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OZET

CiG SUTLERDEN ENTEROCOCCUS SPP. iZOLASYONU, ANTIiBiYOTIiK
DIRENCLILIK VE BAZI VIRULANS FAKTORLERININ BELIRLENMESI

Bu caligmada Hatay ilinde satisa sunulan ¢ig siitlerde enterokok tiirlerinin
izolasyonu ve identifikasyonu, izolatlarin antibiyotiklere olan duyarliliklarinin, dirence
aracilik eden mekanizmalarin ve viriilens genlerinin (asal, gelE, cylA, esp ve hyl)
belirlenmesi amaglandi. Bu kapsamda incelenen 120 ¢ig siit 6rneginin 95'inden (%79.2)
Enterococcus spp. izole edildi. Tiir spesifik primerlerle yapilan Poimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile izolatlarin 87'si (%91.6) E. faecalis, 5'i (%5.3) E. faecium, 2'si
(%2.1) E. durans ve 1'i de (%1.1) E. gallinarium olarak identifiye edildi. izolatlarm
tamami vankomisine duyarli bulunurken, %41,1'i (n=39) tetrasikline, %33,7'si (n=32)
rifampine, %27,4't ampisiline (n=26), %]11,6's1 eritromisine (n=11), %5,3"0 yiiksek
diizeyde gentamisine (n=5), %3,2'si kloramfenikole (n=3) ve %2,1’i (n=2) de
siproflaksasine direngli bulundu. izolatlarm 29'u (%30,5) ise incelenen tiim
antibiyotiklere duyarli bulundu. mPZR ile arastirilan viriilens genleri izolatlarin 84'inde
(%88,4) saptandi. En yaygin viriilens geni olarak gelE (67, %79,8) saptanirken; bunu
sirasiyla asal (54, %64,3), esp (53, %63,1) ve cylA geni (9, %10,7) izledi. izolatlarin
higbirinde ise hyl geni tespit edilmedi. Tetrasiklin direngli izolatlarin 32'inde tetM,
2'sinde tetK, 2'sinde tetL ve 4'linde tetM ve tetK birlikte tespit edildi. Eritromisin direng
genlerinden ermB 8 izolatta ve ermA 1 izolatta, cat geni ise kloramfenikol direngli
izolatlarin sadece 1'inde tespit edildi. Aminoglikozid direngli izolatlarin 3’{inde aac(6)-
le-aph(2)-la geni, 1’inde ise aac(6')-le-aph(2")-la + aph(3)-111a geni birlikte belirlendi.

Calismanin sonuglar1 ¢ig siitlerin antibiotik diren¢ ve viriilens genleri yoniinden
onemli bir rezervuar oldugunu gostermistir. Cig siitlerin tliketilmesi sonucunda
gastrointestinal sistemde bulunan diger bakterilere bu genlerin aktarilmasi halk sagligi
agisindan potansiyel éneme sahiptir. Bu nedenle ¢ig siitlerdeki bakterilerin antibiyotik
direng profillerinin ve viriilens 6zelliklerinin siirekli izlenmesi 6nem arz etmektedir.

2019, 49 sayfa

Anahtar kelimeler: Cig siit, Enterococcus spp., antimikrobiyal direng, viriilens genleri



ABSTRACT

ISOLATION OF ENTEROCOCCUS SPP., DETERMINATION OF ANTIBIOTIC
RESISTANCE AND DETECTION OF SOME VIRULENCE FACTORS IN RAW
MILK

In this study, it was aimed to isolate and identify Enterococcus spp. in raw milks
sold in Hatay province, to investigate antibiotic susceptibilities and resistance
mechanisms implicated and presence of virulence genes (asal, gelE, cylA, esp and hyl)
of the isolates. To this end, 120 raw milk samples examined and Enterococcus spp. was
isolated in 95 (79.2%) raw milk samples. Of the 95 Enterococus spp., 87 (91.6%) were
identified as E. faecalis, 5 (5.3%) as E. faecium, 2 (2.1%) as E. durans and 1 (1.1%) as
E. gallinarium by using species spesific Polymerase Chain Reaction (PCR). While all
isolates were susceptible to vancomycin, various rates of resistance to tetracycline
(41.1%, n=39), rifampine (33.7%, n=32), ampicillin (27.4%, n=26), erythromycin
(11.6%, n=11), gentamicin (5.3%, n=5), chloramphenicol (3.2%, n=3), and ciproflaxine
(2.1%, n=2) were determined. Twentynine (30.5%) isolates were susceptible to all
antibiotics tested. The virulence genes were detected in 84 (88.4%) of the isolates. The
most common virulence gene was gelE (67, 79.8%), followed by asal (54, 64.3%), esp
(53, 63.1%) and cylA gene (9, 10.7%) by mPZR. The hyl gene was not detected in any
of the isolates. The most common gene detected in tetracycline-resistant isolates was
tetM (n=32), followed by tetM-tetK (n=4), tetk (n=2) and tetL (n=2), respectively.
Erythromycin resistance was associated with ermB (n=8) and ermA (n=1), whereas cat
gene was only detected in one isolate. Among aminoglycoside-resistant isolates, three
isolates carried aac(6')-le-aph (2")-la gene, one carried both aac(6)-le-aph (2")-la and
aph (3)-llla,

The results of the study indicated that raw milk is an important reservoir for
antibiotic resistance and virulence genes. Consumption of raw milk causes a potential
risk to public health due to the transfer of these genes to the other bacteria in the
gastrointestinal tract Therefore it is important to monitor the antibiotic resistance
profiles and virulence characteristics of the bacteria in raw milk.

2019, 49 pages

Key words: Raw milk, Enterococcus spp., antimicrobial resistance, virulence genes
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1. GIRIS

Viicudun ihtiyaci olan besinleri ve enerjiyi her giin yeterli miktarda almak dengeli
beslenmedir. En 6nemli besin kaynaklarimizdan biri de siit ve siit Griinleridir. Siit
iceriginde var olan protein, kalsiyum, fosfor, B2 ve B12 vitamini gibi birgok besin
maddesinin kaynagi oldugundan insan beslenmesinde 6nemlidir (Jain, 1998; Black ve
ark., 2002). Endiistriyel gelisimle beraber tiiketicilerin talepleri daha saglikli ve daha
dogal hayvansal iiriinlere yonelmektedir. Bunlardan biri de ¢ig siittiir (Zastempowska ve
ark., 2016). Tirk Standartlar1 (TS) 1018 ¢ig siit standardina gore siit; inek, koyun, keci
ve mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine has tat ve kivami olan, i¢ine baska
maddeler karistirllmamis, i¢inden herhangi bir maddesi alinmamis, beyaz veya krem
renkli stvidir (Besler ve Unal, 2006).

Cig siitte bulunan patojen bakterileri siitiin besin degerine zarar vermeden yok
etmek icin pastdrizasyon veya ultra yiiksek 1s1 (UHT) gibi iglemler uygulanmaktadir.
Ancak Tirkiye gibi gelismekte olan ftilkelerde siit ireticilerinden tiiketiciye direk
satilabilmektedir (Arabacioglu Ozbilen 1993; Miller ve ark., 2000). Siit soguk zincirle
tasinmadig1 durumlarda ise igeriginde bulunan mikroorganizma sayisinda artis ve besin
degerinde azalma gozlenebilmektedir (Ordolf 2001; Sun ve ark., 2001).

Halk sagligi ve gida giivenligi uzmanlari, diinya capinda her yil milyonlarca
hastaligin patojenlerle kontamine olmus gidalarin tiiketilmesiyle iligkili olabilecegini
bildirilmigtir. Siit gida kaynakli patojenler igin dnemli bir rezervuardir (Oliver ve ark.,
2005).

Siit mikrobiyotasindaki bakterileri tespit etmek cevresel faktorlerden dolayr ¢ok
karmagiktir ve genellikle baskin tiir laktik asit bakterileridir. Bunlar, Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Streptococcus spp. ve Enterococcus spp.’dir.
Diger baskin mikroorganizmalar ise Micrococcaceae ve Enterobacteriaceae familyasi
tiyeleri ile Staphylococcus spp., filament6z kiif ve mayalardir (Quigley ve ark., 2013).

Enterokok tiirlerinin psikotrofik yapisi, 1s1 direnci, farkli substratlarda tireme
ozelligi nedeniyle siitiin sogutulmasi sirasinda bile sayilar1 artabilir ve pastdrizasyon
sonrasinda dahi hayatta kalabilirler. Siit tirtinlerinde enterokoklarin ¢ok fazla olmasinin
sebebi yillardir sagim sirasi ve sonrasindaki saglik kosullarina uygunsuzluk oldugu

diisliniilmiistir. Bir yandan starter kiiltiir olarak faydali iken diger yandan fekal



kontaminasyonun indikatorii olarak da kabul edilmektedir. Bundan dolay: enterokoklar
hem ¢ig siit hem pastorize siit mikroflorasinin bir pargasidir (Franz ve ark., 1999;
Giraffa, 2003). Halk saglig1 agisindan enterokoklar tasidiklart pek c¢ok direng ve
viriilens genleri bakimindan dnemlidir. insanlarda, hayvanlarda ve diger bakterilerde
antibiyotik diren¢ genlerini aktarip antibiyotik direncinin artmasina sebep olabilirler
(Murray, 1990; Klare ve ark., 2003).

Gida amagh yetistirilen hayvanlarda yapilan ¢alismalarda enterokoklarda artan
antimikrobiyal diren¢ dikkat ¢ekmektedir. Hayvansal kaynakli gidalarda direngli
enterokoklar i¢in bir rezervuar gorevi yapabilir ve antibiyotik diren¢ genleri gidalar
yoluyla insanlara bulasabilir (Elmali ve Can, 2018). Bu yiizden gidalardaki direngli

enterokoklarin varliginin belirlenmesi 6nem arz eder.

1.1. Enterokoklar

Enterokok cinsi i¢inde yer alan tiirler genis bir konak¢i dagilimina sahip olup
(cesitli hayvanlarda, bitkilerde, insanlarin gastrointestinal ve iirogenital sistemlerinin
dogal florasinda) 6zellikle de siit iirlinlerinde siklikla bulunan Gram pozitif koklardir
(Faclam ve ark., 1998; Quednau ve ark., 1998). Yiizey sularinda, akarsularda, lagim
sularinda, toprakta ve cesitli besin maddelerinde bulunabilirler (Harwood ve ark., 2001).
Enterokoklar, insan digkisinda bulunan suda yeterli iireyemeyen ancak koliformlara
oranla daha fazla canliliklarim1 koruyan bakterilerdir. Bu nedenle o6zellikle sularda
hijyen indikatorii olarak kullanilmaktadir (Arizcun ve ark., 1997). Enterococcus faecium
ve Enterococcus faecalis en sik karsilagilan ve en Onemli iki tiiri olup insanlarda
patojeniteye sebep olmalariyla birlikte fermente gidalarin liretimi ve probiyotik iiriin
teknolojisinde 6nemli rolleri bulunmaktadir (Giraffa, 2003). Siite uygulanan
pastdrizasyon islemi ile uzaklastirilamazlar ve donmaya ya da kurutmaya karsi E.

coli’ye gore dayaniklidirlar (Nalvuran, 2013).

1.2. Enterokoklarin Tarihgesi

Enterokok ismi ilk kez 1889 tarihinde Thiercellin tarafindan kullanilmistir
(Murray, 1990). Andrewes ve Holder 1906 yilinda Streptococcus faecalis’i, Orla-Jensen



ise 1919 yilinda Streptococcus faecium’u tanimlamistir (Koneman ve ark., 1992). 1933
yilinda Lancefield tarafindan D grubu antijene sahip olan fekal streptokoklar igin
serolojik bir tiplendirme gelistirilmistir. 1937 yilinda Sherman’in siniflandirmasiyla
streptokok tiirleri dort grupta incelenmislerdir. Bunlar: piyojenik streptokoklar, viridans
streptokoklar, laktik streptokoklar ve enterokoklardir. Bergey’s Manual’de 1984 yilinda
enterokoklarin ayr1 bir cins olarak siniflandirilmasi gerektigini ileri siirmistiir. Boylece
daha oOnceden, hiicre duvari antijen yapisina gore Lancefield tarafindan D grubu
streptokoklar grubunda gosterilen enterokoklarin, D grubu streptokoklardan ayr1 bir cins
oldugu belirlenmistir (Moellering, 1995). 1993 yilinda ise Thiercellin ve Jouhaud
tarafindan Enterococcus olarak tanimlanmistir (Kompra ve ark., 2010). Modern
smiflandirma teknigi ile Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus olmak iizere 3

ayri cins basligi olusmustur (Franz ve ark., 1999).

1.3. Enterokoklarin Taksonomisi

Enterococcus siniflandirmasi Cizelge 1.1° de gosterilmistir (Faklam ve Teixeria,
1998).

Cizelge 1.1. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Kingdom Bacteria
Division Firmicutes
Classis Bacilli

Ordo Lactobacillales
Familia Enterococcaceae
Genus Enterococcus

1.4. Enterokoklarin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Enterokoklar gram pozitif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz
bakterilerdir (Dagdemir ve Ozdemir, 2006). Yaklasik 1pm capinda, sitokrom enzimleri
olmadigindan katalaz negatiftir. Fakat bazi tiirlerde ‘pseudo katalaz’ yapimi
goriilmiistiir. Oksidaz negatif, fakiiltatif anaerobik, tek ¢ift veya kisa zincirler halinde

olan koklardir (Teixeria ve ark., 2003; Diker ve ark., 2011). Optimum gelisme



sicakliklar1 37 °C, G+C oram1 %37-45 arasindadir (Gilmore, 2002; Tendolkar ve ark.,
2003; Karatas, 2005; Fisher ve Philips, 2009). Mikroskobik olarak streptokok tiiriinden
ayirt edilemezler (Celik ve Alhan, 2008). 10-45°C’de %5-10 NaCl’lii ortamda ve pH
4.0-9.6 gibi genis araliklarda tireyebilme 6zelliklerinden dolayr Gram pozitif koklardan
kolaylikla ayrilabilmektedir.

Birgok enterokok susu fruktoz, galaktoz, maltoz, sellebiyoz, mellebiyoz ve
laktozdan asit liretebilmektedir. Enerji kaynagi olarak argininden amonyak {iretebilirler
(Kilig, 2001). Enterokoklarda, mannitol, sorbitol, sorboz iceren sivi besiyerlerinde
arjinin hidroliz etmeleri ve asit olugturmalarina gore bes grupta incelenmektedir.

Grup |; mannitol, sorbitol ve sorboz sivi besiyerinde asit olustururlar ve arginini
hidrolize etmezler.

Grup Il; mannitollii siv1 besiyerinde asit olustururlar. Arginini hidrolize ederler,
sorbozdan asit olusturamazlar, sorbitollii siv1 besiyerinde degisken reaksiyon gosterirler.

Grup I11; arginini hidrolize ederler, D antijeni icermezler. Mannitol sorboz ve
sorbitol iceren besiyerlerinde asit olusturmazlar.

Grup 1V; arginini hidroliz etmezler. Mannitol ve sorboz igeren esiyerlerinde asit
olusturmazlar. Sorbitol igeren siv1 besiyerinde sadece E. cecorum asit olusturur.

Grup V; arginini hidroliz etmezler, mannitollii sivi besiyerinde asit olusturur,
sorbozdan asit olusturmaz, sorbitollii siv1 besiyerinde degisik reaksiyon verirler (Tekin,
2004).

Fenotipik 0zelliklerine gore enterokok tiirlerinin siniflamasi Cizelge 1.2°de

gosterilmistir (Koneman ve ark., 2005).

Cizelge 1.2. Fenotipik 6zelliklerine gore enterokok tiirlerinin siniflamasi

Grup | Grup I Grup I Grup IV Grup V

E. avium E. faecalis E. durans E. asini E. canis

E. malodoratus E. faecium E. hirae E. cecorum E. columbae

E. raffinosus E. casseliflavus E. ratti E. sulfurens E. moraviensis
E. pseudoavium E. mundtii E. dispar E. phoeniculicola  E. casseliflavus*
E. palens E. haemoperoxidus E. faecalis* E. faecalis

E. gilvus E. gallinorum E. faecium*

E. saccharolyticus E. villorum

*Aynu tiirler farkli 6zelliklerine gore farkli gruplara dahil edilmistir



E. faecalis, insan kaynakli enfeksiyonlarda siklikla izole edilmektedir. En sik
gastrointestinal sistem florasi, agi1z ve vajinada bulunur. § hemoliz yapar.

E. faecium, sebze ve yemlerde ayrica insanlarin gastrointestinal sistemlerinde
bulunur. o hemoliz yapar.

E. durans, kuru gida, siit ve nadiren insan ve hayvan iiriner sistemlerinde bulunur.
a hemoliz yapar.

E. avium, kopek, tavuk ve kuslarda bulunur. a hemolitiktir.

E. casseliflavus, bitki ve toprakta bulunur. vankomisine direnci vardir.

E. ogallinarum, evcil kuslarin gastrointestinal = sistemlerinde bulunur ve
hemodiyalizli bir hastada bulunmustur. Vankomisine direnci vardir.

E. hirae, domuzlarda ve tavuklarda bulunur. hemoliz yapmaz (Albakkour, 2013).

Enterokoklar 60 °C’de 30 dakikalik 1s11 islem sonrasinda bile canli
kalabilmektedirler. Aylarca buzdolabinda canliliklarin siirdiirebilirler. Ancak dondurup
tekrardan eritme islemi Omiirlerinin kisa olmasina sebep olur (Teixeira ve ark., 2003;
Saymer, 2008). Cogu tiirleri %40 safra varliginda eskiilini hidrolize edebilirler (Martin-
Platero ve ark., 2009). Farkli gelisim kosullarina sagladiklar1 adaptasyon yetenekleri
sayesinde hem ¢ig hem pastérize iiriinlerde bulunmaktadirlar (Dagdemir ve Ozdemir,
2006). Hastane ortamlarinda kap1 tokmagi, yatak, steteskop gibi cansiz ortamlarda bile
uzun siire hayatta kalabilirler (Saymer, 2008). Gelisimlerinde B vitamini ve bazi temel
aminoasitlere gram pozitif bakterilere oranla daha fazla ihtiya¢ duyarlar. Tiim suslari
16sinaminopeptidaz (LAP) olusturur ve glikoz fermentasyonunda son tirlinleri laktik
asittir (Barbosa, 2009). Bazal metabolizmalari i¢in B1, B6, B12 vitaminlerine, niikleik
asit bazlarina ve de bir karbon kaynagimna ihtiya¢ duyarlar. (Facklam ve ark., 1998).
Hiicre duvarlarinda peptidoglikan, teikoik asit ve polisakkaritler bulunur. Peptidoglikan
polimerleri  glikan  zincirlerine  baglanmis  L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala
aminoasitlerinden olugmaktadir (Albakkour, 2013).

Enterokoklarin farkli karigik kiiltiirlerden izole edilmeleri igin kullanilan
besiyerleri azidli Enterococcosel agar, Columbia-Kolistin-Nalidiksik asit agar (CNA),
safra-eskulin azid agar veya fenil etil alkol agar (PEA)’dir (Winn ve ark., 2006).
Besiyerinin igerigine gore koloni rengi farkli olabilmektedir. Eskulin igeren besiyerinde
koloniler siyah bir alan ile g¢evrili gri beyaz koloniler olarak goriilebilir. Besiyeri,

tetrazolium tuzlar1 igeriyorsa kolonilerin ortas1 tugla kirmizisi goriiniir (Facklam ve ark.,



1998). Kanli agarda gri renkli, biiylik, parlak, bugulu sekillerde goriiniip alfa, beta,
hemolitik ya da non hemoliz yaparlar (Giirsoy ve Kinik, 2006).

Enterokoklarin  molekiiler olarak tiplendirilmesinde c¢ok sayida teknikten
yararlanilmaktadir. Bu tekniklere; atilimli alan jel elektroforezi (PFGE), multilokus
sekans tiplendirme (MLST), rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) analizi, gen
sekans analizi, c¢ogaltilmis fragment uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve real-time
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) 6rnek olarak verilebilir (Mascini ve ark., 2006;
Celik ve Alhan, 2008).

1.5. Enterokoklarin Yaptig1 Hastaliklar

Enterokoklar starter kiiltlir olarak yararliyken, diger yandan fekal kontaminasyon
indikatorii olabilmektedirler. (Halkman, 2000; Riboldi ve ark., 2009). Enterokoklar en
yaygin hastane kaynakli patojenler arasinda yer almaktadir. E. faecium ve E. faecalis
firsatg1 patojen olarak bilinmektedir. E. faecalis insan enfeksiyonlarinin % 80-90’indan
sorumludur. E. faecium ise geriye kalan enfeksiyonlardan sorumludur (Murray, 1990).
Enterokoklar viriilens faktorleri ve adezyon yetenekleri ile kalp kapakgiklarinda ve
bobrek epitel hiicrelerinde kolonize olabilirler (Yildirim, 2007). Cogunlukla iriner
enfeksiyonlar, menenjit, pnomoni, septisemi, damar i¢i, endokardiyum, karin i¢i, safra
sistemi enfeksiyonlarina sebep olabilir ve yanik yaralarini enfekte edebilirler (Mentes,
2007). Ayrica enterokoklarin merkezi sinir sistemi, akciger, yumusak doku, sinisler,
kulak, goz ve periodontal dokulari enfekte edebilme o&zelligi vardir. Ancak bu
enfeksiyonlar nadir olarak goézlenmektedir (Murray, 1990). Tim bunlarda
enterokoklarin vankomisin gibi bazi antibiyotiklere diren¢ 0Ozelliklerinin ve sahip
olduklar1 gesitli viriilens faktorlerinin énemli rolii oldugu belirtilmektedir (Isleroglu ve
ark., 2008). Ayrica gida zehirlenmelerinde de enterokoklar rol oynayabilmektedir
(Giirsoy ve Kinik, 2006). Bu 6zelliklerinden dolay1 enterokoklarin starter kiiltiir olarak
kullanilmasi tartisma konusudur.

Cig siitten izole edilen E. faecalis suslar1 kullanilarak iiretilen fermente siitlerde,
potansiyel ACE (anjiyotensin doniistiiriicii enzim) inhibitorii aktivitesine sahip peptit
olusumunu sagladiklar1 ve antihipertansif etki gosterdikleri bildirilmistir. Ozellikle

hastaliga sebep olan etmenlerin kodlandig1 genler ile antibiyotiklere direng olusturan



genlerin gastrointestinal sistemdeki diger bakterilere transfer olma ihtimali ile endiseler

artmistir (Franz ve ark., 2003)

1.6. Enterokoklarda Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve diger
mikroorganizmalarin {iremesini durduran veya Oldiiren kimyasal bilesiklerdir.
Mikroorganizmalarin antibiyotikten etkilenmemesine ise diren¢ denilmektedir. Ayrica
hayvansal gida iiretiminde, hayvan ve bitki hastaliklari ile miicadelede, koruyucu ve
tedavi amacli kullanilmaktadir (Ammor ve ark., 2007).

Enterokoklar antibiyotiklere diren¢ O6zelliklerinden dolayr  hastanelerde
canliliklarini devam ettirerek direngli suslarin yayilmasina sebep olurlar (Lund ve ark.,
2002). Yaptiklart hastaliklara gore, E. faecium’un E. faecalis’e kiyasla antibiyotiklere
daha fazla direngli oldugu goriilmiistiir ve E. faecium antibiyotik direncini ¢ok ¢abuk
gelistirip transfer edebilmektedir. Bu 0zelligini transfer edebilmesiyle de saglik
acisindan O6nemli bir risk olusturmaktadir (Karatas, 2005). Enterokoklarin ilk defa
1980’11 yillarda glikopeptitlere kars1 direngli olduklar1 tespit edilmistir (Peters ve ark.,
2003). immiin sistemi zayif ya da penisiline allerjisi olan Kisilerde son care olarak
vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidler kullanilmaktadir. Bu nedenle
vankomisine direngli enterokoklar halk sagligi igin tehlike olusturmaktadirlar
(Gelsomino ve ark., 2003).

Antibiyotik direnci dogal ve kazanilmis diren¢ olmak iizere iki sekilde
siniflandirilmaktadir:

a. Dogal direng; Bakterilerin bazilar1 yapilar1 geregi antibiyotige direngli
olabilmektedir. Kalitsal bir 6zellikle ya da ila¢ kullanimiyla bir ilgisi yoktur (Jawetz ve
ark., 1995). Ornegin Gram negatif bakterilerde antibiyotik dis membrandan
gecemeyecegi i¢in  vankomisine dogal olarak direnglilerdir. Sefalosporinler,
aminoglikozitler, polimiksinler, linkomisin ve klindamisine karsi olugan direng de dogal
direng 6rnegi olarak verilebilir (Poeta ve ark., 2005).

b. Kazamilmus direng; Bakterilerin genetik 6zelliklerinde meydana gelen degisimler
sonucu daha once duyarli oldugu bir antibakteriyel ajana direng gelistirmesidir. Bu

kromozomal diren¢ ya da ekstrakromozomal diren¢ seklinde olabilir.



Ekstrakromozomal direng: plazmidler, transpozonlar, konjugasyon ve transformasyon
gibi mekanizmalarla olmaktadir (Yiice, 2001). Makrolitler, tetrasiklinler, kloramfenikol,
trimetoprim sulfametoksazol, rifampisin, aminoglikozitler, glikopeptitler ve ampisilin
gibi antibiyotiklere karst olusan diren¢ kazanilmig direng Ornekleri olarak
gosterilmektedir (Isleroglu ve ark., 2008).

Ampisilin, vankomisin ve gentamisin, ¢oklu antibiyotige direngli enterokoklarin
tedavisinde klinik olarak en yaygin kullanilan antibiyotiklerdir. Son zamanlarda
vankomisinin fazla kullanilmasi sonucu vankomisine direngli enterokok (VRE)
suslarinin sayisinda artis olmaktadir. Hastanelerden baska hayvanlara tedavi amagl ya
da biiyiimeyi desteklemek igin verilen antimikrobiyel ajanlar nedeniyle kazanilmig
direncle karsilasilmaktadir. Bu diren¢ genleri gida zinciri yoluyla insanlara
bulagmaktadir. Antibiyotige direngli enterokok suslarina et iirtinlerinde, siit {irlinlerinde,
hazir gidalarda siklikla rastlanilmaktadir ve hatta probiyotik olarak kullanilan suslar bile
antibiyotiklere direngli olabilmektedir. Bu sebeple gidalarda kullanilan yardimci ya da
starter enterokok kiiltiirlerinde kazanilmis antibiyotik direngliligi yoniinden giivenli
olup olmadiginin kontrol edilmesinin gerekmektedir (Franz ve ark., 1999; Klein, 2003;
Isleroglu ve ark., 2008; Frazzon ve ark., 2010).

Enterokoklarda antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Enterokoklarda antibiyotik direng mekanizmasi (Arias ve Murray, 2012)
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1.6.1. Hiicre Membranina Etki Gosteren Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalari

1.6.1.1. p-laktam grubu ajanlara diren¢

Enterokoklardaki dogal penisilin direnci B-laktam ajanlarina diisik baglanma
afinitesi gosteren Penisilin Baglayici Protein-5 (PBPS) enzimine baglidir. Bu enzimin
afinitesindeki azalma sonucu penisiline diisiik diizeyde intrinsik direng goriiliir. E.
faecium orneklerinde bu direng orami ozellikle artis gostermektedir. Bu suslardaki
penisilin baglayan proteinlerin penisiline afinitesi son zamanlarda dikkat c¢ekici bir
sekilde azalma gostermistir ve suslarin %85-90’1 ampisiline direngli duruma gelmistir.
E. faecalis suslarinda ampisilin direnci daha disiik diizeyde olup %2-3 kadardir
(Karagbz, 2005). Enterokoklarin p-laktam grubundaki antibiyotiklere duyarliligi
streptokoklardan neredeyse 100 kat daha azdir (Shepard ve Gilmore, 2002). B-laktam
grubundan antibiyotiklerde en sik goriilen diren¢ mekanizmasi antibiyotik hedef
bolgeye ulasmadan p-laktamaz enzimleri araciligiyla antibiyotigin yikimi ya da
modifiye olmasidir. Bir diger diren¢ mekanizmasi transpeptidazlar araciligr ile
antibiyotigin hedef bolgesinin degisikligidir. Sonuncu diren¢ mekanizmasi ise efluks
sistemi araciligiyla antibiyotigin hedefe ulasiminin engellenmesidir (Wilke ve ark.,

2005).

1.6.1.2. Glikopeptit grubu antibiyotiklere direng

Sadece Gram pozitif bakterilerde etkili olan glikopeptitler hiicre duvart sentezini
peptidil-D-alanil-D-alanin’in u¢ kismina baglanarak inhibe ederler (Shepard ve
Gilmore, 2002; Giilay, 2003). Vankomisin ve teikoplanin glikopeptid antibiyotiklerdir
(Yiice, 2001).

Enterokok tiirlerinde simdiye kadar glikopeptit direnciyle ilgili 6 gen
tanimlanmistir. Bunlardan vanA en iyi tanimlanmis direng mekanizmasidir. VanA
diren¢ operonunda 7 gen bulunmaktadir. Bunlar: vanH, vanA, vanX, vanR, vanS, vanY

ve vanZ’dir ve Tn1546 transpozunu ile kazanilmistir (Gilmore, 2002).



1.6.2. Ribozoma Etki Gosteren Antibiyotiklerin Diren¢ Mekanizmalari

1.6.2.1. Aminoglikozidlere direng

Intrinsik olarak enterokoklar diisiik diizeyde aminoglikozidlere direngli olsada
orta seviyeye kadar degisen oranlarda da direng gosterirler. Bu dogal direng hiicre
duvaria gegebilme yetenegiyle azda olsa iliskilidir. Yiiksek diizeyde aminoglikozid
direnci iki farkl1 mekanizmayla olusabilir:

i) Ribozomal diren¢: Ribozomlarda antibiyotigin baglanma yerinin degigsmesiyle
meydana gelir. Sadece streptomisine karsi gelisen ve transfer edilemeyen bu tiirdeki
diren¢ nadir goriilmektedir.

i) Aminoglikozid modifiye edici enzimlerin (AME) sentezi ile: Duyarh
orneklere genetik mekanizmalarla taginabildiklerinden hizli bir sekilde yayilan bu
direncten adeniltransferaz, fosfotransferaz ve asetiltransferaz enzimleri rol oynar.
Yiiksek diizey gentamisin direncinden sorumlu olan enzim iki aktif bolge tasiyan bir
proteindir. Bu protein hem 6’-asetiltransferaz hem de 2’-fosfotransferaz aktivitesine
sahiptir. Bu iki aktif bolge 0Ozelligi sayesinde streptomisin disinda diger tim
aminoglikozidlerin sinerjik etkisini ortadan kaldrir. AME’ler genellikle konjugatif

plazmidler tarafindan kodlanirlar (Karagoz, 2005).

1.6.2.2. Kloramfenikole direnc

Yapilan c¢alismalarda ilk kloromfenikol direng genlerinin bir sustan digerine
transferi 1964°te gosterilmistir. Enterokoklarda kloramfenikole direngten en sik sorumlu
mekanizmanin kloramfenikol asetil transferaz (CAT) sentezi oldugu bildirilmistir. Bu
enzim araciligiyla olusan kloramfenikol molekiiliiniin 3 hidroksil grubunda meydana
gelen asetillenmeden dolayr kloramfenikol ribozomlara baglanamaz. Enterokoklar,
streptokoklar ve stafilokoklarda bulunan cat genlerinin ayni olmasi bu tiirler arasindaki
horizontal transferin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Lynch ve ark., 1997; Davies,
1994).
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1.6.2.3. Makrolidlere direnc

Makrolidler, penisilin allerjisi olan kisilerde akla gelen ilk antibiyotiklerdir.
Makrolidlerin diren¢ mekanizmalari;
1) Hedef bolgede meydana gelen nokta mutasyonu
I1) 23S rRNA metilasyonu sonucu makrolidlerin hedefe baglanamamasi
iii) Makrolidlerde lakton halkasinin hidrolizi
iiii) Antibiyotigin bakteriden efluks pompalariyla uzaklastirilmasi olmak tizere dort
cesittir (Wax ve ark., 2008). Eritromisinler ya da diger makrolid antibiyotiklere direng
enterokoklarda sik gozlenilmektedir. En yaygin makrolid direng genleri erm genleridir
(Jensen ve ark., 1999; Wax ve ark., 2008).

1.6.2.4. Tetrasiklinlere direng

Enterokoklarda en sik gozlenen direng tetrasiklin direncidir. Tetrasiklinler
veteriner ve tipta siklikla kullanilan genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlerde
kazanilmis direng ii¢ mekanizma ile olmaktadir. Bunlar; tet(M), tet(O), tet(S) genlerinin
bulundugu ribozomal koruma, tet(K) ve tet(L) genlerinin araciligiyla antibiyotigin
bakteri hiicresinin disina atilmasim1 saglayan enerji bagimli efluks sistemi ve
antibiyotigin enzimatik inaktivasyonudur (Chopra ve Roberts 2001; Huys ve ark,.
2004).

1.6.3. Niikleik Asit Sentezine Etki Eden Kinolon Antibiyotiklere Direng

Mekanizmalari

Biitiin bakterilerde DNAgiraz enziminde bulunan QRDR bélgesinde meydana
gelen mutasyonlar kinolon ve florokinolonlara karst direng olusturmaktadir.
Florokinolonlar DNA replikasyonuna engel olarak bakterinin 6liimiine sebep
olmaktadirlar. Bunu GryA yani DNA giraz alt iinitesi ve ParC yani topoizomeraz 1V alt

tinitesinde meydana gelen mutasyonlar ile yapmaktadir (Wax ve ark., 2008).
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1.7. Enterokoklarda Viriilens Faktorleri

Viriilens faktorleri, mikroorganizmalarin hastalik yapabilme yeteneginde artig
saglayan molekiillerdir (isleroglu ve ark., 2008). Enterokoklarla iliskili ¢ok sayida
viriilens faktér tanimlanmistir. Enterokoklarin adezyon ve kolonizasyona sebep olan
agregasyon maddesi (agg), enterokokal ylizey proteinleri (esp), konakg¢i savunma
sistemine diren¢ ve kolonizasyon olusturan E. faecalis antijen A (efaA), doku hasari
olusturan jelatinaz (gelE), serin proteaz (SprE), sitolizin (cylA-M), hemolizin (hyl)
konak¢i savunma sistemine diren¢ olusturan ekzopolisakkarit yapidaki kapsiiler
polisakkarit (cpsA-K) ve transkripsiyonu diizenleyen hidrojen peroksit diizenleyici
(hypR) gibi bir ¢ok viriilens faktoriine sahip oldugu ortaya konmustur (Ogier ve ark.,

2008). Enterokoklarda bulunan bazi viriilens genlerin rolii ¢izelge 1.3’ de gésterilmistir.

Enterokoklardaki viriilens faktorler, konak hiicredeki kolonizasyonda rol oynayan
yiizey faktorleri ve enterokoklarin salgiladigi dokulara zarar veren yiizey faktorler

olmak tizere iki tiptir (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2017).

Cizelge 1.3. Enterokolarda bulunan énemli viriilens genleri (Herkmen, 2015)

Genler Viriilenste genin rolii

gelE Jelatinaz; hemoglobin ve diger biyoaktif bilesenleri parcalayan
proteaz

esp Enterokokal yiizey proteini; Bakterinin konak immun sistemden

kagmasini kolaylastiran hiicre duvan ile ilgili protein, patojenite
adasinda sitolizin genleri ile birlikte bulunabilir.

efaA Serumda sentezlenen hiicre duvar adezinleri:
efaAfs E. faecalis suslari tarafindan
efaAfm E. faecium suslar tarafindan

cpd, cob, ccf Cinsiyet hormonlari, suslar arasinda plazmid DNA’sinin konjugatif
transferini kolaylastiran ve organizma tarafindan salinan kiigiik
peptitler

aggA Agregasyon faktorii, Hiicreye tutunma ve konjugasyon, Okaryot
hiicre yiizeyine tutunmayi saglayan protein feromon, sentezi ve
salinimi indiikleyen yiizey proteini

cylM Sitolizinler: Eritrositler igin hemolizin aktivitesi gosterir. Ug

cylB gesittir:

cylA Sitolizinin posttranslasyonel modifikasyonu,
Sitolizinin transportu,
Sitolizinin aktivasyonu.

eep Hormon ekspresyonunu artiran protein
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1.7.1. Konak Hiicrelerdeki Kolonizasyonda Rol Oynayan Yiizey Faktorleri

1.7.1.1. Agregasyon faktorii (AF)

Agregasyon faktori ilk tanimlanmis ylizey proteinidir ve asal geni tarafindan
kodlanan bir glikoproteindir (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2017). Bir plazmid
tizerinde tasinmaktadir (Fisher ve ark., 2009). Enterokoklarin infeksiyona sebep
olmalar1 ya da bakteriyemi olusturmalari ic¢in translokasyona ihtiyact vardir ve bunu
etkin alic1 ve verici hiicre birlesmesi saglayarak kolaylastirmaktadir (Rodzinski ve ark.,
2001; Saymer ve ark., 2008). E. faecalis enfeksiyonlarinin baslangicinda rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Baylan ve ark., 2011). Okaryot hiicrelerde adezyon ve konjugasyon
sirasinda hiicreler arasi temasi saglamaktadir. Viriilens faktorii olarak, renal tiibiiler
hiicreler, nétrofil ve kalp endokardiyal hiicrelerine bakteriyel adezyonu arttirir (Chow

ve ark., 1993; Fisher ve ark., 2009).

1.7.1.2. Enterokokal yiizey proteini (Esp)

Kromozomal esp geni tarafindan kodlanir. Vankomisine duyarli E. faecium
(VSEF) izolatlarinda tespit edilmistir (Woodford ve ark., 2001). E. faecalis’in hiicre
yiizeyinde yer almaktadir ve hiicre duvan ile iligkili bir proteindir (Baylan ve ark.,
2011). Esp proteini iriner sistemde kolonizasyonu arttirmaktadir ve idrar yolunda
biyofilm olusmasinda etkililerdir (Sava ve ark., 2010; Chajecka-Wierzchowska ve ark.,
2017). Bu sayede enterokoklarin konak dokularda kolonizasyonun olusturmasina
yardimc1 olmaktadir ve bakteriyi korudugu diisiiniilmektedir (Dicuonzo ve ark., 2001;
Baylan ve ark., 2011).

1.7.1.3. Endokarditis spesifik antijen (EfaA)
Ik olarak E. faecalis ile tanimlanmistir ve endokardisite neden oldugu
bilinmektedir. (Azimi Mahalleh ve ark., 2014). Efa, 34 kDa molekiiler agirliginda olup

E. faecalis suslarinda efaAs ve E. faecium suslarinda ise efaAm genleri tarafindan

kodlanan bir proteindir. efaA geni magnezyum iyonlar tarafindan regiile edilen ABC
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transporter1 (permeaz) kodlayan afaCBA operonunun bir pargasidir. Streptokoklarin
hiicre duvarinda bulunan adezinlerle EfaA proteini homolog yapidadirlar (Chajecka-
Wierzchowska ve ark., 2017).

1.7.2. Yiizey Faktorleri

1.7.2.1. Sitolizin (cyl)

Sitolizin lisin ve aktivatorden olusur ve sentezini cylR1, cylR2, cylL1, cylLs,cylM,
cylB, cylA ve cyll olmak iizere sekiz genli bir operon saglamaktadir. Sitolizin ayn
zamanda hemolizin olarak adlandirilmaktadir (Van Tyne ve ark., 2013). Sitolizin
genleri bir plazmid tizerinde tasinarak bakteriyel kromozoma entegre olur (Jett ve ark.,
1994). Enterokokal viriilens faktorlerin en iyi karakterize edilenlerinden biridir. Gram
negatif bakterilere karsi bakterisidal etkisi bulunmaktadir (Chajecka-Wierzchowska ve
ark., 2017). Hemolitik 6zellik tasimaktadir (Albakkour, 2013). Sitolizin {iretimi sonucu
hayvanlarda endokardit artisi ve insanlarda enterokoklara bagli enfeksiyonlarin

siddetinin arttig1 gézlemlenmistir (Ike ve ark., 1987).

1.7.2.2. Jelatinaz (gelE)

Jelatinaz dogal immiin sistemin parcast olan antimikrobiyal peptidlerin
yikimlanmasindan sorumludur (Schmidtchen ve ark., 2002). Kromozomal lokalizasyona
sahip gelE geni tarafindan kodlanmaktadir. (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2017).
Konak dokuda yikim ile bakteriye besin saglayarak, biyofilm olusumunada katki saglar
(Qin ve ark., 2000). Jelatin, kollojen, insiilin, kazein, hemoglobin gibi aktif kiiciik
peptitleri hidrolize edebilirler (Gilmore ve ark., 1994). Yapilan ¢alisma sonuglarina gore
jelatinaz iireten suslarda akut toksisite liretmeyen suslara gore daha yiiksek oldugu

bulunmustur (Saymer ve ark., 2008).

1.7.2.3. Seks feromenleri
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Seks feromenleri enterokoklarda kromozomal olarak kodlanan 7-8 amino asit
biiyiikliigiinde ve plazmid akiimiilasyonuna neden olan kiigiik seks feromenlerine (cpd,
cob, ccf, cad) sahiptir. Plazmidlerin hiicreler arasinda konjugatif transferini yaparlar.
Kimyasal 6zellikleri nedeniyle enfeksiyonlarda inflamatuar cevabi arttirirlar (Rakita ve
ark., 1999).

1.7.2.4. Hyaluronidaz (hyl)

Kromozomal hyl geni tarafindan kodlanan bir protein olan hyaliironidaz, klinik
olarak E. faecium izolatlarinda yaygin bulunur. Enzim konnektif dokunun ve kikirdagin
mukopolisakkaritlerinin yikimlanmasinda ve bakterilerin yayilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2017; Baylan ve ark., 2011; Rice ve
ark. 2003). Hyaluronidaz’in, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus ve
Streptococcus pneumoniae'’de meydana gelen ve nazofarenks ve pnomokokal

pndémoninin invazyonuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Berry ve Paton., 2000).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Besleyici bir 6ge olan siit i¢inde bulunabilecek enterokoklar 1s1l isleme nispeten

direngli olmalar1 ve bozulmaya neden olabilmeleri nedeniyle halk sagligi agisindan
onemli mikroorganizmalardir. Fermente {irlinler, siit ve siit irilinleri gibi farklh
gidalardan kaynakli enterokok izolasyonuna dair ¢alismalar yapilmustir.
Kececi ve ark. (2016), 150 ¢ig inek siit drneginden Enterococcus spp.’lerin izolasyonu
ve identifikasyonunu yaparak vankomisin direncini arastirmiglardir. Bu ¢alisma ile 150
¢ig siit orneginden 84 Enterococcus spp. izolati elde etmislerdir. Bu izolatlarin
hi¢birinde vankomisine direng goriilmemistir. Ancak VanB geni E. faecalis izolatlarinin
11’inde ve E. faecium izolatlarinin 7’sinde pozitif oldugunu belirtmislerdir ve bir
izolatta da VanC2, VanC3 genleri ve 2 E. faecium izolatinda VanB, VanC2, VanC3
genleri birlikte bulmuslardir.

Tuncer ve ark. (2014), ¢ig siitten elde edilen E. faecalis MYE58’de enterosin,
virilens faktorler ve vankomisin diren¢ genlerini arastirmiglar ve streptomisin ve
tetrasikline karsi direng tespit etmislerdir. Bu nedenle enterosin B iireten E. faecalis
MYESS8 susunun tiiketici sagligi acisindan starter kiiltiir olarak kullanilmasinin riskli
olacagini bildirmislerdir.

Karakag (2005), yaptig1 ¢alismada Adana’dan marketlerden 20 adet sucuk ve 30
adet peynir Ornegi toplayarak E. faecium izole etmis ve 20 adet sucuktan 3
Enterococcus spp. izole etmistir. Bunlar1 E. faecium, E. durans ve E. avium olarak
tanimlamugtir. 30 adet peynir 6rneginde ise bir E. durans ve bir E. avium tespit etmistir.
Peynir ve sucuklarda bulunan E. durans izolatlarinda hemoliz gergeklesirken diger
suslarda hemoliz olmamustir. Enterococcus spp. izolatlariin vankomisin direnglerine
bakilmis ve vankomisine direncli olmadiklarini tespit etmistir.

Nam ve ark. (2009), mastisitli sigir siitlerinden izole ettikleri 105 enterokok
izolatlarmin 47’sini E. faecalis, 39’unu E. faecium, 6’sim1 E. gallinarum, 6’sin1 E.
avium, 5’ini E. hirae ve 2’sinide E. durans olarak identifiye etmislerdir. Tiim izolatlarin
ampisilin, gentamisin ve vankomisine duyarli oldugunu, bir E. hirae izolatinin
ampisiline direng gosterdigini tespit etmislerdir. Enterokoklarda en sik gozlenen direng
%69,5 ile tetrasiklinler, %64,7 ile penisilin, %57,1 ile eritromisin, %44,7 ile de sefalotin

oldugunu bulmuslardir. E. hirae ve E. gallinarum izolatlarinda gozlenen direncinde
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neredeyse E. faecium ve E. faecalis kadar yiiksek oldugu bularak, 105 izolattan sadece 6
E. faecium susu tiim antimikrobiyellere karsi duyarli ve 55 tanesi lgten fazla
antibiyotige diren¢ gosterdigini tespit etmislerdir. En yaygin ¢oklu direnci penisilin,
tetrasiklin ve eritromisin olarak bulmuslardir.

Bouymajane ve ark. (2018), Fas’in Meknes bdlgesinden ¢ig siit satis1 yapilan 150
ornekte enterokok prevelansini ve antibiyotik direncini arastirmislardir. izolasyon
sonucunda orneklerin % 11,3'tinde Enterococcus spp. izole edilmis ve bunlarin
sirasiyla; % 64,7'sinin E. faecalis, %17,6 E. faecium, %11,8 E. durans ve %5,9 E. hirae
olarak bulmuslardir. Tim Enterococcus spp.’ler ampisilin'e, tim E. faecalis ve E.
faecium suslarinin da tetrasikline karsi direngli oldugunu ve streptomisin direnglerininde
sirastyla %52.9 E. faecalis, %11.8 E. faecium, %11.8 E. durans ve %5,9 E. hirae olarak
tespit etmislerdir. 1zole edilen Enterococcus spp.'nin ¢ogunda ¢oklu antibiyotik direng
indeksi yiiksek degerlere ulasarak halk sagligi igin bir risk olusturdugunu tespit
etmisler. Sonug olarak yaptiklari bu ¢alismanin, niifus tarafindan tiiketilen ¢ig siitiin,
profilaktik amacli 1slahta kullanilan antibiyotiklere direngli Enterococcus suslari ile
kontamine oldugunu gostermislerdir.

Ortega ve ark. (2016), antimikrobiyal direngli mikroorganizmalarin insanlarda ve
hayvanlarda neden oldugu saglik problemlerinde yasanilan enfeksiyonlardan sorumlu
oldugunu belirterek insan ve hayvan dogal florasinda bulunan Enterococcus spp.’nin
prevalansin1 saptamak amaciyla 24 ¢ig siit tankindan Ornekler alarak bir g¢alisma
yapmislardir. Antimikrobiyal diren¢ genlerinin insanlara ve siit iiretim ortamindaki
diger hayvanlara bulagmadaki rollerinin degerlendirilmesi amaciyla izole edilen
suglarda antibiyotik direng genlerini ve fenotiplerini incelemislerdir. En yaygin
mikroorganizma E. faecium ikincisi E. faecalis olarak bulmuslardir. izole edilen
suslarin cogunda c¢oklu ilag direnci tespit etmislerdir. Minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIC) galismalarina goére direngli fenotiplere rastlamamiglar ve vanA
fenotipi tespit etmemisler ancak bazi suslar vanA fenotipinin yakininda MIC degerleri
sundugunu gozlemlemislerdir. Bu sonuglardan yola cikarak, siit siiriileri ve ¢ig siit
tanklarinda antimikrobiyal direngli mikroorganizma denetleme programlarinin
uygulanmasi gerektigini belirtmislerdir. Ciftliklerde gelecekteki hayvan tedavilerinde ve
stit tretimiyle iligkili antimikrobiyal direng¢ iletiminin, hayvanlar ve halk saglig

agisindan risk teskil etmektedir.
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Herkmen (2015), yaptg:1 ¢alismada 600 adet mastisitli sigir siitlerinden izole ettigi
E. faecium suslarinda gelE, esp ve efaAfm virulans genlerinin varligini incelemistir.
Izolatlarin tiir ve cins identifikasyonlar1 icin PZR kullanmistir. 96 Enterococcus spp.
izolat1 icerisinde 13 E. faecium (%13,5) tespit etmistir. E. faecium izolatlarinin virtilens
genlerinin incelenmesi sonucunda, sirasiyla 9 (%69,2) susun efaAfm, 4 (%30,7) susun
gelE, 4 (%30,7) susun esp genlerini tagidiklarini tespit etmisler, herhangi bir viriilens
geni tagimayan ise ii¢ (%23,0) izolat bulmuslardir. Sonu¢ olarak bu ¢alismada izole
edilen E. faecium suslarinin yiiksek patojenite potansiyeline sahip olduklar
bulunmustur. Bu suslar hayvansal kaynaklardan insanlara bulasabilir ve infeksiyona
sebep olabilirler.

Oztiirk Torlak (2013), Ankara’da farkli marketlerden 25 tavuk, 25 kiyma, 25 ¢ig
slit, 25 dondurma ve 25 peynir olmak iizere toplam 125 gida drneginden 100 enterokok
izolati tespit etmistir. Arastirici bu izolatlarin antibiyotik duyarliliklarin1 ve slime,
jelatinaz, DNAaz, hemoliz sentezleyebilme gibi viriilens 6zelliklerini arastirmigtir. Gida
orneklerinden elde edilen 100 Enterococcus izolatinin, 55’1 (%55) E. faecalis, 30 'unun
(%30) E. faecium, 6’sinin (%6) E. mundtii, 5’inin (%5) Enterococcus spp., 2’sinin (%2)
E. durans, 1’inin (%1) E. raffinosus ve 1’inin (%1) E. gallinarum olarak identifiye
etmisler. izolatlarm 35'ini (%35) slime (+), 10'unu (%10) jelatinaz (+), 6'stm1 (%6)
DNAaz (+) ve 8'ini (%8) hemoliz (+) bulmustur. Ayrica, izolatlarin 46’s1 (%46)
eritromisin, 12’°si (%12) gentamisin, 6’s1 (%6) penisilin, 5’1 (%5) teikoplanin, 3’1 (%3)
ampisilin, 2’si(%2) kloramfenikol ve 1’i (%]1) levofloksasin direngli oldugunu tespit
etmistir.

Yiiksel (2012), yaptigi tez ¢alismasinda peynirlerden izole edilen 48 enterokok
izolatinin viriilens faktor ve antibiyotik direncliliklerini arastirmistir. izole ve identifiye
ettigi E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin 11 farkli antibiyotige olan duyarliliklarini,
disk difiizyon yontemi ve mikrodiliisyon yontemleri ile arastirmistir. Bulunan direng
yiizdeleri; ampisilin %16.6, streptomisin %97.91, nalidiksik asit %100, kanamisin
%100, gentamisin %14.58, kloramfenikol %22.91, tetrasiklin %25, rifampisin %79.16,
vankomisin %79,16, eritromisin %97.91, siprofloksasin %62.5’tir. E. faecalis izolatlart,
antibiyotiklere E. faecium izolatlarina gore daha fazla direng gosterirken nalidiksik asit
ve kanamisine esit oranda direng gostermistir. Antibiyotik direng genleri i¢in polimeraz

zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile tetM ve vanB genleri tiim suslarda negatif
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cikmigtir. PZR yontemi ile agregasyon faktor geni, esp, ace, efaA, gelE, fsr lokusu,
sitolizin genleri (cylM, cylA, cylB) ve seks feromonlarina (cpd, cob, ccf) bakilmistir.
Viriilens determinantlarin E. faecalis suslarinda E. faecium suslarina gore daha yiiksek

oranda bulunduklarin1 tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cig Siit Orneklerinin Toplanmasi

Hatay ili genelinde Ocak-Subat 2018 tarihleri arasinda 8 farkli ilgeden (Antakya,
Belen, Defne, Dértyol, Iskenderun, Kirikhan, Samandag ve Yayladagi) rastgele
perakende satis yapilan noktalardan alinan 120 ¢ig siit 6rnegi ¢aligmanin materyalini
olusturdu (Sekil 3.1). Ornekler 50 ml hacimdeki steril falkon tiiplerine alinarak soguk

zincir altinda laboratuvara getirildi ve iglendi.

R

Sekil 3.1. Orneklerin toplandigi ilgeler

3.1.2. Standart Suslar

Calismada fenotipik ve molekiiler analizler i¢in E. faecalis ATCC 29212 ve E.
faecium ATCC 6057 referans sus olarak kullanildi.
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3.1.3. Kullanilan Antibiyotik Diskleri

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik testlerinde rifampin (5 pg), ampisilin (10 ng),
vankomisin (30 pg), eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30 pg), siprofloksasin (5 pg),
kloramfenikol (30 pg) ve gentamisin (120 pg) diskleri kullanildi.

3.1.4. Primerler

Enterokok izolatlarinin cins ve tiir diizeyinde tanimlanmalar1 i¢in kullanilan
primerler Cizelge 3.1’de, antibiyotik direng genlerinin belirlenmesinde kullanilan
primerler Cizelge 3.2’de, viriilens genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler ise
Cizelge 3.3'de verilmistir (Vankerckhoven ve ark., 2004; Layton ve ark., 2010; Aslantas
ve Tek, 2019).

Cizelge 3.1. Enterokoklarin cins ve tiir spesifik tanimlanmalar1 i¢in kullanilan primerler

Primer  Sekans (5°-3”) Hedef takson Hedef Amplikon

adi gen uzunlugu
(be)

El TCAACCGGGGAGGGT Enterococcus  16S 733

E2 ATTACTAGCGATTCCGG spp. rRNA

FL1 ACTTATGTGACTAACTTAACC E. faecalis sodA 360

FL2 TAATGGTGAATCTTGGTTGG

FM1B ACAATAGAAGAATTATTATCTG E. faecium sodA 214

FM2B CGGCTGCTTTTTTGAATTCTTCT

AV1 GCTGCGATTGAAAAATATCCG E. avium sodA 361

AV2B  TGATCGGTGTTTTTCCATCAGTT

CAlB ACAGTTGAAGAATTATTAGCAG E.casseliflavus sodA 269

ACTTTT
CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG
GAl TTACTTGCTGATTTTGATTCG E. gallinarum  sodA 190
GA? TGAATTCTTCTTTGAAATCAG
HIl CTTTCTGATATGGATGCTGTC E. hirae sodA 186

HI2B  AAATTCTTCCTTAAATGTTGC
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Cizelge 3.2. Antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer Adi Sekans (5'—3") Uriin Kaynak
Biiyiikliigii (bp)

erm(A) CCCGAAAAATACGCAAAATTTCAT CCCTGTTTACCCATTTATAAACG 590

erm(B) TGGATTCCAAATGCGTAATG CTGTGGTATGGCGGGAAT 745

mef(A/E) CAATATGGGCAGGGCAAG AAGCTGTTCCAATGCTACGG 317

tet(K) GATCAATTGTAGCTTTAGGTGAAGG TTTTGTTGATTTACCAGGTACCATT 155 Malhotra-Kumar

tet(M) GTGGACAAAGGTACAACGAG CGGTAAAGTTCGTCACACAC 406 ve ark. 2005

tet(O) AACTTAGGCATTCTGGCTCAC TCCCACTGTTCCATATCGTCA 515

tet(L) TGGTGGAATGATAGCCCATT CAGGAATGACAGCACGCTAA 229

CatplP 501-159 GGATATGAAATTTATCCCTC CAATCATCTACCCTATGAAT 505 Aerestrup ve ark.

aac(6)-le-aph(2)-la
aph(2)-1b

aph(2)-lc

aph(2)-1d
aph(3)-Illa
ant(4)-la

CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAGCACAATCGACTAAAGAGTACCAATC 369
CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT 867
CCACAATGATAATGACTC AGTTCCC CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG 444

GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC 641
GGCTAAAATGAGAATATCACCGG CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG 523
CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT2%

2000

Vakulenko ve ark.
2003
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Cizelge 3.3. Viriilens genlerin belirlenmesinde kullanilan primerler

Gen  Viriilens Faktor Sekans (5°—3’) Uriin biiyiikliigii
(bp)
asal Agregasyon faktor GCACGCTATTACGAACTATGA 375
TAAGAAAGAACATCACCACGA

gelE  Gelatinaz TATGACAATGCTTTTTGGGAT 213
AGATGCACCCGAAATAATATA
cylA  Sitolizin ACTCGGGGATTGATAGGC 688
GCTGCTAAAGCTGCGCTT
esp Enterokokal ylizeyAGATTTCATCTTTGATTCTTGG 510
protein AATTGATTCTTTAGCATCTGG

hyl Hyaluronidaz ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 276
GACTGACGTCCAAGTTTCCAA

3.2. Metot

3.2.1. Enterococcus spp. izolasyonu

Enterococcus spp. izolasyonu amaciyla soguk zincirde getirilen siit ornekleri
homojenize edilerek 6n zenginlestirme amaciyla Enterococcosel Broth’a aktarilarak 37
°C’de 24-48 saat inkube edildi. Renk degisimi (mavi-yesil) gosteren tiiplerden alinan
ornekler vankomisin iceren ve igermeyen VRE agara (Vancomycin Resistant Agar)
ekim yapilarak 37 °C’de 24-48 saat inkube edildi (Sekil 3.2). Tipik morfolojiye sahip
stipheli kolonilerden biri segilerek kanli agara pasajlandi. Gram pozitif, katalaz negatif
ve %06,5 tuz iceren NB’da iireyebilme Ozelligine sahip izolatlar Enterococccus spp.
olarak kabul edildi ve tiir diizeyinde identifikasyonlar1 yapilmak tizere %20 gliserin
iceren BHIB (Brain Heart Infusion Broth) igerisinde -20 °C'de diger ¢alismalar igin
stoklanda.

Sekil 3. 2. Enterococcosel Broth'da enterokok inkiibasyonu
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3.2.2. Enterokoklarin identifikasyonu

Enterokok olarak belirlenen izolatlarin genotipik olarak tiir diizeyinde
tanimlamalar1 enterokoklara spesifik universal 16S rRNA ve tiir spesifik primerler
kullanilarak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (mPZR) yontemiyle belirlendi
(Aslantas ve Tek, 2009; Layton, 2010).

3.2.3. Enterokoklarin Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

Enterokok izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar1 Kirby—Bauer disk difiizyon
yontemi ile klinik laboratuar standartlari enstitiisii (CLSI, 2015) kriterlerine gore yapildi
ve degerlendirildi. Ug veya dort farkli smiftan antibiyotige direngli izolatlar, goklu
antibiyotik direngli (MDR) olarak degerlendirildi. Calismada kullanilan antibiyotik

diskleri ve zon caplar1 Cizelge 3.4’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Enterokoklar i¢in kullanilan antimikrobiyal duyarlilik zon ¢aplar1 (CLSI,
2015)

Antibiyotik adi S (Duyarh) | (orta duyarh) R (Direngli)
Ampisilin (10pg) > 17 - <16
Vankomisin(30 pg) >17 15-16 <14
Eritromisin(15 pg) >23 14-22 <13
Tetrasiklin(30 pg) >19 15-18 <14
Siprofloksasin(5 pg) >21 16-20 <15
Rifampin(5 pg) >20 17-19 <16
Kloramfenikol(30 pg) >18 13-17 <12
Gentamisin (120 pg) >10 7-9(etkisiz) 6

3.2.4. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Enterokoklarda izolatlarin DNA’s1 kaynatma yontemi ile elde edildi (Marques ve
Stuarz, 2004).
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3.2.5. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

Tetrasiklin ve eritromisin direncli izolatlarda tetK, tetL, tetM, tetO, tetS, ermA,
ermB ve mefA/E genlerinin belirlenmesi Malhotra-Kumar ve ark. (2005); aminoglikozid
direngli izolatlarda aac(6)-le-aph(2)-la, aac(6)-le-aph(2)-la, aph(2)-1b, aph(2)-
Ic,aph(2)-1d, aph(3)-11la ve ant(4)-l1a genlerinin belirlenmesi Vakulenko ve ark. (2003);
kloramfenikol direngli izolatlarda catA geninin belirlenmesi Aerestrup ve ark. (2000),

tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi.
3.2.6. Viriilens Genlerinin Belirlenmesi
Enterokoklarda asal (agregasyon faktor), gelE (gelatinaz), cylA (sitolizin), esp

(enterokokal yiizey protein) ve hyl (hyaluronidaz) genleri mPZR teknigi kullanilarak
Vankerckhoven ve ark. (2004), tarafindan daha 6nce bildirildigi yonteme gore yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Enterokok izolasyonu ve Identifikasyon

Incelemeye alman 120 ¢ig siit 6rneginin 95’inden (%79,2) Enterococcus spp.
izole edildi. Tiir spesifik primerlerle yapilan PZR ile izolatlarin 87’si (%91,6) E.

faecalis, 5’1 (%5,3) E. faecium, 2’si (%2,1) E. durans ve 1’i de (%1,1) E. gallinarium
olarak identifiye edildi.

Enterococcus spp. (733 bg)

E. faecalis (360 bg)
E. faecium (214bg)

- --e
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- ——
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- .

Sekil 4.1. Enterococcus spp. (733 bg), E. faecalis (360 bg), E. faecium (214 bg)
agaroz jel elektroforez goriintiisti

T m |, E. gallinarium (190 bg)

Sekil 4.2. E. gallinarium (190 bg) agaroz jel elektroforez goriintiisii
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4.2. Antibiyogram Sonuclar:

95 Enterokok izolatinin tamami vankomisine duyarli iken, diger antibiyotiklerden
en az birine direncli bulundu. izolatlarin %41,1’i (39) tetrasikline, %33,7’si (32)
rifampine, %27,4’4 (26) ampisiline, %11,6’si (11) eritromisine, %)5,7’si (5)
gentamisine, %3,2’si (3) kloramfenikole ve %2,0’1 (2) siproflaksasine direngli bulundu.
29 (%30,5) izolat ise tiim antibiyotiklere duyarli bulundu. 23 farkli antibiyotip profili

belirlendi. Izolatlarin antibiyotik direng profilleri Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Enterococcus spp.'lerin antimikrobiyal diren¢ genleri

Antimikrobiyal direng E. faecalis E. faecium  E.durans E. gallinarium
(n: 87) (n:5) (n:2) (n:1)

RA, AM, TE, CN 1(%1,1) - - -
RA, AM, TE, C 1(%1,1) - - -
TE,E,C, AM 1(%1,1) - - -
RA, TE, AM 3(%3,4) ; - ]
RA, AM, E - 1(%20) - -
RA, CIP, CN 1(%1,1) - - -
RA, TE, E 1(%1,1) - - -
TE, E,CN 1(%1,1) - - -
TE, AM, E 1(%1,1) - - -
TE, CIP, E - 1(%20) - -
C, TE 1(%1,1) - - -
RA, TE 7(%8,0) - - -
RA, AM 6(%6,9) - - -
RA E - 1(%20) - -
E, AM 1(%1,1) - - -
TE, E 2(%2,3) - - -
TE, AM 6(%6,9) - - -
TE, CN 1(%1,1) - - -
TE 12(%13,8) - - -
RA 9(%10,3) - - 1(%100)
AM 4(%4,6) 1(%20) - -
CN 1(%1,1) - - -

E 1(%1,1) - - -
Duyarli 26(%29,9) 1(%20) 2(%100) -
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4.3. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Tepiti

Tetrasiklin direng genlerinden tetM 32 izolatta, tetK 2 izolatta, tetL 2 izolatta ve
tetM+tetK 4 izolatta tespit edildi. Eritromisin direng genlerinden ermA 1 izolatta, ermB
3 farkli kombinasyonda; tetM+ermB: 5, tetL+ermB:1 ve tetM+tetL+ermB: 2 izolatta
bulundu (Sekil 4.3). Fenotipik olarak kloramfenikol direngli 3 izolatin sadece 1 ’inde cat
geni ise saptandi (Sekil 4.4). Aminoglikozid direngli 5 izolatin 3’iinde aac(6)-le-aph(2)-
la geni, 1’inde aac(6")-le-aph(2")-la + aph(3)-1lla geni bulunurken, ant(4)-la, aph(2)-
Ib, aph(2)-lc ve aph(2)-1d genleri higbir izolatta bulunamadi. 1 izolatta ise hig

aminoglikozid direng geni tespit edilmedi (Sekil 4.5).

L B e B (745 bp)

—p 72tV (406 bp)

Bl e 7071 (229 bp)

Sekil 4.3. Enterococcus spp. izolatlarinda tespit edilen eritromisin direng genlerinin
agaroz jel elektroforezde goriintiisii. Kuyucuk 1: 100 bp marker, Kuyucuk 2: ermB ve
tetL, Kuyucuk 3: ermB ve tetM, Kuyucuk 4: tetM, Kuyucuk 5: ermB, tetL ve tetM
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Sekil 4.4. Enterococcus spp. suslarinda kloramfenikol direngli izolatlardan belirlenen
cat genine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii. Kuyucuk 1: 100 b¢ molekiiler marker,
Kuyucuk 2: cat geni, kuyucuk 3: pozitif kontrol

aph(3)-1lla (523 bg)
aac(6)-le-aph(2)-la (369 bg)

Sekil 4.5. Gentamisin direngli izolatlarda belirlenen aminoglikozid direng genlerine ait
agaroz jel elektroforez goriintiisii. Kuyucuk 1: molekiiler marker, Kuyucuk 2: ant(4)-
la+ aac(6)-le-aph(2)-la+ aph(3)-Illa, Kuyucuk3: ant(4)-la+ aac(6)-le-aph(2)-la

4.4. Viriilens Genlerinin Tespiti

95 enterokok izolatinin 84’tinde (%88,4) en az bir ve daha fazla viriilens geni

tespit edilirken, 11’inde (%11,6) hicbir viriilens geni bulunmadi. Gen tespit edilen
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izolatlarin higbirinde hyl geni bulunmadi. En ¢ok bulunan viriilens gen gelE’dir (67,
%79,8). asal geni 95 izolatin 54’{inde (%64,3), esp geni 53’iinde (%63,1) ve cylA geni
ise 9’unda (%10,7) tespit edildi. Tespit edilen viriilens gen kombinasyonlar1 ise
gelE+esp+asal+cylA (n:4 %4,76), gelE+esp+asal (n:17 %20,2), gelE+asal+cylA
(n:3 %3,6), esptasal+cylA (n:2 %2,4), gelE+esp (n:26 %31,0), gelE+asal (n:18
%21,4) ve esp+asal (n:3 %3,7). Izolatlarda tespit edilen viriilens genler ve

kombinasyonlar1 Cizelge 4.2’ de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Viriilens genlerin Enterococcus spp.’lere gore dagilimi

E. faecalis E. faecium E. durans E. gallinarum Toplam
Viriilens gen n(%) n:87 n(%) n:5 n(%) n: 2 n(%) n: 1 (%) n:95
gelE, esp, asal, cylA  4(4,6) . - - 4(4,2)
gelE, esp, asal 17(19,5) 4 4 - 17(17,9)
gelE, asal, cylA 3(3.4) . - - 331)
esp, asal, cylA 2(2,3) . - - 2(2,2)
gelE, esp 25(28,7) 1(20) 26(27,4)
gelE, asal 17(19,5) 1(20) - - 18(18,9)
esp, asal 3(3,4) . - a 3(3.1)
gelE 1(1,1) . - - 1(1,1)
asal 8(9,2) . - - 8(8.4)
Esp 2(2,3) - - - 2(2.1)
Negatif 5(5.7) 3(60) 2(100) 1(100) 11(11,6)

4.5. Tartisma

Intestinal floraya 6zgii oldugu bilinen enterokoklar, insanlarda hastane kaynakli
enfeksiyonlara da neden olan mikroorganizmalardir. Yapilan literatiir galismasinda
dogru kullanimi olmamasi nedeniyle siit, peynir gibi siit iiriinleriyle, et ve diger et
urtinleri gibi genis yelpazedeki gidalarda enterokok kontaminasyonu oldugu
dogrulanmistir (Koluman ve ark., 2009). Gida kaynakli enterokoklara iliskin tilkemizde
yapilmis ¢esitli caligmalarda enterokoklarin yaygin olarak izole edildigi belirtilmektedir
(Karakas, 2005; Karabiyik, 2011; Yiiksel, 2012; Nalvuran, 2013; Oztiirk Torlak, 2013;
Herkmen, 2015; Yilmaz ve ark., 2016).

Siit, gida kaynakli patojenler icin Onemli bir rezervuardir. Enterokoklar

cogunlukla kontaminasyona bagli olarak ¢ig siitte bulunmaktadir (Franciosi ve ark.,
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2009; Gaglio ve ark., 2016). Ozellikle E. faecium ve E. faecalis tiirlerinin farkli
tilkelerde siit tirtinlerinde yaygin olarak bulundugu bildirilmistir (Gaglio ve ark., 2016).
Ulkemizde cesitli peynir, et ve degisik fermente gidalarda enterokoklarin izolasyonuna,
antibiyotik direncine ve virlilens genlerine iliskin yaymlanmis makaleler olmasina
karsin, bildigimiz kadariyla ¢ig siit orneklerinden izole edilen enterokoklarla ilgili
kapsamli bir ¢aligmaya rastlanmamustir. E. faecalis, E. faecium ve E. durans ¢ig siit ve
siit iirtinlerinde en sik rastlanilan enterokok tiirlerini olusturmaktadir (Tuncer ve ark.,
2014). Ispanya’da yapilan bir calismada kegi siitii Orneklerinin  %63.6’sindan
Enterococcus spp. izole edilmistir. Bu izolatlarin E. faecalis ve E. faecium’a ait oldugu
bildirilmistir (Cortes ve ark., 2006). Tiirkiye’de peynirlerle yapilan galismalarda 10°
CFU/g konsantrasyona kadar enterokok varligi hakkinda bazi veriler bulunmaktadir
(Aygun ve ark., 2005; Ozmen Togay ve ark., 2010). Citak ve ark.’lar1 (2005) 78 ¢ig siit
orneginden 177 enterokok izole etmislerdir; bu izolatlarin %54,2’si E. faecalis, %29’u
E. faecium, %6,2’si E. durans, %5’i E. hirae/dispar, %3’i E. gallinarum, %2,2’si E.
mundtii ve %0,5’i E. raffinosus olarak identifiye edilmistir. Araya ve ark. (2005), 105
¢ig siit orneginin %38’inden enterokok izole etmis ve bunlarin %71 E. faecalis, %19 E.
faecium, %4 E. durans, %4 E. gallinarum ve %2 E. avium olarak tanmlamistir. Kegeci
ve ark. (2016) ise, saglikli ve mastisitli 150 inek siitiinden 84 Enterococcus spp. izole
etmis ve bunlarin %68’ini E. faecalis, %9’unu E. faecium ve %23’iinii Enterococcus
spp. olarak PZR ile identifiye etmislerdir. Tez ¢alismamizda 120 ¢ig siit 6rneginden 95
(%79,2) enterokok izolasyonu yapilmigtir. Bunlarin %,91,6’si E. faecalis, %5,3’i E.
faecium, %2,1°1 E. durans ve %1,1°1 E. gallinarium olarak belirlenmistir.

Diinyada ve iilkemizde siit ve siit iirlinlerinde farkli enterokok izolasyon
oranlartyla ilgili baska ¢alismalarda bulunmaktadir (Karakas, 2005; Nam ve ark., 2009;
Herkmen, 2015; Bouymajane ve ark., 2018). Bu izolasyon farkliliginin, iilkeden tilkeye
degisebilen siitiin islenme kosullariyla ilgili (hijyen, pastorizasyon gibi) olabilecegi
belirtilmistir (Jamet ve ark., 2012). Tez ¢aligmamizda en sik bulunan tiir E. faecalis
(%91,58) olup bu sonug Avrupa iilkeleri ve Tiirkiye de yapilan ¢aligmalarla uyumludur.
(Araya ve ark., 2005; Koluman ve ark., 2009; Ozmen Togay ve ark., 2010; Nieto-
Arribas ve ark., 2011; Jamet et al., 2012; Kegeci ve ark., 2016). Buna karsin bazi

caligmalarda E. faecium’un en sik izole edilen tiir oldugu bildirilmistir (Tuncer, 2009;
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Hammad ve ark., 2015). Ayrica tezimizde farkli izolasyon oranlarmin bulunmasi
calismamizda 6n zenginlestirme yapilmasiyla da ilgilidir.

Enterokoklar intrinsik olarak (diisiik diizey aminoglikozid ve B-laktamlar gibi)
cok sayida antibiyotige direnc¢lidir ve baska antimikrobiyallere de mutasyonlar ve
horizantal gen transferi ile diren¢ kazanabilmektedir. Calismamizda tiim izolatlar
vankomisine duyarli bulunmustur. Benzer sekilde Nam ve ark. (2009), Kasimoglu—
Dogru ve ark. (2010), Sanlibaba ve Sentiirk (2018), cesitli enterokok tiirleriyle
yaptiklar1 calismada vankomisin direncine rastlamamislardir. Ancak Ozmen Togay ve
ark. (2010), Kegeci ve ark. (2016), Elmali ve Can’in (2018), hayvansal kaynakli ¢esitli
gida tiriinlerinden (¢ig siit, peynir, siirtk peyniri, kirmizi et gibi) izole ettikleri enterokok
tiirlerinde az sayida da olsa vanA, vanB ve vanCl geni tespit etmislerdir. Ornegin
Elmali ve Can (2018) 66 enterokok izolatin 3’tinde (%4,5) vanA belirlemislerdir. Nam
ve ark. (2009), 105 enterokok izolatinda en sik gozlenen direncin %69,5’inin
tetrasikline, %64,7’sinin penisiline %57,1’inin eritromisine, %44,7’sininde sefalotine
direngli oldugunu, 6 izolatin ise test antibiyotiklerine duyarli oldugunu bildirmislerdir.
Yiiksel (2012) 48 enterokok izolatinin; %14,5’inin gentamisine, %16,6’sinin ampsiline,
%22,9’unun  kloromfenikole, %25’inin tetrasikline, %62,5’inin siprofloksasine,
%79,1’inin rifampine, %79,1’inin vankomisine, %97,9’unun eritromisine, ve tim
izolatlarin kanamisin ve nalidiksik asite direngli oldugunu tespit etmistir. Yavas (2015),
yaptig1 caligmada enterokok izolatlarindan %58,5’inin amoksisilin-klavulanik asite,
%44,7’sinin ampisilin-sulbaktama, %30,8’inin amikasine, %24,7’sinin tetrasikline ve
%23,1’inin pierasilin-tazobaktama direngli oldugunu bulmustur. Bouymajane ve ark.
(2018), ¢ig sttlerle yaptiklar1 ¢alismada 150 ¢ig inek siitinden 17 Enterococcus spp.
izolat1 elde etmisler ve bu izolatlarda bulunan antibiyotik diren¢ oranlar1 %65
tetrasiklin, %78 streptomisin, %55 gentamisin, %40 eritromisin, %15 siprofloksasin,
%?5 vankomisin, %1,6 kloramfenikol ve %0 penisilin olarak tespit etmislerdir. Ortega ve
ark. (2016), cig siitlerden izole ettikleri 19 Enterococcus spp. izolatinin hepsinin
streptomisine intrinsik direngli oldugunu, karbapenemlere karsi direng olmadigini,
penisilin ve glikopeptitlere karst direngli sus oran1 %50’den az oldugunu,
sefalosporinlere direng %70’ten yiiksek ve linkozamidlere ise %84,2 oraninda oldugunu
ve izolatlarin %36,8 vankomisin, %21,1 teikoplanine direngli olugunu gézlemlemisler.

Klindamisin direngli tiim suslar ise en az 3 antibiyotige daha direngli bulunmustur.
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Oztiirk Torlak (2013), siit rneklerinden izole ettigi 18 enterokok susunun %33,3iiniin
eritromisine, %5,6’sinin gentamisine, %5,6’sinin ampisiline, %5,6’sinin kloramfenikole
ve 9%5,6’sinin  teikoplanin  antibiyotiklerine diren¢li oldugunu bulmuslardir.
Vankomisin, penisilin ve levofloksasin antibiyotiklerine ise tiim Enterococcus
izolatlarinin duyarli oldugu bulunmustur. Koluman ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢calismada
hazir gidalardan izole ettikleri Enterococcus’larin %24 gentamisin, %24 eritromisin,
%22 vankomisin, %8 penisilin ve %2 ampisilin antibiyotiklerine diren¢li oldugunu
bulmuslardir. Omar ve ark. (2004), et, siit tirlinleri ve ¢esitli sebzelerle yaptiklar
caligmada izole edilen E. faecium ve E. faecalis izolatlarinin hepsini ampisilin,
penisilin, gentamisin, streptomisin ve kloramfenikole duyarli bulmuslardir. Eritromisin
ve rifampisine ise yiiksek oranda diren¢ gézlemlemislerdir. Vankomisin ve teikoplanin
direncli sadece bir izolat tespit etmislerdir. Citak ve ark.’lar1 2005°de ¢ig siitten elde
ettikleri 177 enterokok izolatlariyla yaptiklari antimikrobiyal diren¢ ¢aligmalarinda %
95 oksasilin, %97 streptomisin ve % 86 eritromisine yiiksek direng tespit etmislerdir.
Aragtiricilar E. faecalis izolatlarimin, E. faecium izolatlarina goére vankomisin ve
teikoplanine daha fazla direngli olduklarini bulmuslardir.

Tez ¢aligmamizda denenen antimikrobiyal etkenlere karsi en yiiksek direng E.
faecalis izolatlarinda tespit edilmistir. 95 enterokok izolatinin en ¢ok tetrasiklin
(%41,1), rifampin (%33,7) ve ampisiline (%27,4) direnglilikleri belirlendi. Calonico ve
ark. (2018), son iki yillik siiregte E. faecalis izolatlarinin %40°1n lizerinde TE, VA, E ve
AM’e; E. faecium’a gore daha direngli olduklarini belirtmislerdir. Benzer sekilde bazi
calismalarda yiiksek tetrasiklin direnci gosterilmistir (Jamet ve ark., 2012; Pesavento ve
ark., 2014; Raafat ve ark., 2016). Buna zit olarak Sanlibaba ve ark. (2018),
caligmalarinda %11,7 tetrasiklin direncine rastlamiglardir. Enterokoklar, enterokok
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan B-laktam antibiyotiklere (ampisilin ve penisilin
gibi) intrinsik olarak diisiik diizey direng gosterirler. Calismamizda ampisilin direnci
%27,4 bulunmustur. Ampisilin direncinin yliksek oldugu sonuglar benzer ¢alismalarda
da gosterilmistir (Pesavento ve ark., 2014; Bulajic ve ark., 2015; Gaglio ve ark., 2016;
Demirgiil ve Tuncer, 2017; Sanlibaba ve Sentiirk, 2018). Enterokoklarda yiiksek
ampisilin direnci penisilin baglayici protein 5 (PBP5)’in yiiksek seviyede
ekspresyonundan ileri gelmektedir (Vrabec ve ark., 2015).
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Enterokoklar arasinda tetrasiklin direnci yaygin olup en sik bulunan gen tetM’dir.
Bu gen disinda enterokoklardaki tetrasiklin diren¢ determinantlann K,L,O ve S
smiflarina sahiptir (Aarestrup ve ark., 2000). Calismamizda tetM 32 izolatta, tetK 2
izolatta, tetL 2 izolatta ve tetM+tetK 4 izolatta tespit edildi. Yiiksel (2012), tetrasikline
direngli 13 enterokok susuyla yaptigi c¢alismada izolatlarin tamaminin tetM geni
tasidigini, higbirinin tetL geni igermedigini belirlemistir. Aarestrup ve ark. (2000)
tarafindan yapilan c¢alismada, 135 tetrasiklin direngli E. faecalis izolatinin 128’inde
(%95), 81 E. faecium izolatiin 77’°sinde (%95) tetM geni tespit etmislerdir. tetL geni
ise E. faecalis izolatlarmin %17’sinde, E. faecium izolatlarmin ise %16’sinda
saptanmigtir. Tetrasiklin direncinde 6nemli oldugu bildirilen tetM ribozomal koruma,
tetL 'de efluks atim pompasin1 kodlamaktadir. (Aarestrup ve ark., 2000, Del Campo ve
ark., 2003, Poeta ve ark., 2005). Deney sonuglarimizda da 95 enterokok izolatinda 43
tetM geni tespit edilmesi gostermistir ki, tetM geninin horizontal gen transferiyle
aktarilmasi, tetrasiklin direncliginin yayilimimin anlamak agisindan énem tasimaktadir.
Yang ve ark. (2019), 81 mastisitli siit ornegiyle yaptiklar1 ¢alismada tiim tetrasiklin
direngli E. faecalis izolatinda tek ya da kombine olarak bulunan tetK (%97.2), tetL
(%85.9), tetM (%97.2) ve tetS (%19.7) direng genleri tespit etmislerdir.

Eritromisin direnci genellikle ermB geni ile iligkilidir. erm(B) geni 23 rRNA’y1
modifiye eden ve makrolidlere kars1 direngliligi saglayan erm’i (eritromisin ribozom
metilasyon) kodlar (Del Campo ve ark., 2003). Metilasyon nedeniyle antibiyotik
ribozomlara baglanamaz. Makrolidler yaninda, linkozamidlere ve streptogramin B’ye
kars1 da direnglilik saglayan bu gen, sdz konusu antibiyotiklere diren¢li enterokok
izolatlarinda yaygim bir sekilde goriilmektedir (Aarestrup ve ark., 2000, Shepard ve
Gilmore 2002). Tez caligmamizda, eritromisin diren¢ genlerinden ermA 1 izolatta,
ermB 3 farkli kombinasyonda; tetM+ermB: 5, tetL+ermB: 1 ve tetM+tetL+ermB: 2
izolatta bulundu. Yang ve ark. (2019), eritromisin direngli izolatlarla yaptiklari
calismada, tek ya da kombinasyon halinde ermB 18 (28.1%) ve ermC 62 (96.9%)
genlerini birlikte bulmuslardir.

Calismamizda 95 enterokok izolatmin 3’tniin (%3,2) kloramfenikole direngli
oldugu ve sadece birinin cat geni tasidig1 belirlendi. Benzer sekilde Sanlibaba ve ark.
(2018), kloramfenikol direncini E. faecalis izolatlarinda %4,2 olarak bulmuslardir. Bu

sonuglar Tiirkiye’de rapor edilen diger kloramfenikol’iin yiliksek direnciyle ilgili

34



calismalardan disiiktiir (Citak ve ark., 2004; Yiksel ve ark., 2015). Tiirkiye’de
hayvancilikta koloramfenikoliin kullanimi 2002 yilinda yasaklanmistir (Kasimoglu-
Dogru ve ark., 2010). Bu yasaklanma Tirkiye’de diisiik kloramfenikol direncinin
muhtemel sebebi olabilir.

Enterokoklarda yiiksek diizey aminoglikozid direncine, aminoglikozid modifiye
eden enzimler (AME) aracilik eder. Calismamizda 1 izolatta hicbir AME geni
bulunmazken; 3 izolatta aac(6)-le-aph(2)-la geni, 1 izolatta ise aac(6')-le-aph(2")-la +
aph(3)-11la geni birlikte bulundu. Yiiksel’in (2012), yaptig1 ¢alismada aac(6’)- aph(2 ")
geni E. faecalis’te %26, E. faecium’da ise %9 olarak belirlenmistir. Kobayashi ve ark.
(2001), E. faecalis’te (%42,5) aac(6')-aph(2")’nin prevalansim1 E. faecium’a (%4,3)
gore daha fazla belirlemistir. Poeta ve ark. (2005), aynt AME genini yliksek diizey
gentamisin direngli 2 E. faecalis izolatinda ve Aarestrup ve ark. (2000) ise insan, domuz
ve broylerden elde ettikleri bes gentamisin direncli izolatin (bir E. faecalis ve dort E.
faecium) tiimiinde bu geni belirlemislerdir. Benzer sonuca Sanlibaba ve ark.’nin (2018)
caligmasinda da rastlanmustir (%3,8). Bizim deney sonuglarimizda da bes gentamisin
direncli izolatin doérdiinde direng genlerine rastlanmistir Gentamisin direng sonuglarimiz
benzer ¢alismalarla da uyumludur (Jamed ve ark., 2012; Bulajic ve ark., 2015). Bu
durum enterokoklarin  hiicre duvarindan diisiik diizeyde intrinsik olarak
aminoglikozidleri penetre etme durumlarina bagli olabilmektedir (Moellering ve ark.,
1980).

Rifampin direnci enterokoklarda yaygindir. Ciinkii mRNA’nin transkripsiyonunu
inhibe eder. Calismamizda yiiksek diizey rifampin direncine rastlanmistir (%33,7).
Ulkemizde benzer sekilde Sanlibaba ve ark. (2018), rifampin direncini %78,4
bulmuslardir.

Yiiksek antibiyotik diren¢ oranlarinin olmasi antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz
kullanimindan kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir. Cok farkli antibiyotik direng
oranlarinin bulunmast hayvan yemlerinde terapotik olmayan antimikrobiyal biiylime
faktorlerinin kullanimi ile ve tlkelerde farkli uygulama mevzuatlarin olmasindan da
kaynaklanabilir.

Enterokoklarin patogenezinde ¢esitli viriilens genlerininde rol oynadig1
bilinmektedir. (Mundy ve ark., 2000). Enterokoklarin enfeksiyona neden olmasi igin,

konak dokuya kolonize olmalar1 ve konak immun savunma mekanizmalarindan
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ka¢masini saglayacak cesitli viriilens faktorlere ihtiyact vardir. Bu ¢alismada izolatlarin
hi¢birinde hyl geni bulunmazken, gelE, asal, esp ve cylA genleri sirasiyla %79,8,
%64,3, %63,1 ve %10,7 oranlarinda tespit edildi. Onbir izolatta ise higbir viriilens geni
belirlenmedi. Ayrica gesitli virlilens gen kombinasyonlarma en ¢ok E. faecalis
izolatlarinda rastlandi. Tez g¢alismamizda dokuz enterokok izolatinin herhangi bir
viriilens gen ya da diren¢ geni tagimadigi, ancak bunlardan alt1 izolatin bir veya birkag
antibiyotige fenotipik olarak direncli oldugu tespit edilmistir. Bazi1 arastiricilar siit ya da
peynir orjinli E. faecalis ve E. faecium orneklerinde viriilens genlerine rastlanmazken
(Omar ve ark. 2004), calisma sonuglarimiza benzer onceki calismalarda, E. faecalis
izolatlarinin daha ¢ok viriilant 6zellik tasidigini bildirmislerdir (Franz ve ark., 2001;
Martin-Platero ve ark., 2009; Hammad ve ark., 2015). Biiyiikyoriik ve ark.’nin (2014)
taze peynirlerle yaptigi calismada ise E. faecium izolatlarinin daha fazla viriilens 6zellik
tagidiklarin1 raporlamiglardir. Ayrica calisma sonuglarimiza benzer sekilde, aym
aragtirmacilar ve Martin-Platero ve ark., (2009) hemen hemen tim E. faecalis
izolatlarinin gelE ve siklikla asal ’e sahip olduklarini belirtmislerdir.

Hammad ve ark. (2015), Misir ¢ig siit peyniri ve Karish peynirinden izole ettikleri
100 enterokok izolatinin %2,5’inde asal, %0,83 cylA, %4,1 esp, %6,6 gelE ve
%0,83"iinde hyl viriilens genlerinin varligini tespit etmisler. Herkmen (2015) 13 E.
faecium izolatinin %69,2’sinde efaAfm, %30,7’sinde gelE, %30,7 esp viriilens genlerini
tasidiklarini, izolatlarin %23’iinde hi¢ viriilens gen olmadigin1 ve bakilan 5 viriilens
genotipinden %38,4’iiniin bir gen, %23 iiniin iki gen ve %15,3’1liniin ii¢ gen icerdigini
bulmuslardir. Yang ve ark. (2019), 81 mastisitli siit 6rnegiyle yaptiklar1 ¢aligmada E.
faecalis izolatlarinin viriilens genlerini sirasiyla gelE 57 (70.4%), hyl 2 (2.5%), asal 20
(24.7%), esp 69 (85.2%), efaA 74 (91.4%), ve ace 16 (%19.8) olarak tespit etmisler.
Izolatlarin higbirinde cylA gozlenmezken, 77 (%95,1) izolatta en az 2 viriilens gen tespit
edilmis ve 4 izolat tiim viriilens genler agisindan negatif bulunmustur. Gaglio ve ark.
(2016) geleneksel peynir, ¢ig gida ve gida ekipmanlarindan izole ettikleri 40 enterokok
izolatinin 20’sinde farkli viriilens genleri tespit etmislerdir. E faecalis suslarmin E.
faeciuma’a gore daha cok viriilens faktor tagidigini ifade etmislerdir. E. faecium’da gelE
geni 15(%37,5), asal 19 (%47,5), efaA 10 (%25,0), ace 11 (%27,5) ve esp de 8 (%20,0)

susta bulunmustur.
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Bu tez ¢alismasiyla, bildigimiz kadariyla, Hatay’da ilk kez ¢ig siitlerden izole
edilen enterokok suslarinda viriilens genlerinin varligini ve dagilimini belirlemis olduk.
Diinyada oldugu gibi lilkemizde de enterokoklarin siit tiriinlerinin imalatinda kullanilma
egilimleri vardir. Tez calismamizda yiiksek siklikta viriilens genleri belirlendiginden,
enterokok tiirlerinin genis bir viriilens gen grubu i¢in molekiiler tarama olmadan tiretim
amactyla  kullamlmamasimm1 tavsiye etmekteyiz. Ozellikle siit endiistrisinde
enterokoklarin viriilens 0Ozelliklerinin fenotipik olarak belirlenmesinin molekiiler
yontemler kullanilmadik¢a giivenilir olmadigi belirtilmistir (Malek ve ark., 2012). Tez
calismamizda izolatlar bazi sinirh viriilens gen varligir agisindan taranmis olsa da,
sonuglarimiz gida endiistrisinde kullanim i¢in enterokok suslarmin giivenligi ile ilgili
olarak ifade edilen endiseleri pekistirmektedir (Ogier ve Serror, 2008). Calismamizda
denenen tiim antibiyotiklere karsi duyarli olan ve antibiyotik direng/viriilens geni
tasimayan ii¢ enterokok izolat1 (E. durans n:2, E. faecalis n:1) bulunmasi énemlidir. Bu
tic izolatin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesiyle ilgili daha ileri diizeyde yapilacak
calismalar ile siit endiistrisinde potansiyel kullanilabilirlikleri ortaya ¢ikabilecektir.

Bu caligmanin sonuglart ¢ig siitiin, yiiksek diizeyde Enterococcus spp. i¢erdigini,
halk sagligina zarar verebilecek potansiyel bir antibiyotik direngli ve viriilent enterokok
rezervuari olabilecegini ve bu genlerin gida kaynakli yayilmasi i¢in bir risk faktorii

oldugunu gostermektedir.

37



5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismamizda Hatay ilinde parakende satis yapilan ¢ig siit 6rneklerinden
izole edilen 95 Enterokok izolatinda tiir dagilimi, antibiyotik direnclilik profilleri ve
bazi viriilens faktorlerin belirlenme sikliklarini esas alan fenotipik ve genotipik analizler
gerceklestirilmistir.

Deney sonuglart analiz edildiginde, incelenen ¢ig siit kokenli Enterokok tiirlerinde
coklu antibiyotik direng gelisimi gdzlenmistir. Bu izolatlarin, viriilens1 ve fenotipik
olarak coklu antibiyotik gelisimini tesvik eden paternleri agisindan incelendiginde;
hastalik yapici olarak bilinen patojeniteye katkida bulunan bazi yilizey adhezinlerinin ve
hidrolitik salinan enzimleri kodlayan genlerin yanisira, kazanilan cesitli antibiyotik
direncliligine sebep olan genleri de igerdikleri tespit edilmistir. Cig siit gibi ozellikle
gida kaynakli enterokok tiirlerinde antibiyotik direncliliginin belirlenmesi, halk saglig
acisindan enterokoklarin sebep oldugu hastaliklarin  yalnizca klinik kokenli
olmayacagina ve giderek yayilabilecegine dair giiglii sonuclar sunmaktadir. Ayrica
incelenen cogu enterokok izolatinda en az bir veya cesitli kombinasyonlar seklinde
viriilens genlerin tespiti, bu izolatlarin fermentasyon yontemleriyle yapilan geleneksel
islemlerde starter kiiltiir olarak kullanilamayacaklarini ve daha ileri ¢alismalara ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir. Gerekirse Ornek sayisi arttirilarak, enterokoklarda tiim
horizontal gen aktarim mekanizmalarinin daha detayli bir sekilde arastirilarak temel
diren¢ mekanizmalarinin  belirlenmesi, enterokok patogenezinde rol oynayan

viriilensligin gelisiminin anlagilmas1 bakimindan 6nem arz etmektedir.
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