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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

SUT VE SUT URUNLERINDE YUKSEK SEVIYEDE AMINOGLIKOZID
DIRENCLI ENTEROCOCCUS SPP. YAYGINLIGI VE AMINOGLIKOZID-
MODIFIYE EDICi ENZIM (AME) GENLERININ BELIRLENMESI

Rahime OZDEMIR

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Yasin TUNCER

Bu g¢alismanin amaci Isparta ve Antalya illerinde geleneksel {iriin satilan market ve
pazarlardan temin edilen toplam 100 ¢ig siit (10) ve siit iirtiniinde (70 peynir, 10 tereyag,
10 yogurt) yiiksek seviyede aminoglikozid direngli (YSAD) Enterococcus yayginligi ve
aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) genleri varhiginin arastirilmasidir. Ayrica,
izolatlarin antibiyotik direng profilleri ile gentamisin ve streptomisin minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) da belirlenmistir. Tez calismas1 kapsaminda 24
ornekten (2 ¢ig siit, 22 peynir) toplam 59 YSAD Enterococcus susu izole edilmistir. 59
YSAD izolatinin 20’si yiiksek seviyede gentamisin direncli (YSGD) ve 39’u yiiksek
seviyede streptomisin direngli (YSSD) dir. Molekiiler yontemler ile (tiire 6zgli PZR ve
16S rDNA dizi analizi) izolatlarin 26°s1 E. faecalis (% 44.07), 18’1 E. faecium (% 30.51),
13’ E. durans (% 22.03) ve 2’si E. gallinarum (% 3.39) olarak tanimlanmistir. Disk
diflizyon testi sonucu YSAD Enterococus izolatlarinin en duyarli oldugu antibiyotigin
teikoplanin, en direngli olduklar1 antibiyotigin ise tetrasiklin oldugu saptanmustir.
Izolatlar arasinda antibiyotiklere en direngli tiiriin E. faecium oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarm % 89.83ii (53/59) ¢oklu antibiyotik direncine (en az ii¢ antibiyotige kars
direncli) sahip bulunmustur. YSAD Enterococcus izolatlarinin streptomisin  ve
gentamisin antibiyotiklerine karst MIiK degerlerinin 64 ile >4096 pg/mL arasinda
degistigi belirlenmistir. 59 YSAD Enterococcus izolatinin 47’sinin (% 79.66) hem
YSSD hem de YSGD olduklar tespit edilmistir. YSAD Enterococcus izolatlarinda en
sik rastlanan aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) geninin % 94.92 (56/59) ile
aph(3')-1lla oldugu tespit edilmistir. Bu geni sirasiyla % 45.76 (27/59) ile ant(6')-1a, %
20.34 (12/59) ile aph(2")-1c ve % 10.17 (6/59) ile ant(4')-1a’nin izledigi belirlenmnistir.
Izolatlarimin  higbirinde aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(2")-lb ve aph(2")-1d genlerine
rastlanmilmamistir. PCR denemeleri sonucu E. durans RG20.1, E. faecalis RG22.4 ve
RG26.1 izolatlarinda AME geni varligi tespit edilmemistir. Sonug olarak bu calisma, ¢ig
siit ve peynir Orneklerinde YSAD Enterococcus varligimi gostermistir. ' YSAD
Enterococcus izolatlar1 yiiksek seviyede aminoglikozid direnci ile iliskili genlerin
yayilmasinda rezevuar gorevi gorebilir.

Anahtar Kelimerler: Cig siit, peynir, Enterococcus, yiiksek seviyede aminoglikozid
direnci, gentamisin, streptomisin, aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) genleri,
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

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

Rahime OZDEMIR

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

Supervisor: Prof. Dr. Yasin TUNCER

The aim of this study is to investigate the prevalence of high-level aminoglycoside
resistant (HLAR) Enterococcus in 100 raw milk (10) and dairy products (70 cheese, 10
butter, 10 yoghurt) obtained from traditional markets and bazaars in Isparta and Antalya;
and to investigate the presence of aminoglycoside-modifying enzyme (AME) genes. In
addition, the antibiotic resistance profiles of the isolates and gentamicin and
streptomycin minimum inhibition concentrations (MIC) were also determined. Within
the scope of thesis study, a total of 59 HLAR Enterococcus strains were isolated from 24
samples (2 raw milks, 22 cheeses). 20 of 59 HLAR isolates are high level of gentamicin
resistant (HLGR) and the rest 39 is high level streptomycin resistance (HLSR). Of the
isolates with molecular methods (species-specific PCR and 16S rDNA sequence
analysis), 26 were defined as E. faecalis (44.07%), 18 as E. faecium (30.51%), 13 as E.
durans (22.03%) and 2 were defined as E. gallinarum (3.39%). As a result of disc
diffusion test, teicoplanin is the antibiotic to which HLAR Enterococus isolates are the
most sensitive; and tetracycline was the most resistant antibiotic. Among the isolates, E.
faecium was found to be the most resistant species to antibiotics. 89.83% (53/59) of the
isolates had multiple antibiotic resistance (resistant to at least three antibiotics). MIC
value of HLAR Enterococcus isolates against streptomycin and gentamicin antibiotics
ranged from 64 to >4096 pg/mL. It was determined that 47 (79.66%) of 59 HLAR
Enterococcus isolates were both HLSR and HLGR. The most common aminoglycoside-
modifying enzyme (AME) gene in Enterococcus isolates was aph(3')-111a with 94.92%
(56/59). This gene was followed by ant(6')-la, 20.34% (12/59) with aph(2")-Ic and
10.17% (6/59) and ant(4')-la with 45.76% (27/59), respectively. None of the isolates
contained the aac(6')-1e-aph(2")-1a, aph(2")-1b and aph(2")-1d genes. As a result of PCR
experiments, the presence of AME gene in E. durans RG20.1, E. faecalis RG22.4 and
RG26.1 isolates was not detected. In conclusion, this study showed the presence of
HLAR Enterococcus in raw milk and cheese samples. HLAR Enterococcus isolates can
act as resorbers in the dissemination of genes associated with high levels of
aminoglycoside resistance.

Keywords: Raw milk, cheese, Enterococcus, high level aminoglycoside resistance,
gentamicin, streptomycin, aminoglycoside-modifiying enzyme (AME) genes,
polymerase chain reaction (PCR)
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1. GIRIS

Enterokoklar gida mikrobiyolojisi ve klinik mikrobiyoloji agisindan 6nemli laktik
asit bakterileri (LAB)’dir (Franz vd., 2003; Klein, 2003). Enterokoklar toprakta, suda
ve atik sularda, bitkilerde, hayvanlarin (memeliler, kuslar, siiriingenler, bocekler) ve
insanlarin deri, gastrointestinal ve iirogenital sistemlerinin dogal florasinda yer alirlar
(Lukaskova ve Sustackova, 2003; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010). Bu kaynaklarimn
disinda deniz iirtinlerinde, siit iiriinleri gibi hayvansal kaynakli gidalarda, sebzelerde
ve fermente gidalarda bu mikroorganizmalara rastlanmaktadir (Hayes vd., 2003;
Kiihn vd., 2003).

Enterokoklarin hem pastorizasyon sicakliklarina dayanikli olmalar1 hemde farkli
substrat ve gelisme kosullarina (diisiik ve yiiksek sicaklik, ekstrem pH ve tuz
konsantrasyonlari gibi gelisme kosullarina) kolay uyum saglayabilmelerinden dolay1
siit ve et gibi ¢ig hammaddelerden {iretilen hayvansal gidalardan, 6zellikle fermente
sosisler ve peynirlerden siklikla izole edilirler (Callewaert vd., 2000; Cariolato vd.,
2008; Ozden Tuncer vd., 2013; Yogurteu ve Tuncer, 2013, Tuncer vd., 2014). Bu
bakteriler bircok gidada dogal olarak bulunan ve ¢esitli gidalarin fermantasyonunda
rol oynayan 6nemli mikroorganizmalardir (Cocconcelli vd., 2003; Guessas ve Kihal,
2004). Akdeniz iilkelerindeki geleneksel peynirlerin mikrobiyotasi {izerinde yapilan
calismalar, enterokoklarin proteoliz, lipoliz ve sitrat yikimi yoluyla bu peynirlerin
olgunlagmasinda onemli role sahip oldugunu ve bunlarin tipik tat ve aromasina
katkida bulundugunu gostermistir (Coppola vd., 1990; Giraffa vd., 1997; Franz vd.,
1999). Ogzellikle baz1 fermente et iiriinlerinin ve baz1 peynir gesitlerinin
mikrobiyotasinin 6nemli bir kismimi olustururlar (Franz vd., 2003; Giraffa, 2003).
Enterococcus tiirleri, et ve et iirlinlerinde sicaklik, pH ve tuza kars1 direngli olmalar1
nedeniyle sayilar1 yiiksek diizeylere cikabilmekte ve bozulma yapabilmektedirler

(Callewaert vd., 2000).

Enterococcus cinsine ait bakteriler, fekal kirliligin gostergesi olarak karsimiza
cikabilirler ve gidalarda iiretim asamalarinda hijyenik olmayan kosullar
olusturabilirler. Buna bagli olarak gidalarda bulunmalari kontaminasyonun bir
gostergesi olarak kabul edilirken hem fermente gidalarda koétii iiretim kosullari

hemde kontaminasyon seviyesinin bir gostergesi olarak bilinirler. Bu 6zelliklerinden
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dolay1 enterokoklar su ve bazi gida oOrneklerinde hijyen indikatorii olarak
kullanilmaktadirlar (Arizcun vd., 1997; Franz vd., 1999; Giraffa, 2003; Lukaskova
ve Sustackova, 2003; Hugas vd., 2003). Bunun yani sira son yillarda enterokoklarin
neden oldugu hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda biiyiik oranda artis
gozlenmektedir (Hosgor, 1996). Enterokoklar, hastane enfeksiyonu olan bakteriyemi
etkenleri arasinda 3. sirada, cerrahi yara ve iriner sistem enfeksiyonlari arasinda ise
2. sirada yer almaktadirlar (Klein, 2003; Yazgi vd., 2003; Sirin, 2004; Akdemir,
2010). E. faecalis ve E. faecium; enterokok tiirleri arasinda insanlarda en fazla
enfeksiyon sebebi olan ve gidalardan yiiksek siklikla izole edilen en 6nemli tiirlerdir

(Murray, 1990; Klein, 2003; Merig vd., 2004).

Enterokoklarin patojenitesine sebep olan en 6nemli faktorlerden biri bu bakterilerin
antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direngtir (Yogurtcu ve Tuncer, 2013).
Enterokoklarda klinik olarak 6nemli temel antibiyotiklere karsi dogal (intrinsik) ve
kazanilmis (ekstrinsik) olmak tizere iki direng tipi vardir (Yiice, 2001; Garrido vd.,
2014; Cepoglu vd., 2016). Dogal direng sefalosporin, beta laktam, siilfanomid, diisiik
diizeyde klindamisin ve aminoglikozidlere; kazanilmis direng ise aminoglikozid,
penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol ve vankomisine karsi gelisebilmektedir (Cepoglu
vd., 2016). Dogal direng, tiire ve cinse dzgli olmasinin yani sira enterokok tiirlerinin
tamaminda gozlenir ve genetik determinantlar: kromozomal DNA iizerinde kodludur.
Kazanilmig direng ise; genellikle DNA mutasyonlari, transpozon, plazmid veya
patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma transferi sonucu
olugsmaktadir (Demirgiil, 2015; Akgil, 2016). Penisilinler, aminoglikozidler ve
glikopeptidler enterokok enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullanilan  baslica
antibiyotikleri olusturur (Meri¢ vd., 2004). Gentamisin ve streptomisin klinik
uygulamalarda kullanilan iki 6nemli aminoglikozid grubu {iyesi antibiyotiktir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar ile Diinya genelinde yiiksek seviyede gentamisin (YSGD)
(MIK >500 pg/mL) ve streptomisin direngli (YSSD) (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlart (MiK) >2000 pg/mL) bakterinin izole edildigi rapor edilmistir
(Niu vd., 2016). Bakteri hiicre g¢eperinden antibiyotik gecememesinden dolayi,
enterokoklar aminoglikozid antibiyotiklere diisiik diizeyde dogal direnclidir.
Enterokoklar, aminoglikozidlere plazmid aracili aminoglikozid modifiye edici
enzimlerle yiliksek diizeyde direng gelistirirler. Yiiksek seviyede aminoglikozid
direnci (YSAD); bakterilerin MIK degerlerinin oldukca yiiksek diizeylerde
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(gentamisin 500 pug/mL, streptomisin 2000 pg/mL) bulunmasit seklinde
tanimlanmistir  (Hosgdr, 1996). Gram pozitif bakterilerde en sik karsilasilan
aminoglikozid direng bi¢imi aminoglikozid-modifiye edici enzimleri kodlayan
genlerin kazanimidir (Bismuth ve Courvalin, 2010; Niu vd., 2016). Hayvan
yetistiriciliginde bilingsiz ve kontrolsliz antibiyotik kullanim1i kommensal
bakterilerde 6nemli klinik ilaglara direncin gelisiminin ve yayilmasinin temel sebebi
oldugu diistintilmektedir (Mathur ve Singh, 2005). Simdiye kadar enterokoklara tek
bagina bir ilacin bakterisidal etkisi gosterilememistir  (Spiegel, 1988;
Watanakunakorn, 1989). Ciddi enterokok enfeksiyonlarinda bir beta laktam
anitibiyotik ve bir aminoglikozid anitibiyotigin kullanilmast ile sinerjik etki saglanir.
Fakat yiiksek seviyede aminoglikoziddirenci enterokok varliginda bu iki antibiyotik
arasinda olusan sinerji kaybolur (Spiegel, 1988; Weissmann vd., 1991). Bu nedenle
entorokok kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde Oncelikle yiiksek seviyede
aminoglikoziddirencinin arastirilmasi gerekir (Hosgor, 1996; Meri¢ vd., 2004). Bu
amagla rutinde yalniz streptomisin ve gentamisine Yyiiksek diizeyde direng
arastirilmast  yeterlidir. Glinimiize kadar YSAD; fosfotransferazlar (APHS),
asetiltransferazlar (AACs) ve niikleotidiltransferazlar (ANTs) olmak tizere 3 farkli
aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) grubunun aktivitesi sonucu olustugu
belirlenmistir (Garrido vd., 2014; Niu vd., 2016). Yiiksek seviyede gentamisin
direncinin saptanmasi 2"-APH-6'-AAC enziminin varligini gésterir ve en yaygin
AME genidir (Hosgor, 1996; Niu vd., 2016).

Antibiyotik direnci son yillarda bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde
karsilagilan en 6nemli sorunu olusturmaktadir. Tedavi amagh veya verim artirici
olarak ¢iftlik hayvanlarinda kontrolsiiz ve uygunsuz antibiyotik kullaniminin
hayvansal kaynakli gidalarda bulunan bakterilerin antibiyotik direng 6zelliklerinin
artmasinda temel etken oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle tasinabilir genetik
materyaller lizerinde bulunan antibiyotik direng genlerinin insan sindirim sisteminde
diger bakteri tiirlerine aktarimi gida zinciri aracilif ile antibiyotik direng genlerinin
yayilmasina neden olmaktadir. Aminoglikozidler enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan hayati 6neme sahip ilaglar olarak tanimlanmaktadir. Son 10 yilda farkh
iilkelerde yapilan calismalar ile cesitli kaynaklardan izole edilen enterokok
izolatlarinin yiiksek seviyede aminoglikozid direnci arastirilmis olmasina ragmen

iilkemizde bu konu {izerine sadece klinik izolatlar iizerine yapilmis g¢alismalar
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bulunmaktadir. Yapilan taramalar sonucu lilkemizde siit ve siit iirinlerinde YSAD
enterokoklarin varligit ve AME genlerinin arastirildigina dair herhangi bir literatiir
verisine rastlanilmamistir. Bu dogrultuda planlanan bu tez calismasinda Antalya ve
Isparta illerinde bulunan yerel iiretici ve geleneksel {iiriin satilan market ve
pazarlardan temin edilen 100 adet siit ve siit driinleri (10 ¢ig siit, 70 peynir,
10 tereyag, 10 yogurt) oOrneklerinden izole edilen YSAD Enterococcus izolatlarinin
molekiiler yontemlerle tanis1 yapildiktan sonra izolatlarin antibiyotik direng profilleri
incelenmis, izolatlarda AME genlerinin varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile

arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enterokoklarin Genel Ozellikleri

2.1.1. Tarihce

Taksonomide 1984 yilina kadar Streptococcus cinsi i¢inde yer alan enterokoklar,
1899 yilinda Thiercelin tarafindan ilk kez tanimlanmistir (Franz vd., 1999; Giménez-
Pereira, 2005). 1906 yilinda Andrews ve Holder diskidan izole ettikleri mannitol ve
laktozu asit olusturarak fermente eden ve rafinozu kullanmayan Gram pozitif koklara
Streptococcus faecalis, 1919 yilinda ise Orla Jensen karbonhidrat fermentasyon
reaksiyonlar farkli olan ikinci bir fekal bakteri tiirti olarak ise Streptococcus faecium
bakterilerini tanimlamistir (Yildirim, 2007; Kog, 2009). Lancefield tarafindan, 1933
yilinda D grup antijene sahip olan fekal streptokoklar igin serolojik bir siniflandirma
yaptlmistir (Franz vd., 1999; Franz vd., 2003; Berzeg, 2005). Bu smiflandirma
enterokoklari, diger streptokok cinsi bakterinden; pH 9.6’da, 10 °C ve 45 °C’de,
% 6.5’luk NaCl varliginda iireyebilme, 60 °C’de 30 dk canli kalabilme ve eskiilini
hidrolize edebilmeleri ile ayirmaktadir (Klein, 2003). Sherman, 1937 yilinda
streptokoklar1 piyojenik, viridans, laktik ve enterokoklar olmak {izere dort ayr1 gruba
ayirmigtir.  Sherman’m  siniflandirmasi,  Lancefield’in =~ yaptigi  serolojik
smiflandirmaya uymaktadir (Murray, 1990; Devriese ve Pot, 1995; Franz vd., 1999;
Franz vd., 2003; Giménez-Pereira, 2005; Isleroglu vd, 2008).

Streptococcus  cinsinden  degisik  bir  genetik yapiya sahip  olmalan
nedeniyle S. faecalis ve S. faecium’un farkli bir cinse alinmalarini ilk olarak Kalina
(1970) onermistir. Streptococcus cinsi daha sonra fizyolojik testler, karsilagtirmali
serolojik calismalar ve siliperoksit dismutaz enzim analizleri ile niikleik asit
hibridizasyonu (DNA:DNA ve DNA:RNA) gibi molekiiler tanimlama tekniklerinin
gelistirilmesiyle beraber Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus olmak iizere 3
ayr1 cins olarak anilmaya baslanmistir (Devriese ve Pot, 1995; Franz vd., 2003;
Klein, 2003; Sirin, 2004; Berzeg, 2005). S. faecalis ve S. faecium olarak bilinen
bakteriler, yeni simiflandirmada E. faecalis ve E. faecium olarak adlandirtlmistir
(Domig vd., 2003; Klein, 2003).



Simdiye kadar 32’den fazla enterokok tiirli tanimlanarak, farkli gruplara ayrilmistir.
E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis E. faecalis grubunu; E. faecium,
E. durans, E. hirae, E. mundtii, E. porcinus, E. villorum E. faecium grubunu;
E. avium, E. pseudoavium, E. malodoratus, E. raffinosus E. avium grubunu;
E. casseliflavus, E. gallinarum, E. flavescens E. casseliflavus grubunu; E. cecorum
ve E. columbae E. cecorum grubunu; E. dispar, E. asini, E. pallens E. dispar
grubunu; E. saccharolyticus ve E. sulfureus ise E. saccharolyticus grubunu
olusturmaktadir (Williams vd., 1991; Franz vd., 1999; Klein, 2003). E. faecium ve
E. faecalis en ¢ok dikkat ¢eken iki tiirdiir ve gesitli fermente gidalarin {iretiminde
onemli rolleri oldugu gibi probiyotik olarak da kullanilmaktadirlar (Franz vd., 1999;
Franz vd., 2003; Klein, 2003; Galindo-Cuspinera vd, 2003).

2.1.2. Morfoloji, iireme ve biyokimyasal 6zellikleri

Enterokoklar insan ve hayvanlarin agiz, iiretra, safra yollari, intestinal sistemlerinin
dogal flora elemani olan, klinik ve gida mikrobiyolojisi agisindan 6énemli laktik asit
bakterileridir (LAB). Enterococcus cinsi bakteriler dogada yaygin olarak bulunmakta
olup, insan ve hayvan kaynakli fekal materyaller tarafindan (kanalizasyon ve hayvan
giibresi gibi) kontamine olmus ¢evrelerde (toprak, su ylizeyi, bitkiler, sebzeler ve
boceklerde) yaygin olan homofermentatif LAB’dir (Klein vd., 1998; Franz vd., 1999;
De Vuyst, 2000; El- Din vd., 2002; Franz vd., 2003; Domig vd., 2003; Linaje vd.,
2004; Caylan vd., 2004; Cariolato vd., 2008; Ozden Tuncer vd., 2013; Yogurtcu ve
Tuncer, 2013, Tuncer vd., 2014; Said vd., 2016). Bu kaynaklarin diginda
enterokoklar deniz {iriinlerinde, siit {riinleri gibi hayvansal kaynakli gidalarda,
sebzelerde ve fermente gidalarda da goriilmektedir (Hayes vd., 2003; Kiihn vd.,
2003). Bununla birlikte, giinimiizde bu bakteriler hastane ile iliskili enfeksiyonlarda
Oonemli firsatc1 patojenler olarak tanimlanmaktadir (Gawryszewska vd., 2017).
Geemis yillarda LAB cinsleri arasinda ozellikle Lactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus ve Leuconostoc iiyesi bakteriler incelenmekte iken son yillarda yapilan
genetik ¢alismalarda Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Weissella ve
Vagococcus cinsleri iizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir (Temiz ve Yilmaz,
2003; Okcu vd, 2011). Enterokoklar Gram pozitif, oksidaz negatif, ikili ya da kisa
zincirler halinde bulunan aerobik veya fakiiltatif anaerobik koklardir. Endospor

olusturmazlar ve sivi besiyerlerinde dipte ¢okelti seklinde, bulaniklik olusturmadan
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tirerler. Sitokrom enzimi icermedikleri ic¢in katalaz aktiviteleri yoktur. Ancak
E. faecalis kan igeren besiyerlerinde tretildiginde bazen zayif bir yalanci katalaz
reaksiyonu verebilir (Franz vd., 1999; Karakas, 2005; Isleroglu, 2008; Akdemir,
2010; Kajihara vd., 2015). Tim enterokok suslar1 losinaminopeptidaz (LAP)
olusturur (Murray, 1990; Ruoff vd., 1990) ve L-pirolidonil-p-naftilamidi (PYR)
reaksiyonlar1 pozitiftir (Sayiner, 2008).

Enterokoklar, soguk ve nemli toprakta 12 hafta kadar canli kalabilirler. Cogu
60 °C’de 30 dk isitilmaya direnglidir ve pH 9.6’da 10-45 °C’de ve % 6.5 NaCl
varhiginda treyebilirler. % 40 safra igeren ortamda eskiilini hidrolize eder ve
E. cecorum, E. columbae, E. saccharolyticus hari¢ PYR iiretirler. Bu reaksiyon onlari
grup A disi streptokoklar, Leuconostoc ve Pediococcus’dan ayirmada onemlidir
(Giménez-Pereira, 2005, Berzeg, 2005). Istisna olarak E. avium,
E. saccharominimus, E. cecorum ve E. columbae tiirleri % 6.5 NaCl varliginda yavas
gelisme gosterirler veya hig¢ gelismezler. Enterokoklar 1,3,5-trimetil-tetrazolyum
kloriirii (TCC) indirgeyebilirler (Franz vd., 1999; Klein, 2003; Foulqui¢ Moreno vd.,
2006; Fisher ve Phillips, 2009). E. flavescen, E. casseliflavus ve E. gallinarum gibi
baz1 enterokok tiirleri hareketlidir (Kog, 2009).

Enterokoklart diger Gram pozitif, katalaz negatif koklardan ayirmak biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Enterokoklar, Streptococcus cinsinden % 6.5 NaCl varliginda ve
10 °C’de gelisebilme 6zellikleri ile ayrilirlar. Ancak Pediococcus, Lactococcus veya
Tetragenococcus cinsinden ayirt edilmesi ¢ok zordur. Bunun i¢in fermentasyon
ozelligi, enzim aktivitesi, farkli sicaklik ve karbon kaynaklarinin bulundugu
ortamlarda gelismesi gibi faktorler dikkate alinmaktadir (Klein, 2003; Said vd.,
2016). Enterokoklar1 izole etmek igin eskulinli safrali azidli agar, kanamisinli
eskulinli azidli agar, sitrath azidli ve tween-80 li karbonatli agar, talyum asetatl agar
ve kristal viyoleli azidli agar gibi besiyerleri kullanilir (Berzeg, 2005). Kan igeren
besiyerinde biiyiik, gri, parlak ve bugulu goriiniimde koloniler olusur ve a veya

B hemolitik ya da non-hemolitiktir (Akpinar Kankaya, 2017).



2.2. Enterokoklarin Gidalarla iliskisi

Enterokoklar; ¢evrede cok genis bir alana yayilmis olup, insan ve hayvan sindirim
sisteminden, topraktan, c¢esitli su kaynaklarindan, bitkilerden ve ¢esitli gidalardan
siklikla izole edilmektedirler (Klein, 2003; Inoglu, 2013; Said vd. 2016;
Gawryszewska vd., 2017). Et ve et driinlerinde, siit ve siit iirinlerinde, 6zellikle
fermente irilinlerde sicaklik, pH ve tuza karsi direncli olmalar1 nedeniyle sayilari
yiiksek diizeylere c¢ikabilmekte ve bozulma yapabilmektedirler (Callewaert vd.,
2000; Hayes vd., 2003; Kiihn vd., 2003). Enterokoklar 6zellikle et ve siit {irlinlerinin
dogal mikrobiyotasinin  bir par¢ast olmalart nedeniyle, bu iirlinlerin

fermentasyonunda dogal starter kiiltiirler arasinda yer almaktadir (Klein, 2003;

Giraffa, 2003).

Ozellikle Akdeniz iilkelerinde {iretilen bazi geleneksel peynir ve sosislerin
olgunlagmas1 ve aroma gelisimi starter kiiltiirler kullanilmadan, dogal floraya bagh
olarak yapilmaktadir. Ev yapimi bu {irtinler yiiksek pH’ya sahip olmalar1 nedeniyle
enterokoklar igin iyi bir gelisme ortami olusturmaktadir. Boylece E. faecium,
E. faecalis ve E. durans’mn siit iiriinlerinde yiiksek oranda bulunmasinin yani sira
peynirin olgunlagsmasina ve lezzetin gelismesine de katki saglamaktadir. Peynir ve
sosis gibi fermente gidalarda dogal yolla {iretimi gergeklestirilen bu {irlinler bircok
ilkede sevilerek tiiketilmektedir. Farkli gelisme kosullarma dayanikliliklar
nedeniyle peynirlerde enterokok sayis1 10%*-107 kob/g arasinda degismektedir
(Giraffa, 2002; Franz vd., 2003; Karakas, 2005; Tuncer, 2009).

2.2.1. Enterokoklarin siit ve siit iiriinleri ile iliskisi

Enterokoklar; gidalarda uzun stire fekal kontaminasyonun bir gostergesi olarak kabul
edilmistir. Ancak son zamanlarda siit {irlinlerinin genel florasinin bir pargasi olarak
da dikkat cekmektedir. Ozellikle Akdeniz iilkelerinde ¢ig siitten iiretilen peynirlerden
siklikla izole edilmektedirler (Franz vd., 2003; Morandi vd., 2015).

Enterococcus cinsi bakteriler; siit ve siit tiriinlerinde birgok role sahiptir ve Feta,
Mozzarella ve Cebreiro gibi farkli Avrupa tipi peynirler basta olmak {izere peynir

endiistrisinde starter kiiltir kombinasyonunda kullanilmaktadirlar. E. faecalis,
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E. faecium ve E. durans siit iirlinlerinde en sik rastlanan tiirlerdir (Galindo-Cuspinera
vd., 2003; Giraffa, 2003; Tuncer, 2009; Demirel ve Giirler, 2016). Ozellikle Kuzey
Avrupa ve Portekiz, Ispanya, italya ve Yunanistan gibi Giiney Avrupa iilkelerinde
¢ig veya pastOrize siitten tretilen gesitli geleneksel peynirlerde E. faecium’un ¢ok
sayida bulunmasi genellikle peynir {iretimi sirasinda hijyen uygulamalarinin zayif
olmasindan kaynaklandigimi diistindiirmektedir (EI-Din vd., 2002; Saavedra vd.,
2003; Karakas, 2005). Diger taraftan peynirlerde E. faecium’un bulunmasi, bu
rtinlerin  Karakteristik organoleptik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasina yardimci
olmasinin yani sira enzim aktiviteleri ile primer ve sekonder metabolitler olusturarak,
peynirlerin aromasinin iyilestirilmesine de katkida bulunmaktadir (Giraffa, 2003;
Saavedra vd., 2003; Hugas vd., 2003). E. faecium, Akdeniz iilkelerinde geleneksel
peynirlerin iiretimi sirasinda; asidifikasyon, proteoliz, sitrat kullanimi, ugucu
aromatik bilesikler tiretme gibi fonksiyonel 6zellikleri sayesinde bir ¢cok geleneksel
fermente gidanin tat, koku ve aromasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle bazi
gidalarin fermantasyonunda duyusal 6zellikleri arttirmak amaciyla kullanilmaktadir
(EI-Din vd., 2002; De Vuyst, 2000; Cocconcelli vd., 2003). Bu bakteri peynir
tretiminde proteolitik enzim iiretimi ile kazeinin pargalanmasini saglayarak ve
esterazlarla siit yagimi hidrolize ederek peynir iiretimine fayda saglamaktadir (EI-Din
vd., 2002). Peynirin olgunlastirilmasini hizlandirmak, istenen tadi elde etmek ya da
probiyotik 6zelliklerinden yararlanmak; E. faecium tiirlerinin yardimer kiltiir olarak
kullanilma nedenidir (Giraffa, 2003). Ancak olgunlagmis peynirlerde enterokoklarin
varliginin  kabul edilebilir tada katki saglayip saglamadigi tam olarak
bilinmemektedir. Yiiksek sayida enterokok bulunmasi peynirlerin bazi organoleptik
ozelliklerinde bozulmaya neden olabilmektedir. Ayni1 zamanda enterokok suslarmin
patojen Ozellik tagiyabildiginden, starter kiiltiir olarak kullanilacak suslarin se¢iminde

bu hususun goz ardi edilmemesi gerekir (Inoglu ve Tuncer, 2013; Ertiirkmen, 2014).

Geleneksel peynirlerde enterokok tiirlerinin siklikla izole edilmesi, son yillarda bu
alanda yapilan calisma sayisimi arttirmistir.  Farkli arastirmacilar tarafindan
geleneksel peynir orneklerinde enterokoklarm bulunma sikligi veya iirtin kalitesi
tizerine etkisini hedef alan caligmalarin bazilar1 asagida 6zetlenmistir (Citak vd.,
2004). Giraffa vd. (2000), Picante peynirinden izole edilen E. faecium suslarinin;
peynirlerde sitrat metabolizmasini kullanarak olgunlastirma sirasinda asetaldehit,

diasetil, aseton gibi ugucu bilesikleri olusturarak peynir aromasina katkida
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bulundugunu bildirmislerdir. EI-Din vd. (2002), E. faecium’un ¢ig siitteki baskin
flora olmasina bagl olarak, peynirlerde sik rastlanma nedenlerinin basinda, yiiksek
sicaklik, tuz ve aside olan toleranslarindan ileri geldigi belirtilmistir. Glilmez ve
Giiven (2002), E. faecalis INIA4 susu ilave edilerek iiretilen peynirlerin, duyusal
analizlerinde kontrol Ornegine gore daha fazla puan aldigmmi bildirmislerdir.
Citak vd. (2004), 30 adet Tiirk tipi beyaz peynir 6rneginden izole edilen 101 adet
Enterococcus izolatindan; 62 adet E. faecalis, 25 adet E. faecium, 7 adet E. durans, 5
adet E. mundtii ve 2 adet E. hirae oldugu belirtilmistir. Belicova vd. (2007),
Slovak Bryndza peynirinden elde edilen 310 adet enterokok izolatindan 178 adet
E. faecium, 68 adet E. durans, 49 adet E. faecalis, 8 adet E. italicus, 3 adet
E. gallinarum, 3 adet E. casseliflavus ve 1 adet E. hirae oldugu tespit edilmistir.
Tuncer (2009) tarafindan yapilan ¢alismada tulum peynirinden 17 E. faecium, 11
E. durans ve 11 E. faecalis olmak iizere toplam 39 Enterococcus izolati elde edildigi
belirtilmistir. Jackson vd. (2010), 122 adet siit sigir1 isletmesinden toplanan
orneklerden elde edilen 718 adet izolattan; % 90.7°sinin E. hirae, % 40.7’sinin
E. faecalis ve % 39unun E. faecium tirii tyesi oldugu bildirilmistir.
Jamet vd. (2012), 126 Fransiz peynirinden elde edilen 337 Enterococcus izolatinin
% 81’1 E. faecalis, % 13’1 E. faecium ve % 6’s1 E. durans tiirii oldugu belirtilmistir.
Yogurtcu ve Tuncer (2013), 32 tulum peynirinden izole edilen 47 enterokok
izolatinin 21’inin E. faecium, 14’tniin E. durans ve 12’sinin E. faecalis oldugunu
rapor etmistir. Perin vd. (2014), kegci siitiinden izole ettikleri 29 LAB’sinin 18’inin
Enterococcus cinsine ait oldugunu bildirilmistir. Akoglu vd. (2017), 50 adet Mengen
peyniri 6rneginden toplam 117 adet LAB’si izole edilmis ve 9’u E. faecium, 4’i
E. faecalis ve 2’si E. durans olarak belirlenmistir. Russo vd. (2018), iki Sicilya
peynir tirii 6rneklerinden elde edilen 110 enterokok izolatrinin % 35’1 E. faecalis,

% 35’1 E. durans ve % 28’1 E. faecium tiirii iiyesi oldugu tespit edilmistir.

2.3. Antibiyotik Direng

Antibiyotikler, mantar ve benzeri mikroorganizmalar tarafindan {retilen,
mikroorganizmalarin ve baska canlilarin gelismesini durduran (biyostatik) ve hatta
bunlan 6ldiiren (biyosidal) dogal ya da kimyevi maddeler olarak tanimlanmaktadir
(Topal vd., 2013). Ilk defa Iskog bakteriyolog Alexander Fleming’in 1929 yilinda

gozledigi ve 1940 yilinda Chain ve Flarey’in Penicillium notatum’un salgilarindan
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elde edilen ve penisilin adi verilen ilacin birgok patojen mikroorganizmaya karsi
Oldiiriicii etkide bulunmasinin kesfedilmesi biiylik bir devrim olmustur (Berzeg,
2005). Son 50 yilda antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklar1 tizerinde oldukca faydali
oldugu goriilmiis ve eskiden o6ldiiriicti oldugu bilinen pek ¢ok hastaligin tedavisinde

vazgecilmez hale gelmistir (Yalman, 2014).

Bir bakterinin, antimikrobiyal bir ajanin oldiiriicii veya iiremeyi durdurucu etkisine
kars1 koyabilme yetenegi “direng” olarak tanimlanmaktadir. Direng gelisimi gereksiz
ve uygunsuz antibiyotik kullaniminin bir sonucu olmasinin yani sira bakterilerin
olumsuz c¢evre kosullarina adapte olabilmek icin gelistirdigi bir savunma
mekanizmasidir (Yiice, 2001; Yavas, 2015). Enterokoklarin patojenitesine katkida
bulunan 6nemli faktorlerin basinda bu bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri
direng gelmektedir (Yogurtcu ve Tuncer, 2013). Antibiyotikler c¢evredeki cogu
bakteriyi oldiirebilir ancak direngli bakteriler kendilerini yeniden diizenleyerek
antibiyotik direng genlerini diger bakteri tiirlerine aktarabilir (Doyle, 2001). Tarihteki
ilk diren¢ mekanizmasi 1940’11 yillarin ortalarinda penisilinin yaygin big¢imde
kullanilmaya baslanmasi sonucu Staphylococcus aureus suslarinda penisilinazlarin
varhigiyla gosterilmistir (Berzeg, 2005). Genel olarak, antibiyotik direncindeki artis
i¢in ana risk faktoriiniin antibiyotiklerin yaygin kullanimi1 oldugu kabul edilmektedir.
Bu durum hayvan ve insanlarda; direngli bakteriler ile diren¢ genlerinin ortaya
¢ikmasina ve yayilmasina yol agmaktadir (Lukasova ve Sustackova, 2003; Mathur ve
Singh, 2005). Son yillarda yapilan arastirmalar antibiyotik  direngli
mikroorganizmalarin gida yoluyla insanlara gecebilecegini gostermistir Ve
antibiyotiklere kargi artan direng sorunu tiim diinyay1 tehdit etmektedir (Ak¢am vd.,
2004; Demirel ve Giirler, 2016). Antimikrobiyal diren¢ bu sebeple, insan ve halk
sagligini direk olarak ilgilendirmesi agisindan ¢ok 6nemli bir hale gelmistir (Reuland
vd., 2014). Hayvanlardan insanlara antibiyotik direngliliginin aktarilabilecegi ilk kez
1969 yilinda Swann Komitesi bildirmistir (Kilig, 2004). Ancak 1940’1 yillarda
antibiyotiklerin kullanilmadig1 baz1 adalarda toprak ve digki 6rneklerinde tetrasiklin
ve streptomisine direncli bakteriler bulundugu; antibiyotik direncinin yalnizca yaygin
antibiyotik kullanimi sonucu degil, bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yagamini
stirdiirmek i¢in kullandig1 savunma siirecinin bir parcasi oldugu da belirtilmektedir

(Yiice, 2001).
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Antibiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinin bagirsak florasinda bulunan antibiyotik direngli
mikroorganizmalarin, hayvan beslenmesinde biiylime destekleyici olarak
kullanilmasi, direngli E. faecium tiirlerinin ortaya c¢ikmasinda seg¢ici ajan rolii
oynamalarina neden olmustur (Quednau vd., 1999; Butaye vd., 2000; Giraffa, 2002;
Cocconcelli vd., 2003; Kog, 2009; Demirel ve Giirler, 2016; Sanlibaba ve Sentiirk,
2018). Hayvan besiciliginde kullanilan bu antimikrobiyeller arasinda bilingsizce
insan tedavisinde kullanilan antibiyotikler de yer almaktadir (Bozkurt ve
Leblebicioglu, 2015). Bu antibiyotiklere kazanilan diger mekanizma ise Kklinik
uygulamalarda kullanilan antibiyotiklere kars1 gelisen c¢apraz direng olarak
degerlendirilmektedir (Emborg vd. 2003, Bagcigil vd. 2015, Hashem vd. 2015).
Enterokoklar klinik uygulamalarda kullanilan bircok antibiyotige karsi direnclidirler
(Lukasova ve Sustackova, 2003). Bakterilerin antibiyotik varhiginda bile
tireyebilmeleri ve hastalik yapabilmeleri, antibiyotik direncine sahip olmalarindan
kaynaklanir (Gokalp, 2015). Amerika’da E. faecium, hastane enfeksiyonlarina en sik
neden olan ikinci bakteri tiriidiir ve son yillarda en sik ortaya ¢ikan vankomisin
direngli enterokoklar (VRE)’dir (Salminen vd., 1998; De Vuyst vd., 2003; Berzeg,
2005; Karakas, 2005). Bazi kaynaklarda E. faecium’un antibiyotiklere Kkarsi
E. faecalis’ten daha direncli oldugu belirtilmektedir (Quednau vd., 1999).

Vankomisin ve teikoplanin’e karsi olan direng, gida kaynakli enterokoklar arasinda
en sik izole edilen direng fenotipidir (Giraffa, 2002). 1980’11 yillarin sonunda ilk defa
glikopeptidlere karsi direngli enterokoklar (GRE) tespit edilmis ve sebep oldugu
enfeksiyon cok zor tedavi edilebilmistir (Peters vd., 2003). Vankomisin ve
teikoplanin gibi glikopeptidlerin 6nemi, ¢oklu ila¢ direnci gosteren tiirlere ya da
penisilin, ampisilin gibi antibiyotiklere kars1 alerji gosteren kisilerin klinik
tedavisinde kullanilmalarindan kaynaklanmaktadir (Giraffa, 2002; Kog, 2009).

Pastorize ve ¢ig siitler, et ve et iriinleri, hazir gidalar, probiyotik kiiltiir gibi
tiriinlerde antibiyotige direngli enterokoklarin (ARE) varlig: tespit edilmistir ve bu
driinler antibiyotik direncinin gida zincirine yayilmasi riskini dogurmaktadir
(Giraffa, 2002). E. faecium siit endiistrisinde, 6zellikle de peynir {iretiminde starter
olarak kullanilmasina ragmen heniiz siit liriinlerinde VRE ile ilgili bir enfeksiyona
sebep oldugu rapor edilmemistir (Kog, 2009). Gida mevzuatlari bu tiir bakterilerin

gidalarda varliklarin1 bir hijyen indikatorii olarak kabul ediyor olsa da,
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antibiyotiklere diren¢ gida giivenligi kriteri olarak degerlendirilmemektedir (Ding

vd., 2012).

2.3.1. Antibiyotiklerin simiflandirilmasi

Antibiyotiklerin simiflandirilmasinda ¢esitli  kriterler dikkate alinmaktadir. Bu
kriterler; etki mekanizmalari, hedef hiicreye olan etkileri (etki giiclerine gore), etki
gosterdigi mikroorganizma grubu, etki spektrumu, immiin modiilator etkileridir
(Biiyiikkaya Kayis, 2014). Enterokoklar, klinik olarak 6nemli antibiyotiklere karsi
dogal ve kazanilmig direng i¢in ¢esitli mekanizmalar tasir ve antibiyotik direng
genlerinin aktarilmasinda etkili genetik degisim mekanizmalarina sahiptir (Garrido
vd., 2014). intrensek diren¢ (dogal direng), enterokoklarin karakteristik
ozelliklerinden biri olup kromozomal DNA kaynaklidir ve antibiyotik kullanimi ile
iliskisi yoktur (Murray, 1990; Teuber vd., 1999; Foulqui¢é Moreno vd., 2006; Alp,
2013; Demirgiil, 2015). Enterokoklar pek c¢ok antibiyotige karsi dogal direngli
olmalari, baska antibiyotiklere kolay diren¢ gostermeleri ve adaptasyonlarmin iyi
olmasi nedeniyle diger patojenlerden daha avantajlidirlar (Inoglu, 2013). Enterokok
tirleri penisilinlere, sefalosporinlere, linkozomidlere, trimetoprim-sulfometaksazole
ve aminoglikozidlere (diisiik seviyede), kinopristin/dalfopristine kars1 kalitsal olarak
direnclidirler (Oryasin, 2008; Dilik ve Istanbulluoglu, 2010; Sanlibaba ve Sentiirk,
2018).

Tiim enterokoklarda diisiik oranda (MIK, 62-500 pg/mL) intrensek aminoglikozid
direnci goriilmektedir. Bu durum aminoglikozidlerin hiicre i¢ine girisini kolaylagtiran
penisilinlerle birlikte kullanimi sonucu ¢oziilebilmektedir (Garrido vd., 2014). En sik
goriilen  enterokoklara bagli nozokomiyal enfeksiyonlar iiriner sistem
enfeksiyonlaridir ve bunlar1 cerrahi yara enfeksiyonlar1 ile bakteriyemiler izler
(Murray, 1998). Antibiyotik tedavisi altindaki hastalarda, enterokoklarin intrensek
antimikrobik direngleri, bu bakterilerin hayatta kalmalarina ve ¢cogalmalarina neden
olur. Bu nedenle genis spektrumlu antibiyotik kullanan hastalarda siiper
enfeksiyonlara yol acarlar (Berzeg, 2005). Tiim enterokoklar, diisiik molekiil agirlikli
penisilin baglayan proteinlerinin (PBP5); penisilin, ampisilin ve sefalosporinler dahil
diger beta laktam grubu antibiyotiklere karsi, diisiik ilgiye sahip olmasindan dolayi

beta laktam grubu antibiyotiklere karsi goreceli olarak direnglidir. E. faecalis i¢in
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penisilinin MIK degeri streptokoklara gore 10 ile 1000 kat daha fazladir (Kog, 2009).
Ekstrensek diren¢ (kazanilmig direng); direngli bir mikroorganizmanin direng genini,
duyarli mikroorganizmalara aktarmasi veya mikroorganizmalarin genlerinde olusan
mutasyonlar sonucunda meydana gelen genetik degisikliklerden dolayr zaman
icerisinde  duyarlt oldugu antibiyotige kars1 diren¢ gOstermesini ifade
etmektedir(Yiice, 2001; Yalman, 2014). Enterokoklarda yeni DNA pargasi
transferinden en fazla sorumlu olan mekanizma konjugasyondur. Buna ek olarak gen
transferi transformasyon ve transpozonlar araciligi ile de olmaktadir (Teuber vd.,
1999; Yiice, 2001; Oryasin, 2008; Demirgiil, 2015; Sanlibaba ve Sentiirk, 2018).
Tetrasiklin direnci, enterokoklarda konjugasyon yoluyla kazanilmis direncin en tipik
ornegidir (Kog, 2009). Enterokoklar; vankomisine, kloramfenikole, eritromisine,
tetrasikline, florokinolona, penisilinlere, yliksek seviye aminoglikozidlere ve
klindamisinlere karsi sonradan kazanilmis direng gelistirmektedirler (Dilik ve
Istanbulluoglu, 2010; Yalanca 2009, Garrido vd. 2014). Bunlar arasinda en
onemlileri yliksek seviyede aminoglikozid direnci, glikopeptid direnci, beta laktamaz

yapimi veya diger mekanizmalarla gelisen yiiksek penisilin direncidir (Berzeg,

2005).

Insanlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler ile hayvanlarda gelisim arttiric1 olarak
kullanilan antibiyotikler arasinda ¢apraz diren¢ bulunmaktadir ve hayvan gelisiminde
kullanilan antimikrobiyaller, insanlarda tedavi amaciyla kullanilan ilaglara karsi
dirence neden olmaktadir (Emborg vd., 2003). Capraz direng; bir antibiyotige karsi
direngli olan mikroorganizmanin, benzer mekanizma ile etki eden diger
antibiyotiklere kars1 direng gostermesidir. Genellikle eritromisin, neomisin,
kanamisin gibi benzer 6zellikteki antibiyotikler arasinda goriiliir (Yalanca, 2009).
Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin etki ve diren¢ mekanizmalar Cizelge

2.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin etki sekilleri ve direng mekanizmalar1 (Davies ve Davies, 2010)

Antibiyotik siniflari

Ornek antibiyotikler

Hedef

Diren¢ mekanizmasi / mekanizmalari

pB-laktamlar

Penisilinler,

penemler, monobaktamlar

sefalosporinler,

Peptidoglikan biyosentezi

Hidroliz, efluks, degistirilmis hedef

Aminoglikozidler

Gentamisin, streptomisin,

Spektinomisin

Translasyon

Fosforilasyon, asetilasyon, niikleotidilasyon, efluks, degistirilmis hedef

Glikopeptidler

Vankomisin, teikoplanin

Peptidoglikan biyosentezi

Yeniden programlanmis peptidoglikan biyosentezi

Tetrasiklinler

Minosiklin, tigesiklin

Translasyon

Monooksijenasyon, efluks, degistirilmis hedef

Makrolidler Eritromisin, Translasyon Hidroliz, glikolizasyon, fosforilasyon, efluks, degistirilmis hedef

Linkozamidler Klindamisin Translasyon Niikleotidilasyon, efluks, degistirilmis hedef

Streptograminler Sinersid Translasyon C-O liyaz (tip B streptograminler), asetilasyon (tip A streptograminler),
efluks, degistirilmis hedef

Oksazolidinonlar Linezolid Translasyon Efluks, degistirilmis hedef

Fenikoller Kloramfenikol Translasyon Asetilasyon, efluks, degistirilmis hedef
Kinolonlar Siprofloksasin DNA replikasyonu Asetilasyon, efluks, degistirilmis hedef
Primidinler Trimetoprim C1 metabolizmast Efluks, degistirilmis hedef

Siilfonamidler Siilfametoksazol C1 metabolizmast Efluks, degistirilmis hedef

Rifampisinler Rifampin Transkripsiyon ADP-ribozilasyon, efluks, degistirilmis hedef
Lipopeptidler Daptomisin Hiicre membrani Degistirilmis hedef

Katyonik peptidler Kolistin Hiicre membrani Efluks, degistirilmis hedef
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2.3.1.1. Beta-laktamlara direnc

Enterokoklarda ilk kez 1983 yilinda tespit edilen ve aminoglikozid ile beta laktam
sinerjist etkisinin kaybolmasina neden olan penisilin diren¢ mekanizmasi B-laktamaz
sentezidir (Aslan, 2011). Beta laktamaz antimikrobiyali; beta laktam halkasin
pargalayarak etkisiz hale getiren enzimlerdir. Par¢alanmay1 engellemek igin 3-laktam
antimikrobiyaller, B-laktamaz inhibitorleri ile kombine edilebilirler. En sik kullanilan
beta laktamaz inhibitorleri; klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktamdir (Saran ve
Karahan, 2010). Genisletilmis spektrumlu B-laktamazlar diinya ¢apinda hizla ortaya
cikmaktadir (Reuland vd, 2014). Enterokoklar bakteriyostatik etkiye sahip penisilin,
ampisilin, piperasin, immipenem gibi B-laktam grubu antibiyotiklere dogal olarak

diisiik seviyede direng gosterirler (Huycke vd., 1998).

Enterokok cinsi bakteriler iki ayr1 diren¢ mekanizmasi ile B-laktam antibiyotiklere
diren¢ kazanirlar. Direncin majér mekanizmasi, kromozomal olarak diisiik afiniteli
PBP5 miktarinin artmast sonucu penisilinin hiicre ic¢ine girisinin azalmasidir
(Cetinkaya vd., 2000; Arbeloa vd., 2004; Rice vd., 2005). B-laktam ajanlara
direngten Oncelikle enzimler sorumludur (Yice, 2001). Penisilin ve ampisilin gibi
B-laktam grubu antibiyotikler, bakteriyel hiicre duvarmm olgun peptidoglikan
tabakas1 sentezi sirasinda peptit yan zincirlerinin ¢apraz baglanmasini katalize eden
DD-transpeptidazlarin islevini engelleyen subsratlar (PBP) olarak bakteriyel gelisimi
inhibe ederler. PBP’ler B-laktam grubu antibiyotiklerle modifiye edildiginde etkisiz
hale gelirler (Templer, 2006; Kristich vd., 2014). Ozellikle Gram pozitif bakterilerde
hiicre duvarmin yapisal biitiinliigli agisindan peptidoglikan tabakasi ¢ok 6nemlidir ve
PBP degisimine baglh direng daha sik gdzlenmektedir (Yiice, 2001; Templer, 2006).
Bir diger diren¢ mekanizmasi ise; Gram negatif bakterilerin porin degisikliklerine
bagli olarak gegirgenligin azalmasi ile dis membran proteinlerinde degisiklik
meydana gelmesidir. Ornegin E. coli’de OmpF ve OmpC degisimleri ile
B-laktamlara, P. aeruginosa’da o6zel bir kanal proteini olan OprD kaybi ile
karbapenemlere direng gelisir. Yine aktif pompa sistemi ile antibiyotigin hiicre i¢inde
birikmesi engellenebilir. Ornegin E. coli, marRAB operonunun mutasyona ugramasi
sonucu [-laktamlar; tetrasiklin, kloramfenikol ve kinolon direnci gelistirebilir.

Molekiiler ¢aligmalar sonucunda 4 ayr sinif (A,B,C,D) B-laktamaz tanimlanmistir.

16



A, C ve D sinifi B -laktamazlar serin-ester aracilikli islev goren enzimler, B sinifi ise

¢inko iyonuna gereksinim duyan metalloenzimlerdir (Yiice, 2001).

2.3.1.2. Glikopeptidlere direng

Enterokoklarda glikopeptid antibiyotiklere direng ilk kez Uttley vd. (1988) tarafindan
bildirilmis ve daha sonra tiim diinyada hizla yayilmistir. Tiirkiye’de ise ilk VRE susu
Antalya’da saptanmis olup, 1998 yilinda Vural vd. tarafindan tespit edilmistir
(Yildirim, 2007). Ulkemizde hastane izolatlar1 arasinda VRE yaygimlik oran1 % 0-10
oldugu belirtilirken; hayvanlarda 2001 yilinda, tavuk ve kopeklerden izole edilen
enterokok suslarinin % 13-14’linde vankomisin direnci saptanmustir (Unal ve
Yildirim., 2010). Vankomisin ve teikoplanin glikopeptid antibiyotikleri, enterokokal
enfeksiyon tedavilerinde en son tercih edilen, ¢ok etkili antibiyotiklerdir (Yogurtgu,
2011; Aslan, 2011; Yildiz,, 2014). Glikopeptid antibiyotikler, Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvar1 sentezinde peptidoglikan polimerlerini olusturacak oncii
maddelerden olan D-ala-D-ala terminal ucuna baglanir ve hiicre duvari sentezini
bozarlar. Vankomisin direngli suslarda ise ligaz enzimi D-ala-D-ala ucunun yapisini
degistirir ve D-ala-D-ala-laktat veya D-ala-D-ala-serin meydana getirir (Malathum
ve Murray, 1999; Cetinkaya vd., 2000). Ancak peptidoglikan yan zincirine
D-ala-D-ala yerine ligaz enzimi ile D-ala-D-laktat veya D-ala-D-serin’in
sentezlenerek baglanmasi sonucunda, vankomisinin buraya baglanma yetenegi azalir,
hiicre duvar sentezi devam eder ve sonug olarak vankomisine kars1 direng gelisir
(Cetinkaya vd., 2000, Klare vd., 2003). Diren¢ siniflandirilmasi eskiden izolatlarin
MIK degerlerine gore yapiliyorken, giiniimiizde spesifik ligaz genlerinin varligina
gore yapilmaktadir. VanA, VanB, ve VanD tipi direng D-ala-D-ala-laktat, VanC ve
VanE tipi direng ise D-ala-D-ala-serin iiretimi ile iligkilidir (Malathum ve Murray,
1999; Cetinkaya vd., 2000). D-ala-D-ala-laktat ucunun olusmasi antibiyotigin
baglanma affinitesini yaklasik 1000 kat, D-ala-D-ala-serin ucunun olusmasi ise

antibiyotigin baglanma affinitesini yaklasik 7 kat azaltmaktadir (Kristich vd., 2014).

2.3.1.3. Makrolid ve linkozamidlere diren¢

Eritromisin gibi makrolid grubu antibiyotikler, duyarli bakterilerin 50S alt iinitelerine

geri doniislii olarak baglanarak protein sentezini inhibe ederler (Templer, 2006).
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Gram negatif bakterilerin dis zar1 hidrofobik bilesikleri gecirmedigi i¢in bu bakteriler
makrolid, linkozamid, streptogramin grubu (MLS) antibiyotiklere dogal direnglidir
(Yiice, 2001). Bu grup antibiyotikler enterokok enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanilmamasina ragmen penisilin alerjisi olan kisilerde makrolid grubu
antibiyotiklerden eritromisin tercih edilir. Bu sebeple enterokoklar arasinda bu grup
antibiyotiklere karsi direncin goriilme sikligmin arttigi diistiniilmektedir (Kristich

vd., 2011).

Bugiine kadar hedef modifikasyonu, antibiyotigin inaktivasyonu ve disar1 akis
sistemi olmak {izere i¢ farkli eritromisin direng mekanizmasi tanimlanmigtir
(Templer, 2006). Aerob ve anaerob Gram pozitif bakteriler arasinda, makrolid grubu
antibiyotiklere kars1 en yaygin gozlenen kazanmilmis direng sekli, makrolidin
ribozoma baglanma affinitesini azaltan 23S rRNA alt iinitesinin metillenmesidir
(Ornegin; ermA, ermB, ermC ve ermTR genleri) (Yiice, 2001; Akpinar Kankaya vd,
2016). Bu modifikasyon linkozamidlerin de baglanma affinitesini azaltmaktadir
(Kristich vd., 2011; Garrido vd., 2014). En sik rastlanan makrolid direng
determinantlar1 erm (Eritromisin ribozom metilasyon: erm) genleridir. Bu genler bir
metiltransferaz enzimi kodlamaktadir (Jensen vd., 1999; Pechere, 2001; Jaglic vd.,
2012; Garrido vd., 2014). Tanimlanmig erm genleri arasinda enterokoklarda en sik
rastlanan1 ermB genidir (Jensen vd., 1999; Jamet vd., 2012). Metilasyondan sorumlu
enzimler erm gen bolgesince kodlanir. Cesitli Gram pozitif bakterilerde 8 farkli erm
gen simifi belirlenmistir. Bu genler kromozom, plazmid veya transpozonlar iizerinde
tasinir ve yapisal ya da indiiklenebilir karakterdedir. Metilasyon, ribozomal
baglanma bolgesinin 6zelliklerini degistirerek tiim MLS grubu antibiyotiklere ¢apraz
direng gelismesine neden olur. Bu direng Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Corynebacterium, Clostridium ve Bacteroides gibi bakterilerde
saptanmistir (Yiice, 2001). Bagka bir diren¢ mekanizmasi ise efluks pompalariyla
antibiyotik molekiillerinin bakteri hiicresinden uzaklastiriimasidir (Ornegin; mefA,
mefE, msrA, msrC ve mreA genleri). Makrolid direnci tasinabilir genetik elemanlarin
horizontal transferi veya direngli bakterilerin yayilmasi ile hayvanlardan insanlara
aktarilabilmektedir (Garrido vd., 2014). Ayrica E. faecium’da tanimlanan linkozamid
niikleotidil transferaz tarafindan Kkatalizlenen linkomisin ve klindamisinin
3-(5'-adenilasyonu) diger bir direng mekanizmasidir (Bozdogan vd., 1999). Bu enzim

linB geni tarafindan kodlanmaktadir (Akpinar Kankaya, 2017).
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2.3.1.4. Tetrasikline direnc

Enterokoklarda tetrasiklin direnci klinik ve hayvansal kaynakli gida izolatlarinda
siklikla karsilagilmaktadir (Yogurtgu ve Tuncer, 2013; Morandi vd., 2015).
Enterokoklarda genellikle tetrasiklin direnci ribozomal koruma saglayan tetM, tetO
ve tetS gibi genler de tanimlanmistir (Aarestrup vd., 2000). Tetrasiklinler arasinda
capraz direng vardir. Doksisiklin ve minosiklin disinda herhangi bir tetrasiklin grubu
antibiyotige direngli olan bakteri bu grubun diger {lyelerinde de direnclidir.
Doksisiklin veya minosiklin disinda diger tetrasiklin iiyesi antibiyotiklere direncli
olan bakteriler bu antibiyotiklere duyarli olabilir (Yiice, 2001). Klinik izolatlarda
tetM geni genellikle Tn916 transpozonu lizerinde bulunur. Ayn1 zamanda konjugatif
plazmid veya kromozom iizerinde de tasinabildigi tespit edilmistir. Tetrasiklinin
disar1 atilmasini saglayan pompalarin kodlanmasinda tetK ve tetL genleri gorevlidir
(Leclercq, 1997). Diger direng genleri ise ribozoma baglanarak onun yapisini
degistiren ve tetrasiklinin ribozomlarla birlesmesini engelleyen proteinleri kodlarlar
(Garrido vd., 2014). Campylobacter, Mycoplasma, Ureaplasma, Bacteroides ve
Neisseria gibi bir¢cok bakteride bulunan tetM, tetO, tetQ ve tetS genleri; sentezlenen
sitoplazmik bir proteinin aktivitesi sonucu ilacin ribozoma baglanmasini engeller
(Ytice, 2001). tetL geni bir plazmidde tasinir ve efluks sistemini kodlayabildigi gibi
ribozomal kaynakli dirence de sebep olabilir (Klare vd., 2003). Tetrasiklinlerin hiicre
disina pompalanmasini saglayan gen, tetrasiklin ile temas sonucu indiiklenir.
Tetrasiklin direnci enterokoklarda konjugasyon yolu ile kazanilan direncin en tipik
ornegidir (Murray 1998). Tetrasiklin direncine yol acan ikinci 6nemli mekanizma
bakterilerde spontan mutasyonlar sonucu hiicre gegirgenliginin etkilenmesi ile ilag
aliminin azalmasi seklinde meydana gelmektedir. Tetrasiklin transport proteinlerini
kodlayan genler (tetA-G, tetK-L) Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde bulunur
(Yiice, 2001).

2.3.1.5. Rifampine direnc

Rifampin, Gram negatif bakterilerde ve mikobakterilerde DNA’ya bagimli RNA
polimeraz enziminin B-altbirimine baglanarak etki eden bir ilagtir. RNA polimeraz
enzimini kodlayan rpoB gen bdlgesinde olusan kromozomal mutasyonlar sonucu

rifampine kars1 diren¢ gelisir (Yiice, 2001). Bu durumun diger bakteri kaynakli

19



enfeksiyonlarin tedavisi sirasinda kommensal enterekoklarin antibiyotige maruz
kalmast ile olustugu diistiiniilmektedir (Akpinar Kankaya vd, 2016). Ayrica rifampin
hidrofobik bir bilesik olmasindan dolay1 dis zardan gegcemedigi i¢in Gram negatif
bakterilerin ¢ogu bu ilaca dogal olarak direnglidir (Spratt,1994). In vitro olarak dogal
rifampin direngli E. faecalis ve E. faecium mutantlarinin izole edildigi bilinmektedir
(Kristich vd., 2011). rpoB mutasyonu ile meydana gelen rifampin direnci
sefalosporinlere olan direnci etkilemezken, rpoB H486Y mutasyonunun

sefalosporinlere olan direnci arttirdig1 belirlenmistir (Kristich vd., 2014).

2.3.1.6. Oksazolidinonlara direng

Gram pozitif bakterilere karsi yiiksek antimikrobiyel aktivite (MIK, 4 pg/mL)
gosteren oksalizinon grubu tyesi linezolid ¢oklu ila¢ direnci gosteren enterokoklar
ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Murray 1998; Klare vd., 2003;
Akpmar Kankaya; 2016). 23S ribozomal alt iinitede meydana gelen mutasyon
linezolide kars1 direng olusmasina neden olur ve direng seviyesi mutasyona ugrayan
rRNA genlerinin allellerinin sayisina baglhidir. Linezolide direngli suslar aym
zamanda vankomisin, ampisilin, makrolidler, florokinolonlar, kloramfenikol,
rifampin, gentamisin, nitrofurantoin ve trimetoprim/siilfametoksazol gibi diger

antibiyotiklere kars1 da direng gosterebilirler (Jones vd., 2002).

2.3.1.7. Kinolonlara diren¢

Kinolonlar; genis etki spektrumlu, yaygm kullanim alanina sahip ve ayni zamanda
iyi farmakokinetik oOzellikleri olan antibiyotik grubudur (Ulusoy, 2010). Canli
mikroorganizmalardan elde edilen bir¢ok antibiyotigin aksine kimyasal yollarla elde
edilen sentetik maddeler olmalar1 nedeniyle aslinda antibiyotik degil, kemoterapotik
maddelerdir ve giiniimiizde &zellikle laboratuvar kosullarinda ¢ok sayida kinolon
molekiiliiniin sentezlenebilmesine olanak saglamaktadir. Antimalarial bir ajan olan
Klorokinin sentezi esnasinda tesadiifen nalidiksik asidin kesfedilmesiyle kinolonlar
klinik kullannmda yerini almaya baglamistir. Birgok yazar kinolonlar1 kusaklara
ayirarak incelemeyi tercih etmistir. Nalidiksik asit, oksolinik asit, sinoksasin,
piromidik asit, pipemidik asit, flumekin gibi kinolon tiirevleri birinci kusak

kinolonlar olarak simiflandirilmaktadir. Birinci kusak kinolonlarin antimikrobiyel
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aktivitesi; aerob Gram negatif bakterilere etkili, Gram pozitif aeroblara ve
anaeroblara etkisizdir. Molekiiliin C-6 pozisyonuna bir flor eklenmesiyle olusan yeni
molekiller florokinolonlar olarak adlandirilmis ve ikinci kusak kinolonlar olarak
siniflandirilmistir  (Andriole, 2005). Ikinci kusak kinolonlarin (siprofloksasin,
ofloksasin, norfloksasin) Gram negatif etkinligi daha iyi olmasinin yani sira Gram
pozitif etkinlige de sahiptirler. Siprofloksasin ayrica gii¢lii anti-pseudomonal etki
gosterir. Ancak anaerob etkinlikleri yoktur (Andriole, 2005; Van Bambeke vd.,
2005). Ugiincii kusak kinolonlarin (levofloksasin), 6zellikle pndmokoklara kars
artmis Gram pozitif etkinlikleri vardir ve anaeroblara da etkilidirler. Bu gruptan
sadece levofloksasin halen kullanilmaktadir. Doérdiincii  kusak  kinolonlar
(moksifloksasin ve gemifloksasin), pnomokoklara ve anaeroblara kars1 giicli

aktiviteye sahiptirler (Andriole, 2005).

Kinolonlar enterokoklara kars1 orta seviyede aktivite gostermelerine karsin, klinik
uygulamalarda florokinolonlarin kullanilmasi enterokoklarin bu antibiyotige direng
kazanmasina neden olmaktadir (Demirgiil, 2015; Akpinar Kankaya vd., 2016). Tiim
bakteri tiirlerinde fluorokinolonlara karsi olusan direng mekanizmasi DNA giraz
enzimindeki mutasyonlar (GyrA, GyrB) kaynaklidir. DNA giraz enzimi dort alt
birimden olugsmus olup, kinolonlarin asil hedefi A alt birimidir ve bu alt birimi gyrA
geni tarafindan kodlanmaktadir. gyrA geni mutasyonlar: tiim bakterilerde tiim
kinolon grubu antibiyotiklere karsi yiiksek diren¢ olusumundan sorumludur. gyrB
geni mutasyonlari ise 6zellikle P. aeruginosa ve E. coli’de gosterilmistir. Ancak bu
diren¢ tiim kinolonlara karsi olmayabilir (Acar ve Goldstein, 1997). Kinolonlar
ozellikle DNA siiper sarmalinin kontroliinde gorevli tip II topoizomerazlara (DNA
giraz ve DNA topoizomeraz IV) baglanip fonksiyonlarini yerine getirmelerini
engelleyerek bakteri gelisimini inhibe etmektedirler. DNA girazin GryA ve
topoizomeraz IV’un ParC alt {initelerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda
antibiyotigin enzime baglanmasi engellendiginden enterekoklarda kinolon direnci
ortaya ¢ikmaktadir (Akpinar Kankaya vd., 2016). Kinolonlara kars1 gozlenen ikinci
diren¢ mekanizmasi ise efluks pompalar1 ile antibiyotigin hiicre digina atilmasidir.
EmeA (Jung vd., 2010) ve EfrAB (Akpmar Kankaya vd, 2016) kinolon direnci i¢in
tanimlanan efluks pompalaridir. Aktif efluks sistemi, S. aureus (Nor A) ve
Enterobacteriaceae (MarA), Pseudomonas ve Campylobacter tiirleri gibi birgok

Gram negatif bakteride gosterilmistir (Yiice, 2001). Kinolonlara kars1 tanimlanan bir
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diger diren¢ mekanizmasi ise Qnr ailesi proteinler tarafindan DNA giraz ve
topoizomeraz IV’un kinolonlardan korunmasiyla saglanmaktadir (Mascher vd.,

2006).

2.3.1.8. Kloramfenikole direng

Kloramfenikol; Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde yaygin goriilen bir enzim
olup plazmid veya transpozonlar ile aktarilabilir. Enterokoklarin % 20-42’si
kloramfenikole direnclidir ve direngten sorumlu esas mekanizma, plazmid iizerinde
yer alan “cat” geni ile kodlanan kloramfenikol asetil transferaz tiretimidir. Ayrica bir
baska diren¢ mekanizmas: ise; efluks mekanizmasidir. Esas diren¢ mekanizmasi
plazmid kontroliinde sentezlenen ve intraseliiler bir enzim olan kloramfenikol asetil
transferaz enzim aktivitesidir. cat geni tarafindan kodlanan kloramfenikol
asetiltransferaz enzimi asetil-S-koenzim A aracigiyla bir veya iki asetil grubunu
kloramfenikol =~ molekiiliiniin  hidroksil grubuna kovalent olarak baglar.
Kloramfenikoliin asetilasyonu antibiyotigin ribozoma baglanmasini engeller ve ilag
ribozomlara baglanamayinca protein sentezi normal sekilde devam eder (Trieu-Cuot
vd., 1993; Yiice, 2001; Klare vd., 2003; Templer, 2006). Kloramfenikol direnci ayni
zamanda 23S rRNA’da meydana gelen mutasyonlardan dolayr dis membran
proteinlerinin  ekspresyonunun azalmasiyla, 3-O-fosfotransferazlar tarafindan
kloromfenikoliin inaktive edilmesi veya 23S rRNA metiltransferaz ile hedef bolge
modifikasyonuyla da meydana gelebilir (Roberts ve Schwarz, 2009).

2.3.1.9. Aminoglikozidlere direnc

Aminoglikozidler, yasami tehdit eden enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilan genis
spektrumlu, Streptomyces (streptomisin, neomisin, kanamisin, tobramisin) ve
Micromonospora (gentamisin ve sisomisin) cinsi funguslardan elde edilen dogal ya
da yar1 sentetik antibiyotiklerdir (Hosgdr, 1996; Mingeot-Leclercq vd., 1999). ilk
aminoglikozid Mycobacterium tuberculosis’e karsi inhibitor aktivitenin varligi igin
farkli toprak bakteri kiiltiirlerinin  (Streptomyces griseus’tan izole edilen)
taranmasiyla streptomisin kesfedilmistir. 1943 yilinda kesfedilen streptomisin,
tiiberkiiloza kars1 etkili olan ilk antibiyotiktir ve 1944 yilinda bu hastaligi olan bir

kadin antibiyotik tedavisi uygulanarak iyilestirilmistir. Uygulanan kombine tedavide
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giinimiizde streptomisin hala kullanilmaktadir ve amikasin veya kanamisin gibi
diger aminoglikozid antibiyotikler ikinci sirada tercih edilmektedirler. Bu kesif i¢in
S.Waksman 1952°de Tipta Nobel Odiilii’nii almistir (Jana ve Deb, 2006; Ramirez ve
Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013).

Aminoglikozid grubu antibiyotikler, aminoasitlere baglanmis aminosiklitol ¢ekirdegi
(streptamin, 2-deoksistreptamin veya streptidin) olan glikozidik baglarla karakterize
kompleks bir bilesiktir. Buna ek olarak, amino sekerlere bagli olmayan bir
aminosiklitol olan spektinomisin veya aminosiklitol foraminini i¢eren bilesikler gibi
diger bilesikler de bu ailenin i¢inde bulunur. Aminoglikozidler oncelikle Gram
negatif aerobik basiller, stafilokoklar ve diger Gram pozitiflerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Ramirez ve Tolmasky, 2010) Gentamisin,
tobramisin ve amikasinin etkinlikleri benzer olmakla birlikte, Pseudomonas
enfeksiyonlarinda tobramisin Oncelikli olarak tercih edilir. Amikasin, diger
aminoglikozidlere direncli bakterilerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde

denenebilir. Streptomisin; tularemi, veba, bruselloz ve tiiberkiiloz tedavisinde tercih

edilir (Jana ve Deb, 2006).

Bakteriler arasinda antibiyotik direncinin yayilmas: endigse vericidir. Kiiresel
senaryoda, kommensal bakterilerde direncin gelismesi ve yayilmasi, klinik olarak
onemli ilaglarin hayvancilikta uygunsuz kullanilmalariyla iliskilendirilmektedir
(Mathur ve Singh, 2005). Bir¢ok iilke insan hastaliklarinda tercih edilen kullanimlari
nedeniyle hayvancilikta belirli antibiyotiklerin uygulanmasini yasaklamiglardir
(Jaimee ve Halami, 2016). Bununla birlikte, aminoglikozidler, Gram negatif ve Gram
pozitif bakterilere karsi etkin bakterisidal etki goOstermeleri nedeniyle ¢iftlik
hayvanlarinda terapi ve profilaksi i¢in tavsiye edilir (Saran ve Karahan, 2010; Jaimee

ve Halami, 2016).

Yiiksek seviyede aminoglikozid direnci plazmid kodlu aminoglikozid modifiye eden
enzim liretimiyle veya ribozomal mutasyonla (sadece streptomisin i¢in) olur. Yiiksek
seviyede aminoglikozid direnci, 2000 pug/mL’nin iizerinde MIiK degerleri olarak
tanimlanir ve ciddi enterokok enfeksiyonlarinda hiicre duvarina etkili ajanlarla
(B-laktam antibiyotik) bir aminoglikozidik antibiyotik kombine kullanilmalar

halinde olusan sinerjistik etkinin kaybolmasina sebep olur. Streptomisin ve
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kanamisin antibiyotiklerine kars1 yiiksek seviyede diren¢ daha yaygindir. Gentamisin
antibiyotigine kars1 yiiksek seviyede direng saptanirsa, streptomisin disinda higbir
aminoglikozid antibiyotigin kullanilamayacagi anlamin1 tasir. Bu nedenle
enterokoklarda yiiksek seviyede aminoglikozid direnci 6zel bir klinik 6nem
tasimaktadir ve enterokoklarla olusan ciddi enfeksiyonlarda bu iki ajanin
(streptomisin ve gentamisin) arastirilmasi yeterlidir (Hosgor, 1996; Berzeg, 2005;
Yamazhan, 2007). Enterokoklar diisiik bir hiicre gegirgenligine bagli olarak orta
seviyede dogal aminoglikozid direnci gosterirler. Bu orta seviyede dogal direng
(MIK 62-500 pg/L) ortama penisilin gibi B-laktam antibiyotiklerin eklenmesiyle
asilabilmektedir. Penisilin aminoglikozidlerin hiicreye girmesini kolaylastirmaktadir

(Garrido vd., 2014).

2.3.2. Aminoglikozid diren¢ mekanizmalari

Aminoglikozidler, bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe etmek ve
MRNA’daki genetik bilginin dogru okunusunu azaltmak veya bozmak yoluyla
duyarli bakteri hiicreleri iizerine hizli bakterisidal etki gosterirler. Streptomisin
ribozomun 30S alt birimine, diger aminoglikozidler ise ribozomun hem 30S hem 50S
alt birimine baglanirlar. Streptomisinin protein sentezini inhibisyon etkisi daha
belirgin iken diger antibiyotiklerin genetik sifreyi yanhis okutma ozellikleri 6n
plandadir (Chow, 2000). Aminoglikozid direncinde farkli dogal direng
mekanizmalar1 rol oynamaktadir (Garrido vd., 2014). Aminoglikozidlere kars1 diisiik
diizeydeki direng (MIK=8-256 pg/mL) hiicre duvari gegirgenligindeki azalmaya
baghdir. Yiiksek diizeyli direng (MIK >2000 pg/mL) ise aminoglikozidlerin hedef
bolgelerindeki  (ribozomdaki baglanma bolgeleri) degisiklik sonucu veya
aminoglikozidleri inaktive eden enzimlerin sentezi sonucu olusur (Murray vd., 1998;
Erbek vd., 2002). Aminoglikozidlere kars1 bakteriyel diren¢ mutasyonlar, taginabilir
bozukluk ve edinilmis diren¢ nedeniyle olusur (Ramirez ve Tolmasky 2010).
Aminoglikozidlere karsi bakteriyel direng mekanizmalari, ¢cok sayida genetik ve
biyokimyasal ¢alismanin konusu olmustur (Jana ve Deb, 2006). Enterokoklar
aminoglikozidlere kars1 {i¢ farkli diren¢ mekanizmasina sahiptir (Chow, 2000). Bu
mekanizmalar;  bakteriyel  hiicreler  i¢indeki  antibiyotigin  hiicre  ici
konsantrasyonunun azaltilmasi ile ilacin sitoplazmaya gecisinin engellenmesi,

antibiyotigin molekiiler hedefinin degismesi ve aminoglikozidin enzimatik
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inaktivasyonudur (Jana ve Deb, 2006). Bunlardan en Onemlisi enzimatik
inaktivasyondur. Bunun Onemi aminoglikozid modifiye eden enzim (AME)
genlerinin plazmid ya da transpozonlar araciligi ile yayilabilmesinden ileri
gelmektedir (Ertek vd, 2003).

2.3.2.1. Bakteri membran gecirgenligindeki azalmaya bagh olusan direnc

Aminoglikozidlere kars1 kromozomal mutasyon nedeniyle membran gegirgenliginin
azalmasi sonucu meydana gelen direng diisiik diizeydedir ve biitiin aminoglikozidlere
kars1 ¢apraz direng seklindedir (Yildirim, 2007). Pozitif yiikli aminoglikozidler,
hiicre i¢ine aktif ve oksijene bagimli transport sistemi ile girer (Yiice, 2001). Bakteri
sitoplazma membranlarinda aminoglikozidin hiicre icine tasinmasini saglayan 6zel
aktif transport sistemi bozulur. Bu durumda ilag molekiilleri sitoplazma igindeki etki
yerine (ribozomlara), yeterli miktarda ulasamayacaklar1 icin antibakteriyel etkisi
azalir veya kaybolur. Ancak bu diren¢ dogada yaygin degildir (Aslan, 2011).
Oksijene bagimli aktif transport sistemi anaeroblarda olmadigi i¢in bu

mikroorganizmalar aminoglikozidlere dogal direnclidir (Yiice, 2001).

2.3.2.2. Ribozomal hedef degisiklikleri

Bu direng tipinde aminoglikozidlerin baglandig: 30S ribozomal alt birimde yer alan
S12 proteinindeki mutasyon sonucu ribozomal proteinlerdeki degisiklik
streptomisinin hedefe baglanmasini engeller. Bu tiir streptomisin direnci, enterokok
izolatlar1 arasinda 6nemlidir. Ribozomal diren¢ gentamisin, tobramisin, amikasin gibi
diger aminoglikozidlerde daha nadir rastlanir (Yiice, 2001; Aslan, 2011). Bir
ribozomal proteinde olusan tek bir aminoasit degisikligi, o ribozomun antibiyotige
kars1 diisiik afinite gostermesine neden olur (Oryasin, 2008). Bu direng tipi klinik
olarak olduk¢a nadir goriilmekte ve diger aminoglikozidlere karsi capraz direng

olusmamaktadir (Y1ildirim, 2007).

2.3.2.3. Enzimatik inaktivasyon

Gram pozitif bakterilerde en sik karsilagilan aminoglikozid direng mekanizmasi
AME kodlayan genlerin kazanimidir (Hidalgo del Rio, 2013; Niu vd., 2016; Jaimee
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ve Halami, 2016). Bu direng sekli Gram negatif bakteri tiirlerinde de goriilmektedir
(Ciftgi ve Asik, 2011). N-asetilasyon, O-fosforilasyon, O-niikleotidilasyon gibi
onemli reaksiyonlardan sorumlu olan AME’lerin her biri i¢in ¢esitli enzim gruplari
vardir ve bu enzimler antibiyotik iizerindeki hidroksil grubunu fosforile etmek i¢in
ATP’yi kullanan fosfotransferazlar (aph), antibiyotik iizerindeki amino grubunu
asetillemek igin asetil-CoA’y1 kullanan asetiltransferazlar (aac) ve antibiyotik
tizerindeki  hidroksil grubunu adenilize etmek i¢cin ATP’yi  kullanan
niikleotidiltransferazlar (ant)’dir (Mingeot-Leclercq vd., 1999; Yiice, 2001; Jana ve
Deb, 2006; Avent vd., 2011; Hidalgo del Rio, 2013). AME, 2-deoksistreptamin
¢ekirdeginin veya seker parcalarinin -OH veya -NH; gruplarindaki modifikasyonunu

katalize eder (Ramirez ve Tolmasky, 2010).

AME’lerin ve bunlart kodlayan genlerin ¢ok sayida olmasi, standartlastirilmig bir
isimlendirme gerektirmistir. Bu enzimler i¢in iki ana terminoloji vardir. En eski
isimlendirme sistemi, genleri aac (aac’ler i¢in), aad (ant’ler i¢in) ve aph (aph’ler
icin) seklinde ayirip, aminoglikoziddeki modifikasyon alanin1 tanimlayan bir biiyiik
harf (aacA, aminoglikozid 6'-N- anlamina gelir) ve ardindan spesifik bir geni
tanimlayan bir say1 eklenerek (yani aacA3) tanimlanir. Diger isimlendirme sistemine
gére ise aac, ant veya aph’den sonra, aileye atifta bulunulur ve aktivite tipine
baglidir, ardindan parantezde (sinif) modifikasyon alani, diren¢ fenotipine (alt sinif)
atifta bulunan bir romen rakami ve belirli gen i¢in bir kiigiik harften (yani aac (6')-1a)
olusur (Ramirez ve Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013). Enzimatik
modifikasyon, aminoglikozid direncinin en dnemli mekanizmalarindan biridir (Jana
ve Deb, 2006). Enterokoklar; gesitli AME genleri aracihigi ile aminoglikozidlere
yiiksek direng gelistirmislerdir (MIK degerleri genellikle >2000 ug/mL).
Aminoglikozid-modifiye edici enzimleri kodlayan enterokoklarda bugiine kadar

tespit edilen direng genleri, Cizelge 2.2°de gosterilmistir (Chow, 2000).
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Cizelge 2.2. Aminoglikozid-modifiye edici enzimleri kodlayan enterokoklarda bugiine kadar tespit edilen direng genleri (Chow, 2000)

Direng genleri Aminoglikozidler
Gentamisin | Tobramisin | Amikasin | Kanamisin | Netilmisin | Dibekasin | Streptomisin | Arbekasin

aac(6")-le-aph(2)-la R R R R R R S se
aph(2")-1b R R S R R R S S
aph(2")-lc R R S R S S S S
aph(2")-1d R R S R R R S S
aph(3')-llla S S R R S S S S
aac(6)-li S R S R R NT S NT
ant(3")-1a S S S S S S R S
ant(4")-la S R R R S NT S S
ant(6")-1a S S S S S S R S

NT: test edilmemistir, R: direngli, S: duyarl
4 Suglarm % 41°lik kismi duyarli olarak test edilmistir
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Yiiksek seviyede aminoglikozid direnci; genellikle AME kodlayan bir mobil element
ile kazanilmaktadir Bu enzimleri kodlayan genler, yatay gen transferini kolaylastiran
mobil genetik elemanlar iizerinde bulunur. Bununla birlikte, baz1 bakterilerde bu
genler kromozomda kodludur. Ornegin E. faecium kromozomu, aac(6')-li enzimini
kodlayan bir gen barindirir. Yiiksek sayida enzim, hizli yayilimi ve siirekli gelisimi
nedeniyle bu mekanizma klinik olarak 6nemli tiim bakteri tiirleri arasinda yaygindir
(Mingeot-Leclercqg vd., 1999; Avent vd., 2011; Hidalgo del Rio, 2013). Bu
enzimlerde korunan motiflerin tam biyokimyasal fonksiyonlar1 daha detayli yapisal
caligmalar ile heniiz dogrulanmamistir (Jana ve Deb, 2006). Cizelge 2.3°de yiiksek
seviyede aminoglikozid direncinin gelismesine neden olan mekanizmalar

goriilmektedir.

Cizelge 2.3. Yiiksek seviyede aminoglikozid direncinin gelismesine neden olan

mekanizmalar (Hosgdr, 1996)

Antibiyotik Mekanizma
Streptomisin Ribozomal direng veya plazmid aracili 3"- aad aktivitesi
Gentamisin Plazmid aracili 2"-aph-6'-aac veya 3'- aph aktivitesi

Kanamisin, Amikasin Plazmid aracili 3-aph aktivitesi

Kanamisin, Tobramisin | Plazmid aracili 2"-aph-6'-aac aktivitesi

2.3.2.3.1. Aminoglikozid N-asetiltransferazlar (AAC’ler)

Aminoglikozid N-asetiltransferazlar (aac), hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilerde bulunurlar ve genellikle ¢ok genis bir aminoglikozid diren¢ profili
gosterirler. Bu aileye ait enzimler tipik aminoglikozidlerin dort amino grubundan
(NH?>) birinin asetil koenzim A’y1 verici substrat olarak kullanarak N-asetilasyonunu
(regioselektif asetilasyonunu) Kkatalize eder. Asetilasyon, bu bilesiklerin 30S
ribozomal alt {nitesindeki hedeflerine olan ilgisini azaltir. Aminoglikozidlerin
asetilasyonu, hem asetil-CoA’nin hem de amino grubu aminoglikozidlerin enzime
rastgele baglanmasindan sonra ortaya ¢ikar. Aac’ler, aminoglikozid yapisi tizerindeki
asetil transferine 6zgii olarak siniflandirilir. Dort tiyesi olan asetiltransferaz sinifinin

tic boyutlu yapisi ¢oziilmiig, bunlarin ve bu enzimlerin diger temsilcilerinin mekanik
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ve yapisal yonleri ayrintili olarak incelenmistir (Jana ve Deb, 2006; Ramirez ve
Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013). Bunlar, agiltransferazlarin GCNS5 ile iliskili
N-asetiltransferazlar (GNAT) siiper ailesi ile diisiik aminoasit sekans1 benzerligi ile
karakterize olmakla birlikte ortak bir 3D yapiy1 paylasmaktadir. Boylece, aac’lerin
aminoasit sekanslar1 birbirinden farkli olsa da, bunlar asetil-CoA baglanma cebi
etrafinda olusturulan benzer 3D-katlanma modelleri olustururlar (Jana ve Deb, 2006;
Hidalgo del Rio, 2013). aac’lerin aminoglikozidlerin yani sira baska substratlar1 da
asetile ettigi bilinmektedir. Ayrica, aac’lere aminoglikozid baglanmasi sirasinda su
molekiillerine ihtiya¢g olabilir. Bu durum, aac’lerin hiicre igerisinde baska
fonksiyonlarininda olabilecegini ve aminoglikozidleri modifiye etme yetenegini
gelistirmis  olabilecegini  diisindiirmektedir. Birka¢ yil once iki islevli
aac(6")-1b-cr’nin bulunusu, bu enzim ailesinin siirekli olarak gelismekte oldugunun
kanitidir. Bu enzim, aac(6')-1b’nin bir ¢esidi olup, ayn1 zamanda fluorokinolonlar1 da
degistirebilir. aac ailesi, aminoglikozid yapis1 iizerinde asetil transferinin
Ozgiinliigiine gore dort ana sinifa ayrilir: aac(1), aac(3), aac(2") ve aac(6') (Hidalgo

del Rio, 2013).

2.3.2.3.1.1. AAC(1)

aac(1l) enzimlerinin substrat profili neomisin, ribostamisin, apramisin, butirosin,
paromomisin ve lividomisin igerir. aac(1) enzimleri E. coli, Campylobacter spp. ve

aktinomisetten izole edilmistir (Ramirez ve Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013).

2.3.2.3.1.2. AAC(3)

Aminoglikozid asetiltransferazlarin (GNAT) en genis sinifidir. Giiniimiize dek dokuz
alt smif aac(3) enzimi tanimlanmis olup, hepsi Gram negatif bakterilerde
tanimlanmustir (Shaw vd., 1993; Jana ve Deb, 2006; Hidalgo del Rio, 2013). aac(3)-1
alt smifi, ¢cok sayida Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif klinik izolatlara
gentamisin, sisomisin ve fortimisin (astromisin) direnci kazandiran bes enzim igerir
(Ramirez ve Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013). Gram negatif bakteriler
arasinda yaygin olarak dagitilan aac(3)-l(a-e) alt smifi iginde bes enzim
tanimlanmistir. Bunlar; fortimisin, sisomisin ve gentamisine diren¢ kazandirarak

karakterize edilmistir (Shaw vd., 1993; Ramirez ve Tolmasky, 2010; Hidalgo del
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Rio, 2013). aac(3)-lla, aac(3)-llb, aac(3)-llc, aac(3)-Va ve aac(3)-Vb enzimleri
sirasiyla; E. coli, Alcaligenes faecalis, Serratia marcescens, E. coli ve
P. aeruginosa’da bulunmustur. aac(3)-11l alt sinifina ait ii¢ enzim vardir ve hepsi
P. aeruginosa izolatlarindan izole edilmistir. aac(3)-1V; E.coli, Campylobacter jejuni

ve ¢evresel Pseudomonas stutzeri klinik suslarinda tanimlanmistir (Ramirez ve
Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013).

2.3.2.3.1.3. AAC(2')

2'-amino grubunun asetilasyonunu katalize eden bes aminoglikozid asetiltransferaz
vardir. Farkli Mycobacterium spp.’den aac(2")- la, aac(2')-1b, aac(2")-Ic, aac(2)-1d ve
aac(2')-Ie’den tammlanmisken, aminoglikozid 2'-N-asetiltransferaz-la [aac(2')-1a], ilk
kez Providencia stuartii’de tanimlanmistir (Franklin ve Clarke, 2001; Hidalgo del
Rio, 2013). Gram negatiflerde ve Mycobacterium’da bulunan bu enzimler
gentamisin, tobramisin, dibekasin, kanamisin ve netimisin gibi cesitli
aminoglikozidlerin modifikasyonuna aracilik eder. aac(2')-la (P. stuartii), aac(2')-1b
(M. fortuitum ve Acinetobacter baumannii) ve aac(2')-Ic (M. tuberculosis ve
M. bovis) aac(2')-1d (M. smegmatis) ve aac(2')-le (M. leprae) iceren tek bir alt sinif
vardir. Bazi caligmalar aac(2')-la genindeki bir mutasyonun, degismis seviyelere
bagli olarak hiicre morfolojisindeki farkliliklara yol agtigin1 gostermistir. Bu sekilde
peptidoglikan O-asetilasyonu, aac(2')-1a enziminin fizyolojik bir fonksiyonu olabilir.
aac(2')-I'nin ii¢ boyutlu yapisi, GCNS5 iligkili N-asetiltransferaz (GNAT) siiper
ailesine ait oldugunu dogrulamigtir. Bu enzimin aktivitesi, 2'-amino grubunu iceren
aminoglikozidlerle en yiiksektir. Bununla birlikte diger asetiltransferazlarin aksine,
aac(2')-Ic, 2'-hidroksil grubu igeren aminyakin ve kanamisin A’ya kars1 aktiftir. Bu
nedenle, bu enzim O-asetilasyonu katalize edebilir (Ramirez ve Tolmasky, 2010;
Hidalgo del Rio, 2013).

2.3.2.3.1.4. AAC(6')

aac(6") enzimleri Gram negatiflerde oldugu kadar Gram pozitiflerde de yaygindirlar.
Bu enzimleri kodlayan genler, genellikle mobil genetik elementlerin bir pargasidir ve
plazmid ya da kromozomlar tizerinde bulunurlar (Ramirez ve Tolmasky, 2010). Tim

E. faecium suslar1 aminoglikozid asetiltransferaz olan aac(6')-li geni tarafindan
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kodlanan aac-(6") enzimine sahiptir. Bu enzim aminoglikozid yapisindaki bir amino
grubunun asetil CoA’ya bagimli olarak asetilasyonuna yol agar. Boylece
sitoplazmaya gegen ila¢ inaktive edilir. Enzim; kanamisin, netilmisin, sisomisin,
isepamisin ve tobramisini modifiye eder. Ancak gentamisine etkisi yoktur (Chow,
2000; Oryasin, 2008). Yaygin olarak bilindigi iizere, 6'-amino grubu
aminoglikozidler, 30S ribozomal alt birim ve sonraki antibakteriyel aktiviteye
baglanmalarinda 6nemli bir rol oynar (Ramirez ve Tolmasky, 2010). Bu enzim
smifina ait tanimlanmis ¢ok sayida genin var olmasinin yani sira, kusursuz bir
isimlendirme sisteminin olmamasi nedeniyle, aac(6') enzimlerinin siniflandirilmasi
sirasinda ¢esitli hatalar meydana gelmektedir. Bilesik proteinin N veya C terminal
bolgesi lizerinde yer alan aac(6') proteini olan aac(6') aktiviteleri iceren fiizyon
proteinlerinin varligi bildirilmistir. Bu kaynasmig aac(6') genleri genellikle
integronlar tizerinde bulunur ve bunlar integraz aracili rekombinasyon olaylarinin bir
sonucu olabilecegi diistintilmektedir (Ramirez ve Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio,
2013).

Bunlar arasinda klinik agidan en 6nemlisi bir AME olan; iki islevli enzimi kodlayan
aac(6")-le-aph(2")-la genidir. aac(6')-le-aph(2")-la geni bulunan enterokoklar;
streptomisin diginda gentamisin, tobramisin, amikasin, kanamisin ve netilmisin gibi
Klinik agidan mevcut hemen hemen tiim aminoglikozidlere karsi direnglidirler
(Vakulenko vd., 2003; Jana ve Deb, 2006; Jaimee ve Halami, 2016; Niu vd., 2016).
MIK degeri >500 pg/mL olan yiiksek seviyede gentamisin direnci ve yiiksek
seviyede kanamisin direnci ile iligskilendirilmistir. Bu ¢ift islevli gen, Staphylococcus
ve Enterococcus spp. klinik suslar1 arasinda olduk¢a yaygindir. Gram pozitif
organizmalar arasindaki yaygmn yayillimi, diisiik oranda G+S igermesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Jaimee ve Halami, 2016). Bu enzim genleri yiiksek
seviyeli aminoglikozid direnci saglar ve patojenik bakteriler arasinda yaygin olarak
bulunur. Enzimin yapisal geni genellikle transpoze edilebilir elementler iizerinde

bulunur ve siklikla R plazmidleri tizerinde tasinir (Jana ve Deb, 2006).

2.3.2.3.2. Aminoglikozid O-niikleotidiltransferazlar (ANT)

Aminoglikozid O-niikleotidiltransferazlar (ant), aminoglikozid inaktive eden

enzimlerin en kiigiik smnifin1 olusturmaktadir. Aminoglikozid molekiiliindeki ATP
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grubunun ATP’den substrata ve hidroksil grubuna transferini katalize ederek
aminoglikozidlerin inaktivasyonuna aracilik eder (Jana ve Deb, 2006; Ramirez ve

Tolmasky, 2010).

Gentamisin ve tobramisin gibi klinik olarak 6nemli aminoglikozidler, ant(’) ile
modifiye edilir. Bu enzimi kodlayan gen, patojenik bakteriler arasinda yaygin olarak
bulunur. Bugiine kadar, aminoglikozid molekiilii iizerinde adenilasyon pozisyonuna
bagh olarak kategorize edilmis ant(6), ant (9), ant (4'), ant (2") ve ant (3") olmak
tizere bes ant smifi tamimlanmistir. Bu enzimler, O-adenillatlanmis antibiyotik
molekiiliinii olusturmak icin Mg-ATP ve aminoglikozidler arasindaki reaksiyonu
katalize eder. Bunlar hem kromozom hem de plazmid kodlu enzimlerdir.
Adenililtransferazlar1 kodlayan ant(2") ve ant(3") genleri genellikle direngli Gram
negatif bakterilerde, ant(4'), ant(6) ve ant(9) genleri de Gram pozitif organizmalarda
goriilmektedir. En yaygin bulunan ant’lar ant(3") enzimlerdir (Jana ve Deb, 2006;
Ramirez ve Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013).

Yapisal olarak en kapsamli incelenen ve ant(2") ile ant(4') tarafindan katalize edilen
reaksiyonlar en dnemlileridir. Tiim enzimin 3 boyutlu yapist zor olmasina ragmen,
aminoglikozid substratlarinin enzime bagli yapisi niikleer manyetik rezonans (NMR)
yontemleri ile karakterize edilmistir. Bu enzim ailesinin klinik acidan en onemli
tiyelerinden biri, ant(2")-Ia’dir. Ciinkii Kuzey Amerika’da gentamisin direncinin
olduk¢a O6nemli bir nedeni olup, Gram negatif patojenler arasinda yaygindir.
Gentamisin, kanamisin, tobramisin, sisomisin ve dibekasine direng kazandirir. Tipik
olarak Staphylococcus ve Enterococcus’un plazmidlerinde bulunan ant(4')-la, iig

boyutlu yapist bilinen tek ant genidir (Jana ve Deb, 2006; Hidalgo del Rio, 2013).
2.3.2.3.2.1. ANT(6)

ant(6) genleri Gram pozitif bakteriler arasinda oldukg¢a yaygindir. ant enzimlerini
kodlayan genler plazmidlerde; transpozonlarda ve kromozomlarda bulunur. ant(6)

geni, aminoglikozidlere (streptomisin) karst direnci belirleyen bir dizi olan

ant(6)-sat4-af(3")—I1 tizerinde bulunur (Ramirez ve Tolmasky, 2010).
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2.3.2.3.2.2. ANT (9)

ant(9)-la ve ant(9)-Ib olmak iizere iki enzim tanimlanmustir. Bu iki enzimde
spektinomisine karsi direngten sorumludur. Bu enzimleri kodlayan genler, ant(9)-la
ve ant(9)-1b seklinde adlandiriliyorken, karisikligi gidermek igin spc veya aad(9)
tanimlamas1 yapilmistir. ant(9)-la ve ant(9)-1b aminoasit dizileri % 39 oraninda
benzerlik gostermektedir. ant(9)-la 6nce S. aureus’da ve daha sonra E. avium,
E. faecium ve E. faecalis’de tanimlanmistir. D6rt bakteri geninin tamami Tn554
transpozonunun bir pargasidir. ant(9)-1b ise E. faecalis’de tanimlanmistir (Ramirez
ve Tolmasky, 2010).

2.3.2.3.2.3. ANT(4")

Aminoglikozid niikleotidiltransferaz olan ant(4')-Ia’y1 kodlayan ant(4')-la geni,
tobramisin, amikasin ve kanamisine kars1 direng gosterir (Chow, 2000). ant(4')-la
geni, Staphylococcus, Enterococcus ve Bacillus spp. gibi Gram pozitif bakterilerde
bulunur ve plazmidler iizerinde tasinir. Bu genler ayn1 zamanda aadD, aadD2 ve
ant (4', 4")-1 olarak da bilinmektedir (Ramirez ve Tolmasky, 2010).

2.3.2.3.2.4. ANT(2")

ant(2") genleri genellikle plazmidler ve transpozonlar tarafindan kodlanir. Daha
yaygin olarak aadB adi verilen bir gen tarafindan kodlanan bu enzim, enterokoklarda
ve fermentasyon disi Gram negatif basillerde bulunur. ant(2")-la, gentamisin,
tobramisin, dibekasin, sisomisin ve kanamisin direncine aracilik eden bir enzimdir

(Ramirez ve Tolmasky, 2010).

2.3.2.3.2.5. ANT(3")

ant(3")’ler en yaygin bulunan ant enzimleridir. Spektinomisin ve streptomisine
direnclidir ve bu enzimleri kodlayan genler yaygin olarak aadA olarak adlandirilir.
GenBank’ta aadAl’den aadA24’¢ kadar tanimlanan en az 22 yiiksek oranda ilgili gen
versiyonu bulunur. aadAl tarafindan kodlanan protein igin alternatif terminoloji

ant(3")-la’dir. ant(3")-1a’y1 tanimlamak i¢in kullanilan baska bir isim aad(3")’dur.
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aadA genleri gen kasetleri olarak bulunur ve ¢ok sayida integron, plazmid ve

transpozonun bir pargasidir (Ramirez ve Tolmasky, 2010).

2.3.2.3.3. Aminoglikozid-O-fosfotransferazlar (APH)

Bu enzimler, bakteriyel patojenler arasinda yaygin olarak bulunurlar ve genellikle
plazmid ve transpozonlar tizerinde yeralan genler tarafindan kodlanirlar. Bu aile,
Gram pozitif bakterilerde goriiliirler (Vakulenko ve Mobashery, 2003). aph’ler,
fosforil transferinin 6zgiinliigline, substrat spesifitesine ve s6z konusu spesifik gen
dizisine gore siniflandirilir. Aph’ler, ATP'nin y-fosforil grubunun, aminoglikozid
tizerinde mevcut olan hidroksil ikame edicilerinden birine yeniden transferini
katalize eder, 0karyotlarda bulunan kinazlara yakin bir benzerlik gdstermesi nedeni
ile “aminoglikozid kinazlar” olarak da adlandirilirlar (Wright ve Thompson, 1999;
Jana ve Deb, 2006; Hidalgo del Rio, 2013). Simflar ve alt smiflar sunlardir:
aph(4)-, aph(6)-, aph(9)-, aph(3")-, aph(2")-, aph(3")-, aph(7")-’dir (Ramirez ve
Tolmasky, 2010). aph’ler i¢indeki siniflar ve alt siniflardan sadece aph(3") enzimleri,
aph’lerin en kapsamli ve en iyi c¢alisilan sinifidir (Hidalgo del Rio, 2013). Tek
fonksiyonlu AME kodlayan aph(2")-1b, aph(2")-Ic ve aph(2")-1d genleri yiiksek
seviyede gentamisin, aph(3')-llla, ant(4’)-la ve ant(6')-la genleri ise gentamisin
disindaki gesitli aminoglikozidlere karsi direngten sorumludur (Vakulenko vd., 2003;
Jaimee ve Halami, 2016; Niu vd., 2016).

2.3.2.3.3.1. APH(4)

aph(4) grubunda tanimlanan tek alt sinif iginde iki enzim bulunur. Bunlar sirasiyla
hph ve hyg genleri olarak adlandirilan aph(4)-la ve aph(4)-1b’dir. Bu enzimler,

higromisine kars1 direng gosterirler (Ramirez ve Tolmasky, 2010).

2.3.2.3.3.2. APH(6)

Streptomisine direng kazandiran aph(6) alt sinifinda 4 enzim vardir. aphD ve strA
olarak da bilinen aph(6)-la, baslangigta Streptomyces griseus’un kromozomunda,
sph olarak bilinen aph(6)-1b ise Streptomyces glaucescens’de tanimlanmistir.

aph(6)-lc, Gram negatiflerde bulunan kompozit bir transpozon olan Tn5 {izerinde
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kodlanan ti¢ direng geninden biridir. strB ve orfl olarak da adlandirilan aph(6)-Id
geni, ilk olarak 8.684 bp’lik RSF1010 plazmidinde bulunmustur. Gram negatif
bakteriler, Gram pozitif bakteriler ve aktinomisetlerden izole edilmektedir (Ramirez
ve Tolmasky, 2010).

2.3.2.3.3.3. APH(9)

aph(9)-la geni ilk olarak Legionella pneumophila’da bulunmustur. aph(9)-Ib geni ise
Streptomyces flavopersicus’tan (Str. netropsis) izole edilmistir ve SpcN adi da
verilmektedir (Ramirez ve Tolmasky, 2010).

2.3.2.3.3.4. APH(3")

APH(3") ailesi tyeleri yaygin olarak gozlenmekte ve molekiiler biyoloji
calismalarinda yaygin olarak direng isareti olarak kullanilmaktadir. En ¢ok ¢alisilan
aph, hem 3' ve 5'- regiospesifik fosforil transfer kapasitelerine sahip olan
aph(3’)-1lla’dir. Enzim temel olarak stafilokok ve enterokok gibi Gram pozitif
koklarda bulunur (Jana ve Deb, 2006; Hidalgo del Rio, 2013). aph(3')-I alt sinifi,
kanamisin, neomisin, paromomisin, ribostamisin, lividomisin igeren bir direng
profilini gosterir ve genis konakgr araliginda plazmidler ve transpozonlar iizerinde
kodlu agirlikli olarak Gram negatifler arasinda yaygin olarak bulunan {i¢ enzimden
olusur (Vakulenko ve Mobashery, 2003). aph(3')-la geni, ayn1 zamanda aphA-I
olarak da bilinir ve Tn903 transpozonunun bir pargasidir. Genellikle klonlama
araglarinda isaretleyici gen olarak kullanilir. aph(3')-Ib geni, konjugatif RP4
plazmidinin genis konakg¢1 araliginin bir pargasidir. Bu gen baglangicta aphA olarak
adlandirilmigtir. aph(3')-Ic geni aym1 zamanda aphA7 ve aphAl-lab olarak da
adlandirilmaktadir (Ramirez ve Tolmasky, 2010). aph(3)-Il alt smnifindan;
aph(3')-lla S. aeruginosa kromozomunda, aph(3')-1lb geni P. aeruginosa
kromozomunda tanimlanmistir. Bu alt sinifin igilincii tiyesi olan aph(3')-llc son
zamanlarda S. maltophilia kromozomunda tanimlanmistir (Okazaki ve Avison, 2007;
Hidalgo del Rio, 2013). aph’lerin en ¢ok caligilan iiyesi, genellikle Gram pozitif
patojenlerde bulunan aph(3')-llla’dir (Hidalgo del Rio, 2013). aph(3')-llla geni;
kanamisine kars1 yliksek diizeyde dirence sahip aminoglikozid fosfotransferazi olan

aph(3")-IIla’y1 kodlar (Chow, 2000). aph(3')-11la, kanamisin, neomisin, lividomisin,
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paromomisin, livostamisin, butirosin, amikasin ve izepamisin olmak tizere genis bir
aminoglikozid araligina direng kazandirir (Ramirez ve Tolmasky, 2010; Hidalgo del
Rio, 2013). Okaryotik kinazlar gibi, ii¢ boyutlu yapist ATP baglamasindan sorumlu
bir N-terminali B-yaprak bolgesi ve aminoglikozid tanima bolgesi olarak islev goren
C terminal’de bir a-sarmal olmak iizere iki boliimden olusmaktadir (Hidalgo del Rio,
2013). aph(3')-1V, biitirosin tireticisi Bacillus circulans’tan klonlanmistir. aph(3')-Va,
aph(3')-Vb ve aph(3')-Vc genleri aktinomisetlerin kromozomunda bulunur (Wright
ve Thompson, 1999). Bu alt smifin direng profili, neomisin, paromomisin ve
ribostamisin igerir. aphA-6 olarak da bilinen aph(3')-Vla, Acinetobacter
baumannii’de, aph(3')-VIb, Klebsiella pneumoniae ve Serratia marcescens’de
tammlanmustir. aphA-7 olarak da bilinen aph(3')-Vlla, Camplyobacter jejuni’de
tamimlanmistir. Kanamisin ve neomisin direncinden sorumludur (Ramirez ve
Tolmasky, 2010; Hidalgo del Rio, 2013).

2.3.2.3.3.5. APH(2")

Gram pozitif bakterilerde goriilen gentamisin direncinde aph(2") geni 6nemli bir rol
oynamaktadir (Ramirez ve Tolmasky, 2010). Yeni aminoglikozid direng genleri olan
aph(2")-1b, aph(2")-Ic veya aph(2")-1d’nin yayginliginin tespiti amaciyla yapilmig
sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir (Chow, 2000). Bu enzimler; direng profilleri,
bolgesel spesifiklikleri ve verici substrat tercihleri {lizerine etkileri ve aph(2")-1b,
aph(2")-lc ve aph(2")-Id tarafindan sunulan aminoglikozid alic1 alt tabaka
profillerine dayanarak yeniden siniflandirmiglardir. Bu enzimlerin yeniden
adlandirilmasimin sebebi, verici substratin bir kriter olarak dahil edilmesidir.
Dolayisiyla, en azindan 2 sinifinin fosfotransferazlari durumunda, alt simf
isimlendirmesi simdi alicinin yani sira verici substrat profilini de gbz Oniine alir.
Sonug olarak, APH’nin isimlerinin degistirilmesi Onerilmistir; (2")-1b, -Ic ve -Id,
sirastyla aph(2")-1la, -llla ve IVa’ya doniistiiriilmiistir. Bu enzimlerin {i¢ boyutlu
yapilar1 ¢Oziilmiistiir (Ramirez ve Tolmasky, 2010). Enterokoklarda gentamisine
kars1 yiiksek diizeyde direnci kodladig tespit edilen en son gen, aph(2")-Ib’dir. Bu
gen, ayni zamanda enterokoklarda tobramisin, kanamisin, netilmisin ve dibekasine
kars1 yiiksek diizeyde direng gelismesinde de rol oynamaktadir. Bununla birlikte
bugiine kadar aph(2")-1b igerdigi tespit edilen E. faecium izolatlarmin tamaminin,

ayn1 zamanda amikasine karsi da direngli olduklar tespit edilmistir (MIK >512

36



png/mL). Bu direng, muhtemelen amikasin direncini kodlayan ayr1 bir aminoglikozid
diren¢ geninin varhigindan kaynaklanmaktadir. aph(2")-lc geni, ilk olarak
E. gallinarium hayvan izolatindan tanimlansada daha sonra E. faecium ve E. feacelis
klinik izolatlarinda da tespit edilmistir. Gentamisinin MiK orani, aph(2")-Ic iceren
enterokoklar i¢in 256-384 ug/mL olmasina ragmen, bu izolatlar ampisilin-gentamisin
sinerjizmine dayanikli degildirler (Chow, 2000). Enterokoklarda yakin zaman i¢inde
tespit edilen bir diger yeni gentamisine karsi direngli gen ise aph(2")-1d’dir. Bu gen
ilk olarak E. casseliflavus kan izolatinda tanimlanmistir. Klinik izolatlar arasinda
daha sonra yapilan incelemelerde aph(2")-1d tespitlerinin tamami, vankomisine
direngli E. faecium’da yapilmistir. aph(2")-ld geni, bir aminoglikozid
fosfotransferaz1 olan aph(2")-Id’yi kodlamakta ve bu da gentamisin, tobramisin,
kanamisin, netilmisin ve dibekasinde doniisiime yol agmaktadir. aph(2")-1d igeren bu
5 aminoglikozidin MiK’lerinin tamami1 >2000 xg/mL’dir. Sadece aph(2")-Id igeren
enterokoklarin, ampisilin-amikasin sinerjisine hassas oldugu diisiiniilmektedir

(Chow, 2000).

2.3.2.3.3.6. APH(3")

aph(3") enzimlerinin tek alt sinifi streptomisine direng gosterir. aph(3")-la ve Ic
genleri, sirasiyla S. griseus ve M. fortuitum’un kromozomlarindan izole edilmistir
(Ramon-Garcia vd, 2006).

2.3.2.3.3.7. APH(7")

Higromisin direncine aracilik eden aph(7")-la Streptomyces hygroscopicus’dan izole
edilmistir (Berthold vd., 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Siit ve siit tirinleri

Tez c¢aligmast kapsaminda biyomateryal olarak kullanilan yiiksek seviyede
aminoglikozid diren¢li (YSAD) muhtemel Enterococcus tiirlerinin izolasyonu igin
2017 yili Subat - Temmuz aylarin1 kapsayan alt1 aylik siire boyunca belirli araliklarla
Isparta ve Antalya ilinde bulunan yerel iiretici ve geleneksel iiriin satilan market ve
pazarlardan temin edilen toplam 100 ¢ig siit (10) ve siit iriinleri (70 peynir,

10 tereyagi ve 10 yogurt) 6rnekleri kullanilmastir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Arastirma kapsaminda toplam 59 YSAD muhtemel Enterococcus susu izole
edilmistir. izole edilen enterokok suslari; de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS,
LAB M, Lancashire, Ingiltere) besiyeri ortamma % 20 oraninda steril gliserol
(Riedel-de Haén, Seelze, Almanya) ilave edilerek stok tiiplerinde -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Calisma materyalleri ise gliserol ilave edilmemis MRS broth

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

3.2. Yontem

3.2.1. Yiiksek seviyede aminoglikozid direncli (YSAD) muhtemel Enterococcus

suslarinin izolasyonu

YSAD muhtemel Enterococcus suslarinin izolasyonu igin her bir siit ve siit iiriinii
orneginden aseptik kosullar altinda 10 mL veya 10 g numune alinmis ve 90 mL
fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi (FTS, % 0.85 NaCl, w/v) ile yiiksek hizda karistirilarak
homojen hale getirilmistir. Hazirlanan 6rnek diliisyonlarindan mikropipet yardimiyla
100’er mL alinmis ve yiiksek seviyede gentamisin direngli (YSGD) Enterococcus
suslarin izolasyonu i¢in 500 pg/mL gentamisin, yliksek seviyede streptomisin

direngli (YSSD) Enterococcus suslarinin izolasyonu ig¢in ise 2000 upg/mL
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streptomisin ilave edilerek hazirlanan Enterococcosel agar (Becton Dickinson,
Almanya) ve MRS agar (LAB M) besiyeri ortamlarina Drigalski spatiilii yardimiyla
yayllmistir. Petri kutular1 37 °C’de 2-5 giin inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon siiresi sonunda Enterococcosel agar ortaminda etrafinda siyah renkte zon
veren ve MRS agar ortaminda ise gelisme gosteren her bir koloni YSGD/YSSD
muhtemel Enterococcus izolati olarak diisiiniilmiis ve ¢alisma materyali olarak 6ze
yardimu ile alinarak izole edildikleri konsantrasyonda gentamisin veya streptomisin
ilave edilen igeren MRS broth besiyeri ortamlarinda kiiltiire edilmistir. Segilen

izolatlarin saflik kontrolii Enterococcosel agar ortaminda yapilmaistir.

3.2.2. YSAD izolatlarin cins diizeyinde tanisi

3.2.2.1. Morfolojik tam ve katalaz testi

YSAD izolatlarin mikroskobik morfolojileri Gram boyama yontemiyle hazirlanan
preparatlarin 1000 X biiyiitme ile 151k mikroskobunda (Leica DM500, Almanya)
incelenmesi sonucunda tespit edilmistir. Katalaz testi i¢in Enterococccosel agar
ortaminda gelistirilen bakteri kolonileri lam iizerine aktarilmig ve tizerine bir damla
% 3 derisimde hidrojen peroksit (H202) (Merck, Darmstadt, Almanya) ¢6zeltisinden
damlatilmistir. Gaz ¢ikisi olup olmadigi izlenmistir. Gaz ¢ikis1 gozlenmeyen 6rnekler
katalaz negatif olarak degerlendirilmistir. Denemelerde S. aureus ATCC 25923
pozitif ve E. faecalis ATCC 29212 ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.2.2. MRS broth ortaminda gelisme

MRS broth ortaminda gelisme Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in 37 °C’de 18 saat
kiiltiire edilen izolatlar, % 6.5 NaCl (w/v) iceren ve pH’s1 9.6 ya ayarlanmis iki farklh
MRS broth besiyeri ortamina inokiile edilmistir. 37 °C’de 18 saatlik inkiibasyonun
ardindan tliplerde mikrobiyal gelisme kontrol edilmistir (Manero ve Blanch, 1999).
Izolatlarm 10 °C ve 45 °C’de gelisme ozellikleri ve 60 °C’de 30 dk sicaklik
uygulamasina karsi 1s1l direnglert MRS broth ortaminda test edilmistir (Morandi vd.,

2006).
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3.2.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cins diizeyinde tani

3.2.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in YSAD izolatlar MRS broth ortaminda 37 °C’de
18 saat siire ile gelistirilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerden mikropipet
yardimiyla steril Eppendorf tiiplerine 0.5 mL aktarilmistir. Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi
igin tiipler 13000 rpm devirde 5 dk santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12148,
Almanya) edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan iist fazlar dokiilmiis ve hiicre
cokeltileri tizerine 0.5 mL liziz ¢ozeltisi ilave edilerek tiip karistiricida (Velp
Scientificial, Wizard X, Italya) ¢dziilmiistiir. Daha sonra tiipler su banyosu (Niive
NB 9, Tiirkiye) icerisinde 37 °C’de 30 dk siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda tiiplere 30 uL sodyum dodesil siilfat (SDS, Serva, Heidelberg,
Almanya, % 10 w/v) ilave edilmis ve 80 °C’ye ayarlanmis su banyosunda (Niive NB
9, Tiirkiye) 10 dk tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi lize olan hiicre siispansiyonlari
tizerine 0.7 mL fenol-kloroform (1:10, v/v) ilave edilerek 13000 rpm devirde 5 dk
santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij islemini takiben mikropipet yardimiyla st
fazlar alinarak yeni steril Eppendorf tiliplerine aktarilmis ve iizerine -20 °C’de
saklanan 0.7 mL 2-propanol (Merck, Darmstadt, Almanya) ilave edilmistir. Tipler
bir kez daha 13000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin
ardindan olusan ¢okelti 50 uL Tris EDTA tamponu (pH 8.0) igerisinde ¢oziilmiistiir.
Izole edilen genomik DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir (Cancilla vd., 1992).

Liziz Cozeltisi

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

SDS (%10)
SDS 10 g
Destile su 100 mL
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Tris-EDTA

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £ 0.02

3.2.2.3.2. Genomik DNA orneklerinin elektroforezi

YSAD suslardan izole edilen genomik DNA Orneklerinin varligi agaroz jel
elektroforez yontemi ile % 0.7 (w/v) oraninda agaroz (AppliChem GmbH.,
Darmstadt, Almanya) igeren jellerde kontrol edilmistir. Bu amagla agaroz 150 mL
tris asetat tampon igerisinde hazirlanmis ve mikrodalga firinda (Argelik MD 565 S,
Tiirkiye) ¢oziilmiistiir. Jel oda sicakligina sogutulduktan sonra yatay elektroforez jel
sistemine (Thermo Fisher Scientific OWL EASYCAST B2, Amerika Birlesik
Devletleri) dokiilmiistiir. Daha sonra tanka jel tarag: yerlestirilmis ve polimerizasyon
icin 30-45 dk beklenmistir. Jelin polimerizasyonunu takiben taraklar jele zarar
vermeden ortamdan uzaklastirilmis ve jelin {izerini kapatacak bigimde elektroforez
tankina tris-asetat tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. 10 pL genomik DNA 06rnegi,
2 uL marker boya ile karistirilmis ve mikropipet yardimiyla Ornegin tamami
kuyulara yiiklenmistir. Elektroforez isleminde molekiiler belirteg¢ olarak
O’GeneRuler™ 1 kb DNA marker (Fermentas #SM1163, Litvanya) kullanilmistir.
Elektroforez 85 voltta 1.5-2 saat siire ile yapilmis ve elektroforez isleminin ardindan
jeller 0.2 ug/mL etidyum bromit (Amresco, Solon, Ohio, ABD) ¢ozeltisi icerisine
aktarilarak 30 dK siire ile boyanmistir. Boyama isleminden sonra jeller 312 nm dalga
boyunda UV 1sik (Vilber Lourmat, ECX-F20.M, Fransa) altinda incelenmis ve jel
fotograflarinin ¢ekiminde Nikon D5100 (Nikon Corp., Japonya) dijital fotograf

makinesi kullanilmistir.

Tris-Asetat Tamponu (1X)

Tris 484 g
Sodyum asetat 4.08 g
EDTA 0.37 g
Destile su 100 mL
pH 8.0+ 0.02
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Marker Boya

Brom fenol blue 0.25 g
Sakkaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.2.3.3. izolatlarin cinse 6zgii primerler ile cins diizeyinde tamsi

YSAD  izolatlarn  Enterococcus  cinsine  6zgi  primer  (Ent 1
TACTGACAAACCATTCATGATG ve Ent 2: AACTTCGTCACCAACGCGAAC)
ile cins diizeyinde tanist TurboCyler 2 gradient termal dongii cihazi (Blue-Ray
Biotech Ltd., Tayvan) kullanilarak yapilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
denemelerinde Cizelge 3.1°de verilen karsim kullanilarak Sahoo vd. (2015),

tarafindan onerilen protokole gore yapilmistir.

Cizelge 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan PZR karigimi1

Madde adi Hacim
PCR master mix (Thermo #K0171, Litvanya) 25 uL
[leri primer 1uL
Geri primer 1uL
Genomik DNA 3uL
Niikleaz igermeyen H20 20 uL
Toplam hacim 50 uL

PZR protokolii

95 °C 15 dk 1 dongii

95 °C 15sn

62 °C 1 dk 40 déngii

72 °C 30 sn

72 °C 10 dk 1dongii

Cogaltilan PZR fragmentlerinin elektroforezi OWL EASYCAST B2 vyatay

elektroforez tankinda % 2 (w/v) oraninda agaroz igeren jellerde 85 voltta 1.5-2 saat
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siire ile yapilmis ve fragment biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda O’GeneRuler™
100-bp DNA marker (Thermo Fisher Scientific #SM1153, ABD) molekiiler belirteg
olarak kullanilmustir. Jeller 3.2.2.3.2. nolu baslikta belirtilen sekilde etidyum bromit
(Amresco, Solon, Ohio, ABD) ile boyanmis ve UV 1s1k altinda fotograflanmistr.

3.2.3. YSAD Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisi

3.2.3.1. Tiire ozgii primerler ile tiir diizeyinde tam

YSAD Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisinda fermente siit ve siit
tirinlerinden siklikla izole edilen E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. casseliflavus,
E. gallinarum, E. hirae ve E. mundtii tiirlerine 6zgli primer setleri kullanilmigtir
(Jackson vd., 2004). Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisinda kullanilan
primer dizileri ve {riin biyiikliikleri Cizelge 3.2’de verilmistir. PZR islemi Cizelge
3.1’de verilen PZR kanisimi kullanilarak E. faecalis, E. faecium, E. durans,
E. casseliflavus, E. gallinarum ve E. hirae tiirlerinin tespiti i¢in protokol 1‘e ve

E. mundtii tiirinlin tespiti i¢in protokol 2’ye gore yapilmistir.

Cizelge 3. 2. Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisinda kullanilan primerler
ve Uriin biiytikliikleri

Tiir Primer dizisi (5'- 3') Uriin boyutu (bg)
E casseliflavus | TCCTCAATTAGGTGAAAAAAC 288
GCTAGTTTACCGTCTTTAACG
E durans CCTACTGATATTAAGACAGCG 295
TAATCCTAAGATAGGTGTTTG
E faccalis ACTTATGTGACTAACTTAACC 360
TAATGGTGAATCTTGGTTTGG
E faecium GAAAAAACAATAGAAGAATTAT 215
TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA
E. gallinarum TTACTTGCTGATTTTGATTCG 173
TGAATTCTTCTTTGAAATCAG
E hirae CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187
TAAATTCTTCCTTAAATGTTG
E mundtii CAGACATGGATGCTATTCCATCT 08
GCCATGATTTTCCAGAAGAAT
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Protokol 1 (E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum ve
E. hirae igin)

95 °C 4 dk 1 dongii
95 °C 30 sn

55°C 1dk 30 dongii
72 °C 1dk

72 °C 7 dk 1dongi

Protokol 2 (E. mundtii i¢in)

95 °C 4 dk 1 dongii
95 °C 30 sn

60 °C 1dk 30 dongii
72 °C 1dk

72 °C 7 dk 1dongii

Cogaltilan PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi % 2 agaroz (w/v) orani ile
hazirlanan jellerde gerceklestirilmistir. Jeller etidyum bromit (Amresco) ile boyanmis
ve UV 151k altinda fotograflanmistir. Fragment biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda
O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo Fisher Scientific #SM1153)

molekiiler belirte¢ olarak kullanilmistir.

3.2.3.2. Tiire 6zgii primerler ile tams1 yapilamayan Enterococcus izolatlarimin

16S rDNA dizi analizi ile tiir diizeyinde tanisi

Tiire 0zgli primerler yardimiyla tiir diizeyinde tanisi yapilamamis olan 8 YSAD
Enterococcus izolat1 (RS21.3, RS25.3, RS29.1, RG7.1, RG22.4, RG26.1, RG26.2 ve
RG26.3) arasindan peynir drneklerinden izole edilen 7 susun tiir diizeyinde tanisi
Prof. Dr. Yasin TUNCER danismanliginda yiiriitiilen Degnide Ephrem Adifon
tarafindan tamamlanan ve bu tez kapsaminda izole edilen suslarin kullanildigi
“Peynirden Izole Edilen Yiiksek Seviyede Aminoglikozid Direngli (YSAD)
Enterokoklarda Virillens Faktorlerin  Fenotipik ve Genotipik Yontemlerle
Arastirilmast” isimli yliksek lisans tezi kapsaminda 16S rDNA dizi analizi yontemi

ile yapilmistir. Cig siit orneginden izole edilen RG7.1 susu ise 16S rDNA dizi analizi
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ile bu tez kapsaminda tiir diizeyinde tanimlanmigtir. RG7.1 izolatinin 16S rDNA
bolgesinin PZR ile c¢ogaltilmasinda Edwards vd. (1989) tarafindan oOnerilen
pA’ (ileri) 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' ve pE’ (geri) 5'-CCG TCA
ATT CCT TTG AGT TT-3" genel bakteri primerleri kullanilmistir. PZR islemi
Cizelge 3.1°de verilen PZR karisimi kullanilarak agagida belirtilen protokole uygun
sekilde gergeklestirilmistir.

PZR protokolii

94 °C 120 sn 1 dongii
94 °C 30 sn

55°C 60 sn 30 dongii
72 °C 90 sn

72 °C 10 dk 1dongi

Cogaltilan 16S rDNA PZR fragmentinin elektroforezi % 1 agaroz (w/v) oran ile
hazirlanan jelde yapilmis ve fragment biytikligii O’GeneRuler™ 100-bp DNA
marker (Thermo Fisher Scientific #SM1153) kullanilarak hesaplanmigtir. PZR
{irliniiniin DNA dizi analizi Oligomer Biyoteknoloji A.S. (ODTU, Teknokent,
Ankara, Tiirkiye)’inde yaptirilmistir. Sekans isleminde Applied Biosystems® AB
3730XL (Thermo Fisher Scientific, ABD) otomatik gen sekans cihazi kullanilmistir.
16S rDNA dizi benzerligi National Center for Biotechnology Information (NCBI)
BLAST programi kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik direnc profillerinin disk

difiizyon yontemi ile belirlenmesi

YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesinde
disk difiizyon yontemi kullanilmistir. MRS broth besiyerinde 37 °C’de 18 saat
gelistirilen Enterococcus kiiltiirlerinden 2’ser mL alinarak steril Eppendorf tiiplerine
aktarilmig ve tipler 13000 rpm devirde 5 dk santrifij (Sigma 2-16P, Rotor
N0:12148) edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan iist faz dokiilmiis ve kalan ¢okelti
1 mL fosfat tampon (PBS) ile yikanmis ve 13000 rpm devirde 5 dk santrifiij

edilmistir. Yikama ve santrifiij islemi iki kez tekrar edilmistir. Santrifiij isleminin
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ardindan olusan iist faz dokiilmiis ve ¢okelti tekrar 1 mL PBS igerisinde ¢oziilmiistiir.
Hazirlanan hiicre siispansiyonlarinin yogunlugu PBS kullanilarak 0.5 McFarland
bulaniklik standardina ayarlanmistir. Standardize edilen hiicre siispansiyonlarindan
150 mL alinarak Mueller Hinton agar (Biomark Laboratories, Hindistan) besiyerine
yayllmis ve iizerlerine Oxoid Ltd. (ingiltere) firmasindan temin edilen ampisilin
(10 pg), penisilin G (10 U), vankomisin (30 pg), teikoplanin (30 pg), eritromisin
(15 pg), tetrasiklin (30 pg), doksisiklin (30 pg), minosiklin (30 pg), norfloksasin
(10 pg), siprofloksasin (5 pg), levofloksasin (5 pg), nitrofurantoin (300 ug), rifampin
(5 ng), kloramfenikol (30 pg), quinupristin/dalfopristin (15 pg) ve linezolid (30 pg)
iceren antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Bu islemin ardindan petri kutular
37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik
diskleri etrafinda olusan zon ¢aplar1 kumpas yardimiyla dl¢iilmiistiir (Cariolato vd.,
2008). Enterokok suslarinin antibiyotik direnci ve duyarliligi Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii’niin (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI)

2016 yili klavuzuna goére degerlendirilmistir.

Fosfat Tampon (PBS)

NaCl 0.8 g
KCI 0.02 g
Na2PO4 0.144 g
KH2PO4 0.024 g
Destile su 100 mL
pH 7.4+ 0.02

3.25. YSAD Enterococcus izolatlarinin gentamisin ve streptomisin
antibiyotiklerine karsi minimum inhibisyon konsantrasyonlarimn (MiK) sivi

mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmesi

Izolatlarin streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine karst minimum inhibisyon
konsantrasyonlart (MiK) sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Gentamisin ve streptomisin stok antibiyotik ¢ozeltileri 96 kuyucuklu steril polistren
mikrotitre tabaklarda (LP Italiano 1120138, Italya) Brain Heart Infusion broth
(BHI, LAB 049, UK) besiyeri aracilig1 ile 2 kat seyreltme islemi uygulanarak
0.125-4096 pg/mL konsantrasyon araliginda diliie edilmistir. Daha sonra diliie
antibiyotikli besiyeri igeren kuyucuklara BHI broth besiyeri ortaminda ardisik
2 pasaj yapilarak aktiflestirilen ve BHI broth besiyeri ortami ile 1:10 oraninda diliie
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edilen test kiiltirlinden 5’er pL inokiile edilmistir. Kiiltiir inokiilasyonunu takiben
mikrotitre tabaklar 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur.
Denemelerde kiiltiir gelisimini gézlemlemek amaciyla antibiyotik ilave edilmemis
BHI broth besiyeri bulunan kuyucuklar kontrol olarak kullanilmistir. MIK testinde
E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 51559 ve E. faecalis ATCC 51299
suslar1 referans kiiltiir olarak kullamlmstir. Enterokok suslarinin MIK degerleri
CLSI’nin 2016 ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST)’nin 2018 yili

klavuzlarina gore degerlendirilmistir.

3.2.6. YSAD Enterococcus izolatlarimin aminoglikozid modifiye edici enzim

(AME) genlerinin varh@inin PZR ile arastirilmasi

YSAD Enterococcus izolatlarinda yiiksek seviyede gentamisin ve streptomisin
direncine neden olan aminoglikozid modifiye edici enzim (AME) genlerinin
varligiin PZR ile tespitinde Cizelge 3.3°de verilen primer setleri kullanilmistir.
Izolatlarda yiiksek seviyede streptomisin direnci ile iliskili aph(3")-1lla, ant(4')-la ve
ant(6')-la genlerinin ve yiiksek seviyede gentamisin direnci ile iliskili
aac(6')-le-aph(2')-Ia,  aph(2")-1Ib, aph(2')-Ic ve aph(2")-1d genlerinin varlig
arastirilmistir (Vakulenko vd., 2003; Niu vd., 2016). PZR uygulamalarinda daha
once belirtilen yontemle (3.2.2.3.1.) izole edilen genomik DNA ornekleri kalip
olarak kullanilmistir. PZR islemi Cizelge 3.1°de verilen toplam 50 pLL PZR karigimi
kullanilarak (Turbo Cycler 2 gradient termal dongii cihazinda) gerceklestirilmistir.
PZR denemelerinde aph(3')-1lla ve ant(4')-la, aac(6')-le-aph(2")-1a, aph2")-1b,
aph(2")-Ic ve aph(2")-1d genlerinin tespiti i¢in protokol 1 (Vakulenko vd., 2003) ve
ant(6')-1a geninin tespiti i¢in protokol 2 (Niu vd., 2016) kullanilmistir.
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Protokol 1 (aph(3')-1lla ve ant(4')-1a, aac(6')-le-aph(2")-1a. aph(2")-Ib, aph(2")-Ic
ve aph(2")-1d genleri igin)

94 °C 3dk 1 dongii
94 °C 40 sn

55°C 40 sn 35 dongii
72 °C 40 sn

72 °C 2 dk 1dongi

Protokol 2 (ant(6')-1a geni igin)

94 °C 3dk 1 dongii
94 °C 30 sn

56 °C 30 sn 35 dongii
72 °C 1dk

72 °C 5 dk 1dongii

Cogaltilan PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi % 2 agaroz (w/v) orani ile
hazirlanan jellerde yapilmig, etidyum bromit (Amresco) ile boyanmig ve UV 151k
altinda fotograflanmigtir. PZR fragment biiytikliiklerinin  hesaplanmasinda
O’GeneRuler™ 100-bp DNA marker (Thermo Fisher Scientific #SM1153)

molekiiler belirtec olarak kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Enterococcus suslarinda AME genlerinin belirlenmesinde kullanilan primer dizileri

Antibiyotik | Gen Primer sekansi (5'-3’) Kaynaklar
aph(3')-1lla GGCTAAAATGAGAATATCACCGG Vakulenko vd., 2003
CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG
Streptomisin ant(4')-1a CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC Vakulenko vd., 2003
GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT
ant(6')-1a ACTGGCTTAATCAATTTGGG Niu vd., 2016
GCCTTTCCGCCACCTCACCG

Gentamisin

aac(6')-le-aph(2")-1a

CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG
CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC

Vakulenko vd., 2003

aph(2")-1b CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC Vakulenko vd., 2003
GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT

aph(2")-1c CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC Vakulenko vd., 2003
CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG

aph(2")-1d GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC Vakulenko vd., 2003

CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Yiiksek Seviyede Aminoglikozid Direngli (YSAD) Muhtemel Enterococcus

Suslarinin izolasyonu ve Cins Diizeyinde Tanis1

Tez c¢alismast kapsaminda kullanilan yiliksek seviyede aminoglikozid direncli
(YSAD) muhtemel Enterococcus suslari; Antalya ve Isparta illerinde bulunan yerel
iretici ve geleneksel iirlin satilan market ve pazarlardan temin edilen toplam
100 ¢ig siit ve siit driinleri Orneklerinden izole edilmistir. Yiksek seviyede
gentamisin direncli (YSGD) Enterococcus suslariin izolasyonu i¢in 500 pg/mL
gentamisin, yiiksek seviyede streptomisin direngli (YSSD) Enterococcus suslarinin
izolasyonu i¢in ise 2000 pg/mL streptomisin ilave edilerek hazirlanan
Enterococcosel agar ve MRS agar besiyeri ortamlar1 kullanilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda (37 °C’de 2-5 giin) Enterococcosel agar ortaminda etrafinda siyah
renkte zon veren ve MRS agar ortaminda ise gelisme gosteren toplam 59 koloni
YSGD/YSSD (20/39) muhtemel Enterococcus izolat1 olarak diistiniilmiis ve ¢alisma
materyali olarak secilmistir. Daha sonra se¢ilen muhtemel enterokok kolonileri izole
edildikleri konsantrasyonda gentamisin veya streptomisin ilave edilen MRS broth
besiyeri ortamlarinda kiiltiire edilmis ve saflik kontrollerini takiben stok kiiltiirleri
hazirlanmistir. Calisma kapsaminda YSAD muhtemel Enterococcus varliginin
arastirlldigr ornek gruplar igerisinde yalmz ¢ig siit ve peynir drneklerinde YSAD
muhtemel Enterococcus varhigina rastlanilmistir. Izolasyon materyali olarak
kullanilan higbir yogurt ve tereyag: érneginde koloni gelisimi gdzlenmemistir. izole
edilen toplam 59 YSAD muhtemel Enterococcus susunun 54’ (% 91.53) peynir
orneklerinden izole edilmistir. S6z konusu izolatlarin 15’1 YSGD ve 39’u ise YSSD
dir. Tez kapsaminda kullanilan 70 peynir drneginin sadece 22’sinde koloni gelisimi
gbzlenmistir. Peynir 6rneklerinde YSAD muhtemel Enterococcus izolasyon sikligi
% 31.43 (22/70) olarak hesaplanmistir. Geri kalan 5 YSAD muhtemel Enterococcus
kolonisi ise incelenen 2 ¢ig siit drneginden izole edilmistir. Cig siit orneklerinde
YSAD muhtemel Enterococcus izolasyon sikligi % 20 (2/10) olarak bulunmustur.
Cig siit izolatlarimin tamami YSGD dir. Calisma kapsaminda kullanilan YSAD
muhtemel Enterococcus suslarinin izolasyon kaynaklari, drneklerin temin edildigi

iller ve izolat kodlar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. YSAD muhtemel Enterococcus suslarinin izolasyon kaynaklari, 6rneklerin temin edildigi iller ve izolat kodlar1

Izolasyon kaynag Ornegin temin edildigi il | Izolat kodu”

Beyaz peynir Antalya RS21.1, RS21.2

Tulum peyniri Isparta RS25.1, RS25.2, RS25.3, RS25.4, RS25.5
Beyaz Peynir Isparta RS27.1, RS27.2, RS27.3, RS27.4, RS27.5, RS27.6
Kaynamis inek peyniri Isparta RS29.1

Bergama inek peyniri Isparta RS32.1, RS32.2, RS32.3, RS32.4

Kegi deri peyniri Isparta RG36.1, RS36.1, RS36.2, RS36.3

Beyaz peynir Isparta RS42.1, RS42.2, RS42.3

Yalvag beyaz peynir Isparta RG46.1, RG46.2 RS46.1, RS46.2, RS46.3
Kayseri tulum peyniri Isparta RS50.1

Beyaz peynir Isparta RG52.1, RG52.2

Beyaz peynir Isparta RG53.1, RG53.2

Lor peynir Antalya RS62.1

* RS kodlu izolatlar 2000 pg/mL streptomisin ve RG kodlu izolatlar ise 500 pg/mL gentamisin iceren besiyeri ortamindan izole
edilmistir
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Cizelge 4.1. YSAD muhtemel Enterococcus suslarinin izolasyon kaynaklari, 6rneklerin temin edildigi iller ve izolat kodlar1 (Devam)

Izolasyon kaynag Ornegin temin edildigi il | Izolat kodu”

Kayseri koy peyniri Isparta RG73.1

Konya tulum peyniri Isparta RS74.1, RS74.2

Beyaz peynir Antalya RS85.1

Kasar peyniri Antalya RS88.1

Cig siit Isparta RG7.1

Coban peyniri Isparta RS12.1

Cig siit Antalya RG20.1, RG20.2, RG20.3, RG20.4
Beyaz peynir Antalya RS21.1, RS21.2

Koyun- ke¢i tulum peynir Isparta RG22.1, RG22.2, RG22.3, RG22.4
Yaprak tulum peyniri Isparta RG26.1, RG26.2, RG26.3
Bergama inek peyniri Isparta RS32.1, RS32.2

Kegi deri peyniri Isparta RS36.1

* RS kodlu izolatlar 2000 pg/mL streptomisin ve RG kodlu izolatlar ise 500 pg/mL gentamisin iceren besiyeri ortamindan izole
edilmistir
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500 pg/mL gentamisin veya 2000 pg/mL streptomisin igeren besiyeri ortamlarindan
izole edilen toplam 59 YSAD muhtemel Enterococcus susunun cins diizeyinde tanisi
amaciyla Gram boyama, katalaz testi ve kiiltiirel testler (10 °C, 37 °C ve 45 °C’de
gelisme, pH’s1 9.6’ya ayarlanmis ve % 6.5 NaCl iceren besiyeri ortamlarinda
gelisme ve 60 °C’de 30 dk 1sil direng) yapilmigtir. Gram boyama ydntemi ile
hazirlanan preparatlarin 151k mikroskobunda incelenmesi sonucu; izolatlarin
tamaminin Gram pozitif kok morfolojisindeki (monokok, diplokok ve kisa zincir)
oldugu tespit edilmistir. RS25.1 nolu izolatin mikroskop goriintiisii Sekil 4.1°de
verilmistir. Katalaz testi ile izolatlarin tamaminin katalaz negatif 6zellik gosterdigi

belirlenmistir.

Sekil 4.1. RS25.1 nolu izolatin mikroskobik morfolojisi

Kiilttirel testler sonucu, secilen 59 YSAD muhtemel enterokok izolatinin 10 °C,
37 °C ve 45 °C inkiibasyon sicakliklarinda, pH’s1 9.6’ya ayarlanmis ve % 6.5 NaCl
iceren MRS besiyeri ortamlarinda (37 °C’de) gelisme gosterebildigi ve ayrica
60 °C’de 30 dk 1s1 uygulamasina kars1 da direngli oldugu belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar 15181nda izole edilen 59 susun tamaminin Enterococcus cinsi iiyesi oldugu

belirlenmistir.

Izolatlarin cins diizeyinde tanis1 morfolojik, biyokimyasal ve kiiltiirel testlerin yani
sira Enterococcus cinsine 6zgii primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu

(PZR) ile molekiiler diizeyde de yapilmistir. Bu amagla izolatlarin Cancilla vd.
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(1992) tarafindan Onerilen yonteme gore genomik DNA ornekleri izole edilmistir.
Izolatlara ait genomik DNA o6rneklerinin agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil

4.2’de verilmistir.

Genomik
DNA

Genomik
DNA

Sekil 4.2. YSAD muhtemel Enterococcus izolatlarinin genomik DNA 6rnekleri

1-11 Enterococcus suslarinin genomik DNA” s1
M O’GeneRuler DNA Marker (bg): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250

Genomik DNA oOrneklerinin sablon olarak kullanildigt PZR denemeleri sonucu
izolatlarin tamaminin denemede kullanilan primerlerle Enterococcus cinsine 6zgi
112 kb biiytikliikte fragmentler verdigi belirlenmistir (Sekil 4.3). Elde edilen bu
sonuglar klasik tani testlerinde elde edilen cins diizeyinde tanit sonuglarini
desteklemektedir. Farkli arastiricilar tarafindan yapilan g¢alismalarda da ¢ig siit
(Tuncer vd., 2014; Bouymajane vd., 2018) ve geleneksel peynir (Yogurt¢u ve
Tuncer, 2013; Avci ve Ozden Tuncer, 2017; Russo vd., 2018; Sanlibaba ve Sentiirk,
2018) orneklerinden YSAD Enterococcus izole edildigi bildirilmistir. Yiiksek
seviyede aminoglikozid direnci gida izolatlarina nazaran klinik enterokok
izolatlarinda daha sik karsilagilan bir durumdur. Gegmis yillarda klinik 6rneklerden
yiiksek siklikla YSGD ve/veya YSSD Enterococcus izole edildigi rapor edilmistir
(Mendiratta vd., 2008; Niu vd., 2016; Shete vd., 2017; Amini vd., 2018).
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1 2 3 4 5 6 7 8 M 9'1011121314_‘1516171819

3000 bg

1000 bg

500 bg

Sekil 4.3. YSAD izolatlarin Enterococcus cinsine 6zgii primerler ile ¢ogaltilan PZR
fragmentleri
1-18 YSAD Enterococcus izolatlarinin PZR fragmentleri
19 Enterococcus faecalis ATCC 29212 (pozitif kontrol)
M O’GeneRuler DNA Marker (bg): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250

4.2. YSAD Enterococcus izolatlarimin Tiir Diizeyinde Tanisi

Enterokok tiirleri arasinda Onemli oranda fenotipik cesitlilik s6z konusudur.
Bakterilerin tiir ve alt tiir diizeyinde tanilari; koloni morfolojileri, kiiltiirel ve
biyokimyasal Ozellikleri gibi fenotipik karakterleri belirlenerek yapilabilmektedir.
Gidalarda, hayvan yemlerinde tespit edilen (E. faecium ve E. faecalis gibi) veya
gastrointestinal sistemin dogal florasinda bulunan 6nemli tiirler icin; giivenilir
fenotipik tanimlama sistemleri (6rnegin biiylime sicakliklari, fermentasyon paterni,
secici ortam vb.) uygulanabilir. Giiniimiizde fenotipik tani yontemlerinden daha
ziyade giivenilir ve hizli tanimlama yapilabilmesi i¢in molekiiler tabanli yontemler
kullanilmaktadir. Ozellikle tiire 6zgii primerler veya 16S/23S rRNA hedefli problarin
farkli Enterococcus tiirlerinin tanimlanmasinda bagar1 ile kullanilan ydntemler
oldugu ispatlanmistir (Klein, 2003; Jackson vd., 2004). Ayrica tiir i¢i farklilasmada,
protein parmak izi, rastgele arttirilmis polimorfik DNA (RAPD-PCR), darbeli alan
jel elektroforezi (PFGE) ve restriksiyon enzim analizi gibi yOntemler de
kullanilabilmektedir (Klein, 2003). Tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen izolatlarin
tiir diizeyinde tanis1 tiire Ozgii primerler ve 16S rDNA dizi analizi yOntemi
kullanilarak yapilmistir. YSAD Enterococcus izolatlarinin tiir diizeyinde tanisinda

¢ig siit ve fermente siit tirinlerinden siklikla izole edilen E. faecalis, E. faecium,
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E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. hirae ve E. mundtii tiirlerine 6zgii
primer setleri kullanilmigtir. Tiire 6zgili primerler kullanilarak yapilan tiir diizeyinde
tan1 testleri sonucu izolatlarin 18’1 E. faecalis, 18’1 E. faecium, 13’1 E. durans ve 2’si
E. gallinarum olarak tanimlanmistir. Sekil 4.4. ve 4.5’de sirasiyla E. faecalis ve
E. faecium tiirlerine 6zgii primerler kullanilarak yapilan PZR denemesi sonucu elde
edilen 360 kb ve 215 kb biiyiikliikteki PZR fragmentlerinin agaroz jel elektroforez

gortntiileri verilmistir.

1 2,3 045500 iSulaiinilo 11 12 13 14 15 16 17 18

: :

" v’

3000 bg

1000 bg

500 bg
360 bg

Sekil 4.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin E. faecalis’e 6zgii primerler ile tiir
diizeyinde tanis1

1 RS25.1 : 360 bg

2 RS25.2 : 360 bg

3 RS25.3 |-

4 RS25.4 : 360 bg

5 RS25.5 : 360 bg

6 RS21.1 360 bg

7 RS21.2 : 360 bg

8 RS27.1 360 bg

9 RS27.2 : 360 be

M O’GeneRuler DNA Marker  : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700,

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

10 RS27.3 360 bg

11 RS27.4 : 360 be

12 RS27.5 360 bg

13 RS27.6 : 360 be

14 RS46.1 -

15 RS46.2 |-

16 RS46.3 -

17  Negatif kontrol (su) -
18 E. faecalis ATCC 29212 :360 bg
(pozitif kontrol)
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1 2 3 45 6 7 8 M 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Sekil 4.5. YSAD Enterococcus izolatlarinin E. faecium’a 6zgii primerler ile tiir
diizeyinde tanis1

1 RS36.2 1215 bg

2 RS36.3 -

3 RG36.1 1215 bg

4 RS29.1 |-

5 RS50.1 -

6 RG52.1 : 215 bg

7 RG52.2 : 215 bg

8 RG53.1 :215 be

M O’GeneRuler DNA Marker : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700,

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

9 RG53.2 :215bg

10 RS62.1 |-

11 RS85.1 -

12 RG73.1 :215 be

13 RS74.1 :215bg

14 RS74.2 :215 be

15 RS88.1 1215 bg

16  Negatif kontrol (su) |-
17 E. faecium ATCC 51559 :215b¢
(pozitif kontrol)

Tiire 6zgli primerler kullanilarak yapilan PZR ile 8 izolat (RS21.3, RS25.3, RS29.1,
RG7.1, RG22.4, RG26.1, RG26.2 ve RG26.3) tiir diizeyinde tanimlanamamustir. Bu
izolatlarin 16S rDNA dizi analizi sonucu E. faecalis olarak tanimlanmasi iizerine tiire
0zgli PZR islemi tekrar edilmis ve izolatlarin tamaminin beklenildigi gibi
E. faecalis’e 6zgii 360 kb biiyiikliikte fragmentler verdigi tespit edilmistir. Bu veriler
15181nda ¢ig siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen 59 YSAD Enterococcus susunun
26’s1 E. faecalis (% 44.07), 18’1 E. faecium (% 30.51), 13’i E. durans (% 22.03) ve
2’si E. gallinarum (% 3.39) olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. YSAD Enterococcus izolatlariin tiir diizeyinde tanisi

Izolat kodu | Bakteri Tiirii Izolat kodu | Bakteri Tiirii
RS12.1 Enterococcus faecium RS46.1 Enterococcus durans
RS21.1 Enterococcus faecalis RS46.2 Enterococcus durans
RS21.2 Enterococcus faecalis RS46.3 Enterococcus durans
RS21.3 Enterococcus faecalis RS50.1 Enterococcus durans
RS21.4 Enterococcus faecalis RS62.1 Enterococcus faecalis
RS25.1 Enterococcus faecalis RS74.1 Enterococcus faecium
RS25.2 Enterococcus faecalis RS74.2 Enterococcus faecium
RS25.3 Enterococcus faecalis RS85.1 Enterococcus durans
RS25.4 Enterococcus faecalis RS88.1 Enterococcus faecium
RS25.5 Enterococcus faecalis RG7.1 Enterococcus faecalis
RS27.1 Enterococcus faecalis RG20.1 Enterococcus durans
RS27.2 Enterococcus faecalis RG20.2 Enterococcus faecium
RS27.3 Enterococcus faecalis RG20.3 Enterococcus faecium
RS27.4 Enterococcus faecalis RG20.4 Enterococcus faecium
RS27.5 Enterococcus faecalis RG22.1 Enterococcus durans
RS27.6 Enterococcus faecalis RG22.2 Enterococcus durans
RS29.1 Enterococcus faecalis RG22.3 Enterococcus faecium
RS32.1 Enterococcus faecium RG22.4 Enterococcus faecalis
RS32.2 Enterococcus faecium RG26.1 Enterococcus faecalis
RS32.3 Enterococcus faecalis RG26.2 Enterococcus faecalis
RS32.4 Enterococcus durans RG26.3 Enterococcus faecalis
RS32.5 Enterococcus faecalis RG36.1 Enterococcus faecium
RS32.6 Enterococcus faecalis RG46.1 Enterococcus gallinarum
RS36.1 Enterococcus faecium RG46.2 Enterococcus gallinarum
RS36.2 Enterococcus faecium RG52.1 Enterococcus faecium
RS36.3 Enterococcus durans RG52.2 Enterococcus faecium
RS36.4 Enterococcus faecalis RG53.1 Enterococcus faecium
RS42.1 Enterococcus durans RG53.2 Enterococcus faecium
RS42.2 Enterococcus durans RG73.1 Enterococcus faecium
RS42.3 Enterococcus durans
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Tez calismasi kapsaminda ¢ig siit ve peynir 6rneklerinden izole edilen YSGD/YSSD

Enterococcus tiirlerinin dagilimi Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Cig siit ve peynir oOrneklerinden izole edilen YSGD'/YSSD™
Enterococcus tiirlerinin dagilimi

Bakteri tiirii Cig siit Peynir
YSGD/YSSD | YSGD/YSSD

E. faecalis (n= 26) 1/- 4/21

E. faecium (n= 18) 3/- 7/8

E. durans (n=13) 1/- 2/10

E. gallinarum (n= 2) -/- 2/0

Toplam 5/- 15/39

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

Enterokoklar gidalarda uzun siire fekal kontaminasyonun bir gostergesi olarak kabul
edilmistir. Ancak son zamanlarda siit {irinlerinin genel mikrobiyotasinin bir pargasi
olarak da dikkat ¢ekmektedirler. Ozellikle ¢ig veya pastorize siitten iiretilen
peynirlerde dogal starter siit kiiltiirii olarak kullanilir ve bu nedenle bu iirtinlerden
siklikla izole edilirler (Saavedra vd., 2003; Morandi vd., 2015). Farkli arastiricilar
tarafindan yapilan c¢aligmalarda geleneksel peynir Orneklerinden izole edilen
Enterococcus cinsi iiyesi bakleriler arasinda E. faecalis, E. faecium ve E. durans’in
baskin tiirler oldugu rapor edilmistir (EI-Din vd., 2002; De Vuyst, 2000; Cocconcelli
vd., 2003; Giraffa, 2003; Belicova vd., 2007; Tuncer, 2009; Yogurt¢u ve Tuncer,
2013; Morandi vd., 2015; Fuka vd., 2017; Russo vd., 2018). Tez ¢alismasinda her ne
kadar genel bir Enterococcus izolasyonu yapilmasi amaglanmamis olsada siit ve
peynir 6rneklerinden izole edilen YSAD Enterococcus tiirleri arasinda E. faecalis,
E. faecium ve E. durans baskin tiirlerdir. Cig siit ve geleneksel peynir 6rneklerinden
izole edilen Enterococcus tiirlerinin antibiyotik direng profillerinin arastirildigi
calismalarda ise YSAD E. faecalis, E. faecium ve/veya E. durans tiirlerine rastlandigi
bildirilmistir (Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Tuncer vd., 2014; Avci ve Ozden Tuncer,
2017; Bouymajane vd., 2018; Russo vd., 2018; Sanlibaba ve Sentiirk, 2018).
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Diger taraftan tez kapsaminda kullanilan 6rnek gruplarindan farkli olarak YSAD
Enterococcus tiirlerinin yayginliginin belirlenmesinin amag¢ edinildigi ¢aligmalarda
Jaimee ve Halami (2016), ¢iftlik hayvanlar1 ve ticari et lriinlerinde, Lan vd. (2016),
Tibet domuzlarinda ve Niu vd. (2016), klinik izolatlarda YSAD E. faecalis ve
E. faecium varligini rapor etmislerdir. Jaimee ve Halami (2016), ciftlik hayvani
bagirsagindan ve ticari et iiriinlerinden (¢ig et, tavuk sosisi, jambon ve salam) olusan
50 ornekte YSGD LAB izolasyonu yapmislar ve izole ettikleri 138 LAB kiiltiiriiniin
101’inin Enterococcus cinsi iiyesi oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar YSGD
izolatlar arasinda E. faecalis tiirii iiyelerinin ¢ogunlugu olusturdugunu tespit
etmiglerdir. Yapilan baska bir ¢alismada Lan vd. (2016), YSAD Enterococcus
izolasyonu yaptiklar1 105 Tibet domuzu feges Orneginden 51 Enterococcus cinsi
tiyesi izole etmisler ve % 53 ile en sik rastlanan tiiriin E. hirae oldugunu bunu % 29
ile E. faecalis’in takip ettigini rapor etmislerdir. Klinik enterokok izolatlarinda
YSAD bulunma sikliginin arastirildigi bir bagka calismada, test edilen 117 enterokok
izolatinin % 42.7’sinin (50/117) YSGD ve % 27.4’lintin (32/117) ise YSSD oldugu
tespit edilmistir. E. faecium izolatlarinin yiiksek direng profili gosterdigi

belirlenmistir. Bu tiirii E. faecalis ve E. avium’un takip ettigi bildirilmistir.

4.3. YSAD Enterococcus izolatlarinin Antibiyotik Diren¢ Profilleri

Enterokoklar ozellikle bazi fermente et drilinlerinin ve peynir ¢esitlerinin
mikrobiyotasinin 6nemli bir boliimiinli olustururlar (Giraffa, 2003). Bu bakteriler
Akdeniz iilkelerinde geleneksel peynirlerin iiretimi sirasinda asidifikasyon, proteoliz,
sitrattan yararlanma, ugucu aromatik bilesikler tiretme gibi fonksiyonel 6zellikleri
nedeniyle gidalarin duyusal 6zelliklerini arttirmak amaciyla kullanilmaktadir (E1-Din
vd., 2002; De Vuyst, 2000; Cocconcelli vd., 2003). Diger taraftan bazi Enterococcus
tiirleri ciddi hastaliklardan sorumlu énemli firsat¢1 patojenlerdir. Ozellikle E. faecalis
ve E. faecium tiirleri nozokomiyal enfeksiyonlarin/siiper enfeksiyonlarin en yaygin
nedenleri arasinda gosterilmektedir (Oravcova, 2013). Enterokoklarin patojenitesine
katkida bulunan Onemli faktorlerin basinda bu bakterilerin antibiyotiklere karsi
gosterdikleri direng gelmektedir (Yogurtcu ve Tuncer, 2013). Tez calismasi
kapsaminda antibiyotik direng profilleri arastirilan 59 YSAD Enterococcus izolatinin

18 ticari antibiyotige karsi direng profilleri Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik disk difiizyon test sonuglari
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. faecium RS32.2
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. durans RS32.4

. faecalis RS32.5
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. faecalis RS32.6

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

“R: Direngli; I: Orta seviyede duyarls; S: Duyarl
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Cizelge 4.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik disk difiizyon test sonuglar1 (Devam)
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E. durans RG22.2

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

“S: Duyarly; I: Orta seviyede duyarli; R: Direngli
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Cizelge 4.4. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik disk difiizyon test sonuglar1 (Devam)
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E. faecium RG53.2
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E. faecium RG73.1

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

4g)
“R: Direngli; I: Orta seviyede duyarls; S: Duyarl
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Disk diflizyon testi sonucu YSAD Enterococcus izolatlarinin 1 ile 16 arasinda
degisen sayida antibiyotige diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlar arasinda en
genis antibiyotik diren¢ profiline sahip susun E. faecium RSI12.1 oldugu
belirlenmistir. 500 pg/mL gentamisin iceren besiyeri ortamlarindan izole edilen
20 YSGD Enterococcus izolatinin disk difiizyon testi sonucu 18’inin gentamisine
direngli ve 2’sinin (E. faecium RG36.1 ve RG53.2) orta seviyede direngli oldugu
belirlenmistir. 2000 pg/mL streptomisin igeren besiyeri ortamlarindan izole edilen
39 YSSD Enterococcus izolatlarmin ise 33t streptomisine direngli ve 6’s1
(E. faecalis RS21.3, RS21.4, RS36.4, E. durans RS42.1, RS42.2 ve RS42.3) orta
seviyede direngli bulunmustur (Cizelge 4.4). YSAD Enterococcus izolatlarinin tez
kapsaminda kullanilan antibiyotiklere kars1 duyarlilik ve direnclilik ylizdeleri
Cizelge 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.5. YSAD Enterococcus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik

yiizdeleri
Antibiyotikler S* [ R
n % n % n %

Ampisilin 42 71.19 0 0 17 28.81
Doksisiklin 10 16.95 18 30.50 31 52.54
Eritromisin 2 3.39 26 44.07 31 52.54
Gentamisin 36 61.02 5 8.47 18 30.50
Kloramfenikol 30 50.85 20 33.9 9 15.25
Levofloksasin 35 59.32 10 16.95 14 23.73
Linezolid 28 47.46 13 22.03 18 30.50
Minosiklin 11 18.64 17 28.81 31 52.54
Nitrofurantoin 41 69.49 10 16.95 8 13.56
Norfloksasin 24 40.68 21 35.59 14 23.73
Penisilin G 29 49.15 0 0 30 50.85
Quinupristin/dalfopristin 15 25.42 23 38.98 21 35.59
Rifampin 25 42.37 6 10.17 28 47.46
Siprofloksasin 24 40.68 21 35.59 14 23.73
Streptomisin 17 28.81 9 15.25 33 55.93
Teikoplanin 49 83.05 9 15.25 1 1.69
Tetrasiklin 4 6.78 2 3.39 53 89.83
Vankomisin 26 44.07 25 42.37 8 13.56

*S: Duyarly; I: Orta seviyede direncli; R: Direngli

YSAD Enterococcus izolatlarina karsi en etkili antibiyotigin teikoplanin (% 83.05)
oldugu saptanmistir. YSGD izolatlarinin % 75’1, YSSD izolatlarinin ise % 87.18’1
teikoplanine duyarli bulunmustur. Teikoplanini takiben YSAD izolatlarinin ampisilin

(% 71.19), nitrofurantoin (% 69.49), gentamisin (% 61.02) ve levofloksasine
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(% 59.32) duyarli oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak El-Ghazawy vd. (2016),
klinik YSAD enterokok izolatlarinin arastirmada kullanilan antibiyotikler icerisinde
en c¢ok tigesiklin, linezolid, vankomisin ve teikoplanine kars1 duyarli oldugunu rapor
etmiglerdir. Arastirmacilar izolatlarin sadece % 2.1°inin linezolide, % 6.3 liniin
vankomisine ve % 6.3’linilin teikoplanine karsi direngli oldugunu bildirmislerdir.
Ancak diger taraftan arastiricilarin bulgularinin aksine tez kapsaminda YSAD
izolatlarinin % 13.56’°s1 vankomisine ve % 30.50’si linezolide direng¢li bulunmustur.
Tez kapsaminda YSAD izolatlarinin en ¢ok tetrasikline (% 89.83) direncli oldugu
saptanmistir. ' YSGD izolatlarinin % 70’i ve YSSD izolatlarinin ise tamami
tetrasikline direncli bulunmustur. Tetrasiklini takiben YSAD izolatlarinin
streptomisin (% 55.93), doksisiklin (% 52.54), eritromisin (% 52.54), minosiklin
(% 52.54), penisilin G (% 50.85) ve rifampine (% 47.46) kars1 direngli oldugu tespit
edilmistir. Tezde elde edilen sonuglarin aksine Mendritta vd. (2008), Hindistan’da
klinik enterokok izolatlarinin disk difiizyon yontemi ile antibiyotik direng profillerini
belirledikleri ¢alismalarinda YSAD enterokok izolatlariin en ¢ok B-laktam grubu
antibiyotikler olan penisilin (% 92.39) ve ampisiline (% 88.04) direngli oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar bu antibiyotiklerin yan1 sira YSAD izolatlarinin
% 79.35’inin eritromisine, % 75’inin siprofloksasine, % 66.30’unun tetrasikline,
% 36.96’smin rifampine ve % 22.83’{inlin kloramfenikole direngli oldugunu rapor

etmislerdir.

Cig siit ve peynir oOrneklerinden izole edilen YSAD Enterococcus tiirlerinin
antibiyotik duyarlilik ve direnglilik yiizdeleri Cizelge 4.6’ da verilmistir. izolatlar
arasinda antibiyotiklere en direngli tiiriin E. faecium oldugu tespit edilmistir. Gegmis
yillarda yapilan calismalarda E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin antibiyotik
direnglerinin izolasyon kaynagina bagli olarak degiskenlik gosterdigi goriilmektedir.
Chajecka-Wierzchowska vd. (2012) tiiketime hazir hayvansal kaynakli gidalardan
izole edilen E. faecalis ve E. faecium suslarinin antibiyotik direngleri arasinda
oldukca benzerlik oldugunu rapor etmistir. Baylan vd. (2011), iiriner E. faecium
izolatlarinda yiiksek seviyede aminoglikozid direncinin diger tiirlere nazaran daha
yaygin oldugunu saptamistir. Diger taraftan, Yogurtcu ve Tuncer (2013) Tulum
peyniri 0rneklerinden, Demirgiil ve Tuncer (2017) fermente sucuk 6rneklerinden ve
Russo vd. (2018) geleneksel Sicilya peynirlerinden izole edilen enterokoklar arasinda

test edilen antibiyotiklere karsi en direngli tiiriin E. faecalis oldugunu bildirmistir.
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Cizelge 4.6. YSAD E.

faecalis, E. faecium, E. durans ve E. gallinarum suslarinin antibiyotik duyarlilik ve direnglilik yiizdeleri

Antibiyotikler E. faecalis E. faecium E. durans E. gallinarum
(n: 26) (n: 18) (n: 13) (n: 2)

S* | R S | R S | R S | R
Ampisilin 88.46 0 11,53 | 38.89 0 61.11 | 92.30 0 7.69 0 0 100
Doksisiklin 19.23 | 42.30 | 38.46 | 27.78 | 16.66 | 55.55 0 23.08 | 76.92 0 50 50
Eritromisin 0 69.23 | 30.76 0 33.33 | 66.67 | 15.38 | 15.38 | 69.23 0 0 100
Kloramfenikol 46.15 | 26.92 | 26.92 | 4444 | 4444 | 1112 | 76.92 | 23.08 0 0 100 0
Gentamisin 44,44 | 11.12 | 44.44 | 80.77 0 19.23 | 53.85 | 23.08 | 23.08 0 0 100
Levofloksasin 69.23 | 26.92 | 3.84 33.33 | 11.12 | 5555 | 84.62 | 7.69 7.69 0 0 100
Linezolid 50 1538 | 34.61 | 5555 | 27.78 | 16.66 | 38.46 | 30.77 | 30.77 0 0 100
Minosiklin 61.53 | 4230 | 46.15 | 33.33 | 11.12 | 5555 | 15.38 | 30.77 | 53.85 0 0 100
Nitrofurantoin 84.61 | 384 | 1153 | 77.78 | 16.67 | 556 | 38.46 | 46.15 | 15.38 0 0 100
Norfloksasin 42.30 | 46.15 | 11.53 27.78 | 27.78 | 44.44 | 6154 | 30.77 7.69 0 0 100
Penisilin G 80.77 0 19.23 | 27.78 0 72.22 | 15.38 0 84.62 50 0 50
Quinupristin/dalfopristin 15.38 | 19.23 | 65.38 | 38.89 50 11.12 | 30.77 | 61.54 | 7.69 0 50 50
Rifampin 15.38 | 15.38 | 53.84 | 55.55 0 4444 | 5385 | 7.69 | 38.46 0 50 50
Siprofloksasin 34.61 50 1538 | 27.78 | 22.22 50 76.92 | 23.08 0 0 50 50
Streptomisin 4444 | 1112 | 4444 | 19.23 | 1153 | 69.23 | 23.08 | 23.08 | 53.85 50 50 0
Teikoplanin 9230 | 7.69 0 66.67 | 27.78 | 5.56 100 0 0 0 100 0
Tetrasiklin 11.53 0 88.46 556 | 11.12 | 83.33 0 0 100 0 0 100
VVankomisin 38.46 | 38.46 | 23.07 | 4444 | 4444 | 1112 | 6154 | 38.46 0 0 100 0

“S:Duyarly, I:Orta seviyede duyarli, R:Direngli
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Tez g¢aligmasi kapsaminda farkli siit ve siit liriinlerinden izole edilen 59 YSAD
Enterococcus izolatinin 57’sinin (% 94.92) 2 ile 16 arasinda degisen sayida
antibiyotige karsi direng gosterdigi tespit edilmistir. YSAD Enterococcus
izolatlarinin % 89.83 (53/59) ¢oklu antibiyotik direncine (en az ii¢ antibiyotige karsi
direngli) sahip olduklar1 belirlenmistir. Disk difiisyon testi sonucu YSAD
Enterococcus izolatlar1 arasinda en yiiksek siklikla karsilasilan ¢oklu antibiyotik
direng profillerinin % 8.47 ile QD-S-TE ve % 5.08 ile DO-E-C-QD-MH-S-TE oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Coklu antibiyotik direnci enterokoklarda oldukc¢a sik
karsilagilan bir durumdur. Tezde elde edilen bulgulara benzer olarak pek ¢ok
arastirmaci farkli kaynaklardan izole ettikleri enterokok suslarinin ¢oklu antibiyotik
direncine sahip oldugunu birdirmistir (Dilik ve Istanbulluoglu, 2010; Fard vd., 2011;
Yogurtcu ve Tuncer, 2013; Yiiceer ve Ozden Tuncer, 2015; Demirgiil ve Tuncer,
2017). Dilik ve Istanbulluoglu, (2010)’un yapmus oldugu calismada 229 broiler
enterokok susunun 47’sinin (% 20.5) iki, 40’min (% 17.4) ti¢, 19’unun (% 8.2) dort,
11’inin (% 4.8) bes ve 9unun (% 3.9) alti antibiyotige direngli oldugunu
belirlenmistir. Fard vd., (2011), yapmis oldugu ¢alismalarinda domuz bagirsagindan
izole ettikleri tiim enterokoklarin en az iki antibiyotige direngli oldugu
bildirilmektedir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada tulum peynirinden izole edilen
Enterococcus izolatlarinin % 4.3’iiniin ¢oklu antibiyotik direncine (streptomisin,
tetrasiklin) sahip oldugu belirtilmistir (Yogurtcu ve Tuncer, 2013). Ulkemizde
yapilan bir baska calismada ise Yiiceer ve Ozden Tuncer (2015) sucuktan izole
etikleri Enterococcus suslarinin % 68’inin ¢oklu antibiyotik direncine sahip
oldugunu rapor etmislerdir. Yine sucuktan izole edilen enterokok izolatlarinin
antibiyotik direng profillerinin ve direng genlerinin arastirildigi bir calismada
izolatlarin % 61.67’sinin 2 ile 8 arasinda degisen sayida antibiyotige karsi direng
gosterdigi ve en yaygin gozlenen antibiyotik direng profilinin % 11.67 ile
siprofloksasin ve rifampin direnci oldugu bildirilmistir (Demirgiil ve Tuncer, 2017).
Bouymajane vd. (2018), ¢ig siitten izole ettikleri Enterococcus tiirleri arasinda ¢oklu
antibiyotik direncinin olduk¢a yaygin oldugunu bildirmislerdir. Benzer olarak Russo
vd. (2018), geleneksel Sicilya peynirlerinden izole ettikleri 110 Enterococcus
izolatimin  107’sinin (% 97) c¢oklu antibiyotik direng fenotipi gosterdigini
belirlemislerdir. Ulkemizde yapilan bir ¢aligmada geleneksel peynir drneklerinden
izole edilen 213 enterokok izolatinin 151’inin (% 70.90) ¢oklu antibiyotik direncine
sahip oldugu bildirilmistir (Sanlibaba ve Senturk, 2018).
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Cizelge 4.7. Coklu antibiyotik direng 6zelligi gosteren izolatlarin direngli oldugu antibiyotikler, direngli izolat sayis1 ve yiizdeleri (%)

Antibiyotikler* Direncli Izolat sayis: %
QD-S-TE 5 8.47
DO-MH-TE 1 1.69
AMP-CN-P 1 1.69
CN-F-RD 2 3.39
DO-P-TE 1 1.69
QD-RD-S-TE 1 1.69
LZD-QD-S-TE 1 1.69
E-P-S-TE 1 1.69
DO-P-S-TE 1 1.69
LZD-QD-RD-S-TE 1 1.69
QD-P-RD-S-TE 1 1.69
E-P-RD-S-TE 2 3.39
DO-E-MH-P-TE 1 1.69
CN-LZD-MH-F-TE 1 1.69

*AMP: Ampisilin; C: Kloramfenikol; CIP: Siprofloksasin; CN: Gentamisin; DO: Doksisiklin; E: Eritromisin; F: Nitrofurantoin; LEV: levofloksasin; LZD:
Linezolid; MH: Minosiklin; NOR: Norfloksasin; P: Penisilin G; QD: Quinupristin/dalfopristin; RD: Rifampin; S:Streptomisin; TE: Tetrasiklin; TEC:
Teikoplanin ve VA: Vankomisin.
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Cizelge 4.7. Coklu antibiyotik direng 6zelligi gosteren izolatlarin direngli oldugu antibiyotikler, direngli izolat sayis1 ve yiizdeleri (%) (Devam)

Antibiyotikler* Direncli Izolat sayis: %

DO-CN-LZD-MH-TE 1 1.69
LZD-QD-MH-RD-S-TE 1 1.69
LZD-QD-P-RD-S-TE 1 1.69
AMP-E-P-RD-S-TE 1 1.69
DO-E-LZD-P-S-TE 1 1.69
DO-E-QD-P-RD-TE 1 1.69
DO-E-LZD-F-P-TE 1 1.69
DO-E-MH-P-S-TE 1 1.69
CN-LZD-MH-RD-TE-VA 1 1.69
DO-E-C-QD-MH-S-TE 3 5.08
DO-E-MH-P-RD-S-TE 1 1.69
AMP-DO-CN-MH-P-RD-TE 1 1.69
DO-E-C-QD-MH-S-TE-VA 1 1.69
DO-E-LEV-QD-MH-CIP-S-TE 1 1.69

*AMP: Ampisilin; C: Kloramfenikol; CIP: Siprofloksasin; CN: Gentamisin; DO: Doksisiklin; E: Eritromisin; F: Nitrofurantoin; LEV: levofloksasin; LZD:
Linezolid; MH: Minosiklin; NOR: Norfloksasin; P: Penisilin G; QD: Quinupristin/dalfopristin; RD: Rifampin; S:Streptomisin; TE: Tetrasiklin; TEC:
Teikoplanin ve VA: Vankomisin.
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Cizelge 4.7. Coklu antibiyotik direng 6zelligi gosteren izolatlarin direngli oldugu antibiyotikler, direncli izolat sayis1 ve yiizdeleri (%) (Devam)

Antibiyotikler* Direncli Izolat sayis: %

AMP-DO-E-LEV-MH-P-CIP-S-TE 1 1.69
AMP-DO-CN-LEV-MH-NOR-P-RD-TE 2 3.39
AMP-DO-E-LEV-MH-NOR-P-CIP-S-TE 1 1.69
DO-E-C-LZD-QD-MH-RD-CIP-S-TE-VA 1 1.69
AMP-E-CN-LEV-LZD-MH-NOR-P-RD-CIP-TE 1 1.69
AMP-DO-E-CN-LEV-MH-NOR-P-RD-CIP-TE 2 3.39
AMP-DO-E-CN-LEV-LZD-MH-F-NOR-CIP-TE 1 1.69
AMP-DO-E-LZD-MH-F-NOR-P-RD-CIP-TE-VA 1 1.69
DO-E-C-LZD-QD-MH-NOR-RD-CIP-S-TE-VA 1 1.69
AMP-DO-E-C-LEV-MH-NOR-P-RD-CIP-S-TE 1 1.69
AMP-E-CN-LEV-LZD-QD-MH-F-NOR-P-RD-TE 1 1.69
AMP-DO-E-C-LEV-LZD-MH-NOR-P-RD-CIP-TE-VA 1 1.69
AMP-DO-E-LEV-LZD-MH-NOR-P-RD-CIP-S-TEC-TE-VA 1 1.69
AMP-DO-E-C-LEV-LZD-QD-MH-F-NOR-P-RD-CIP-S-TE-VA 1 1.69

*AMP: Ampisilin; C: Kloramfenikol; CIP: Siprofloksasin; CN: Gentamisin; DO: Doksisiklin; E: Eritromisin; F: Nitrofurantoin; LEV: levofloksasin; LZD:
Linezolid; MH: Minosiklin; NOR: Norfloksasin; P: Penisilin G; QD: Quinupristin/dalfopristin; RD: Rifampin; S:Streptomisin; TE: Tetrasiklin; TEC:
Teikoplanin ve VA: Vankomisin.

70



Antibiyotik direncin bakteriler arasinda yayilmasi global diizeyde endiseye yol
acmaktadir. Antibiyotikler hayvan yetistiricilifinde biiylimeyi destekleyici olarak
yaygin olarak kullanilmaktadir. Hayvan yetistiriciliginde klinik 6neme sahip
antibiyotiklerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi kommensal bakterilerde bu ilaglara
kars1 direng gelisimine neden olmaktadir (Cocconcelli vd., 2003; Mathur ve Singh,
2005; Garrido vd., 2014). Enterokoklar, antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda
rezervuar gorevi gorebilmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda izole edilen YSAD
Enterococcus suslarinin aminoglikozid grubu antibiyotiklerin yani sira klinik olarak
oneme sahip antibiyotiklere de direng goéstermesi tiiketici sagligi agisindan endise

uyandiricidir.

4.4, YSAD Enterococcus lizolatlarmn Gentamisin ve Streptomisin

Antibiyotiklerine Karsi Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK)

Tez c¢alismasi kapsaminda YSAD Enterococcus izolatlarinin gentamisin ve
streptomisine karst MiK degerleri sivi mikrodiliisyon ydntemi kullanilarak tespit
edilmistir. YSAD Enterococcus izolatlarinin  gentamisin ve streptomisin
antibiyotiklerine kars1 gosterdikleri MIK degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir.
[zolatlarin streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine kars1 MIK degerlerinin 64 ile
>4096 pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir. MiK testi sonucu YSSD izolatlarmin
tamam1 streptomisine, YSGD izolatlarin tamami ise gentamisine direngli
bulunmustur (MIiK >4096 pg/mL). Ayni1 zamanda YSSD izolatlarinin % 87.18’inin
gentamisine ve YSGD izolatlarinin ise % 65’inin streptomisine karst yiiksek
seviyede dirence sahip oldugu belirlenmistir. Tez kapsaminda ¢ig siit ve peynir
orneklerinden izole edilen 59 YSAD Enterococcus izolatinin 47’sinin (% 79.66) hem
YSSD hem de YSGD olduklari tespit edilmistir. Lan vd. (2016), Tibet domuzu feges
orneginden izole ettikleri Enterococcus izolatlarinin % 76.5’inin gentamisin ve
% 68.6’smin streptomisin MIK degerinin sirasiyla >512 ve >2048 pg/mL oldugunu
bildirmistir. Arastirmacilar ayrica izolatlarin % 39.2°sinin hem YSGD hem de YSSD
oldugunu rapor etmislerdir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile Diinya genelinde
klinik &rneklerden YSGD (MIK >500 pg/mL) ve YSSD (MIK >2000 pg/mL)
enterokoklarin izole edildigi rapor edilmistir (Mendiratta vd., 2008; Agarwal vd.,
2009; Jain vd., 2011; Jyothi vd., 2014; Niu vd., 2016).
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Cizelge 4.8. YSAD Enterococcus izolatlarinin gentamisin  ve streptomisin
antibiyotiklerine kars1 MiK degerleri

Bakteri Gentamisin Streptomisin | Toplam direng
MiK (pg/mL) | MIK (ng/mL)
. faecium RS12.1 2048R >4096R
. faecalis RS21.1 512R >4096R
. faecalis RS21.2 2048R >4096R
. faecalis RS21.3 4096R 4096R
. faecalis RS21.4 512R 4096R
. faecalis RS25.1 4096R >4096R
. faecalis RS25.2 >4096R >4096R
. faecalis. RS25.3 >4096R >4096R
. faecalis RS25.4 >4096R >4096R
. faecalis RS25.5 4096R >4096R
. faecalis RS27.1 2048R 4096R
. faecalis RS27.2 1024R 4096R
. faecalis RS27.3 2048R 4096R
. faecalis RS27.4 2048R 4096R
. faecalis RS27.5 512R 4096R
. faecalis RS27.6 512R 4096R
. faecalis RS29.1 1024R >4096R
. faecium RS32.1 2048R >4096R
. faecium RS32.2 128 >4096R
. faecalis RS32.3 128 >4096R
. durans RS32.4 >4096R >4096R
. faecalis RS32.5 64 >4096R
. faecalis RS32.6 64 >4096R
. faecium RS36.1 1024R >4096R
. faecium RS36.2 128 >4096R
. durans RS36.3 >4096R >4096R
. faecalis RS36.4 4096R >4096R
. durans RS42.1 >4096R >4096R
. durans RS42.2 >4096R >4096R
. durans RS42.3 >4096R >4096R
. durans RS46.1 >4096R >4096R
. durans RS46.2 >4096R >4096R
. durans RS46.3 >4096R >4096R
. durans RS50.1 4096R >4096R
. faecalis RS62.1 1024R >4096R
. faecium RS74.1 512R >4096R
. faecium RS74.2 512R >4096R
. durans RS85.1 >4096R >4096R
. faecium RS88.1 4096R >4096R
. faecalis RG7.1 >4096R 512R

. durans RG20.1 >4096R 256

. faecium RG20.2 >4096R 4096R

mmimmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
NIFRPININININININDINDINDINDINDINDINDINDINDINDIFEPIN RPN EFEIFERININININININININININININININININDINIDN

R Direncli
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Cizelge 4.8. YSAD Enterococcus izolatlarinnin gentamisin ve streptomisin
antibiyotiklerine kars1 MiK degerleri (Devam)

Bakteri Gentamisin Streptomisin | Toplam diren¢
MiK (ug/mL) | MIiK (pg/mL)
E. faecium RG20.3 >4096" 4096" 2
E. faecium RG20.4 4096R 4096R 2
E. durans RG22.1 >4096R 4096 2
E. durans RG22.2 >4096R 256 1
E. faecium RG22.3 >4096R >4096" 2
E. faecalis RG22.4 >4096R 1024R 2
E. faecalis RG26.1 4096R 1024R 2
E. faecalis RG26.2 >4096R 1024R 2
E. faecalis RG26.3 >4096R 1024R 2
E. faecium RG36.1 >4096R 4096 2
E. gallinarum RG46.1 >4096R 4096% 2
E. gallinarum RG46.2 >4096R 64 1
E. faecium RG52.1 >4096R 512R 2
E. faecium RG52.2 >4096R 64 1
E. faecium RG53.1 >4096R 128 1
E. faecium RG53.2 >4096R 128 1
E. faecium RG73.1 >4096R 64 1
E. faecalis ATCC 29212 128 256 0
E. faecalis ATCC 51299 >4096R >4096R 2
E. faecium ATCC 51559 >4096R >4096" 2
R Direncli

Gentamisin (500 pg/mL) igeren besiyeri ortamindan izole edilen E. faecium RG36.1
ve RGS53.2 disk difiizyon testi sonucu gentamisine orta seviyede direngli
bulunmustur. Ancak MIK testi sonucu bu suslarin gentamisine direngli
(MIK >4096 pg/mL) olduklari belirlenmistir. Disk difiizyon ve MIK testi sonuglari
arasinda % 10 minor hata tespit edilmistir. Benzer durum streptomisin (2000 pg/mL)
igeren besiyeri ortamindan izole edilen E. faecalis RS21.3, RS21.4, RS36.4,
E. durans RS42.1, RS42.2 ve RS42.3 igin de belirlenmistir. Disk difiizyon testi
sonucu streptomisine orta seviyede direngli olan bu suslar MIK testi sonucu direngli
bulunmustur. Disk difiizyon ve MIK test sonuglar1 arasinda % 15.39 mindr hata

saptanmuistir.

YSAD Enterococcus izolatlarinin gentamisin ve streptomisin igin disk difiizyon ve
MIK test sonuglar1 birlikte degerlendirildi§i zaman ise mindr ve major hata

oranlarmin yiikseldigi gorilmektedir. YSAD izolatlarinda gentamisine karsi disk
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difiizyon ve MIK test sonuglar1 arasinda % 8.48 mindr hata ve % 52.54 major hata
tespit edilmistir. Hata oraninin artmasi streptomisin i¢eren besiyerinden izole edilen
YSSD suslarinin biiyiik bir ¢ogunlugunun gentamisine kars: her iki testtede farkli
sonu¢ vermesinden kaynaklanmaktadir. Benzer durum streptomisin i¢in de s6z
konusudur. Streptomisin i¢in disk difiizyon ve MIK test sonuglar1 arasinda mindr
hata % 15.25 ve major hata % 18.64 olarak hesaplanmistir. Gentamisin igeren
besiyeri ortamindan izole edilen YSGD suslarin streptomisin disk difiizyon ve MIK
testlerinde yiiksek hata vermesi hata oranini arttirmaktadir. Disk difiizyon ve MIK
testleri arasinda hata oranlarinin yiiksek ¢ikmasi lizerine her iki test tekrar edilmistir.
Tekrar edilen testlerde de ayni sonuglar elde edilmistir. Farkli arastiricilar tarafindan
yapilan calismalarda da antibiyotik disk difiizyon ve MIK testleri arasinda mindr ve
major hatalarin tespit edildigi bildirilmistir (Akers vd., 2010; Hope vd., 2010; Liu
vd., 2012; iseri vd., 2016). Ancak tez kapsaminda YSGD ve YSSD Enterococcus
suslarmin izole edildikleri antibiyotiklere kars1 disk difiizyon ve MIK testleri hata
sonuglart kabul edilebilir oranlara yakin (mindr hata ig¢in % 10) bulunmus olmasina
ragmen diger aminoglikozid grubu iiyesi antibiyotige (YSGD’ler i¢in streptomisin,
YSSD’ler i¢in gentamisin) kars1 yiiksek oranda hata vermeleri oldukga ilging

bulunmustur.

4.5. izolatlarim Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PZR ile Arastirilmasi

Tez caligmasi kapsaminda elde edilen izolatlarda yiiksek seviyede streptomisin
(ant(4')-la, ant(6')-la ve aph(3’)-11la) ve gentamisin (aac(6')-le-aph2”)-1a,
aph(2")-1b, aph(2")-1c ve aph(2")-1d) direnci ile iligkili genlerin varhigi spesifik
primerler kullanilarak PZR ile arastirilmistir. PZR denemeleri ile elde edilen sonuglar
Cizelge 4.9’da verilmistir. YSAD Enterococcus izolatlarinda en sik rastlanan
aminoglikozid-modifiye edici enzim (AME) geninin % 94.92 (56/59) ile aph(3’)-1lla
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6 ve 4.7). Bu geni sirastyla % 45.76 (27/59) ile
ant(6')-la, % 20.34 (12/59) ile aph2")-lc ve % 10.17 (6/59) ile ant(4')-la
izlemektedir.
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Cizelge 4.9. YSAD Enterococcus suslarinda aminoglikozid-modifiye edici enzim genlerinin varligi ve aminoglikozid direng profili

Bakteriler Aminoglikozid-modifiye edici enzim genleri Aminoglikozid
aph(3)-111a° | ant(@)-1a" | ant(6)-1a" | aac(6")-le-aph(2")-1a™ | aph(2")-1b™ | aph(2")-1c”™ | aph(2')-1d"™ | direng profili””

E. faecium RS12.1 + + - - - - - CN, S
E. faecalis RS21.1 + - + - - - - CN, S
E. faecalis RS21.2 + - + - - - - CN, S
E. faecalis RS21.3 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS21.4 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS25.1 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS25.2 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS25.3 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS25.4 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS25.5 + + - - - - - CN, S
E. faecalis RS27.1 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS27.2 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS27.3 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS27.4 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS27.5 + - - - - - - CN, S
E. faecalis RS27.6 + - - - - + - CN, S
E. faecalis RS29.1 + - + - - - - CN, S
E. faecium RS32.1 + - + - - - - CN, S
E. faecium RS32.2 + - - - - - - S
E. faecalis RS32.3 + - + - - + - S
E. durans RS32.4 + - + - - - - CN, S

“Yiiksek seviyede streptomisin direnci ile iliskili genler
“Yiiksek seviyede gentamisin direnci ile iliskili genler
“MIK sonuglarma gore degerlendirilmistir (CN: gentamisin, S: streptomisin)
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Cizelge 4.9. YSAD Enterococcus suslarinda aminoglikozid-modifiye edici enzim genlerinin varligi ve aminoglikozid direng profili

(Devam)
Bakteriler Aminoglikozid-modifiye edici enzim genleri Aminoglikozid
aph(3)-111a° | ant(@)-1a" | ant(6)-1a" | aac(6")-le-aph(2")-1a" | aph(2")-1b™ | aph(2")-Ic™ | aph(2')-1d"™ | direng profili"™”

E. faecalis RS32.5 + - + - - - - S
E. faecalis RS32.6 + - + - - + - S
E. faecium RS36.1 + - + - - + - CN, S
E. faecium RS36.2 + - + - - - - S
E. durans RS36.3 + - + - - + - CN, S
E. faecalis RS36.4 + + + - - - CN, S
E. durans RS42.1 + - + - - - - CN, S
E. durans RS42.2 + - + - - + - CN, S
E. durans RS42.3 + + + - - - - CN, S
E. durans RS46.1 + - + - - - - CN, S
E. durans RS46.2 + - + - - + - CN, S
E. durans RS46.3 + - + - - - - CN, S
E. durans RS50.1 + - + - - + - CN, S
E. faecalis RS62.1 + - + - - + - CN, S
E. faecium RS74.1 + - + - - - - CN, S
E. faecium RS74.2 + - + - - - - CN, S
E. durans RS85.1 + - + - - + - CN, S
E. faecium RS88.1 + - + - - - - CN, S
E. faecalis RG7.1 + - - - - - - CN, S
E. durans RG20.1 - - - - - - - CN
E. faecium RG20.2 + - + - - - - CN, S

“Yiiksek seviyede streptomisin direnci ile iliskili genler
“Yiiksek seviyede gentamisin direnci ile iliskili genler
“MIK sonuglarma gore degerlendirilmistir (CN: gentamisin, S: streptomisin)
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Cizelge 4.9. YSAD Enterococcus suslarinda aminoglikozid-modifiye edici enzim genlerinin varligi ve aminoglikozid direng profili

(Devam)
Bakteriler Aminoglikozid-modifiye edici enzim genleri Aminoglikozid
aph(3)-111a° | ant()-1a" | ant(6)-1a" | aac(6")-le-aph(2")-1a" | aph(2")-1b™ | aph(2')-Ic” | aph(2')-1d™ | direng profili™”

E. faecium RG20.3 + + - - - + - CN, S

E. faecium RG20.4 + - - - - - - CN, S

E. durans RG22.1 + - - - - - - CN, S

E. durans RG22.2 + - - - - - - CN

E. faecium RG22.3 + + - - - + - CN, S

E. faecalis RG22.4 - - - - - - - CN, S

E. faecalis RG26.1 - - - - - - - CN, S

E. faecalis RG26.2 + - - - - - - CN, S

E. faecalis RG26.3 + - - - - - - CN, S

E. faecium RG36.1 + - - - - - - CN, S

E. gallinarum RG46.1 + - + - - - - CN, S

E. gallinarum RG46.2 + - + - - - - CN

E. faecium RG52.1 + - - - - - - CN, S

E. faecium RG52.2 + - - - - - - CN

E. faecium RG53.1 + - - - - - - CN

E. faecium RG53.2 + - - - - - - CN

E. faecium RG73.1 + - - - - - - CN

“Yiiksek seviyede streptomisin direnci ile iliskili genler
“Yiiksek seviyede gentamisin direnci ile iliskili genler
“MIK sonuglarma gore degerlendirilmistir (CN: gentamisin, S: streptomisin)
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aph(3')-llla
523 bg

1 2 3 45 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19

3000 bg

1000 bg
aph(3’)-llla
523 be

500 bg
100 bg

Sekil 4.6. aph(3')-llla genine 6zgli primerlerin kullanildigit PZR denemelerinde
pozitif sonug¢ veren bazi izolatlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii

ZB&OCO\IO?LH#OONI—‘

11
12
13
14
15
16
17
18
19

ommmmmMmMIMmMImMmImMmmim

mmmmimimimimm

. faecium RS12.1
. faecalis RS21.1
. faecalis RS21.2
. faecalis RS21.3
. faecalis RS21.4
. faecalis RS25.1
. faecalis RS25.2
. faecalis RS25.3
. faecalis RS25.4
. faecalis RS25.5
’GeneRuler DNA Marker

. faecalis RS27.1
. faecalis RS27.2
. faecalis RS27.3
. faecalis RS27.4
. faecalis RS27.5
. faecalis RS27.6
. faecalis RS29.1
. faecium RS32.1
. faecium RS32.2

: 523 bg
: 523 bg
: 523 bg
1523 bg
: 523 bg
: 523 bg
: 523 bg
1523 bg
: 523 be
1523 bg
: 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100 bg
: 523 bg
1523 bg
: 523 be
1523 bg
: 523 be
1523 bg
: 523 be
: 523 be
1523 bg
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19

3000 bg

1000 bg

aph(3)-llla
523 bg

500 bg

aph(3')-llla
523 bg

100 bg

Sekil 4.7. aph(3')-l1lla genine 6zgli primerlerin kullanildigit PZR denemelerinde
pozitif sonug veren bazi izolatlarin agaroz jel elektroforez goriintiisii

1 E. faecalis RS32.3 : 523 bg
2 E. durans RS32.4 1523 bg
3 E. faecalis RS32.5 : 523 bg
4 E. faecalis RS32.6 : 523 bg
5 E. faecium RS36.1 : 523 bg
6 E. faecium RS36.2 : 523 bg
7 E. durans RS36.3 : 523 bg
8 E. faecalis RS36.4 : 523 bg
9 E. durans RS42.1 1523 bg
10 E. durans RS42.2 1523 bg
M O’GeneRuler DNA Marker  : 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100 bg
11 E.durans RS42.3 1523 be
12 E.durans RS46.1 1523 bg
13 E. durans RS46.2 1523 be
14  E. durans RS46.3 1523 bg
15 E. durans RS50.1 1523 be
16 E. faecalis RS62.1 1523 bg
17 E. faecium RS74.1 1523 be
18 E. faecium RS74.2 1523 bg
19 E.durans RS85.1 1523 be

Tezde elde edilen bulgularin aksine, YSAD enterokoklarda AME genlerinin
varhi@inin arastirildigr caligmalarda en sik rastlanan genin iki fonksiyonlu
aac(6')-le-aph(2")-la geni oldugu bildirilmistir (Jaimee ve Halami, 2016; Li vd.,
2016; Niu vd., 2016; Ramin vd., 2017; Shete vd., 2017; Amini vd., 2018). Tez
kapsaminda aac(6')-le-aph(2")-1a genine sadece E. faecalis ATCC 51299 (kontrol)
susunda rastlanilmistir. Higbir YSAD Enterococcus izolatinda aac(6')-le-aph(2")-1a
genine rastlanilmamis olmas1 gida kaynakli enterokok izolatlarinda bu genin yaygin
olmadigint diislindiirmektedir. Bu 6ngoriiniin kesinlik kazanmasi i¢in farkli gida
orneklerinden YSAD Enterococcus suslarinin izole edilecegi ve AME genlerinin
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arastirilacagl yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. AME genlerinin belirlenmesi
lizerine yapilan calismalar klinik enterokok izolatlar1 {lizerine yogunlagmistir. Bu
caligmalar YSAD Enterococcus izolatlarinda en sik karsilasilan AME genlerinin
aac(6')-le-aph(2")-la ve aph(3’)-llla oldugunu gostermistir (Feizabadi vd., 2006;
Khani vd., 2016; Niu vd., 2016). Tez ¢alismasi kapsaminda da ¢ig siit ve peynir
orneklerinden izole edilen YSAD Enterococcus izolatlarinda en ¢ok karsilasilan
AME geninin aph(3')-llla oldugu tespit edilmistir. Geg¢mis yillarda yapilan
calismalarda da aph(3’)-llla geninin farkli kaynaklardan izole edilen YSGD ve
YSSD Enterococcus izolatlarinda siklikla tespit edildigi bildirilmistir (Feizabadi vd.,
2006; Jamet vd., 2012; Khani vd., 2016; Niu vd., 2016; Ramin vd., 2017).

Tez kapsaminda YSAD Enterococcus izolatlarinda aph(3')-llla ve ant(6')-la
genlerinin siklikla izole edilmis olmasi izolatlarin ¢ogunun streptomisine direngli
olmasindan ileri geldigini diistindirmektedir. Yiiksek seviyede streptomisin
direncine esas olarak aph(3')-1l1la ve ant(6')-1a genleri aracilik etmektedir (Shaw vd.,
1993; Feizabadi vd., 2006; Niu vd., 2016). Tez kapsaminda aac(6')-le-aph(2")-la
geninin yam sira aph(2")-lb ve aph(2")-1d genlerine de higbir izolatta
rastlanilmamustir. Tezde elde edilen bulgulara benzer olarak Niu vd. (2016), YSAD
izolatlarinin higbirinin aph(2")-1b geni icermedigini tespit etmistir. Benzer bir bagka
caligmada Shete vd. (2017), YSGD Enterococcus izolatlarinin higbirinin aph(2")-1b
ve aph(2")-1d genlerini icermedigini bildirmistir. Amini vd. (2018)’de aminoglikozid

direngli izolatlarin higbirinin aph(2')-1d geni igermedigini rapor etmislerdir.

PCR denemeleri sonucu E. durans RG20.1, E. faecalis RG22.4 ve RG26.1
izolatlarinin tez c¢alismasi kapsaminda varligi arastirilan hicbir AME genini
icermedigi tespit edilmistir. Yiiksek seviyede aminoglikozid direnci 6ncelikli olarak
AME genlerinin varligi ile iliskilidir (Niu vd., 2016). Ancak tez kapsaminda
gentamisin i¢eren besiyerinden izole edilen E. durans RG20.1, E. faecalis RG22.4 ve
RG26.1 suslarinda varligi arastirllan AME genlerinin higbirini icermemeleri bu
suglarda farkli bir diren¢ mekanizmasinin yiiksek seviyede aminoglikozid
direncinden sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer olarak Niu vd. (2016), baz1
YSAD enterokok izolatinin AME geni icermedigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar
yiiksek seviyede aminoglikozid direncinde AME genleri disinda farkli bir direng

mekenizmasinin rol oynadigini diistinmislerdir.
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39 YSSD Enterococcus izolatinin tamaminda (% 100) aph(3')-llla, % 61.54’tinde
ant(6')-1a, % 25.64’tinde aph(2")-Ic ve % 10.26’sinda ant(4')-la geni varlig1 tespit
edilmistir. YSSD izolatlarinda en sik karsilasilan genotipin % 33.33 ile
aph(3')-1lla + ant(6')-1a ve % 30.77 ile aph(3’)-1lla oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.10). Elde edilen bu bulgulara benzer olarak farkli arastiricilar tarafindan yapilan
calismalarda da yiiksek seviyede streptomisin direngli enterokok izolatlarinda
siklikla aph(3’)-11la (Niu vd., 2016; Shete vd., 2017) ve ant(6')-la (Niu vd., 2016;
Tyson vd., 2018) genlerinin varlig1 rapor edilmistir. Niu vd. (2016), YSSD klinik
enterokok izolatlarinda aph(3')-1lla ve ant(6')-la genlerinin yiiksek siklikla
bulundugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar 14 YSSD enterokok izolatinin
% 71.4linde ant(6')-1a, % 57.1’inde aph(3')-1lla ve % 50’sinde her iki genin birlikte
bulundugunu tespit etmislerdir. Shete vd. (2017), YSSD klinik enterokok
izolatlariin % 40’ aph(3’)-l1lla geni igerdigini rapor etmislerdir. Tyson vd.
(2018), streptomisin direngli suslarin % 52’sinin  ant(6')-la geni igerdigini

belirlemislerdir.

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

AME genleri YSSD (n= 39)
n (%)
aph(3')-1lla 12 (% 30.77)
aph(3')-1lla + ant(4')-la 2 (%5.13)
aph(3')-1lla + ant(6')-la 13 (% 33.33)
aph(3')-1lla + aph(2")-1c 1 (% 2.56)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + ant(6')-la 2 (% 5.13)
aph(3')-1lla + ant(6')-1a + aph(2")-Ic 9 (% 23.08)

20 YSGD Enterococcus izolatlarinin % 60’ aph(3’)-llla, % 15’inin
aph(3')-llla + ant(6')-la ve % 10’unun aph(3')-llla + ant(4')-la + aph(2")-Ic
genotipine sahip olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.10). Yiiksek seviyede gentamisin
direncinin  aac(6')-le-aph(2")-la, aph(2')-1b, aph(2")-Ic, aph(2')-ld velveya
aph(3')-1lla genleri ile iliskili oldugu farkli arastiricilar tarafindan yapilan
calismalarda rapor edilmistir (Feizabadi vd., 2006; Khani vd., 2016; Niu vd., 2016).
Feizabadi vd. (2006), Khani vd. (2016) ve Niu vd. (2016) klinik YSGD enterokok
izolatlarinda aac(6')-le-aph(2")-1a ve aph(3')-llla genlerinin siklikla bulundugunu
bildirmislerdir. Niu vd. (2016), klinik YSGD enterokok izotlarinda en sik karsilagilan
AME genlerinin % 85.3 ile aac(6')-le-aph(2")-la, % 25 ile aph(3')-llla, % 21.4 ile
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aac(6')-le-aph(2")-la  + aph(3')-llla  genleri oldugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar ayrica, YSGD izolatlarinin aph(2")-Ic ve aph(2")-ld genlerini de

icerdigini saptamislardir.

Cizelge 4.11. YSGD Enterococcus izolatlarinin AME genotip yiizdeleri (%)

AME genleri YSGD (n= 20)
n (%)
aph(3')-1lla 12 (% 60)
aph(3')-1lla + ant(6')-la 3 (% 15)
aph(3')-1lla + ant(4')-la + aph(2")-Ic 2 (% 10)

YSAD E. faecalis izolatlarinda en sik rastlanan AME geni profilinin % 53.85 (14/26)
ile aph(3’)-1lla geni oldugu tespit edilmistir. E. faecium izolatlarinda en sik
karsilasilan AME geni profilinin % 44.44 (8/18) ile aph(3')-111a ve % 33.33 (6/18) ile
aph(3')-llla  + ant')-la oldugu saptanmistir. E. durans izolatlarinda
aph(3')-1lla + ant(6')-1a + aph(2")-Ic ve aph(3’)-llla + ant(6')-la genlerinin en sik
karsilasilan AME geni profili olduklari belirlenmistir. Her iki E. gallinarum
izolatinin da aph(3’)-llla + ant(6')-la AME geni profiline sahip oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.12). Enterococcus tiirlerinin AME geni profilleri ve dagilimlar
yiiksek seviyede streptomisin ve gentamisin direncine gore ayr1 ayr1 degerlendirildigi
zaman 21 YSSD E. faecalis izolatlarinin 6 farkli AME geni profiline sahip oldugu ve
en sik karsilagilan profilin % 52.38 (11/21) ile aph(3’)-l1lla oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.13). 5 YSGD E. faecalis izolatinin ise tamaminin aph(3’)-11la AME geni
profili gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.14). 8 YSSD E. faecium izolatinda en
stk karsilasilan AME geni profili % 62.5 ile (5/8) aph(3')-llla + ant(6')-1a iken
10 YSGD E. faecium izolatinda % 70 ile (7/10) aph(3')-llla geni bulunmustur
Cizelge 4.13 ve 4.14). 10 YSSD E. durans izolatinda
aph(3')-1lla + ant(6')-la + aph(2")-Ic ve aph(3')-llla + ant(6')-la AME geni profili
en sik (swrasiyla % 50 ve % 40) karsilasilan profiller iken YSGD E. durans
izolatlarmin  tamamimin  aph(3’)-llla  AME geni profiline sahip olduklar
belirlenmistir (Cizelge 4.13 ve 4.14). Tezde elde edilen bulgulara benzer olarak
Niu vd. (2016), YSSD E. faecalis ve E. faecium izolatlarimin ant(6')-la (% 71.4),
aph(3')-1lla (% 57.1) ve aph(3')-llla + ant(6')-1a (% 50) AME geni profiline sahip
olduklarini bildirmislerdir. Ancak tezde elde edilen bulgularin aksine arastirmacilar

YSGD E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda tespit ettikleri 12 farkli AME geni
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profilinin tamaminin aac(6')-le-aph(2")-1a geni igerdigini saptamiglardir. Benzer
olarak Shete vd. (2017), YSSD E. faecalis ve E. faecium izolatlariin aph(3’)-11la
geni igerirken, YSGD E. faecalis ve E. faecium izolatlarimin aac(6')-le-aph(2')-1a

geni i¢erdigini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.12. YSAD Enterococcus tiirlerinin aminoglikozid-modifiye edici enzim geni profilleri ve dagilimlari

AME genleri E. faecalis (n=26) | E.faecium (n=18) | E.durans (n=13) | E. gallinarum (n=2) | Toplam (n=59)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

aph(3')-1lla 14 (% 53.85) 8 (% 44.44) 2 (% 15.39) - 24 (% 40.68)
aph(3)-1lla + ant(4')-1a 1 (% 3.85) 1 (% 5.56) - - 2 (% 3.39)
aph(3)-1lla + ant(6')-1a 4 (% 15.38) 6 (% 33.33) 4 (% 30.77) 2 (% 100) 16 (% 27.12)
aph(3)-1lla + aph(2')-Ic 1 (% 3.85) - - - 1(% 1.70)
aph(3)-lla + ant(4)-1a + ant(6')-1a 1 (% 3.85) - 1 (% 7.69) - 2 (% 3.39)
aph(3)-lla + ant(4')-1a + aph(2")-1c - 2 (%11.11) - - 2 (% 3.39)
aph(3)-1lla + ant(6')-1a + aph(2")-1c 3 (% 11.54) 1 (% 5.56) 5 (% 38.46) - 9 (% 15.25)

Cizelge 4.13. YSSD Enterococcus tiirlerinin aminoglikozid-modifiye edici enzim geni profilleri ve dagilimlar

AME genleri E. faecalis (n=21) | E. faecium (n=8) | E. durans (n=10) | Toplam (n=39)
n (%) n (%) n (%) n (%)

aph(3')-1lla 11 (% 52.38) 1(% 12.5) - 12 (% 30.77)
aph(3)-llla + ant(4)-1a 1 (% 4.76) 1 (% 12.5) - 2 (% 5.13)
aph(3)-llla + ant(6')-1a 4 (% 19.05) 5 (% 62.5) 4 (% 40) 13 (% 33.33)
aph(3')-lla + aph(2")-Ic 1 (% 4.76) - - 1 (% 2.56)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + ant(6')-la 1 (% 4.76) - 1 (% 10) 2 (% 5.13)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + aph(2")-Ic 3 (% 14.29) 1(% 12.5) 5 (% 50) 9 (% 23.08)

Cizelge 4.14. YSGD Enterococcus tiirlerinin aminoglikozid-modifiye edici enzim geni profilleri ve dagilimlari

AME genleri E. faecalis (n=5) E. faecium (n=10) | E.durans (n=3) | E. gallinarum (n=2) | Toplam (n=20)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
aph(3')-1lla 3 (% 60) 7 (% 70) 2 (% 66.67) - 12 (% 60)
aph(3)-llla + ant(6')-1a - 1 (% 10) - 2 (% 100) 3 (% 15)
aph(3')-1lla + ant(4')-1a + aph(2")-Ic - 2 (% 20) - - 2 (% 10)
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5. SONUC ve ONERILER

Tez calismast kapsaminda yiiksek seviyede aminoglikozid direngli (YSAD)
Enterococcus tiirlerinin izolasyonu igin Isparta ve Antalya illerinden temin edilen
toplam 100 ¢ig siit (10) ve siit tirtinleri (70 peynir, 10 tereyagi ve 10 yogurt) drnekleri
kullanilmigtir. YSAD Enterococcus varligiin arastirildigi 6rnek gruplari igerisinde
yalniz ¢ig siit ve peynir drneklerinde YSAD Enterococcus varligina rastlanilmistir.
Izolasyon materyali olarak kullanilan higbir yogurt ve tereyagi orneginde koloni

gelisimi gozlenmemistir.

Izole edilen toplam 59 YSAD Enterococcus susunun 54’ii (% 91.53) peynir
orneklerinden izole edilmistir. S6z konusu izolatlarin 15’1 YSGD ve 39’u ise YSSD
bulunmustur. Tez kapsaminda kullanilan 70 peynir 6rneginin sadece 22’sinde koloni
gelisimi gozlenmistir. Peynir Orneklerinde YSAD Enterococcus izolasyon sikligi
% 31.43 (22/70) olarak hesaplanmistir. Geri kalan 5 YSAD Enterococcus kolonisi
ise 2 ¢ig siit 6rneginden izole edilmistir. Cig siit 6rneklerinde YSAD Enterococcus
izolasyon siklig1 % 20 (2/10) olarak bulunmustur. Cig siitten izole edilen suslarin

tamami YSGD bulunmustur.

Enterococcus tiirlerine 6zgii primerler ve 16S rDNA dizi analizi sonucu 59 YSAD
Enterococcus susunun 26’°s1 E. faecalis (% 44.07), 18’1 E. faecium (% 30.51), 13’1
E. durans (% 22.03) ve 2’si E. gallinarum (% 3.39) olarak tanimlanmustir.

Disk diflizyon testi sonucu YSAD Enterococcus izolatlarinin 1 ile 16 arasinda
degisen sayida antibiyotige diren¢ gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlar arasinda en
genis antibiyotik direng profiline sahip susun E. faecium RS12.1 oldugu
belirlenmistir. 20 YSGD Enterococcus izolatinin disk difiizyon testi sonucu 18’inin
gentamisine direngli ve 2’sinin (E. faecium RG36.1 ve RG53.2) orta seviyede
direncli oldugu belirlenmistir. 39 YSSD Enterococcus izolatlarimin ise 33’1
streptomisine direngli ve 6’s1 (E. faecalis RS21.3, RS21.4, RS36.4, E. durans
RS42.1, RS42.2 ve RS42.3) orta seviyede direngli bulunmustur. YSAD
Enterococcus izolatlarinin en duyarli oldugu antibiyotigin teikoplanin, en direngli
olduklar1 antibiyotigin ise tetrasiklin oldugu saptanmustir. Izolatlar arasinda

antibiyotiklere en direngli tiriin E. faecium oldugu tespit edilmistir. YSAD
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Enterococcus suslarinin aminoglikozid grubu antibiyotiklerin yani sira klinik olarak
Ooneme sahip antibiyotiklere de diren¢ gostermesi tiiketici sagligi agisindan endise

uyandiricidir.

59 YSAD Enterococcus izolatinin 57’sinin (% 94.92) 2 ile 16 arasinda degisen
sayida antibiyotige karsi direncli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarm % 89.83ii
(53/59) c¢oklu antibiyotik direncine (en az ii¢ antibiyotige karsi direngli) sahip

bulunmustur.

YSAD Enterococcus izolatlarinin streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine kars1
MIK degerlerinin 64 ile >4096 pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir. MIK testi
sonucu YSSD izolatlarinin tamami streptomisine, YSGD izolatlarinin tamami ise
gentamisine direngli bulunmustur (MIK >4096 pg/mL). Aym zamanda YSSD
izolatlarnin % 87.18’inin gentamisine ve YSGD izolatlarinin ise % 65’inin
streptomisine kars1 yiiksek seviyede dirence sahip oldugu belirlenmistir. 59 YSAD
Enterococcus izolatinin 47’sinin (% 79.66) hem YSSD hem de YSGD olduklari

tespit edilmistir.

YSAD Enterococcus izolatlarinda en sik rastlanan AME geninin % 94.92 (56/59) ile
aph(3')-1lla oldugu tespit edilmistir. Bu geni sirasiyla % 45.76 (27/59) ile ant(6')-1a,
% 20.34 (12/59) ile aph(2")-Ic ve % 10.17 (6/59) ile ant(4')-l1a geninin izledigi
belirlenmistir. Izolatlarin higbirinde aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(2")-1b ve aph(2")-1d
genlerine rastlanilmamistir. PZR denemeleri sonucu E. durans RG20.1, E. faecalis
RG22.4 ve RG26.1 izolatlarinin tez ¢alismasi kapsaminda varlig1 arastirilan higbir
AME genini igermedigi tespit edilmistir. S6z konusu suslarda AME geni varliginin
tespit edilmemis olmasi bu suslarda farkli bir diren¢ mekanizmasmin yiiksek

seviyede aminoglikozid direncinden sorumlu oldugunu diistindiirmektedir.

Antibiyotik diren¢ son yillarda enfeksiyonlarin tedavisinde karsilagilan en 6nemli
sorunu olusturmaktadir. Aminoglikozid grubu iiyesi gentamisin ve streptomisin
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan hayati Oneme sahip ilaclar olarak
tanimlanmaktadir. Son 10 yilda farkli iilkelerde yapilan caligmalar ile cesitli
kaynaklardan izole edilen enterokok izolatlarinin yiiksek seviyede aminoglikozid

direncine sahip olduklar1 gosterilmistir. Ulkemiz acisindan bir ilk niteligi tasiyan bu
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tez calismast sonucu elde edilen bulgular tiiketici sagligi agisindan endise
uyandiricidir. Cig siit ve peynir orneklerinden izole edilen YSAD Enterococcus
suslart AME genlerinin kommensal ve patojen bakterilere aktarimi/yayilmasi igin
rezervuar gorevi gorebilecek olmasindan dolay1r endise uyandiricidir.  Devam
niteliginde yapilacak yeni ¢alisma/galismalar ile ¢ig siit ve peynir 6rneklerinden izole
edilen YSAD Enterococcus suslarimin patojenitesinde etkili olan viriilens faktor
genlerinin de arastirilmasi gerekmektedir. Elde edilen veriler s6z konusu izolatlarin
tiikketici saglig1 agisindan tagidigi riskleri ortaya koyacak olmasindan dolay1 6nem arz
etmektedir. Ayrica, gelecek yillarda yapilacak calismalar ile farkli hayvansal
kaynakli gida Orneklerinde yiiksek seviyede aminoglikozid direngli enterokok
tirlerinin yayginliginin ve tiiketici sagligi agisindan risk teskil eden viriilens

fakorlerinin fenotipik ve genotipik yontemler ile aragtirilmasi gerekmektedir.
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