hastanesinde 23 izolat VVanA genotipinde, 12 izolat
VanB fenotip - VanA genotipinde olarak belirlenmistir. 2 izolat VanA fenotip - vanA
genotipine sahip VREF olarak identifiye edilmistir.

Dendle ve ark. (2009) ingiltere’de yaptiklar1 c¢alismada; VanA ve VanB
tasiyan E. faecium’larin sebep olduklar1 vankomisin direngli enterokok salginlarini
arastirmiglardir. 480 yatakli olan hastanede VRE hastalarla kontakt halinde olan
insanlarda idrar kiiltiirii yogun bakim ftniteleri karaciger transplantina sahip hastalar
ve diyareli yatalak hastalarin hepsinden digki 6rnekleri toplanmistir. vanA, vanB ve
vanC genleri multipleks PCR yontemi ile ortaya konulmustur. Multipleks PCR ile
vanA ve vanB pozitif bulunan bakteriler tekrar PCR yontemi ile dogrulanmistir. 12
boyunca yapilan takipte 6 izolatin vanA + vanB geni tasidigi buna karsilik daha
yiksek oranda vanB geni tasiyan E. faecium izolat1 (138) tasidigi ve vanA geni
tastyan E. faecium izolatlarinin ise 12 izolat oldugu tespit edilmistir. VanA + VanB

kolonize hastalarin en ¢ok onkoloji boliimlerinde tespiti yapilmistir. Diger izolatlarin
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ise radyoloji ve yogun bakim hastalarindan izole edildigi belirlenmistir. VRE’li
hastalar 6zel olarak takip edilmistir. VanA - VRE ve VanA + VanB - VRE hastalarda
salginlart dogrulanmasina ragmen Van A + VanB - VRE 6 ay sonra tekrar

bireylerden alinarak tekrar izole edilmistir.

Tavuklarin enterokokkal florasinin cografik bolgelere, yas ve izolasyon
metotlariin farkliliklarina gore sikliklarinin degisebilmesine karsi belirli tiirleri
igerdigi bildirilmistir (Devriese ve ark., 1991, Hayes ve ark., 2004, Jackson ve ark.,
2004). izole ve identifiye edilen enterokok tiirlerinin dagilimi insanlarda hastaliklara
neden olan tiirlere benzerlikleri bakimindan 6nem tasimaktadir. Insanlarda enterokok
enfeksiyonlarimi %85-89’unu E. faecalis, %10-15’ini E. faecium, %5°ten az oranda
E. gallinarum, E. durans, E. casseliflavus, E. avium ve E. raffinosus turleri

olusturmaktadir (Koneman ve ark., 1997; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010).

Bu arastirmada, koy tavuklarindan 192 (%38,4) enterokok tir0 izole edildi.
Yapilan identifikasyon sonucu 41 (%21,3) izolatin Enterococcus faecalis, 110
(%57,2) izolatin Enterococcus faecium, 27 (%14) izolatin Enterococcus hirae, 9
(%4,6) izolatin Enterococcus casseliflavus/gallinarum ve 5 (%2,6) izolatin
Enterococcus durans oldugu tespit edildi. Bu enterokok tiirlerinin insan ve hayvan
sagligi i¢in risk olusturan mikroorganizmalar olmasi 6nemli olarak degerlendirildi.
Izole ve identifiye edilen 192 enterokok tiiriiniin 32 farkli antibiyotie karsi
direnglilik/duyarlilik durumlar1 degerlendirildi. Yapilan analiz sonucu en diisiik
direncin imipeneme %2, basitrasine %2,6, tetrasikline %19, fusidik aside %19,3 ve
ampisiline %32,8 oldugu tespit edildi. En yiiksek direncin amikasine %387,
kanamisine %98,4 ve oksasiline %98 oldugu tespit edildi. Ayrica sefalosporin grubu
antibiyotiklere kars1 direncinde yiiksek oldugu tespit edildi. 1 izolatin vankomisine
ve teikoplanine yiiksek diren¢ gosterdigi belirlendi ve bu izolatin PCR ile analizde
vanA geni tasiyan E. faecalis oldugu tespit edildi. 7 izolatin ise vankomisine diisiik
direng gosterdigi ve teikoplanine duyarli oldugu tespit edildi. PCR ile yapilan
analizde bu izolatlarin vanC1 (2 izolat) ve vanC2/3 (5 izolat) geni tasidigi belirlendi.
Izole edilen 192 enterokok tiiriinden sadece 1 tanesinin aktarilabilir dirence sahip
oldugu tespit edildi. Dogal diren¢ genlerinin daha yaygin oldugu belirlendi. 16S

rRNA ile tlrlerin genotipik dogrulamasi PCR ile basarili bir sekilde yapildi. PCR
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yontemi ile yapilan ESp geni tastyiciligi taramasinda 192 izolatin higbirinin bu geni
tasimadigi tespit edildi. Koy tavuklart disk1 6rnekleri antibiyotik kullanilmayan 10-
50 adet arasinda tavuk igeren kiimeslerden toplandi. Bu kiimeslerdeki koy tavuklari
yem katki maddeleri igermeyen dogal besinlerle (bugday, arpa vb.) beslenmektedir.
Calismada koy tavuklarinda antibiyotik direng oranlarinin degisik diizeylerde
olmasinin nedeninin direncli suslarin bakicilardan ve diger hayvanlardan bulasmaya

bagl sekillendigi diistiniilmektedir.

Diinya c¢apinda simirli sayida arastirmada evcil ve yabani hayvanlar arasinda
direngli bakteri aktarimi ve gen Ozellikleri arasinda farkliliklar ortaya
konulabilmistir. Yabani hayvanlara direncin gegisi noktasinda onemli goriilen
cevresel kontaminasyon ile ilgili detayli bilgilerde ¢ok azdir. Bu konularla ilgili,
Kore Cumhuriyeti’nde yaptiklari calismada (Nam ve ark., 2013); enterokok tdrlerini
belirlerken ¢ su sistemi icerisinde diski ile kontamine otuzii¢c bdlgeden 6rnekleme
yapilmistir. Ug¢ biiyiik su sisteminden 132 6rnegin 41 ’inde (%31) enterokok
belirlemislerdir. vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/3 gen primerleri ile mPCR kullanarak
ornekleri analiz edilmistir. 132 6rnegin 17°si VRE olarak tespit edilmistir. 216 koloni
Orneginde, 64 (%29,6) VanC genotipine sahip enterokok belirlenmistir. 1 izolat 16S
rRNA analizi yoluyla E. gallinarum olarak tespit edilmistir. Diger 63 izolat ise
VanC2/3 genotipine sahip olan E. casseliflavus olarak identifiye edilmistir. vanA ve
vanB genleri tespit edilmemistir. Multipleks PCR yonteminin etkinligi bu ¢alismada

basarili bir sekilde ortaya konulmustur.

Mallon ve ark. (2002) ingiltere’de 1997-2000 yillari arasinda agag faresi ve
tarla faresi gibi yabani memelilerde aldiklar1 diski 6rneklerini vanA, vanB, vanCl,
vanC2/3 ve vanD genlerini agisindan mPCR yontemi ile arastirmiglardir. 388 tarla
faresi Orneginden %82, 165 agac faresi Orneginden %75 enterokok izolasyonu
yaptiklarini bildirmislerdir. Vankomisin direngli enterokoklari agag farelerinde %4,6,
tarla farelerinde ise %1,2 oraninda saptamislardir. Arastiricilar tiim izolatlarin vanA

geni tagtyan E. faecium olduguna dikkat ¢ekmislerdir.

Portekiz’de yapilan bir ¢calismada (Rodrigues ve ark., 2002); 85 kopek ve 19

kediden toplanan orneklerden 104 enterokok tiirii izole edilmistir. Yapilan
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identifikasyonda E. faecium 60 izolat (%84 kedi ve %52 kopek), E. avium 43 izolat
(%47 kopek ve %16 kedi) oldugu ve 1 izolatin ise E. faecalis (kdpek) oldugu tespit
edilmistir. E. avium izolatlarinin daha ¢ok koy kedi ve kopek orneklerinde goriildiigii
tespit edilmisken, E. faecium izolatlarinin kent kedi ve kopek orneklerinde daha gok
goriildiigii tespit edilmistir. Ampisilin, piperasilin, cefoperazon, amoksisilin,
amoksisilin + klavuklonik asit, oksasilin, imipenem, nalidiksik asit, ofloksasin,
siprofloksasin, enrofloksasin, tetrasiklin, linkomisin, eritromisin, vankomisin
direnglilikleri tespit edilmistir. En etkili antibiyotiklerin imipenen ve amoksisilin +
clavuklonik asit oldugu tespit edilmis ve izolatlarin (104) sadece %1,9’unun bu
ilaglara direngli oldugu bildirilmistir. Bunu takiben ise amoksisilin (%4,8),
piperasilin (%13,5) ve ampisilin %21,2 direncin oldugu rapor edilmistir. 3. kusak
sefalosporinler (safoperazon ve oksasilin) karst %100 diren¢ oldugu belirtilmistir.
Tiim izolatlarin nalidiksik aside direngli oldugu ve enrofloksasine (%76,9),
siprofloksasin (%73,1) ve ofloksasin (%64,4) seklinde direng ortaya koyduklari
belirlenmistir. E. faecalis izolatlarinda da bu antibiyotiklere karsi direng goriilmiis,
en yiksek direncin %95,2 oraninda tetrasiklin oldugu gosterilmistir. %98,1
linkomisin direnci oldugu belirlenmistir. Suslar %100 eritromisin direnci gosterirken,
%100 vankomisine duyarlilik rapor edilmistir. Yapilan PCR analizinde hicbir izolatta

vankomisin direnci tespit edilmemistir.

Bolgemizde enterokoklarin izolasyonu ve virulans faktorlerini belirlemek
amaciyla calismalar yapilmistir. Insan, kedi ve kopek diskilarindan enterokok
tirlerinin izolasyonu ve cesitli antibiyotiklere duyarliliklarinin arastirildigi bir
calismada (Boynukara ve ark., 2002), 400 diski 6rneginin 230 (%57,5)’ undan
enterokok izole edilmistir. Izolatlarm 46 (%63,5)’st E.faecium, 32 (%13,9)’u
E. faecalis, 17 (%7,4)’si E. raffinosus, 13 (%5,6)’ E. hirae, 11 (%4,8)’i E. dispar,
10 (%4,3)’u E. gallinarum ve 1 (%0,4) E. solitarius olarak identifiye edilmistir. izole
edilen suslarin amoksisiline %96, ampisiline %95,2, vankomisine %91,3, penisiline
%88,6, norfloksasine %88,6, siprofloksasine %80,6, eritromisine %63,9, sefalotine
%62,1, oksitetrasikline 9%50,4, basitrasine %50 ve kanamisine %7,3 oraninda
duyarl, suslarin tamaminin ise nalidiksik aside direngli oldugu bildirilmistir. Gulhan

ve ark. (2007) insan, kedi, kdpek orijinli 146’s1 E. faecium ve 32’ si E. faecalis
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olmak tiizere toplam 178 enterokok susunun jelatinaz (gelE), agregasyon substans
(AS), sitolizin ve lam hemaglutinasyon (HA) testi ile tavsan ve insan eritrositlerine
kars1 aglutinasyon oOzelliklerini incelemislerdir. Arastirmacilar, E. faecium ve
E. faecalis suslarinda pozitiflik yiizdelerinin sirasiyla gelE i¢in %17,1, %37,5; AS
icin %13, %12,5; sitolizin i¢in %7,5, %12,5; tavsan eritrositleri ile HA degerlerini
%9,6, %9.,4; insan eritrositleri ile HA sonuglarini ise %17,1, %21,9 oldugunu rapor

etmislerdir.

Poeta ve ark. (2008) Portekiz’de yaptiklar1 ¢alismada; yabani domuzlardan
elde ettikleri diski 6rneklerinde 39 E. faecium, 24 E. hirae, 2 E. faecalis ve 2 diger
enterokok alt tiirleri olmak iizere toplam 67 enterokok tirii tespit etmislerdir.
Bunlarin PCR yontemi ile virulans faktor genlerini tasiylp tasimadiklarini analiz
etmislerdir. Enterokoklara ait basta esp olmak (zere birgok virulans faktor
arastirmiglardir. Bu enterokok tiirlerinin esp geni tasiyiciligr analizi sonucunda

higbirinin bu geni tasimadigi ortaya konulmustur.

Radhouani ve ark. (2010) akbabalardan (B. buteo) Eylul 2007 - Subat 2009
arasinda 33 fekal Ornek toplamislar ve bu diski 6rneklerinde VRE varligim
aragtirmiglardir. Vankomisin, teikoplanin, ampisilin, streptomisin, gentamisin,
kanamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin, kuinupristin/dalfopristin ve
siprofloksasine  duyarhiliklarim1  disk  diflizyon metodu kullanarak ortaya
koymuslardir. Vankomisin diren¢ genlerinden vanA, vanB, vanC1, vanC2/3 ve vanD
genlerine PCR y0Ontemi kullanilarak degerlendirme yapmislardir. gelE, fsr, esp, hyl
ve cyl gibi virulans faktor ile ilgili genlerin varligi PCR metodu ile arastirmiglardir.
VRE varligr 33 ornegin 3’ilinde (%9) belirlenmistir. Bu orneklerden de her bir
ornekte 2 VRE izolati elde edilerek identifikasyonu yapilmistir. Toplamda 6 izolat
VRE olarak tanimlanmistir. Bunlarin 2 tanesi E. faecium ve 4 tanesi E. durans olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada diger caligmalardan farkli sonuclar ortaya ¢ikmistir. Bu
sonuglardan biri E. durans’in baskin bir tiir oldugudur. Diger farkli sonug ise 3
pozitif Ornekten 2’sinden elde edilen izolatlarin aynmi anda vanA geni igeren
enterokok tiirlerini barindirmasidir. Bu durum intestinal sistemlerinde farkl

mikroorganizmalarin ayni anda vanA geni tasidigi diisiincesini desteklemektedir.
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vanA geni iceren izolatlarin tamaminin karakteristik olarak vankomisine ve
teikoplanine yiiksek diren¢ gosterdigi goriilmiistiir. Tiim izolatlarin tetrasikline ve
eritromisine direngli oldugu belirlenmistir. Bu suslarin 5’inde ise siprofloksasin ve
ampisiline ayni anda direngli oldugu goriilmiistiir. 4 izolatin kuinupristin/dalfopristin
direnci oldugu goriilmiistiir. 1 izolatin kanamisine direngli oldugu belirlenmistir. Cok
az calismada gida ve hayvan orijinli enterokoklarda virulans faktorlerin varligi
calistimistir. Cok az calismada da yabani hayvanlardan izole edilen
mikroorganizmalar tizerine yogunlasilmis ve bunlarin tasidiklari virulans faktor
genleri iizerine ¢alisma yapilmustir. intrinsik vankomisin direnci ile ilgili yapilan
degerlendirmede 33 fekal 6rnegin 9’unda (%27,3) pozitiflik bulunmus ve her bir
ornekten 1 izolat daha ileri asamada belirlenmek iizere identifiye edilmistir. 9
enterokokun tamami E. gallinarum olarak tanimlanmis ve vanCl geni igerdigi
belirlenmistir. Yapilan virulans faktorleri degerlendirmesinde higbir izolatin esp geni

tasimadig1 belirlenmistir.

Silva ve ark. (2010) Portekiz’de yaptiklar1 g¢alismada; Avrupa yabani
tavsanlar1 77 intestinal Ornekten 64 (%83,1) enterokok izole etmislerdir.
Antimikrobiyel ajanlara karst duyarlilik ve direng analizleri yapmislardir.
Enterokokal izolatlarin tiir analizlerini yapmislar ve en yaygin tiir olarak E. faecalis
(39 izolat) belirlenmis, bunu takiben E. faecium (21 izolat) ve E. hirae (4 izolat)
belirlemislerdir. Vankomisin, teikoplanin, ampisilin, streptomisin, gentamisin,
kanamisin, kloramfenikoll, tetrasiklin, eritromisin, sipfloksasin ve
kuinupristin/dalfopristin ilaglarina karst duyarliliklar CLSI 2008 kriterlerine gore
disk difiizyon testi ile belirlenmistir. Izolatlarm "4 iinden fazlas1 (%29,7) tetrasikline,
%20,3’1i eritromisine, %14,1°1 siprofloksasine ve %10’dan az1 ise yiiksek dozda
gentamisin-streptomisine direngli oldugu gosterilmistir. Enterokok izolatlarinda
vankomisin, kloramfenikol ve teikoplanin direnci gorilmemistir. E. feacelis
izolatlarmin %66,7’si ve E. faecium izolatlarinin %38,1°1 tiim antibiyotiklere duyarl
olarak belirlenmistir. Bunlara ek olarak E. hirae’nin (4 izolat) tamam tetrasikline
direncli olarak tespit edilmistir. Toplam olarak enterokok izolatlarindan 7 tanesinde

multi direng tespit edilmistir.
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Gongcalves ve ark. (2013); Iber vasaginda 30 fekal 6rnekden 27 enterokok
tiirli izole etmislerdir. Bu izolatlar antimikrobiyel direncin molekiiler metabolizmasi
ve virulans genlerinin varligi bakimindan test edilmistir. Enterokoklar arasinda
E. faecium ve E. hirae izole edilen bakteriler olarak tespit edilmistir (11 izolat). Bunu
takiben E. fecalis (5 izolat) olarak identifiye edilmistir. Enterokok izolatlari arasinda
tetrasiklin %33 ve eritromisin %30 oranla en yiksek direncin oldugu belirlenmistir.
Disk difiizyon testi ile bakterilerin duyarliliklar1 test edilmistir. Vankomisin,
teikoplanin, ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin, gentamisin, kanamisin,
siprofloksasin, streptomisin ve kuinupristin/dalfopristin test edilmistir. Yiiksek
direngteki aminoglikozid durumu da degerlendilirmistir. Ek olarak virulans faktor
genleri PCR ile test edilmis ve enterokoklarda esp yizey molekiline
rastlanmamustir. Bu ¢alismada 27 enterokok izolatindan 16 tanesindeki duyarlilik test
edilmistir (8 E. hirae, 6 E. faecium ve 2 E. faecalis) ve ampisilin, kloramfenikol,
vankomisin ve teikoplanine direng gériilmemistir. Kuinupristin/dalfopristine kars1 1
E. faecalis izolati direngli goriilmiistiir. %33 tetrasiklin, %30 eritromisine direng
goriilmiistiir. Daha diisiik olarak ise %7 siprofloksasin, %7 streptomisin, %7

kanamisin ve %4 gentamisin kars1 direng tespit edilmistir.

Santos ve ark. (2013); antibiyotik direnci, insan ve hayvan sagliginda birincil
oneme sahip oldugunu belirtmislerdir. Ancak cevresel rezervuarlarda bu konu ile
ilgili bilgiler heniiz yeterli olmadigini vurgulamislardir. Ozelikle yabani kanatl
popiilasyonunda antibiyotik direncgli bakteri goriilme orani hala bilinmemektedir. Bu
amacla enterokok ve E. coli antibiyotik direncinin belirlenmesi digki 6rneklerinde
arastirtlmasi yapilmistir. Bu ¢alismada; toplam 208 adet fekal 6rnek toplamislar, 9
passerine tiirden 178 fekal 6rnek ve 2 av kusu tiirlinden 40 6rnek toplanmistir.
Baslangi¢c olarak sis aglar1 ve halkalar (tuzak) kullanilarak toplanmistir. Fekal
ornekler steril kaplara ve kloakal sivaplar ise farkli steril kaplara olacak sekilde
ayarlanmistir. Av kuslarindan bildircin ve su cullugu en ¢ok toplanan fekal
orneklerin baginda gelmektedir. Analiz edilen 6rneklerde 138 (%63,3) adet enterokok
izolasyonu yapilmistir. E. faecalis 59, E. faecium 40, E. durans 27 ve E. hirae 12
olmak tizere identifikasyon yapilmistir. Antimikrobiyel duyarlilik icin disk difiizyon

testi yapilmistir. Enterokoklarin vankomisin, teikoplanin, ampisilini, streptomisin,
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gentamisin, kanamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin,
kuinupristin/dalfopristin, siprofloksasin antibiyotikleri ile birlikte yiiksek dizey
gentamisin-kanamisin-streptomisin direngliliklerine bakilmistir. PCR kullanilarak
vanA, vanD ve vanE direng genleri analiz edilmistir. Enterokok izolatlarinin
%46,4’linlin antibiyotiklere direncli olduklart tespit edilmistir. Tetrasiklin (%32,6)
siprofloksasin (%15,9) ve eritromisin (%11,6) direng oranlar: ile yiiksek diizeyde
tespit edilmistir. Diger antimikrobiyel ajanlara karst %10’dan daha az diren¢ oldugu
gorilmistiir. Gentamisin, streptomisin ve kanamisine karst diren¢ olmadigi
belirlenmistir. Sadece 1 E. faecalis izolatinda direng belirlenmis, ayni zamanda
yuksek oranda teikoplanin direnci de tespit edilmistir. Yapilan PCR ile analizde vanA
diren¢ genini tasidigi tespit edilmistir. Antimikrobiyel direncin fenotipik
degerlendirilmesinde E. faecium %57,5 ve E. durans %63 Unun test edilen
antibiyotikleden en az bir tanesine direng gosterdigi belirlenmistir. 8 enterokok
izolatinin multi direngli oldugu tespit edilmistir. E. faecalis ve E. hirae izolatinin ise

test edilen birgok antibiyotige duyarl oldugu gériilmistiir.

Oravcova ve ark. (2013); 2010 ve 2011 aras1 boyunca toplanan karga diski
orneklerinden VRE karakteri ve gortlme sikligint (prevalans) arastirmislardir. Digki
ornekleri selektif kiiltiirle degerlendirilmis ve karakterize edilmistir. vanA geni iceren
VRE epidemiyolojik iligkilerini belirlemek i¢cin PFGE ve Multilocus Sequence
Typing (MLST) kullanilmistir. 1073 karga diski 6rneginde 62 (%6) VRE ozelligi
tespit edilmistir. Bunlardan E. gallinarum 48 (%77), E. faecium 9 (%15) ve
E. faecalis 5 (%8) izole edilmistir. 7 izolatin Cek Cumbhuriyeti, 1 tanesinin
Almanya’da oldugu rapor edilmistir. PCR ile yapilan vanA, vanB, vanC1 ve vanC2/3
gen analizinde 47 izolat vanCl, 8 izolat vanA, 1 izolat vanC2 geni tespit edilmis,
fakat hicbir izolatta vanB genine rastlanilmamistir. vanA geni tespit edilen VRE
izolatlarmin tamami E. faecium olarak identifiye edilmistir. Toplam 43 (%71)
izolatin bir veya daha fazla ilaca direng gostermistir. Gentamisin (20), tetrasiklin
(19), eritromisin (18), ampisilin (13), kloramfenikol (4) ve siprofloksasine direng

gorilmiistiir.
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Gulhan ve ark. (2012) Van Golu Havzasindaki sulak alanlarda yabani 6rdek
ve martilara ait 357 diski 6rnegini enterik bakteriler yoniinden incelemislerdir.
Incelenen disk1 6rneklerinden izole edilen enterokoklarm 23’iiniin (%6,4) E. faecium
ve 7’sinin (%2) de E. faecalis oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilar, izolatlart
bilinen virulans faktorleri agisindan arastirmig ve 23 E. faecium susunun 18
(%78,3)’1 jelatinaz, 4 (%17,4)’1 sitolizin, 2 (%8,7)’si agregasyon substans (AS), 7
E. faecalis susunun ise 4 (%57,1) jelatinaz ve sitolizin, 1 (%14,3)’i de AS agisindan

pozitif bulmuslardir.

Bu caligmada yabani kanatli olarak martilarda VRE varligi ve direng gen
ozellikleri arastirildi. Izolasyon sonucu toplam 119 adet enterokok tirii elde edildi.
78 izolatin (%65,5) E. faecalis, 21 izolatin (%17,6) E. faecium, 10 izolatin (%8,4)
E. hirae, 7 izolatin (%5,8) E. casseliflavus/gallinarium, 2 izolatin (%1,6) E.
raffinosus ve 1 izolatin (%0,8) E. durans oldugu tespit edildi. izole ve identifiye
edilen enterokok tiirlerinin insan ve hayvan sagligi acisindan risk olusturan
mikroorganizmalar olmast Onemli bir sonugtur. Martilarin uzun mesafeler
katedebilmesi, su ve karada yasayan olmasi, diger yabani hayvanlarla kontakt
kurmast ve insan populasyonuyla en g¢ok iliski kuran hayvanlar olmasi
diisiiniildiiglinde bu sonuglarin 6nemli bir risk oldugu degerlendirildi. Yapilan
antibiyotik duyarlilik testinde en yuksek direncin oksasilin (%96,6), amikasin
(%94,9), kanamisin (%92,4), gentamisin (%82,3), tobramisine (%88,2) ve tetrasiklin
(%63,02) oldugu ortaya konuldu. En diisiik direncin ise imipenem (%0,8), ampisiline
(%1,6), penisiline (%15,9) ve piperasiline (%18,4) oldugu tespit edildi. PCR ve
MPCR ile yapilan vankomisin diren¢ analizinde 5 E. faecalis izolatinin vanA, 3
E. faecium izolatinin vanA ve 4 E. casseliflavus/gallinarium izolatinin vanC1 geni
tasidig tespit edildi. Izolatlarin tamami vanB ve vanC2/3 genlerini agisindan negatif
bulundu. PCR yontemi ile genotipik olarak 16S rRNA analizi basarili bir sekilde
yapildi. PCR yontemi ile yapilan Esp geni taramasinda 119 izolatin higbirinin bu
geni tagimadigr ortaya konuldu. Martilarda aktarilabilir direncin varlig1 bu ¢alismada
tespit edildi. Bu bilgiler 1s18inda marti populasyonlarinin direngli bakterilerin

yayilmasinda etkin oldugu, aym1 zamanda insan ve hayvan saglig1 i¢in risk

150



olusturdugu gorildi. Dinyada klinik olarak 6nemli olan enterokoklarin yayilabilir ve

cevresel kontaminasyon icin risk olusturabilecegine vurgusunun yapilmasi 6nemlidir.

Mart1 ve tavuk diskilarindan izole edilen enterokok tiirlerinin gosterdikleri
farkliliklar, istatistiksel sonuglar dikkate alinarak calismada ortaya konuldu. Tavuk
disk1 6rneklerinden 192 enterokok tiirii izole edilirken martt digk1 6rneklerinden 119
enterokok tiirli izole edildi. Bu farkliligin yapilan istatiksel analiz sonucu 6nemli
oldugu ortaya konuldu. Mart1 digkilarindan yapilan izolasyon sonucu baskin tiiriin
%65,5 oraniyla E. faecalis oldugu saptandi. Tavuk digkilarindan yapilan izolasyon
sonucunda ise baskin tliriin %57,3 oranla E. faecium oldugu goriildi. Marti
digkisindan %1,6 oraninda E. raffinosus tiri izole edilirken, incelenen tavuk
diskilarinda E. raffinosus tlrl izole edilmedi. Ancak bunun istatistiksel anlamda
Oonemli olmadig1 yapilan analizle ortaya konuldu. Mart1 diskisindan yapilan izolasyon
sonucu elde edilen enterokoklarin imipenem (%0,8), ampisiline (%1,6), penisiline
(%15,9) ve piperasiline (%18,4) en disiik direnci gosterdigi tespit edildi. Tavuk
diskilarindan izole edilen enterokok tiirlerinde ise imipeneme %2, basitrasine %2,6,
tetrasikline %19, fusidik aside %19,3 ve ampisiline %32,8 en diisiik direngliligin
oldugu belirlendi. Martilarda yapilan van genleri analizinde vanA geni tasiyan izolat
oran1 yiiksek bulunmusken, tavuklarda van genleri analizinde vanC2/3 oraninin daha
yiiksek oldugu bulundu. Martilarin, tavuklara gore aktarilabilir direng genini yliksek
oranda tasidig1 tespit edildi.

Sonug olarak, bu ¢alismada Van GOli Havzasi ve g¢evresinde bulunan kdy
tavuklart ve martilarda ¢oklu antibiyotik direncgli enterokok yoniinden 6nemli bir
rezervuar oldugu belirlendi. Koy tavuklart ve martilardan izole edilen direncli
enterokok suslarinda farkli van genleri ve antibiyotik direncliligi oldugu ortaya
konuldu. Enterokok tlrlerinin antibiyotik diren¢ genlerini konjugasyon yoluyla
insanlar icin patojen olan bakterilere transfer etmesi ©6nemli bir risk olarak
degerlendirildi. Enterokoklarin sahip olduklar1 antibiyotik direncliligini kontamine
tavuk gidalar1 aracilifi ve martt digkisi ile temas sonucu insanlara aktarabilecegi

distinildii.
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Koy tavuklar ve 6zellikle yabani hayvanlarda antibiyotiklere karsi direncin
olusmas1 ve bakterilerdeki ¢ogul direngliligin engellenmesi icin, iilke genelinde ¢ok
merkezli epidemiyolojik ¢alismalar yapilarak patojen ve kommensal bakterilerdeki
antibiyotik diren¢ durumunun ve gelisen direncin molekiiler kdkeninin siirekli takip
edilmesi gerekmektedir. Elde edilen sonuglar Veteriner ve Beseri Hekimlikte
birlikte-paralel degerlendirilmeli ve wulusal antimikrobiyal kullanim stratejileri
gelistirilmelidir.

Insan popiilasyonlarina ¢ok yakin olan, kanatli hayvan tiirleri basta olmak
Uzere, hayvanlarda ozellikle coklu antibiyotik direncliligine sahip enterokok
tirlerinin belirlenmesi ve dagiliminin ortaya konulmasi halk sagligi agisindan
olduk¢a O6nemli oldugu i¢in daha genis capli arastirmalara gereksinim duyuldugu

kanisina varildi.
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OZET

Akgiil O, Tavuk ve Marti1 kaynakh Enterokok tiirlerinin antibiyotik direncliliginin fenotipik ve
genotipik analizi, Y.Y.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Anabilim Dal Doktora Tezi,
Van, 2014. Bu ¢alismada, Van ili ve ilgelerinde halk elinde yetistiriciligi yapilan tavuklardan ve Van
Goli Havzasinin degisik noktalarinda insanlarla kontakt halinde olan mart1 popiilasyonlarindan alinan
digk1 6rnekleri enterokok tiirleri agisindan incelendi. Bu amagla 500 tavuk ve 500 marti olmak Uzere
toplam 1000 adet diski 6rnegi toplandi. Calismada, tavuklara ait digki 6rneklerinden 192 (%38,4) ve
martilardan saglanan 6rneklerden ise 119 (%23,8) olmak Uzere toplam 311 (%31,1) adet enterokok
izole ve identifiye edildi. Tavuk orijinli izolatlarin 41°i (%21,3) E. faecalis, 110 (%57,2) E. faecium, 9
(%4,6) E. casseliflavus/gallinarum, 27 (%14) E. hirae, 5 (%2,6) E. durans olarak identifiye edilirken;
marti orijinlilerin 78’1 (%65,5) E. faecalis, 21 (%17,6) E. faecium, 10 (%8,4) E. hirae, 7 (%5,8) E.
casseliflavus/gallinarum, 2 (%1,6) E. raffinosus, 1 (%0,8) E. durans olarak tamimlandi. Fenotipik
olarak bilgisayar destekli Gram pozitif panellerde identifiye edilen enterokok tlrlerinin genotipik
olarak dogrulanmasi 16S rRNA PCR analizi ile yapildi. Tim izolatlarin antibiyotik direnclilikleri
dikkate alindiginda; en fazla direnclilik oksasilin (%96,6), amikasin (%94,9), kanamisin (%92,4),
gentamisin (%82,3), tobramisine (%88,2) ve tetrasikline (%63,02) en az direnclilik ise imipenem
(%0,8), ampisilin (%1,6), penisilin (%15,9) ve piperasiline (%18,4) kars1 saptandi. izolatlarm 9’u
(%2,9) fenotipik olarak vankomisine direncli bulunurken; 20’sinde (%6,4) genotipik olarak
vankomisin direnclilik geni (van) belirlendi. Bunlardan 6 E. faecalis (1’i tavuk, 5’i mart1 orijinli) ve 3
E. faecium (marti orijinli) izolatinin vanA, 6 E. casseliflavus/gallinarium izolatinin vanC1 (2’si tavuk,
4’1 mart1 orijinli) ve 5 E. casseliflavus/gallinarium’un (tavuk orijinli) ise vanC2/3 geni tasidig1 tespit
edildi. Mart1 izolatlarinda vanC2/3 genlerine raslanilamazken; tavuk ve marti orijinli tiim izolatlar
vanB geni agisindan negatif bulundu. Tavuk orijinli izolatlarda ¢ogul antibiyotik direncliligi, marti
orijinli olanlara gore daha diisiik oldugu goriildii. Yapilan virulans faktor analizinde tavuk ve
martilardan izole edilen enterokoklarin hi¢birinde esp geni tespit edilmedi. Sonug olarak, bu arastirma
ile bolgemizde ilk kez, Van ili ve gevresinde halk elinde yetistiriciligi yapilan tavuklarda ve Van Goli
Havzasinda insanlarla temas halinde olan martilarda enterokok tiirlerinin tespiti yapildi. Bu
arastirmadan elde edilen verilerin konuyla ilgili gerceklestirilecek daha sonraki ve ileri diizey
calismalara 6nemli katkilar saglayacagi umulmaktadir.

Anahtar sozciikler: Antibiyogram, Enterokok, Marti, Tavuk, VRE
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SUMMARY

Akgiil O, Phenotypic and genotypic analysis of Enterococcus species for antibiotic resistance
chicken and gull originated, Yuzuncu Y1l University, Instituted of Health Sciences Ph.D Thesis
in Department of Microbiology, Van, 2014. In this study, faecal samples of home chickens in the
city of Van and its districts and gulls in contact with humans in Van Lake basin have been obtained
and examined for Enterecoccus species. For this purpose 1000 faecal samples have been obtained as
500 from chickens and 500 from gulls. In the study, Entrerecoccus has been isolated and identified
from a total of 311 (31,1%) faecal samples as 192 (38,4%) from chickens and 119 (23,8%) from gulls.
41 (21,3%) of chicken-origin isolates have been identified as E. faecalis, 110 (57,2%) as E. faecium, 9
(4,6%) as E. casseliflavus/gallinarum, 27 (14%) as E. hirae, 5 (2.6%) E. durans while 78 (65,5%) of
gull-origin isolates have been identified as E. faecalis, 21 (17,6%) as E. faecium, 10 (8,4%) as E.
hirae, 7 (5,8%) as E. casseliflavus/gallinarum, 2 (1,6%) as E. raffinosus and 1 (0,8%) as E. durans.
Genotypic verification of enterecoccus species have been identified phenotypically on computer-
supported gram positive panels by 16S rRNA PCR analysis. When antibiotic resistance of whole
isolates have been taken into consideration; the highest level of resistance was determined to oxacillin
(96,6%), amikacin (94,9%), kanamycin (92,4%), gentamycin (82,3%), tobramycin (88,2%) and
tetracycline (63,02%) while the lowest resistance was determined to imipenem (0,8%), ampicillin
(1,6%), penicilin (15,9%) and piperacillin (18,4%). While 9 (2,9%) of the isolates have been
determined as resistant to vancomycin; genotypically vancomycin resistance gene (van) has been
determined 20 (6,4%) of the isolates. 6 of E. faecalis (1 chicken, 5 gull origin) and 3 of E. faecium
(gull origin) isolates have been determined as carrying VanA, 6 E. casseliflavus/gallinarum as
carrying vanC1 (2 chicken, 4 gull origin) and 5 E. casseliflavus/gallinarium (chicken origin) as
carrying vanC2/3 gene. In gull isolates, while vanC2/3 gene was not determined in gull isolates; all
chicken and gull origin isolates have been found negative for vanB gene. In chicken origin isolates;
multi antibiotic resistance level was lower than gull origin. According to virulence factor analysis, esp
gene has not been determined in enterococcus species isolated from chicken and gulls. As a result, for
the first time enterococcus species were determined in home chicken in city of Van and in gulls living
in Van Lake basin in contact with humans. We hope that the datas obtained in this study will make a
major contribution to further advanced studies.

Keywords: Antibiogram, Enterecoccus, Gull, Chicken, VRE
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