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OZET

KOPEKLERIN URINER SISTEMINDEN iZOLE EDILEN
VANKOMISIN DIRENCLI ENTEROKOK TURLERININ
ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIKLARI

Balat G. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

Bu arastirmada kopeklerden alinan idrar orneklerinden izole edilen vankomisin direngli
Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium suslarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin
ortaya konulmasi amaglandi. Bu kapsamda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi I¢ Hastaliklar1 ve Cerrahi kliniklerine getirilen
disi ve erkek kopeklerden sistosentez yoluyla alinan 100 adet idrar 6rneginden toplam 22 adet
Enterococcus sp. izole ve identifiye edildi. izolatlarm multipleks PCR teknigi ile tiir spesifik
primerler kullanilarak yapilan identifikasyonlarinda idrar orijinli Enterokok suslariin 22 (%
100) adedi E. faecium olarak identifiye edilirken; izolatlarda E. faecalis’e rastlanmadigi
belirlendi. Arastirmada, vanA ve vanB primerleri kullanilarak yapilan PCR calismasi
sonucunda izole edilen 10 (% 45) adet E. faecium susunda vankomisin direncine rastlandi. E-
test antibiyogram g¢alismasi sonucunda ise izolatlarinin ampisilin ve tigesikline kars1 % 100,
tetrasikline %36, klindamisine % 18 oraninda duyarli, seftriaksona kars1 ise % 100 oraninda

direngli olarak saptandi.

Anahtar Kelimeler: Enterokok, E. faecalis ve E. faecium, vankomisin, vanA, vanB



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF VANCOMYCIN RESISTANT
ENTEROCOCCUS SPECIES ISOLATED FROM URINARY SYSTEM
OF DOGS

Balat G. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2016.

The purpose of the present study was to determine the antimicrobial susceptibility of
vancomycin-resistant Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium strains isolated from
urine samples of dogs. In this context, a total of 22 Enterococcus sp. samples were isolated
and identified from 100 urine samples collected by cystocentesis from dogs of both sexes
presented to Aydin Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine Research and
Practice Hospital, Departments of Internal Medicine and Surgery. Identification of isolates
with using species specific primers of multiplex PCR revealed that 22 (100%) of urine origin
Enterococci strains as E. faecium whereas E. faecalis isolates were not observed. Vancomycin
resistance were found in 10 (45%) samples of E. faecium strains with PCR study by vanA and
vanB primers. Isolates were found susceptible 100 % to ampicillin and tigecycline, 36% to
tetracycline, 18% to clindamycin and resistant 100% to ceftriaxone with antibiotic

susceptibility testing by E-test.

Keywords: Enterococci, E. faecalis and E. faecium, vancomycin, vanA, vanB



1. GIRIS

Insan ve hayvan sagliginda ciddi saglik sorunlar1 yasatabilen Enterokoklar, firsatci
patojen ozelliginde mikroorganizmalardan biridir. Idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit,
endokardit gibi endojen ve ekzojen kaynakli enfeksiyonlara neden olan etken, deri, alt
solunum yolu, gastrointestinal ve iirogenital sistem florasinda yaygin olarak bulunmaktadir
(Schouten ve ark, 1999; Dargere ve ark, 2002; Devriese ve ark, 2006). Molekiiler genetik
teknolojide kaydedilen giincel gelismeler ile daha 6nce Streptococcus olarak degerlendirilen
Enterokoklar taksonomik analizlerle Streptococcus cinsinden farkli siiflandirilmistir.
Enterokok tiirleri arasinda Enterococcus faecalis (E. faecalis) ve E. faecium, hastalik
olgularinda en ¢ok izole edilen, E. durans, E. gallinarum, E. avium, E. casseliflavus, E.
raffinosus, E. solitarius ve E. hirae gibi tiirler daha az oranda oldugu bildirilmektedir
(Schouten ve ark, 1999; Rodrigues ve ark, 2002).

Cevresel kaynaklardan kolaylikla bulagabilecegi belirtilen Enterokoklar igin
antimikrobiyal duyarliliklarin belirlenmesi ve serolojik testler gibi klasik fenotiplendirme
yontemleri yetersiz kalmakta ve sinirli yarar saglamaktadir. Molekiiler tiplendirmenin ise
antimikrobiyal etken maddelere direngli Enterokoklarin incelenmesi, Onlenmesi ve
yayilmalarinin kontrol edilmesinde daha yardimci bir yontem oldugu ifade edilmektedir.
Enterokoklar, 10-45°C arasinda tireyebilen, 60°C’de 30 dk canliligini siirdiirebilen bakteriler
oldugu bilinmektedir. E. faecalis beta hemolitik olup % 6.5’lik NaCl ve pH 9.6’da
tiremektedir ve insanda en fazla izole edilen etken oldugu bildirilmistir. E. faecium da alfa
hemolitik olup % 6.5’lik NaCl ve pH 9.6’da iiremektedirler (Barrie ve ark, 1990; Chenoweth
ve Schaberg, 1990; Eliopoulos ve Eliopoulos, 1990; Koneman ve ark,1997). Enterokok
suslariin izolasyon ve identifikasyonunda Gram boyama, katalaz testi ve eskiilin hidrolizi
yaninda %40 safra igeren eskiilinli agar ve % 6.5 NaCI’lii brain heart inflizyon broth (BHI)
besiyerinde iireme Ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Bu testlerde Gram pozitif, katalaz
negatif, eskiilin pozitif, % 6.5 NaCI’'li BHI broth ve % 40 safra iceren eskiilinli agar
besiyerinde iireyebilen suslar enterokok olarak tanimlanmaktadir (Koneman ve ark., 1997).
Genetik ve molekiiler yontemlerle identifikasyonunda ise DNA hibridizasyon, ribotipleme,
pulsed field jel elektroforezi (PGFE), Multi-locus sequence typing (MLTS), amplifiye
fragman length polimorfizm (AFLP) ve PCR gibi yontemler kullanilmaktadir (Mascini ve ark,
2006; Teixeira, 2007).



Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde genellikle beta-
laktam, glikopeptid ve aminoglikozid grubu antibiyotikler kombine olarak kullanilmaktadir.
Fakat etkenlerin zaman igerisinde 6zellikle aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi direng
kazandiklari, tedavide bu grup antibiyotiklerin basarisiz oldugu belirlenmistir. Ayrica bir¢ok
antibiyotik tiirii yaninda penisilin, sefalosporin ve beta-laktam grubu antibiyotiklere de dogal
direncli olduklari, florokinolon ve aminoglikozidlere karsi ise sonradan direng kazandiklari
bildirilmistir (Gordon ve ark, 1992; Shepard ve Gilmore, 2002; Unlii ve ark, 2002).

Antimikrobiyal direnci kodlayan genler agisindan onemli bir rezervuar olan Enterokok
tiirleri, kolaylikla antibiyotik direnci kazandiklar1 ve bu direnglilik genlerini S. aureus, L.
monocytogenes, Bacillus spp. ve Streptococcus spp. gibi diger tiirlere de konjugasyon yoluyla
aktardiklar1 belirlenmistir (Rodrigues ve ark, 2002; Shepard ve Gilmore, 2002). Farkli
Enterokok tiirleri de antibiyotik duyarliliklar1 bakimindan farkliliklar goésterebilmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda en ¢ok izole edilen tiirlerden biri olan E. faecalis’in genellikle
antibiyotiklere duyarli ve E. faecium’un ise direngli oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle tiir
ayrimi da tedavinin planlanmasinda dnem tagimaktadir (Patterson ve ark., 1995; Hosgor ve
ark., 1997; Unlii ve ark., 2002).

Uriner sistem enfeksiyonlari, iiriner sistemi olusturan dokularda, basta bakteriler olmak
tizere mantarlar, protozoonlar ve viriisler gibi mikroorganizmalarin etken oldugu enfeksiyon
hastaliklaridir ve toplum kokenli ya da hastane enfeksiyonlari icerisinde ilk siralarda yer
almaktadir. Uriner sistem enfeksiyonlar1 kopeklerde oldukga yaygin olarak gozlenmektedir.
Veteriner kliniklerine getirilen kopeklerin % 10’unda tiriner sistem enfeksiyonlar: olabilecegi
ve kopeklerin % 14’{iniin yasam siliresince en az bir kere olusabilecegi belirtilmektedir. Disi
kopeklerde erkeklere gore daha fazla gdzlenmektedir (Chew ve ark, 2011). Insanlarda oldugu
gibi kopeklerde de pek ¢ok iiriner sistem enfeksiyonu tek etken tarafindan olusturulmaktadir.
Genel olarak olgularin % 75’inden fazlasinda gram negatif bakterilerin ve en yaygin olarak
da E. coli’nin izole edildigi belirtilmektedir (Chew ve ark, 2011). Bununla birlikte
enterokoklar da kopeklerde tiriner sistem enfeksiyonlarina neden olabilecek 6nemli patojenler
arasinda ikinci sirada gosterilmektedir (Chew ve ark, 2011).

Diinyada ve iilkemizde uygun olmayan antibiyotik kullanim1 nedeni ile antibiyotiklere
direng gelisimi giderek Onem kazanan bir saglik sorunu olmustur. Uriner sistem
enfeksiyonlarinda en sik olarak karsilastigimiz etkenlere karsi antibiyotik duyarhiliklarinin
belirlenmesi 6zellikle poliklinik kosullarinda tedavi edici hekimlik, komplikasyonlarin
onlenmesi ve maliyetin azaltilmasi agisindan dnem teskil etmektedir (Mamikoglu ve Inan,

2008). Enterokoklar bazi antibiyotiklere kendiliginden direngliyken, baz1 antibiyotiklere karsi
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kazanilmig direnglilige sahiptir. Bu iki 6zelligin bir arada bulunmasi ve 6zellikle glikopeptid
direnci ciddi enterokok enfeksiyonlarinin tedavisini olduk¢a gii¢lestirmektedir. Enterokoklar
icerisinde vankomisine direngli suslarin diger antibiyotiklere de direng gelistirmesi
enfeksiyonlarda mortaliteyi artiran o6nemli bir neden olarak ©One c¢ikmaktadir. Sikca
karsilagilan antimikrobiyal direngli enterokoklar, besi hayvanlarinda ve hayvansal orijinli
gidalarda gozlenmistir ve besi hayvanlarinin direngli enterokoklar igin bir rezervuar
olabilecegi, diren¢ genlerini de gida zinciri yoluyla insanlara aktarma yeteneginde oldugu 6ne
stiriilmektedir (Aarestrup ve ark 2000). Enterokok tiirleri evcil hayvanlardan insanlara
dokunarak, salya, idrar veya digki kontaminasyonu ile bulasabilir. Bu durum direngli genlerin
gerek ayni tlirde gerekse tiirler aras1 dagiliminda 6nemli rol oynamaktadir (Franz ve ark,
2001; Koch ve ark, 2004). Evcil hayvanlarda antibiyotiklerin yaygin kullaniminin enterokok
tirlerinde diren¢ gelismesine olanak saglayan Onemli bir neden oldugu bildirilmektedir
(Jackson ve ark, 2009).

Saglikli kopeklerde ¢esitli 6rneklerde (nazal, rektal, oral) enterokok tiirlerinin varligi ve
antibiyotik duyarliliklarinin aragtirildigi farkli galismalar bulunmaktadir (Jackson ve ark 2009,
Tiirkyilmaz ve ark 2010, Kataoka ve ark 2014). Insanlarda E. faecalis (Shankar ve ark, 2002)
ve E. faecium (Baldassarri ve ark, 2001; Willems ve ark, 2001) tiirleri identifiye edilip
izolatlarin antibiyotik duyarliliklart disk difiizyon yontemiyle belirlenerek vankomisin
direncinin ortaya konuldugu belirtilmektedir. Fakat kopeklerde idrar yolu enfeksiyonlarina
neden olan vankomisin direngli enterokoklarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesine
yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada kopeklerden alinan idrar 6rneklerinden izole edilen vankomisin direngli
E. faecalis ve E. faecalis suslarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin ortaya konulmasi
amaglandi. Elde edilen sonuglarin, s6z konusu etkenlerden ileri gelen hastaliklarda tedavi
protokollerinde kullanilmak tizere kaynak olusturabilecegi ve direng noktalar1 hakkinda fikir

verebilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterokoklar ve Genel Ozellikleri

Baslangicta streptokoklar igerisinde degerlendirilen enterokoklar “diski kokenli
streptokok’” mikroorganizmalar olarak gruplandirilmistir. Enterokok terimi, ilk kez Thiercelin
(1899) tarafindan Fransa’da yayimlanan bir makalede “’insan diskisinda kisa zincirler veya
ciftler halinde goriilen bakteriler’” olarak tanimlanmistir (Facklam ve Teixeria, 1998). Birkag
y1l sonra Alexander Gordon, muhtemel hayvan diskist ile havadan kontamine olmus sivi
besiyerinde diski kdkenli streptekok izole ettigini bildirmis ve sonrasinda kanalizasyon
suyunda bol miktarda streptekok bulundugunu bildirilerek ve sularin insan digkisi ile
kontaminasyonunu gostermede yararli olabilecegini ileri siirlilmiistiir. Mannitol ve laktozu
fermente edebilen fakat rafinozu fermente edemeyen ve siitiin pihtilagsmasina yol acabilen
diski1 kokenli organizmalari tanimlamak i¢in Andrews ve Horder (1906) tarafindan
Streptococcus faecalis (S. faecalis) tir ismi kullanilmistir (Andrews ve Horder, 1906;
Facklam ve Teixeria, 1998). S. faecalis’in tanimlanmasini takiben 1919 yilinda Orla—Jensen
tarafindan S. faecium tanimlanmistir. Sherman, 1937 ve 1938’de, pH 9.6’da, 10-45°C
arasindaki sicakliklarda ve % 6.5 NaCl igeren sivi besiyerinde tlireyebilen ve 60°C’de otuz
dakika canliligin1 siirdiirebilen streptokoklar i¢in “enterokokal grup” terimini kullanmistir
(Graham ve Bartley, 1939). 1970 yilinda Kalina, hiicresel dizilim ve fenotipik 6zelliklerine
gore enterokokal streptokoklarn farkli bir cins olusturabilecegi ve S. faecalis ve S. faecium’
un Enterococcus olarak isimlendirilmesi Onerisinde bulunmustur. Bentley ve ark. (1991),
Gram pozitif koklarin DNA-RNA hibridizasyonlari, 16S-rRNA siralarinin analizi ve hiicre
duvarlariin incelenmesi ile Streptococcaceae familyasint Streptecoccus, Enterococcus ve
Lactococcus cinsi olarak ayrica siniflandirmistir. Sonug olarak, gliniimiizde Enterokoklar
Streptococcaceae familyasinda yer alan katalaz (-), Gram (+) yuvarlak sekilli bakteriler olarak
tanimlanmakta ve 12 tiiriin bulundugu ayr1 bir genus altinda incelenmektedir (Moellering,
2000; Winn ve ark, 2006).

Molekiiler genetik calismalar neticesinde, giliniimiizde taksonomik siniflandirmaya
gore insanlarda enfeksiyon olusturan 26 farkl tiiriin yani sira toplamda Enterococcus cinsinde
en az 36 farkl tiir tanimlanmistir (Anonim 1). Enterococcus cinsi i¢inde 12°den fazla yer alan
tiirler arasinda; E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, E. casseliflavus, E. malodoratus,

E. gallinorum, E.hirae, E. mundtii, E. raffinosus, E. solitarius, E. pseudoavium ile birlikte,



yenir tlirler olan E. cecorum, E. columbae, E.saccharolyticus, E. dispar, E. sulfureus,
E.seriolicida, E.flavecens Enterococcus cinsi igerisine eklenmistir (Moellering, 2000).
Enterokoklarin identifikasyonu i¢in ¢esitli testler yapilmaktadir. Biyokimyasal testler, API
sistemleri ve total plazmid igerigi Enterokoklarin tiplendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir
(Murray, 1990; Facklam ve Washington, 1991).

Insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinde normal florada bulunan Enterokoklar,
toprak, ylizey sulari, bitkiler, sebzeler ve boceklerde de bulunmaktadir. E. faecium, E. faecalis
ve E. durans’in insan diskisindan siklikla izole edilen Enterekok tiirleri oldugu bilinmektedir
(Tunail, 1999; Franz ve ark, 1999; Franz ve ark, 2003). Diger taraftan kiimes hayvanlari,
kanarya ve papaganlarin enfeksiyonlarina sebep oldugu bilinmekle beraber sekonder
enfeksiyonlar olup viral ve ya bakteriyel enfeksiyonlar tarafindan tetiklendigi

diistiniilmektedir (Devriese ve ark, 1994; Butaye ve ark, 2000).

2.1.1. Morfolojisi, Kimyasal ve Antijenik Yapisi

Karbohidratlar1 laktik aside pargalayabilme 6zelliginden dolay1 fermentatif laktik asit
bakterileri i¢inde bulunan Gram pozitif koklar olan Enterokoklar, sporsuz, fakiiltatif anaerob
olup, tekli, ikili ve kisa zincirler halinde goriilmektedirler. Bazen kokobasil sekilde de
goriilebilmektedirler. Bazi1 suslarinda “’pseudo catalase’’ reaksiyonu gostermesine ragmen
katalaz (-), oksizdaz (-)’tir. E. gallinarum ve E. casseliflavus gibi tiirler disinda hareketsiz ve
yuvarlak bakterilerdir (Franz ve ark, 1999; Fisher ve ark, 2009). Gram pozitif basil olarak
goriilebilmektedirler. Bulaniklik olusturmadan sivi besiyerinde dipte ¢okiintii olusturarak
tiremektedirler. Mikroskobik olarak streptokoklardan ayirt edilememektedirler (Sekil 1.)
(Ruoff ve ark, 1990).

Sekil 1. E. faecalis Gram boyama mikroskobik gériiniimii
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Sekil 2. E. faecalis koloni goriintimleri

Sekil 3. E. faecalis

Siv1 besi yerinde dipte tortu olusturup, turbiditeye neden olmadan iireyen Enterokoklar
direngli bakterilerdir ve 60 °C de 30 dk. Sicakliga dayanikli olarak bilinmektedir (Unat,
1986). Optimal 35 °C’de ve en iyi 7.2 pH derecesinde iiremektedirler. % 5 koyun kanli agarda
24 saat inkiibasyonda, 1 mm veya 2 mm ¢apinda, streptokoklardan genis, kabarik, mat S tipi
koloniler olusturmaktadirlar. E. faecalis suslari insan, tavsan ve at kanl agarda B-hemoliz
olustururken koyun kanli agarda hemoliz olusturmamaktadir (Sekil 2., Sekil 3.) (Facklam ve
Teixeria, 1998; Winn ve ark, 2006). E. durans suslar1 kanli agarlarin tiimiinde B-hemoliz

olusturmaktadirlar. Cogunlukla diger tiirlerin hepsi a-hemolitik veya hemolitik degildirler.



Streptokoklarin hiicre duvari Enterokoklarla ¢ok benzer yapida olup C-polisakkarit,
teikoik asit, peptidoglikan ve lipoteikoik asitten olugmaktadir. Hiicre duvarinin %40’ m1
peptidoglikan tabaka, geri kalani ribitol, teikoik asit ve ramnozdan olusmaktadir (Sekil 4.)
(Facklam ve Teixeria, 1998).

Lancefield tarafindan yapilan streptokok serotiplendirmede grup spesifik C-
polisakkarit yap1 6n plandayken, serogrup D ile reaksiyon veren enterokoklar ise yiiksek
oranda glukoz igeren poligliserolfosfatin bir teikoik asit polimeri olan lipoteikoik asit polimeri
olan lipoteikoik asitler belirleyici olmaktadir. Diger taraftan Salmonella bovis, Leuconostoc
spp., Pediococcus spp, ve  Vagococcus spp’ler de serogrup D ile kros reaksiyon
verebilmektedir (Fisher ve Phillips, 2009).

Lipoteikoik asit, grup D ve enterokoklarin yapisal antijeni olup immun yanitin
diizenlenmesinde aktif rol oynayan timor nekrozis faktor (TNF) ve interferon (IFN) sentezini
uyardigindan bakterinin virulensinde onemli rol oynamaktadir. Baz1 E. faecalis suslari
tarafindan salinan litik aktiviteye sahip bir bakteriyosin olup AS-48 plazmidle
kodlanmaktadir. Ayrica bazi E. faecalis suslar1 da jelatinaz ve hyaluronidaz gibi degisik
ekstraselliiler enzimlere de sahiptir (Koneman, 1997).
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Sekil 4. Enterokok hiicre duvari



2.1.2. Virulens ve Patojenite Faktorleri

Diisiik virulensli mikroorganizmalar olarak bilinmelerine karsin Enterokoklar toplum
ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda Onemli etkenler olduklar1 bilinmektedir. Klinik
orneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen enterokoklarin % 85-95’ini E. faecalis, % 5-
10’unu ise E. faecium olusturmaktadir (Zouain ve Araj, 2001). Bu tiirlerin sahip olduklar1 bazi
virulens faktorleri olusturduklar1 enfeksiyonlarin 6nemini artirmaktadir.

Ozellikle E. faecalis ve E. faecium’un bazi suslar tarafindan iiretilen sitolizin, insan
ve hayvan eritrositlerinde hemoliz aktivitesini gostermektedir (Moellering, 2005; Yildirim,
2007). E. faecalis ve E. faecium tiirlerinin triner sistem enfeksiyonlarina ve endokardite
neden olmalarinin baglica sebebi, sentezledikleri agregasyon substansi araciligiyla kalp
kapakeiklart ve renal epitel hiicrelerine yapisabilme oOzelliginden oldugu bilinmektedir.
Agregasyon substanst plazmidle kodlanan bir protein olup, mikroorganizmanin
kiimelesmesine neden olmakla birlikte konjugatif plazmid aktariminin artmasini
saglamaktadir (Koneman ve ark, 1997). Bu etkenlerin iiriner sisteme, vaskiiler kataterlere ve
kalp kapakgiklarma kolonize olmasini kolaylastiran bir diger neden E. faecalis’teki biyofilm
olusumudur (Moellering, 2005). Enterokoklar tarafindan sentezlenen kii¢iik peptidler olan
feromonlar, suslar arasi1 plazmid DNA’sinin konjugasyonunu denetlemektedir (Moellering,
2000). E. faecalis ve baz1 E. faecium suslar1 tarafindan sentezlenen ve insan, tavsan, sigir ve
at eritrositleri lize eden plazmid aracili hemolizlerin virulenste 6nemli rolii bulunmaktadir. Bu
hemolizlerin ayrica deneysel enfeksiyonlarda letalite ve toksisiteyi artirdigi ve hastane
kokenli bakteriyemi sonrasi ani 6liim riskini 5 kat arttirdig1 gosterilmistir (Moellering, 2000).

Enterokoklarin sitolizin, jelatinaz, ylizey proteinleri, adhezyon molekiilleri, kapsiil,
stiperoksitler, hyaluronidaz, antibiyotik direnci gibi bazi 6nemli virulens faktorleri Sekil 5’de
Ozetlenmis, devam eden boliimde ise kisaca bilgi verilmistir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004;

Devriese, 2006; Upadhyaya ve ark, 2009).
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Sekil 5. Patojenitede rol oynayan bazi farkli virulens faktorlerinin gosterimi (Cetinel Aksoy
2008)

2.1.2.1. Sitolizin

Okaryotik ve prokaryotik hiicreleri lize edebilen E. faecalis sitolizini plazmid
kodludur ve E. faecalis’in virulensini artirir (Upadhyaya ve ark 2009). Sitolizin operonunun
cylLS, cylB, cylR1, cylM cylR2, cylLL, cylA, ve cyll olarak belirtilen sekiz farkli gen
icerdigi belirtilmektedir (Kayaoglu ve Orstavik, 2004).

E. faecalis sitolizinleri A lantibiyotik tipinde siniflandirilmaktadir. Lantibiyotikler ise;
amino lanthionine i¢eren ve normal olarak proteinlerde bulunmayan diger aminoasitleri iceren
ribozomal olarak sentezlenmis peptid yapisindadirlar. Epidermin, nisin, subtilin ve streptoccin
diger tip A lantibiyotik Ornekleri olarak bilinmektedir (Portenier ve ark, 2003; Karagoz,
2005).



2.1.2.2. Agregasyon Faktorii (AF)

Agregasyon Faktorii (AF)’niin E. faecalis’in in vitro yapismasina aracilik ettigi ve
bagirsak epitelyum hiicreleri tarafindan E. faecalis’in alinmasini artirdigi gosterilmistir (Wells
ve ark, 2000). In-vivo olarak ise bir dizi farkli mekanizma ile enterokokal enfeksiyonlarin
patogenezine katkida bulunabilmektedir (Giiltekin, 2004; Kayaoglu ve ark, 2004; Devriese ve
ark, 2006).

AF, plazmid tarafindan kodlanan tiirler arasinda enterokokkal sitozilin ve antibiyotik
determinantlar1 gibi virulens faktdrlerinin dagilimini saglamaktadir. Enterokoklarin bobrek ve
bagirsak epitelyum hiicrelerine baglanmasin1 ve kolonizasyonunu kolaylastirmaktadir. Bu
sayede endokardit ve iriner sistem enfeksiyonlarini kolaylastirmaktadir. Bakterinin
polimorfoniiklear lenfositlerin (PMN) fagositozuna kars1 korunmasini saglamaktadir. Ayrica
AF ve sitolizinin, sitolizin regiilasyonunu diizenleyen quorum sensing mekanizmasini
aktiflestirerek virulensi artiran sinerjistik bir 6zellige sahip olduklar1 gdsterilmstir. Bu sayede

daha fazla doku zarar1 verebilmektedir (Portenier ve ark, 2003).

2.1.2.3. Ekstraseliiler Siiperoksit

Stiperoksit anyonu oksidatif hasar ile yakin iligkili bir serbest radikaldir. Enterokoklar
onemli miktarda siiperoksit iiretebilmektedir. Ozellikle kandan izole edilen E. faecalis
izolatlarinin daha fazla siiperoksit iiretebildigi belirtilmektedir (Tendolkar ve ark 2003,
Upadhyaya ve ark 2009). Bu anlamda siiperoksit iiretiminin E. faecalis’in bagirsak
epitelyumunda oksidatif stres igin giiclii bir kaynak oldugu ve epitelyumdan bakteri

translokasyonunda nemli bir rolii olabilecegi belirtilmektedir (Tendolkar ve ark 2003).

2.1.2.4. Enterokokal Yiizey Proteini (ESP)

Enterokokal yiizey proteini (ESP) 1873 farkli aminoasitten olusur. Cekirdek
bolgesinin yaklasik % 50’si proteinden ve etrafinda tekrarlayan farkli birimlerden
olusmaktadir (Tendolkar ve ark, 2003). ESP’nin karboksi ucu hiicre duvarma tutunmay1
saglarken, i¢ kismi1 ise molekiile uzunlugunu degistirebilme yetenegi kazandirir. Bu protein ile

bakterinin immiin sistemden kagmasininin kolaylastigi sanilmaktadir (Giiltekin, 2004). Esp,
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Streptococcus pyogenes R28, Streptococcus agalactiae Rib, C a protein ve Staphylococcus
aureus biyofilm iliskili protein (Bap) ile genel benzerlikler gosterebilmektedir (Tendolkar ve
ark, 2003). E. faecalis’de enfeksiyona neden olan esp proteini esp geni tarafindan
kodlanmakta fakat daha az patojen olan suslarda bulunmamaktadir. Bu nedenle E. faecalis’de
bir virulens faktorii olarak islev gordiigiinii diisiiniilmektedir (Upadhyaya ve ark, 20009,
Kayaoglu ve ark, 2004). Son yillarda gerceklestirilen arastirmalarda, yiizey proteini olan
ESP‘nin varlig1 hidrofobik 6zelligin, biofilm olusumunun ve biyotik ylizeyde tutunmasinin

gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Portenier ve ark, 2003).

2.1.2.5. Jelatinaz

Bakteriyal proteazlarin temel fonksiyonu organizmaya peptid saglamak olarak
bilinmektedir. Fakat aynm1 zamanda proteazlarin konak dokularina dolayli yoldan zarar
verebilmesi nedeniyle virulens faktorii olarak da degerlendirilmektedir. E. faecalis igin
jelatinaz ve bir serin proteaz olmak tizere iki proteaz tanimlanmistir (Portenier ve ark 2003).
Jelatinaz, ¢inko igeren ekstraseliiler bir metalloproteinazdir. E. faecalis metalloproteinazlar
insanlarda endotelyumu inaktive edebilmesi nedeniyle coccolysin olarak ayrica
isimlendirmistir (Portenier ve ark 2003).

Gidalarda belirlenen E. faecalis suslarinda da jelatinaz iiretiminin yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Ayrica genotipte jelatinaz geninin bulunmasina ragmen fenotipte bu 6zelligi
gostermeyen bazi suslarin da oldugu belirtilmektedir (Ozmen ve ark 2011). Gergeklestirilen
bir caligmada E. faecalis oldugu belirlenen hastane izolatlarinin %45’inin jelatinaz irettigi
belirlenirken E. faecium ve E. avium izolatlarinin jelatinaz iiretmedigi gozlemlenmistir
(Portenier ve ark 2003). E. faecalis’in klinik izolatlar1 ile yapilan epidemiyolojik
caligmalarinda jelatinaz {iretimi, izolatlarin yaklasik % 45-68’inde belirlenmistir, ayrica
jelatinaz aktivitesinin klinik izolatlarda, saglikli bireylerin fekal izolatlarindan daha yiiksek

oldugu rapor edilmistir (Kayaoglu ve ark, 2004).

2.1.2.6. Lipoteikoik Asit (LTA)

Enterokokal LTA konak¢r hiicre membrani tarafindan komplementin aktivasyonu

sonucu enfeksiyon bolgelerinde doku hasari ortaya ¢ikarabildigi belirtilmektedir (Hummell ve
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ark 1986). Enterokokal LTA tiimor nekroz faktér ve interferonlara yonelik giiclii bir
indiikleyici oldugu ifade edilmektedir (Tsutsui ve ark. 1991). Ayrica LTA, kiimelenme
formasyonunu ve plazmid transferini kolaylastirmak yoluyla E. faecalis’in virulensine katkisi

olan bir molekiil olarak kabul edilebilir (Kayaoglu ve ark, 2004).

2.1.2.7. Kollajen Baglayic1 Adezin

Kollajen baglayici adezin yapisal ve fonksiyonel olarak Staphylococcus aureus’un
kollajen baglayan proteini Cna’ya benzer Ozellikler gosteren ve hiicre digi matriks
proteinlerine baglanmay1 saglayan bir adezindir. Enterokok enfeksiyonlarinda, &zellikle
E.faecalis endokarditlerinde etki gosterir. Klinik izolatlarda fekal izolatlardan daha fazla
rastlanilir. Ayrica bakterinin dentine adhezyonunda etkisi oldugu belirtilmektedir (Kayaoglu

ve Orstavik 2004).

2.1.2.8. Kapsiil, Hiicre Duvar Polisakkaritleri

Kompleks yapist ve direng olusturma yetenegi sayesinde konakg¢1 immun sisteminden
kurtulabilen bakteriyel kapsiil bilesenleri, patogenez siirecinde olduk¢a dnemlidir. E. faecalis
izolatlarinda iretilen kapsiil polisakkaritini kodlayan bir operon bulunmaktadir. Bundan
farkli olarak E. faecalis ve E. faecium izolatlarinda ayr1 bir kapsiil polisakkariti daha
tamimlanmustir. Iki polisakkaride karsi olusan antikorlarin da koruyucu oldugu ifade
edilmektedir. Enterokoklarda hiicre duvari, teikoik asit, beta-D glikoz-1-fosfat ve tetra
heteroglikan komponentlerinden olusmaktadir. Antikorlar i¢in hedef olan bu yapilar
virulansin yani sira koruyucu immiinite i¢in hedef rolii oynadig belitilmektedir (Upadhyaya

ve ark, 2009).

2.1.2.9. Seks Feromonlari

Seks feromonlart 7-8 amino asit uzunlugunda ve cpd, cob, ccf, cad genlerinde
kodlanan, kii¢iik, hidrofobik peptitler olarak tanimlanmaktadir. E. faecalis’te sinyal peptitleri

fonksiyonu yapmaktadirlar ve suslar arasinda konjugatif plazmidlerin transferini
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saglamaktadirlar. Seks feromon sistemleri ile antibiyotik direnci ve sitolizin gibi virulens
faktorlerinin E. faecalis suslar1 arasinda yayilabilecegi belirtilmektedir (Kayaoglu ve ark
2004).

2.1.2.10. Hyaluronidaz

Hyaluronidaz, hyaluronik asit yapisini bozarak doku hasarina yol acgabilen bir
enzimdir. Buna ek olarak bakteriyel toksinlerin zararli etkilerini giiclendirerek ve doku
hasarinin siddetini arttirir. Hyaluronidaz iizerine gergeklestirilen calismalarda dolayli olarak
enterokok virulensine katki sagladigi gosterilmistir. Hyaluronidaz iiretiminin belirlenmesi,
hyaluronik asit igeren yar1 kati1 ortama inokiilasyon ile gergeklestirilmektedir (Kayaoglu ve
ark 2004).

2.1.2.11. AS-48

Ozellikle E. faecalis tarafindan iiretilen AS-48, enterokok sinifin1 da igeren genis
spektrumda gram pozitif ve negatif bakterileri inhibe ve lize edebilmektedir. Basit peptit
yapisindaki AS-48, hedef hiicrelerin membranlarinda gozenek olusturarak litik aktivite
gosterir. Ayrica otolizin aktivitesi yoluyla secilen bir enterokokun lizisini indiikleyebildigi

ifade edilmektedir (Jett ve ark 1994).

2.1.2.12. Antibiyotik direnci

Enterokoklarin virulans 6zelliklerini artiran en 6nemli faktorlerden biri ise antibiyotik
direnci olarak ifade edilmektedir. Enterokoklarda antibiyotik direncinin gelisimi ve yayilimi
ile ilgili bircok arastirma gergeklestirilmistir. Enterokoklarda antibiyotik direnci dogal ya da
kazanilmis gergeklesebilir. Enterokoklarmn ¢ogu dogal olarak p-laktam, klindamisin,
aminoglikozid ve florokinolon gibi antimikrobiyallere diren¢ gosterebilmektedir. Bunun
yaninda ampisilin ve vankomisine dogal olarak duyarlidirlar, fakat bu antibiyotiklere maruz
kalmalar1 durumunda direng gelistirebilirler. Benzer sekilde tetrasiklinlere, makrolidlere,

glikopeptidlere (vankomisin, teikoplanin), kloramfenikol, aminoglikozidler ve - laktamlara
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da direng gelistirebilirler. Direncin kazanilmasi plazmidlerde diren¢ genlerinin kazanilmasi ve
diger mikroorganizmalardan tropozonlar ile kazanilmasi sayesinde olugmaktadir.
Enterokoklar yiizey agregasyon maddesinin sentezini etkileyebilen seks feromonlar
salgilayabilirve boylece plazmid tarafindan tasian direng¢ bilgisinin degismesine yol acacak
eslesme agregasyonunun olusumuna neden olabilmektedir. Enterokoklar antimikrobiyal
ilaclara karsi ¢oklu direng gelistirebilmesi nedeniyle dnemli goriilmekte ve nozokomiyal
enfeksiyonlar igerisinde dikkat ¢ekmektedir (Cetinel 2008, Aktas ve ark 2009).

Enterokoklarin beta-laktam antibiyotiklere karsi iki mekanizma ile direng gelistirdigi
belirlenmistir. Bunlardan biri E. faecium suslarinda goriilen penisilin afinitesinin azalmasi
sonucu PBP 5’in miktarinin artmasi ile ortaya cikan direng tipidir. Bu mekanizma ile
enterokoklar iremelerini inhibe edecek konsantrasyondaki B-laktam antibiyotiklerinin
varliginda, onlara daha diisiik baglanma gosteren PBP sentezleyebilmeleridir. Bu sentez ilgili
degisiklikleri kodlayan DNA bdlgesinde meydana gelen mutasyon sonucu veya plazmid
kazamimu ile gergeklesmektedir. Tkinci direng mekanizmasi ise antimikrobiyel maddenin hedef
bolgeye ulasamadan modifiye edilmesi veya pargalanmasina yol acan beta-laktamaz
tiretimidir (Marothi ve ark 2005, Klare ve ark 2003).

Aminoglikozitlere karsi gelismis olan ve membrandaki permeabilitenin azalmasi ile
olusan diren¢ yiiksek diizeyde degildir ve genellikle ¢apraz direng seklindedir. Bu direng
tipinin -laktam antibiyotikler ile ortadan kaldirilabilecegi ifade edilmektedir (Tok 2006).

Enterokoklar 6nemli virulens faktorleri olan plazmid ve transpozonlar yoluyla son
yillarda belirgin bir sekilde kazanilmis diren¢ gelistirmistir. Bunlar arasinda en Onemlileri
yiiksek diizey aminoglikozit ve penisilin direncidir. Enterokoklarin ¢ok biiyiik bir kisminin bu
yol ile eritromisin, klindamisin ve tetrasiklinlere diren¢ kazanmis durumda oldugu
belirtilmektedir (Marothi ve ark, 2005).

Enterokoklarda olduk¢a 6nemli olan bir diger kazanilmig direng tipi ise glikopeptit
direncidir ve Van A’dan Van G’ye kadar cesitlilik gosterebilen farkli fenotipler ile ifade
edilmektedir. Fenotipik siniflandirmada bakterinin sadece vankomisin ya da ayni anda hem
vankomisin hem de teikoplanine direncgli olmasi, direncin indiiklenebilir veya yapisal olmasi
ya da diger bakterilere iletilebilir olup olmamasina gore yapilir (Klare ve ark, 2003). Belirtilen
glikopeptit direng tipleri igerisinde en iyi tanimlanmis olanlar1 VanA, VanB, VanC ve VanD

direngleridir (Tablo 1).
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Tablo 1. Enterokoklarda glikopeptit direng tipleri (Dutka-Malen ve ark 1994)

Ozellik VanA VanB VanC VanD VanE
MIK( pg/mL)
Vankomisin | 64 -=1000 4--=1000 2-32 16-64 16
Teikoplanin | 16 -= 512 05-=32 05-1 2-4 0.5
Transfer - - 3 = 2
edilebilme
Direnc Plazmudler | Kromozom | Kromozom | Kromozom | Kromozom
genlerinin (plaznudler)
lokasyonu
Induklenme ile
ek:presyon
Vankomisin + + = + +
Teikoplanin | - B _ _ 5
Hareketli
element Tn 1346 Tn 1547 - ? ?
Ligaz geni van A van B van C-1ve |vanD van E
van C-2/van
C-3
Direnc tipi Kazamlms | Kazamlmug | Dogal Kazamlmg | Kazamlnug
Direng Direng Direng Direng Direnc
Direnc 3940 395 38 ? ?
proteinin
MAha(kDa)
Modifiyve
edilmis D-ala-D-lac | D-ala-D-lac | D-ala-D-ser | D-ala-D- D-ala-D-ser
hedef lac
E. faecalis
Tiirler E. mundtii E_ gallinarum
E. faecium E. faecalis E casseliflavus | E. faecium E. faccalis
E. rqffinossus | E. fascium E flavescens
E. avium
E. gallinarum
E. durans
E casseliflavus
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2.2. Enterokok Enfeksiyonlari

2.2.1. Epidemiyoloji

Toprak, su, yiyeceklerde; insan ve hayvan barsak, safra yollari, agiz ve bazen derinin
normal florasinda bulunan enterokoklar, uygun kosullarda insanlarda c¢esitli enfeksiyonlara
neden olabilmektedirler. Diger streptokoklarin duyarli olduklari antimikrobiyallere karsi
direngli olmalar1 nedeniyle, 6zellikle hastane kokenli patojen olarak klinik énemleri giderek
artmaktadir (Unat, 1986, Koneman ve ark, 1997, Moellering, 2000).

Enterokoklar sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal sisteminde normal
florada bulunmaktadir. insan diskisinda E. faecalis (10°-10" cfu/gr), E. faecium’dan (10*-10°
cfu/gr) daha yaygin bulunur ve E. faecium antibiyotiklere direngliliginden dolayi hastane
ortaminda daha baskin goriilmektedir. Ayrica boceklerde, bitkilerde digki ile kirlenmis toprak,
su ve yiyeceklerde de bulunmaktadir. Bu sebeple icme ve kullanma sularindaki fekal
kontaminasyonlarda indikatér mikroorganizma olarak kullanilmaktadirlar (Fisher ve
Philliphs, 2009; Hijazi ve ark, 2009).

Enterekoklar vajina, deri, oral kavite ve dental plaklarda daha az siklikta
bulunmaktadir. Ayrica Enterokoklar laktik asit liretmelerinden dolay1 peynir yapiminda starter
kiiltiir olarak kullanilmasindan dolayi, peynir, et {iriinleri ve yiyeceklerden de izole
edilebilmektedirler (Facklam ve Teixeria, 1998; Bilstrom, 2008; Hijazi ve ark, 2009).

Gastrointestinal kanalda insanda yiiksek diizeyde bulunmasina ragmen enterokoklar,
genitoliriner sistem ve oral kavitede daha az sayida normal flora etkeni olarak bulunmaktadir
(Huycke ve ark, 1998). Siklikla intraabdominal enfeksiyon, endokardit ve bakterimiye yol
acarken, daha az olarak menenjit, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep olmaktadir.
Bakteri, degisen sicaklik, pH ve baz1 bakterisidal etkili deterjanlarin varliginda bile canliligini
koruma 0zelligine sahip oldugu bilinmektedir. Enterokoklarin 6zellikle hastane kaynakli
enfeksiyonlarda 6nemi giderek artmakta ve bazi olgularda hastane kaynakli bakteriyemilerden
de sorumlu tutulmaktadirlar (Lautenbach ve ark, 1999; Patterson, 2000; Shepard ve Gilmore,
2002).
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2.2.2. Klinik bulgular

E. faecalis ile olusan enfeksiyonlarin oran1 Enterokokal enfeksiyonlar igerisinde diger
tiirlere gore 10 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Fakat son yillarda, vankomisine direngli
enterokok (VRE) ‘larin ortaya ¢ikmasi nedeniyle bu oran gittikge diismiis ve E. faecium
izolatlar1 6n plana ¢ikmaya baslamistir. Buglin Amerika’da ulusal hastane kokenli enfeksiyon
calisma sistemine bakildiginda, ABD’de enfeksiyon etkeni olarak izole edilen enterokoklar
icerisinde VRE’lerin oraninin % 20’leri buldugu belirtilmektedir. Avrupa’da ise VRE’lerin
kaynaginin kuvvetle muhtemel hayvan ciftlikleri oldugu disiiniilmektedir. ABD’de ise
kaynagin; hastane ¢alisanlar1 ve hastalarin elleri, termometreler, steteskop ve bunun gibi ¢ok
hastada kullanilabilen cihazlar oldugu belirtilmektedir. ABD’de asir1 antibiyotik kulanimi
Avrupa’da ise hayvanlarda gelisimi artirma olarak kullanilan ve glikopeptid tiirevi olan
avoparsin kullaniminin vankomisin direncinin artmasina neden oldugu kabul edilmektedir

(Sekil 6.) (Basustaoglu ve ark, 2002).

a b c
No antibiotics { Antibiotics | REGllly
+REGIly ) | Gram-negative organisms 1 Gram-positive organisms
REGUY | ReGilly
Intestinal lumen d*p
wels, m‘go°°°°°%°°°°°“$o°gmao\
°f ) €4 © &o°°$§§§ 00
Ve o e 0°8° % ¥§% S 0 0000 §
y X
| \

Epithelial Paneth cell

cell

Nature Reviews | Microbiology

Sekil 6. Enterokoklarda antibiyotik ve hiicre duvari etkilesimleri

Enterokoklarin yol actig1 en sik goriilen klinik hastaliklarin basinda {iriner sistem
enfeksiyonlart gelmektedir ve mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen enterokoklarin
kaynag idrar kiiltiirleri olarak bilinmektedir (Moellering, 2005). Enterokoklarin sebep oldugu
iriner sistem enfeksiyonlarinin ¢ogu hastane kdkenli olup ¢ogunlukla iiriner kateterizasyon ile
birlikte bulunmaktadir. Ozellikle yapisal bozuklugu veya tekrarlayan iiriner sistem
enfeksiyonu olan hastalarda sik goriilmektedir (Murray, 1998). Enterokoklar gen¢ ve saglikli
bireylerde komplike olmamus sistit gibi iiriner sistem enfeksiyonlarinin % 5’inden azinm

olusturmaktadir (Soyletir ve Cerikoglu, 2002).
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Enterokoklar bakteriyel endokarditlerin % 5-15 ini olusturmaktadirlar (Moellering,
2005). Enterokok bakteriyemisi enterekok endokarditinden daha sik goriilen bir
enfeksiyondur ve sikligi giderek artmaktadir. Endokardit hastane disi enterokok
bakteriyemilerinin 1/3’iinde goriiliirken hastane kokenli bakteriyemilerde endokardit orani
%1’in altindadir (Murray, 1998).

Enterokoklar tiim enfektif endokarditlerin % 5-15’inden sorumludur. Cogunun etkeni
E. faecalis’tir. Fakat E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, E.
raffinosum izole edilen olgularda rapor edilmistir. Enterokoklar hasarli kalp kapaklarina
tutunabildigi gibi normal kapak¢iga da tutunabilirler. Siklikla intra abdominal ve pelvik
enfeksiyonlarin aerop ve anaerob florasi igindedirler. Escherichia coli ve Bacteroides
fragilis’ten daha az gastrointestinal kaynakli bakteriyemi yaparlar. Siroz veya nefrotik
sendromlu hastalarda, spontan bakteriyel peritonitli ve periton diyalizi yapilanlarda da
peritonite neden olmaktadir. Saf enterokokal peritonit bazen abdominal cerrahi veya travma
komplikasyonu olabilir. Enterokoklar ayrica endometrit, sectio veya akut salpingitis
komplikasyonu olarak bakteriyemi ve apse yapabilirler. Tek basina enterokokal yara ve
yumusak doku enfeksiyonu pek goriilmez. Cerrahi yara, dekiibit iilseri ve diyabetik ayak
infeksiyonlarinin miks etken iiyesidirler. Kronik osteomyelitlilerde de goriilebilir ancak,
burada saptanmasi genellikle primer enfeksiyonu gostermez, superenfeksiyonu gosterir.
Enterokoklar nadiren menenjit yapmaktadir. Solunum yolu infeksiyonlarinin sikligi giderek
artmaktadir. Onemli hastaligi, diiskiinliigii olan ve genis spektrumlu antibiyotik kullanan,
enterik beslenen hastalarda nadiren pneumoni yapmaktadir (Unat, 1986; Bilgehan, 1995;
Koneman ve ark, 1997; Moellering, 2000).

2.2.3. Tam

PCR teknikleri enterokoklarin tiir ve genotip tayininde olduk¢a basarili kulanim alani
bulmustur. Yapilan ¢aligmalara gore enterokoklardaki elogasyon faktorii olarak adlandrilan
tuf genini (EF-Tu) hedef alan primerler, bakteriyi cins diizeyinde tayin edebilmektedir (Ke ve
ark, 1999). Bakterinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda ise D-alanin/D-ligaz geni (ddl) (Dutka-
Malen ve ark, 1995) ve groESL genini (Teng et al.) hedef alan primerler de bakterinin tiir
diizeyinde tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Doming ve ark, 2003).

Enterokoklardaki antibiyotik direng tespiti i¢in uygulanan duyarlilik testlerinin yani

sira suslar arasindaki genetik madde transferine bagli olarak yayilan direng genlerinin ve ya
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gen mutasyonlari nedeniyle gergeklesen iliskinin molekiiler yontemlerle ortaya konulabilmesi
miimkiin olabilmektedir. Dutka-Malen ve ark, (1995) ddl genini hedef alan primerler ile
bakterilerin hem tiir diizeyinde hem de glikoprptid direncinin saptanmasinda; Miele ve
ark,(1995) van genleri i¢in primer setinin gelistrimesinde, Klare ve ark, (1995) vanA ve vanB
genlerini hedef alan yeni primerler gelistirilmesinde PCR tekniklerini kullanmislardir
(Doming ve ark, 2003).

2.2.4. Tedavi ve Antimikrobiyal Diren¢

Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi ilk sirada kullanilan
antibiyotiklere kars1 degisen diren¢ ve duyarliliklarinin saptanmasi icin giivenilir yontemlere
ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle zor olabilmektedir.

Enterokoklar antibiyotiklere dogal, kromozomal ya da kazanilmig direng
gosterebilmektedirler. Dogal diren¢ aminoglikozidlere (diisiik diizeyde), 6zellikle beta laktam
antibiyotiklere, kazanilmis diren¢ ise aminoglikozidlere (yiiksek diizey) ve florokinolonlar
gibi cesitli antibiyotiklere kars1 gelisebilmektedir. Aminoglikozidlere karsi dogal direng diisiik
diizeyde goriilmektedir. Bu dirence ragmen aminoglikozidler etkili bir ajanla beraber
kullanildiklarinda, hiicre duvarina sinerjik etkilesim sonucu bakterisit etki saglayabilmektedir.
Yiiksek diizey aminoglikozid direnci varlifinda beta-laktam antibiyotiklerle sinerjik etkilesim
s6z konusu degildir (Cetinkaya ve ark, 2000).

Enterokok suglar1 ile olusan enfeksiyonlarin tedavisinde yaklasim genellikle, beta-
laktam ve aminoglikozid bir antibiyotigin kombinasyonu, eger bunlara diren¢ var ise
glikopeptid antibiyotigin se¢ilmesi gerekmektedir. Ancak suslarin ¢ogu kez ¢oklu antibiyotik
direncine sahip olmasi1 ve yiiksek diizey aminoglikozid direncinin varlifina ilaveten, giderek
artan oranda bildirilen vankomisin direnci tedavide Onemli bir sorun olusturmaktadir
(Cetinkaya, 2000; Shepard ve Gilmore, 2002).

Hastane kokenli enfeksiyonlarin etkeni olarak izolasyon sikligi giderek artan
enterokoklarda c¢oklu ilag direnci biiyilkk bir sorun olusturmaktadir. Enterokok
enfeksiyonlarinda beta-laktam, aminoglikozid ve glikopeptid antibiyotikler en ¢cok kullanilan
antibakteriyel ajanlar oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Ersoy ve ark,
(2005) penisilin direncini % 25.9, Sirin ve Adloglu, (2011) ise % 28 bulmuslardir. Bir baska
calismada ise poliklinikten gonderilen orneklerde penisilin direnci %48, servisten gonderilen

orneklerde ise %84 olarak saptanmustir (Agus ve ark, 2006). Idrar rneklerinden izole edilen
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enterokok suslartyla yapilan bir c¢alismada penisiline % 85 oraninda direng bildirilmistir
(Kalayct ve ark, 2011). Hindistan’da pediatrik yogun bakim hastalarina ait enterokok
suglarinin penisilin direnci %100 olarak bulunmustur (Kapoor ve ark, 2005).

Meri¢ ve ark, (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada E. faecalis suslarinda %21, E. faecium
suslarinda ise % 78 oraninda siprofloksasine diren¢ saptamislardir. Yapilan diger bir
calismada ise E. faecalis suslarinda % 8, E. faecium suslarinda ise % 62.5 oraninda
siprofloksasine diren¢ saptanirken (Berzeg ve ark., 2005), bir baska ¢alismada E. faecium
suslarinda siprofloksasine % 85.2, E. faecalis suslarinda % 61 olmak iizere yiiksek oranda
direng tespit edilmistir (Tirkdag: ve ark, 2011).

Yiiksek diizey aminoglikozid direnci, penisilinler ya da glikopeptidler ile
aminoglikozid kombinasyonunun sinerjik bakterisidal etkisinin ortadan kalkmasina yol
acmaktadir. Bu nedenle enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarda aminoglikozid
direncinin saptanmasi gerekmektedir. Meri¢ ve ark, (2004) yaptiklari arastirmada gentamisin
direncini % 20 olarak bildirirken, Gazi ve ark., (2004) bu direnci % 22, Yavuz ve ark., (2006)
% 44.4 olarak bildirmislerdir. Barisic ve Punda-Polic (2000), hastanede yatan hastalardan
izole ettikleri E. faecalis ve E. faecium tiirlerinde, gentamisin direncini sirastyla % 37 ve % 76
bulmuslardir. Bir diger ¢alismada izole edilen tiim enterokok suslarinin gentamisin direnci E.
faecalis ve E. faecium tiirleri igin sirasiyla % 18.5 ve % 23.5 olarak bulunmustur (Udo ve
ark., 2003). Daha oOnce hastanede yatan hastalarin klinik orneklerinden izole edilen
enterokoklarla yapilan bir ¢calismada, E. faecalis ve E. faecium tiirlerinde gentamisin direnci
ise sirastyla % 26.4 ve % 48.9 olarak bulunmustur (Karadenizli ve Kolayli, 2002). Aral ve
ark, (2011) aynu tiirlerde bu oranlari sirastyla % 16 ve % 60 olarak bildirirken, Merig ve ark.,
(2004) % 13 ve % 41, Mert-Ding ve ark., (2009) % 14 ve % 52, Kagmaz ve ark., (2003) ise %
8 ve % 1 olarak saptamiglardir.

Enterokoklarda 1980’lerde beta-laktam antibiyotiklere ve aminoglikozidlere direncin
ortaya ¢ikmasi tizerine vankomisin, uzun yillar tek uygun antibiyotik olarak kullanilmistir.
1987 yilinda ilk kez Fransa ve Ingiltere’de vankomisine direngli E. faecium ve E. faecalis
izolatlarmin varligi belirtilmistir. Ayrica bir ¢alismada kandan izole edilen E. faecalis’te bu
oran % 1, E. faecium’da ise % 4 olarak bildirilmis (Gtilay, 2008), baska bir ¢calismada da E.
faecium suslarinda vankomisin direng oram1 % 16.1, E. faecalis suslarinda ise bu diren¢ % 3
olarak bulunmustur. Vankomisine direngli suslarin MiK degerleri >256 pg/ml olarak tespit
edilmistir ( Tirkdagi ve ark, 2011).

Tetrasiklin ve rifampisin, giliniimiize dek enterokok enfeksiyonlarinin sagaltiminda

yaygin olarak kullanilmistir. Ancak, bu ilaglarin terapotik etkinliklerini saptamak giigtiir.
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Ciinki bu iki ajan genellikle antibiyotiklerle birlikte kullanilirlar. Enterokoklarda rifampisin
ve tetrasikline karsi1 yiiksek oranlarda direng saptandigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir
(Loza ve ark, 1992; Pesce ve ark, 1992).

Enterokoklarin makrolid antibiyotiklere karsi diren¢ oranlarmin oldukca yiiksek
diizeylerde oldugu (% 40-100) bilinmektedir (Ulusoy ve ark., 1995; Aral ve ark., 2011). Aral
ve ark, (2011) 158 enterokok susunun antibiyotik duyarliliklarini arastirdiklar ¢aligmalarinda
eritromisin direncini E. faecalis ve E. faecium suslari i¢in sirasiyla % 56 ve % 100 oranlarinda
bildirilmektedir. Yapilan baska bir calisma da hem poliklinik hem de yatan hastalarda
eritromisin direnci yiiksek oranlarda (% 75-85) tespit edilmis ve E. faecalis suslarina gore (%
48) E. faecium suslarinda (% 95) anlamli olarak daha yiiksek diizeyde gdzlenmistir (Ozseven
ve ark, 2011). Enterokok enfeksiyonlarinda kullanilan antimikrobiyaller 6zetlenmistir (Tablo
2).

Tablo 2. Enterokok enfeksiyonlarinda kullanilan antimikrobiyaller (Tiinger, 2012)

Enterokok enfeksiyonlarinda siklikla kullanilan | Ampisilin-penisilin
antibiyotikler Aminoglikozidler
Kloramfenikol
Rifampisin
Fosfomisin
Nitrofurantoin
Tetrasiklin-doksisiklin
Florokinolonlar
Novobiyosin

Basitrasin

Enterokok enfeksiyonlarinda kullanilan giincel | Kinupristin-dalfopristin

antibiyotikler Linezolid
Daptomisin
Tigesiklin
Enterokok enfeksiyonlarinda kullanilabilen | Oritavansin
yeni antibiyotikler Dalbavansin
Telavansin

Seftobiprol, seftarolin
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Enterokok enfeksiyonlarmin tedavisi, hem bu mikroorganizmalarin klasik
antibiyotiklere direngli olduklarindan, hem de laboratuvarlarda gercek ve dogru
duyarhiliklarinin saptanmasi i¢in spesifik yontemlere ihtiya¢ duyulmasindan dolay1 ¢esitli
giicliikkleri barindirmaktadir. Standart duyarlilik testleriyle penisilin-aminoglikozid sinerjisi,
beta laktamaz {iireten suslarin penisilin ve ampisilin direnci tahmin edilememektedir. Bu
nedenle laboratuvarlarin aminoglikozid ve beta laktamaz varlig1 agisindan etkeni test etmeleri
onerilmektedir. Penisilin gibi enterokoklara bakteriyostatik etkili antibiyotikler, bakterisid
tedavinin gerekmedigi iiriner enfeksiyon, peritonit ve yumusak doku enfeksiyonlarinin
tedavisinde ilk secilecek ajanlar olmaya devam etmektedir. Glikopeptidler, penisilin alerjisi
varliginda veya E. faecium gibi yiiksek diizeyde penisilin alerjisi varliginda veya E. faecium
gibi yliksek diizeyde penisilin direnci olan suslarda tercih edilmektedir (Berzeg, 2005).
Siprofloksasin ve ofloksasin gibi kinolonlar, enterokoklara in vitro etkili olup bazi iiriner
enfeksiyonlarda kullanilirsa da genelde etkilerine glivenilmez ve sistemik enfeksiyonlarda ilk
tercih edilecek ajanlar degildirler. Siprofloksasin, direnci de giderek artmaktadir (Moellering,
2000; Murray, 2000). Siprofloksasin in vitro olarak enterokoklara kars1 aktif bir ajan olmasina
ragmen, bakterisidal etkisinin olmamasi nedeniyle bu bakterinin sebep oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanimi smirhdir. Ozseven ve ark, (2011) yaptiklar1 calismada klinik ve
poliklinik hastalarinda tespit ettigi siprofiloksasin direncini E. faecalis’te %72 ve E.
faecium’da ise % 92 olarak bulmustur. Bu direng Tiirkiye’de bildirilen kinolon direnglerinden
(% 22-72) oldukga yiiksektir (Gazi ve ark, 2004; Yavuz ve ark, 2006; Aral ve ark, 2011). Aral
ve ark, (2011) siprofloksasin direncini E. faecalis i¢in %27 ve E. faecium igin ise % 69 olarak
belirlemislerdir. Gazi ve ark, (2004) ise bu direngleri sirasiyla % 44 ve % 39 olarak daha
diisiik diizeylerde bulmuslardir.

Enterokoklarda bir¢ok antimikrobiyal ajana karsi dogal ve kazanilmis tipte direng
gozlenmesi bu bakterilerin yol agtigi enfeksiyonlerin tedavisinde dnemli sorunlara neden
olmaktadir. Penisilinlere, sefalosporinlere, klindamisine ve diisiik diizeyde aminoglikozidlere
karst gozlenen dogal direncin varligi sinerjik kombine antibiyotik tedavisini zorunlu
kilmaktadir. Aminoglikozidlerin hiicre zarindan gecislerindeki zorluk, diisiik diizeyde
aminoglikozid direncine neden olmaktadir. Bu nedenle, sinerjik etki olusturmak amaciyla
hiicre duvart sentezini inhibe eden bir antibiyotikle aminoglikozid grubu antibiyotigin
kombine kullanimi, tedavide basar1 oranini arttirmaktadir. Ancak plazmid ve transpozonlar
araciligi ile kazanilmis direng gelisimi nedeniyle yiiksek diizey aminoglikozid direncinin

ortaya ¢ikis1 tedavide aminoglikozidler ile kombine olarak hiicre duvari sentezini inhibe eden
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ajanlarin kullanilmasi ile elde edilen sinerjik etkiyi de ortadan kaldirmaktadir (Shepard ve ark,
2002).

2.3. Kopeklerde Uriner Sistem Enfeksiyonlar:

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USE) kopeklerde yaygin olarak gozlenmektedir.
Veteriner kliniklerine getirilen kdpeklerin % 10’unda tiriner sistem enfeksiyonlar olabilecegi
ve kopeklerin % 14’iiniin yasam siiresince en az bir kere USE yasayabilecegi belirtilmektedir.
Enfeksiyonlar disi kopeklerde erkeklere gore daha fazla gozlenmektedir. Daha ¢ok yaslilarda
renal hastaliklara ve idrar katateri ile sondalanmaya bagli olarak olusabilmektedir (Chew ve

ark, 2011). Kopek iiriner sistemin anatomisi temsili olarak Sekil 7°de gosterilmistir.

Bladder

Renal
pelvis

pelvis Ureter

; . . Bladder )

% i ‘N i

\ ’!" Urethra et \\

\ \
A\ \

Sekil 7. Erkek ve disi kopeklerde iiriner sistem anatomisi (Chew ve ark, 2011)

Insanlarda oldugu gibi kopeklerde de pek ¢ok USE tek etken tarafindan
olusturulmaktadir. Olgularin % 75’inden tek etken, % 20’sinden iki etken, % 5’inden ise {i¢
farkli etken izole edilmistir. Genel olarak olgularin % 75’inden gram negatif bakterilerin ve
en yaygin olarak da E. coli’nin izole edildigi belirtilmektedir (Chew ve ark, 2011).

Erkeklerde Klebsiella enfeksiyonlari, disilerde ise Proteus ve Enterococcus
enfeksiyonlar1 daha yaygin oldugu bilinmektedir. Ek olarak disi kopeklerde birden fazla
etkenin bulundugu polimikrobik enfeksiyonlar daha fazla gozlenmektedir (Chew ve ark,
2011).
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Alman ¢oban kopekleri, minyatiir Poodle, Labrador retreiver, Daschhund, Doberman
pincher ki képekler USE’ye daha duyarli oldugu bilinmektedir. Labrador retriver ve
Dalmagya 1rki erkek kdpeklerde disilere gore USE daha fazla gdzlenmektedir. Dashund ve
English Springer spaniel irklarinda ise disilerde daha fazla gdzlenmektedir. Képeklerde USE
0.3 -16 yaslar1 arasinda ortalama 7 yasinda, erkek kedilerde ortalama 6 disi kedilerde ise
ortalama 10 yaslarinda goriilmektedir (Chew ve ark, 2011).

USE patogenezinde diski florasiyla perineumun kontaminasyonu sonucu bakterilerin
liretradan idrar kesesi ve bobreklere gegmesi oldukga sik goriilmektedir. Ozellikle septisemi
durumlarinda enfeksiyon hematojen veya lenfojen yolla bobreklere yerlesebilmekte ve alt
{iriner sisteme gecebilmektedir. Idrar yolu cevresindeki yara ve apselerde direkt olarak
enfeksiyona neden olabilmektedir. Uriner kateterizasyon esnasinda normal floranin digk1 ya
da hastane florasiyla kontaminasyonu sonucu enfeksiyon sekillenebilmektedir (Chew ve ark,
2011).

Bir iiniversite laboratuvarna getirilen idrar orneklerinden kopeklerde izole edilen

bakteriyel etkenler sirasiyla Sekil 8’de gosterilmistir.

Enterobacter -
poy Kopek

Klebsiella
3%

Pseudomonas
aeruginosa
3%

Digerleri
5%

Proteus
8%

S. aureus

9%

Enterococcus
14%

Sekil 8. Kopeklerde USE’de izole edilen bakteriyel etkenler. Ohio State Universitesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2000-2007 yillar1 arasinda degerlendirilen 5060 idrar

orneginden 6zetlenmektedir (Chew ve ark, 2011).
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2.3.1. Uriner Sistemdeki Antimikrobiyal Savunma Mekanizlari

Uriner kanal idrar ¢ikist esnasinda yogun olarak patojenlere maruz kalmasa da
potansiyel etkenlere karsi organizmanin gelistirdigi bir savunma sistemi bulumaktadir. Idrarin
akisi, yonii ve yapilma siklig1 mikroorganizmalarin yerlesimini engelleyerek bobrekler, tireter,
idrar kesesi ve iiretray1 korumaktadir. Idrar retensiyonu ise USE riskini oldukgca arttirmaktadir
(Chew ve ark, 2011).

Epitelyumu saran glikoprotein  yapidaki musin  bakterilerin  adhezyonunu
engellemektedir. Epitel hiicrelerinin dokiilebiliyor olmasi patojenlerin uzaklastirilmasina
yardime1 olmaktadir. Idrarin yiiksek ozmolaritesi ve pH’s1 ile iire, methionin, askorbik asit ve
amonyum nitrojen igerigi gibi yapisal Ozellikleri de bakteriyel liremeyi sinirlandirmaktadir
(Chew ve ark, 2011).

Uriner kanalda normal olarak belirli bir flora bulunmamaktadir. Distal iiretrada ise
ozellikle koagiilaz negatif Staphylococcus, Streptococcus spp., Corynebacterium spp.,
Enterecoccus spp. gibi agirlikli Gram pozitif bakteriler bulunsa da hayvana bakim kosullarina
ve hijyene gore degismektedir. Az sayida bakteri 06zellikle disilerde iiretra yoluyla idrar

kesesine girebilir fakat {irinasyon esasinda disar1 atilabilmektedir (Chew ve ark, 2011).

2.3.2. Klinik Bulgular

Pek ¢ok hayvanda USE sonucu alt iiriner sistemdeki sorunlara bagli hematiiri,
pollakiiri, strangiiri ya da disiiri, uygun olmayan yerlere idrar birakma, inkontinens, az az ve
sik idrar yapma gibi klinik bulgular g6zlemlenebilir. Baz1 durumlarda ise herhangi bir klinik
bulgu olmaksizin USE olusabilir. Ornegin kdpeklerdeki USE’'nin % 80’inde belirgin klinik
bulgu gbzlenmeyebilecegi belirtilmektedir (Weese ve ark, 2011).

2.3.3. Tam

Hematoloji ve serum biyokimyasi: Alt {iriner sistemde sinirli kalan enfeksiyonlar
icin tam kan sayimi ve rutin serum biyokimyasi genellikle normaldir (Weese ve ark 2011).
Idrar analizi: idrar dansitesi: Alt {iriner sistemde sinirli kalan enfeksiyonlarda idrar

konsantrasyonu genellikle artmaktadir (Weese ve ark, 2011).
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Piyelonefrit veya bakteriyel endotoksinlerin sistemik alinimi sonucu antidiiiretik
hormon yanitinin bozulmasi sonucu idrar dansitesi azalabilmektedir. E.coli nedeniyle olusan
USE‘lerde idrar dansitesi 1025°ten az Stafilokok ve Streptokoklarda ise dansite 1025’ten
fazladir (Weese ve ark, 2011).

Idrar  analizlerinde  hematiiri, piyuri, proteiniiri ve bakteriiiri  siklikla
belirlenebilmektedir. E. coli pyuriye neden olurken hematiiri olusturmamaktadir.
Streptokoklar ise hematiiri ile iliskilendirilmektedir (Weese ve ark 2011).

Pyuri: Pyuri idrar 6rnegi igerisinde 16kosit kiimeleri ve bakterilerin bulunmasi sonucu
olusmaktadir. Idrar analizi igin gelistirilen dipstickler kedi ve kdpek idrarlarindaki nétrofilleri
tanimadig1 i¢in yanlis negatif ya da yanlis pozitif sonuclar ¢ikabilmektedir. Bu anlamda
pyurinin tanimlanabilmesi i¢in idrar sedimentinin mikroskobik olarak incelenmesi
gerekmektedir (Chew ve ark, 2011).

Idrar pH’s1: S. aureus ve Proteus spp. gibi iireaz iireten bakteriler idrar pH’sinin
alkali olmasina neden olabilmektedir. Fakat pek ¢ok USE ‘de idrar asidiktir (Chew ve ark,
2011).

Idrar sedimenti: Idrar sedimentinde bakteri kiimelerinin goriilmemesi bakteriiiri
olmadigi anlamina gelmemektedir (Yanlis negatif). Benzer sekilde bazi artefaktlar nedeniyle
bakteriye benzer yapilar yanlis yorumlanarak yanlis pozitif sonuglar da elde edilebilir (Chew
ve ark, 2011).

Idrarin dogrudan muayenesi: Lam iizerine bir damla idrar damlatilarak kuruduktan
sonra gram boyama uygulanir ve 1000’lik biiyiitmede incelenir. inceleme alaninda 2 veya
daha fazla bakterinin belirlenmesi bakteriiiri olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemin USE
tamst igin oldukga spesifik oldugu belirtilmektedir. Idrar sedimentinin Wright boyas: ile
boyanarak incelenmesinde ise 1000’lik biiylitmede incelenen 20 saha sonucunda bakteri
sayisina gore daha hassas sonuglar elde edilebilmektedir (Chew ve ark, 2011).

Idrar Kkiiltiirii: Idrar kiiltiirii igin Ornegin tercihen sistosentez yoluyla ya da
kataterizasyonla edinilmesi gerektigi normal akim idrar aliminin kiiltiir i¢in uygun olmadig1
belirtilmektedir.

Elde edilen idrarin yaklasik 15 dakika igerisinde kanli agar ya da MacConkey Agara
ekilebilecegi ve pek cok bakterinin 37 °C’de 18-24 saat icinde iireyebilecegi bildirilmektedir.
Rutin kanli agarda Mycoplasma’nin inokulasyon sonrasi 3 giin, Corynebacterium’un ise 4 giin
i¢inde iireyebilecegi belirtilmektedir. Uremenin belirlendigi durumlarda ise izole edilen
bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotiklere duyarliliklarinin belirlenmesi gerekmektedir

(Weese ve ark, 2011).
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USE’nin % 75’i tek bir bakteri tarafindan olusturulmakta ve biiyiikk bakteriyel
iiremeler gozlenebilmektedir. Sistosentez ile alinan Srneklerde >10° CFU/ml anlamli kabul
edilirken, katater uygulamasiyla alinan 6rneklerde erkekler igin >10* CFU/ml disilerde ise
>10° CFU/ml onemli kabul edilmekte, serbest alim idrarda ise >10° CFU/ml anlamli
goriilmektedir. Serbest alim idrarda kontaminasyon riski oldukca fazla oldugu i¢in pozitif
sonuclarin mutlaka sistosentezle kontrol edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Weese ve ark,
2011). Kopeklerde USE’de sik karsilasilan etkenler ve genel ozellikleri Tablo 3’de
belirtilmistir.

Tablo 3. Képeklerde USE’de sik karsilasilan etkenler ve genel dzellikleri (Chew ve ark 2011)

Koloni tipleri Testler

Katalaz

Tiir Prevalans Kanh agar MacConkey Gram  Oksidaz

E. coli 42-46 Diiz gri; Kirmuzi ile gevrili, Negatif  Negatif NA
hemolitik kirmizi diskrit ¢omak
Enterococcus 11-14 Olduk¢a kiiciik Ureme yok Pozitif NA Negatif
(<1 mm) kok
Staphylococcus ¥ Beyaz; hemolitik  Ureme yok Pozitif ~ NA Pozitif
kok
Proteus 6-12 Koloni Renksiz Negatif ~ Negatif ~ NA
¢omak
Klebsiella 8-12 Biiyiik, beyaz-gri  Pembe Negatif ~ Negatif NA
mukoid comak
Pseudomonas <5 Gri ve yesil-gri, Renksiz, mavi- Negatif ~ Pozitif NA
amonyak kokulu  yesil pigment ile g¢omak
gevrili

2.3.4. Tedavi

Uriner sistem enfeksiyonlarinin kdpeklerde antibiyotiklerin en sik fazla ya da yanls
kullanim buldugu alanlardan oldugu belirtilmektedir. Antibiyotiklerin uygun olmayan
kullanimi hasta sagligini ya da toplum sagligini1 olumsuz olarak etkileyebilmekte ve ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. insan hekimliginde antibiyotik kullanimin1 smmirlayan Amerika
Enfeksiyz Hastaliklar Birligi tarafindan olusturulmus kilavuzlar hekimlerin USE dahil olmak
tizere cesitli enfeksiydz hastaliklarda kullanabilecegi antibiyotikleri belirlemektedir. Bu
anlamda veteriner hekimlikte de ¢esitli kilavuzlarla antibiyotik kullanimina yonelik Oneriler

bulunulmaktadir. Uygun olmayan antibiyotiklerin yetersiz siire ile kullanilmasi sonucu
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enfeksiyon etkenlerinde antibiyotiklere karsi direng gelisebilmekte ve bu durum tedavi
olanaklarini smirlandirabilmektedir (Weese ve ark, 2011).

Antibiyotik kullannomina baslamadan oOnce idrar kiiltiirii ve duyarlilik tespitinin
yapilmasinin uygun tedavi i¢cin mutlaka gerekli oldugu belirtilmektedir. Baglangi¢ tedavisine
aliman klinik yanit takip edilirken belirli donemlerde idrar analizi ve idrar kiiltiiriiniin
yapilmast ile tedavi sonrasi enfeksiyonunun tekrarlama riski azaltilabilmektedir (Weese ve
ark, 2011). Kopeklerde USE’de kullanilan bazi antibiyotikler, dozlar1 ve ulastiklar1 idrar

konsantrasyonlar1 Tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 4. Képeklerde USE’de kullanilan bazi antibiyotikler, dozlar1 ve ulastiklari idrar
konsantrasyonlar1 (Weese ve ark, 2011).

ilag Doz Ortalama idrar Kons. (ug/mL)

Amikacin 5mg/kg SO TID 342 = 143
(10 mg/kg SO or IM BID)
15 ma/kg SID to reduce nephrotoxicity

Amaxicillin 12 ma’kg POTID 202 =93
Ampicillin 25 mo/kg PO TID 309 = 55
Cephalexin 35 mg/kg PO TID 500
Chloramphenicol 35 mg/kg POTID 124 £ 40
Doxycycline 5 mg/kg PO BID 53=24
Enrofioxacin 2.5 mg/kg PO BID =40
Gentamicin 2.2 mg/’kg SQ TID 107233
Hetacillin 25 ma/kg POTID 300 = 156
Kanamycin 5makg SQTID 530 = 151
Nitrofurantoin 44 mg/kg POTID 100
Penicillin G 35,000 Ukg PO TID 295 = 211 (WmL)
Penicillin V 25 mg/kg PO TID 148 = 99
Sulfisoxazole 22 mg/kg POTID 1466 = 832
Tetracycline 20 ma/kg POTID 138 £ 65
Tobramycin 2.2 mg/kg SQTID 145+ 86
Trimethoprim-sulfonamide 125 mg’kg PO TID 246 = 150
25 mg/kg POTID 55 =19

Komplike olmayan firiner sistem enfeksiyonlarinda baslangic tedavisine amoksisilin
(11-15 mg/kg, PO, 8 saatte bir) veya trimethoprim-siilfonamid (15 mg/kg, PO, 8 saatte bir) ile
baglanabilecegi belirtilmektedir. Amoksisilin-klavulanik asit’in (12,5-25 mg/kg, PO, 8 saatte
bir) ise baslangi¢ i¢in kabul edilebilir bir se¢enek olmasina ragmen ilk planda daha dar
spektrumlu bir antibiyotik secilmesinin uygun olacagir vurgulanmaktadir (Weese ve ark,
2011).

Kullanilacak antibiyotik tiirliniin se¢cimi kadar antibiyotik kullanim siiresi de etkin
tedavinin saglanabilmesi i¢in dnemlidir. Genel olarak komplike olmayan enfeksiyonlarda 7-

14 giin siireli antibiyotik kullanim1 gerektigi belirtilmektedir (Weese ve ark, 2011).
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Anatomik veya fonksiyonel bozukluklarin bulundugu, prostatitis, iiriner tas, gebelik,
norolojik bozukluklar, diabetes mellitus, immunsupresyon durumlarinin eslik ettigi ilk ya da
tekrarlayan enfeksiyonlar komplike USE olarak degerlendirilmektedir. Bu tip enfeksiyonlarda
idrar kiiltiirii ve duyarlilik testleri i¢in 6rnekler alindiktan hemen sonra uygun bir baslangi¢
grubu antibiyotikle tedaviye baslanmali test sonuglarina gore gerekli olursa antibiyotik
degistirilmelidir. Birden fazla etkenin dahil oldugu enfeksiyonlarda her etken i¢in
duyarlhiliklarin belirlenmesinin oldukc¢a énemli oldugu belirtilmektedir. Tedavi siiresince 5-7
giin araliklarla idrar kiiltiirii ve duyarhilik testlerine devam edilmesi gerektigi enfeksiyon
etkenleri ortadan kalkmadan tedavinin sonlandirilmamasi Onerilmektedir (Weese ve ark,
2011).

Komplike USE’de uygun bir tedavinin yaklasik 4 hafta boyunca siirdiiriilmesi
onerilmektedir. Enfeksiyonun etkin tedavisi igin altta yatan ve eslik eden diger problemler de

ortadan kaldirilmalidir (Weese ve ark, 2011).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1 idrar Ornekleri

Arastirmamiz i¢in Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesine muayene i¢in getirilmis olan, muayene sonucu {iriner sistem
infeksiyonuna sahip olabilecegi siiphesi tasiyan hasta ve saglikli kopeklerden sistosentez yolu
ile 10 ml hacimde olmak tizere 100 adet idrar numunesi alinmistir. Alinan numuneler, zaman
kaybedilmeden Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin
Teshis Laboratuaria buz akiisii igeren izolasyonlu kutu icerisinde getirilmistir. Aragtirmanin
yapilmasinda Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ADU-
HADYEK) nun 14.08.2015 tarih ve 64583101/2015/103 sayil1 karar1 ile herhangi bir sakinca

goriilmemistir.

3.2. Izolasyon ve Identifikasyon Cahsmalar:
3.2.1. Besiyerleri

Orneklerin izolasyon ve identifikasyon ¢alismalarinda, Brain Heart Infusion Agar
(Ox01d®), Brain Heart Infusion Broth (Oxoid), Kanli Agar, Miiller Hinton Agar (Ox0id®) ve
Enterococcocel Agar (Difco®) besi yerleri kullanildi. Uretici firmalarinin  onerileri
dogrultusunda hazirlanan besi yerleri sterilite kontrolii yapilarak (bir gece 37 °C’de

bekletildikten sonra) kullanilincaya kadar +4 -C’de buzdolabinda sakland.

3.2.1.1. Brain Heart Infusion Agar

Brain Heart Infusion Agar (OXOID)
Beyin Ekstrakt1 12.5 g

Kalp Ekstrakt1 5.0 g

Pepton 10.0 g

D (+) glikoz 2.0 ¢

Sodyum Kloriir 5.0 g

Di Sodyum Fosfat 2.5 g
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Agar 10.0 g

Toplam: 37 g/L

Ticari besiyeri 1 L. distile suya ilave edilip eritildi. pH degeri 7.4 + 0.2 ‘ye ayarlandi.
121°C’de 15 dk. otoklavda sterilize edildi ve steril petri kutularina dokiildii.

3.2.1.2. Brain Heart Infusion Broth

Brain Heart Infusion Broth (OXOID)
Beyin Ekstrakt1 12.5 g
Kalp Ekstrakt1 5.0 g
Pepton 10.0 g
D (+) glikoz 2.0 g
Sodyum Kloriir 5.0 g
Di Sodyum Fosfat 2.5 ¢
Toplam: 37 g/L.
Ticari besiyeri 1 L. distile suya ilave edilip eritildi. pH degeri 7.4 + 0.2 ‘ye ayarlandu.
121 °C’de 15 dk. otoklavda sterilize edildi ve steril petri kutularina dokiildii.

3.2.1.3. Enterococcocel Agar

Enterococcosel Agar ( Bile Esculin Azide Agar ) ( DIFCO )
Pankreatik Kazein 17.0 ¢
Hayvansal Pepton 3.0 g
Maya Ekstrakt1 5.0 g
Oxgall 10.0 g
Sodyum Kloriir 5.0 g
Sodyum Sitrat 1.0 ¢
Eskulin 1.0 g
Demir (I11) Amonyum Sitrat 0.5 g
Sodyum Azid 0.25 g
Agar 13.5¢g
Toplam : 56 g/L.
Ticari besiyerine 1 L. distile su ilave edilip eritildi. Ph degeri 7.2 + 0.2 * ye ayarland.
Otoklavda 121 C ‘de 15 dk. sterilize edildi ve steril petri kutularina dokiildii.
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3.2.1.4. Miiller Hinton Agar

Miiller-Hinton Broth (Oxoid, UK)
Et ekstrakt1 30 g
Kazein hidrolizat 17.5 g
Nisasta 1.5 g
pH 7.3 £ 0.1 (sterilizasyondan 6nce) ayarlandi. 38 gram toz besiyeri 1 L. saf su ile
karistirildi ve 121 °C otoklavda 15 dakika sterilize edildi.

3.3. PCR Geregleri

3.3.1. Solusyonlar

3.3.1.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu

Tris Base 1211 ¢
Borik Asit 61,839
EDTA 5849

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH 8.0

ayarlanarak buzdolabinda saklanmustir.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu
10X TBE 50 ml
Distile su 950 ml

Karstirilarak solusyon hazirlanmistir.

3.3.1.2. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi 25 mg
Stikroz 49
H20 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanmistir.
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3.3.1.3. Tris (1M)
Tris Base 121 g

Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek pH:
7.6’ya ayarlanarak karigim 1000 ml’ye tamamlanmigtir. 121 °C’de 15 dk otoklav edilmistir.

3.3.1.4. NaCl (1M)

NaCl 58,44 g
Distile Su 800 ml

NaCl distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml’ ye tamamlanmastir.

3.3.1.5. TE Buffer (10mM tris+ 1mM EDTA)

Tris (1M) 10 ml
EDTA(0,5 M) 2 ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlanmistir.

3.3.1.6. MgCl,, Tag DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, dNTP Set

25 mM MgCl,, Taqg DNA polimeraz (5U), 10X Taqg Buffer 1 (100 mM (Tris-HCI, pH
8,3, 500 mM KCI), 10X Taq Buffer 2 ((NH,), SO, -MgCl,) 100mM deoksiniikleotid trifosfat
(dANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas) kullanilmistir.

3.3.2. Primerler

Aragtirilan genlerin belirlenmesinde kullanilan primerler Tablo 5’de gosterilmistir.
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Tablo 5. Kullanilan primer dizileri, amplikon uzunluklari, hedef genleri

Primer Hedef Gen Primer Sekanslari (5°-3°) Amplikon Kaynak
uzunlugu (bp)

Enterococcus tuf TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke ve ark 1999

sp. AACTTCGTCACCAACGCGAAC

E. faecium ddl o F: TAGAGACATTGAATATGCC 550 Dutka-Malen
E-faecium R: TCGAATGTGCTACAATC ve ark 1995

E. faecalis Al faocatc F: ATCAAGTACAGTTAGTCT 941 Dutka-Malen
' R: ACGATTCAAAGCTAACTG ve ark 1995

Vankomisin F: GGGAAAACGACAATTGC Dutka-Malen

direnci vanA R: GTACAATGCGGCCGTTA 732 ve ark 1995

Vankomisin F: ACCTACCCTGTCTTTGTGAA Dutka-Malen

direnci vanB R: AATGTCTGCTGGAACGATA 300 ve ark 1995

3.3.3. Bakteri izolatlar:
Calismada incelenen 100 idrar 6rneginden izole edilen 22 adet E. faecium susu test

edilmistir.

3.3.4. Referans suslar

Molekiiler teshiste, biyokimyasal testlerde ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinde
kalite kontrol amaciyla E. faecalis ATCC® 29212, E. faecalis ATCC® 51299 ve E. faecium
ATCC® 19434 referans suslar1 kullanildi.

3.3.5. Termal Dongiileme Cihazi

PCR amplifikasyonu 25 6rnek kapasiteli Eppendorf® Master Cycler kademeli termal

dongiileme cihazinda gerceklestirilmistir.

3.3.6. Elektroforez Cihaz1

Elektroforez islemi Biorad marka elektroforez tankinda, goriintiileme islemi

VilberLourmat marka goriintiileme cihazinda gergeklestirilmistir.
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3.3.7. Agaroz Jel

Agaroz (Sigma) 29
TBE (0,5X) 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirilmis ve mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutulmustur. Halen si1v1 halde
olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasga, kabarcik birakmayacak sekilde dokiilmiis ve
icerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda
isisinda sogumaya birakilmistir. Sogutulan jel, kaliptan cikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirilmistir.

3.3.8. Etidium Bromiir

Goriintlileme i¢in elektroforez isleminden 6nce 5 [11 etidium bromid %2’lik agaroz jel

i¢erisine eklendi.

3.3.9. Antibiyogram Test Kiti

Arastirmamizda izole edilen E. faecium tiirlerinin antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi igin E-Test yontemi kullanilmistir. Ox0id® firmasindan temin edilen Tetrasiklin,
Tigesiklin, Klindamisin, Seftriakson ve Ampisilin E-test stripleri antibiyogram igin

kullanilmistir.

3.4. Yontem

3.4.1. Enterokoklarin izolasyon ve identifikasyonu

Ornekler kanl agara ekilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda iireyen
kolonilere gram boyama yapilarak Gram pozitif kok olanlara katalaz testi uygulandi. Katalaz
testi negatif olanlar Streptococcus spp. olarak nitelendirilip enterokok tanimi yapilmasi igin
‘safra esculin agar’a (Enterococcocel Agar) ekildi. 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siire
sonunda iireyen siyah koloniler secilerek ‘brain heart infusion agar’ besi yerine pasajlari
yapildi. izole edilen enterokok siipheli izolatlara oksidaz testi, PYR testi, % 6.5’luk NaCl’de

tireme testi uygulanarak Enterococcus spp. olarak cins diizeyinde tanimland1 (Sekil 9).
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Sekil 9. Enterococcus spp.’nin tanimlanmasi (Klein, 2003)

3.4.2. Katalaz Testi

Kanli agar besi yerinde liretilmis 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden 3-5 koloni 6ze ile
lam tizerine konuldu. Lam tizerine bir damla % 3’liikk H202 (hidrojen peroksit) konuldu. Hava
kabarciklar1 olugturmayan suslar katalaz negatif olarak degerlendirildi ve gram pozitif, katalaz

negatif kok olarak ¢alismaya alindi (Winn ve ark, 2006).

3.4.3. Oksidaz Testi

Kanli agar besi yerinde liretilmis 24 saatlik saf bakteri kiiltlirlinden 6ze yardimiyla test
kiti (Bactident Oxidase, Merck) {izerine siiriildii. Mor renk olusumu pozitif olarak

degerlendiridi.

3.4.4. Safra Eskiilin Testi

Bu test icin bile-esculin-azid agar kullanildi. Bu besiyerine kanli agarda saf kiiltiir
olarak lireyen 24 saatlik bakteri kiiltlirlinden ekim yapildi. Safra eskulin agarda 37 -C’de 24-
48 saatlik inkubasyon sonrasinda agarda iireyen ve eskiilini parcalayarak siyah renk olusturan

suslar pozitif olarak degerlendirildi (Winn ve ark, 2006).
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3.4.5. Pyrolidonyl Arylamidase (PYR) Testi

Pyrolidonyl naphthylamid (Sigma) emdirilmis kagit tabaka iizerine 24 saatlik saf
bakteri kiiltiiriinden bir-iki koloni konulduktan sonra bir damla PYR ayiract (% 0.015
pdimetylaminocinnamaldehyde) damlatilarak 2 dk. inkubasyona birakildi. Pembe renk veren

suslar pozitif olarak degerlendirilip Sekil 10’da gosterilmistir (Gordon ve ark,1987).

(c

Sekil 10. PYR hidroliz testi

3.4.6. % 6.5 NaCl’de Ureme Testi

Kanli agarda 24 saat iiretilmis koloniden 6ze ile % 6.5 NaCl (Merck) iceren brain
heart inflizyon buyyonu i¢ine ekilerek 35 -C’de 24-72 saat inkube edildi. Buyyonda iireme
sonucu turbidite olusturan suslar pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan 2002).

3.4.7. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu amaciyla birgok mikroorganizmadan yiiksek kaliteli genomik
DNA’nin izolasyonu i¢in dizayn edilmis genomik DNA ekstraksiyon kiti kullanilmistir.

3.4.8. PCR Yontemi

Arastirmada ddlg. taecalis , ddIE. faecium, VANA ve vanB primer giftleri ile yapilan PCR igin
mastermiks hazirlanma oranlar1 Tablo 6 (Ke ve ark 1999), Tablo 7 ve Tablo 8’de (Dutka-
Malen ve ark 1995) belirtilmistir.
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Tablo 6. Enterococcus sp. igin hazirlanan mastermiks oranlari

Reaktifler Miktar (ul)
PCR Buffer 10X KCI) 3
Taq polymerase (5 U) 0.18
MgCl; (25 mM) 2.5
dNTP (10 mM) 0.6
Primer- F 0.12
Primer- R 0.12
Template DNA 5
ddH,0O 18.48
TOPLAM 30

Tablo 7. E. faecalis ve E. faecium ayrimi i¢in hazirlanan mastermiks oranlari

Reaktifler Miktar (ul)
PCR Buffer 10X KCI) 2.5
Tag polymerase (5 U) 0.18
MgCl, (25 mM) 3
dNTP (10 mM) 2.5
Primer- ddlg. faecaiis (100 pmol)-F 1
Primer- ddIg. faecalis (100 pmol)-R 1
Primer- ddlg. faecium (100 pmol) -F 1
Primer- ddIg. faecium (100 pmol) -R 1
Template DNA 5
ddH,0 12.6
TOPLAM 30
Tablo 8. Vankomisin direnci i¢in hazirlanan mastermiks oranlari
Reaktifler Miktar (ul)
PCR Buffer 10X (+KCI) 14.8
Taq polymerase (5 U) 0.4
MgCl, (25 mM) 3
dNTP (10 mM) 0.8
Primer-F 05
Primer-R 05
Template DNA 5
ddH,0 14.8

TOPLAM 30



Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 pL’lik tlipler, Ornek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine hazirlanilan mastermiksden 25’er pl ilave edilmistir. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan her bir template DNA’dan ayr1 ayr1 olmak tizere 5’er pl alinip, ilgili
tiiplerin iclerine eklenmis ve agizlar sikica kapatilmistir. Hazirlanan tiipler daha sonra termal
dongiileme cihazlarina yiiklenip, programlanmistir. PCR analizlerinde kullanilan 1s1l dongii ve

stire diyagramlar1 Tablo 9, Tablo 10 ve Tablo 11°de gésterilmistir.

Tablo 9. Enterococcus spp. PCR kosullar1 (Ke ve ark 1999)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ 1 95 5 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 30 55 30 sn
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 1 72 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

Tablo 10 . ddlg. faecaiis V€ ddlg, faecium primer ¢iftleri ile yapilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve
stire diyagrami (Dutka-Malen ve ark 1995)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 30 52°C 1dk
Uzama 72°C 2 dk
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C o dk

Tablo 11. Vankomisin direnci igin yapilan PCR iglemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami
(Dutka-Malen ve ark 1995)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95°C 5 dk
Denatiirasyon 95°C 1sn
Baglanma 35 52°C 1sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

3.4.9. Antibiyogram
E. faecium izolatlarimin duyarliliklarimin MIK diizeyinde saptanmasi igin E-test

yontemi kullanildi. Caligmaya alinan 22 E. facium suslarinin her biri ile steril serum fizyolojik
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icerisinde, 0.5 Mc Farland bulaniklikta siispansiyon hazirlandi. Bu silispansiyondan steril
ekiivyon ile Mueller Hinton besiyeri igeren 15 cm capindaki 2 adet plak yiizeyine yaygin
ekim yapildi. Plaklar kuruduktan sonra tetrasiklin, tigesiklin, klindamisin, seftriakson ve
ampisilin stripleri yerlestirildi. Plaklar 37°C’de, 20-24 saat inkiibe edildikten sonra E-test
striplerinin inhibisyon elipsleri ile kesistigi noktalardaki MIK degerleri okunarak kaydedildi.
Antibiyotikler icin elde edilen MIK degerleri, CLSI (2013)’nin onerileri dogrultusunda
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon Bulgular

Arastirmamizda 100 adet kopekten idrar numunesi toplanmis ve Enterokok tiirleri
acisinda identifikasyona tabi tutulmustur. Ornekler kanli agara ekilerek 37 °C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra iireyen kolonilere gram boyama yapilmistir. Gram pozitif kok
olanlara katalaz testi uygulanmigtir. Katalaz testi negatif olanlar Enterococcocel Agara
ekilmistir ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Enterococcocel Agarda iireyen siyah
koloniler secilerek oksidaz testi, PYR testi, % 6.5’luk NaCl’de iireme testi uygulanmistir. Bu
biyokimyasal testler sonucunda 100 adet idrar numunesinden 22 (% 22) adet Enterococcus

spp. cins diizeyinde tanimlanmustir.

4.2. PCR Bulgular

Aragtirmamizda cins diizeyinde Enterococcus spp. olarak identifiye edilen 22 adet
susun, ddlg. taecatis V€ ddIg, faecium primer giftleri ile yapilan PCR islemi sonucunda 22 (% 100)
adedi E. faecium olarak identifiye edilmistir. Vankomisin direncinin belirlenmesi igin yapilan
PCR sonucu 10 (% 45) adet E. faecium susunda vanB gen varligi sonucu vankomisin
direncine rastlanmistir. Enterokoklaron tiir bazinda identifikasyon oranlari Tablo 12’de

gosterilmistir. E. faecium suslarina ait elektroforez goriintiisti Sekil 3.1.”de gosterilmistir.

Tablo 12. Enterokoklaron tiir bazinda identifikasyon oranlari

Sus (n: ) Identifikasyon Identifikasyon
Sayisi Oram
E. faecalis - -
E. faecium 22 100
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Sekil 11. Enterococcus sp. icin elektroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, 1-11: Enterococcus sp.
pozitif 6rnekler, 12: E. faecalis ATCC 29212 pozitif kontrol, 13: E. faecium ATCC 19434 pozitif
kontrol, 14: Negatif Kontrol

el 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14

k.
W

475 bp

Sekil 12. E. faecalis igin elektroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, 1-11: E.faecalis negatif
ornekler, 12: Negatif Kontrol, 13: E. faecalis ATCC 29212 pozitif kontrol, 14: E. faecium ATCC
19434 pozitif kontrol

M 123456 7 8 9 1011 12 1314

1091 bp

Sekil 13. E. faecium i¢in elektroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, 1-11: E. faecium pozitif
ornekler, 12: E. faecalis ATCC 29212 pozitif kontrol, 13: Negatif Kontrol, 14: E. faecium ATCC
19434 pozitif kontrol
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Sekil 14. Vankomisin direnci i¢in elektroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, 1-2-7-8-11:
vanB pozitif 6rnekler, 3-4-5-6-9-10-12: vanB negatif 6rnekler 12: E. faecalis ATCC 29212 pozitif
kontrol, 13: E. faecium ATCC 19434 pozitif kontrol, 14: Negatif Kontrol

4.3. Antibiyogram Bulgular

Orneklerin izolasyon ve identifikasyon calismalarinda, Brain Heart Infusion Agar
(Ox01d®), Brain Heart Infusion Broth (Oxoid), Kanli Agar, Miiller Hinton Agar (Ox0id®) ve
Enterococcocel Agar (Difco®) besi yerleri kullanildi. Uretici firmalarinin  6nerileri
dogrultusunda hazirlanan besi yerleri sterilite kontrolii yapilarak (bir gece 37 °C’de
bekletildikten sonra) kullanilincaya kadar +4 C’de buzdolabinda saklandi. E. faecium
izolatlarinin duyarlhiliklarmin MIK diizeyinde saptanmasi igin E-test yontemi kullanildi.
Calismaya alinan 22 E. faecium suslarmin her biri ile steril serum fizyolojik igerisinde, 0.5
Mc Farland bulaniklikta silispansiyon hazirlandi. Bu silispansiyondan steril ekiivyon ile
Mueller Hinton besiyeri igeren 15 cm ¢apindaki 2 adet plak yiizeyine yaygin ekim yapildi.
Plaklar kuruduktan sonra tetrasiklin, tigesiklin, klindamisin, seftriakson ve ampisilin stripleri
yerlestirildi. Plaklar 37°C’de, 20-24 saat inkiibe edildikten sonra E-test striplerinin inhibisyon
elipsleri ile kesistigi noktalardaki MIK degerleri okunarak kaydedildi. Antibiyotiklerin MIK
araliklar1 ve E. faecium suslarinin MIK sonuglarma gére direnclilik sonuglar1 Tablo 13 ve

Tablo 14’de gosterilmistir.
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Tablo 13. Antibiyotiklerin MIK araliklar1 (CLSI, 2013)

MIK standartlar
Antibiyotik MIK Araliklart (ng/mL)
S | R
Ampisilin 256-0.015 <0.25 - >0.5
Tetrasiklin 256-0.015 <4 8 >16
Tigesiklin 256-0.015 <0.03 - >0.12
Klindamisin 256-0.015 <0.5 | 1-2 >4
Seftriakson 32-0.002 <8 |16-32| >64

Tablo 14. E. faecium suslarmin MIK sonuglarina gére direnglilik sonuglari

Antibiyotik MiK MIK Degeri MiKs MiKg Direng (%)
Araliklar
Ampisilin | 256-0.015 4-0.12 0.5 1 100
Tetrasiklin | 256-0.015 128-2 16 128 100
Tigesiklin | 256-0.015 16-0.12 2 4 100
Klindamisin | 256-0.015 32-0.06 16 32 100
Seftriakson | 32-0.002 128-2 128 128 100
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Antibiyogram sonuglarina gére E. faecium izolatlar tigesiklin, ampisilin, tetrasiklin,

klindamisin seftriaksona karsi % 100 oraninda direngli olarak saptanmistir.

Sekil 15. E-test antibiyogram uygulanmasi
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5. TARTISMA

Enteroklar, gastrointestinal sistemde yiiksek oranda bulunmalarina ragmen iirogenital
sistemlerde, deri, oral kavite, alt solunum yolu ve daha az sayida normal florada olarak
bulunmaktadir (Huycke ve ark, 1998). Diisiik virulenli olsa bile konagin viicut direncinin
diismesi ile birlikte firsatg1 patojenler ortaya ¢ikarak menenjit, endokardit, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlar1 siklikla olmakla birlikte siklikla idrar yolu enfeksiyonlarina sebebiyet
vermektedir (Schouten ve ark, 1999; Ustagelebi ve ark, 1999; Devriese ve ark, 2006).

Enterokoklar, degisen sicaklik, pH ve hatta bazi bakterisidal etkenlerin varliginda da
canli kalabilmektedirler. Enterokoklarin 6zellikle hastane kdkenli enfeksiyonlardaki dnemleri
gittikge artmakta, bazi olgularda hastane kokenli bakteriyemilerden sorumlu olabilmektedirler
(Lautenbach ve ark, 199; Patterson 2000). Bir¢ok tilkede astane kokenli enfeksiyon etkenleri
arasinda Enterokoklarin ikinci sirada yer alabildigi bilinmektedir. Klinik numunelerden izole
edilen Enterokoklarin % 85-95’1 E. faecalis iken, % 5-10’unu ise E. faecium oldugu
belirtilmektedir (Teixeria ve ark, 2003).

Ozseven ve ark., (2011) idrar érneklerinden izole ettikleri 124 enterokok susunun 60
(%48)’min E. faecalis ve 61 (%49)’inin de E. faecium oldugunu; Baylan ve ark., (2011)
yaptiklar1 ¢alismada alinan idrar 6rneklerinden izole ettikleri toplam 91 enterokok izolatinin
59 (%64.8)’unun E. faecalis, 31 (%34.1)’inin ise E. faecium olarak identifiye edildigini;
Vural ve ark., (2014) ise idrar Orneklerinden izole edilen 187 enterokok susunun 103
(%55.1)tunti E. faecalis, 74 (%39.5)’inii de E. faecium olarak belirlediklerini ifade
etmislerdir.

Yazg1 ve ark., (2003), inceledikleri 116 enterokok susunun 67 (% 57.7)’sini E.
faecalis, 45 (% 38.8)’ini de E. faecium, olarak identifiye ettiklerini; Kagmaz ve ark., (2003)
cesitli klinik 6rneklerden izole ettikleri 62 enterokok susunun 20 (%74)’sini E. faecalis ve 5
(%19)’ini de E. faecium olarak belirlediklerini; Ergin ve ark., (2013) ise idrar 6rneklerinden
izole ettikleri 47 enterokok kiiltiiriiniin 21 (% 44.7)’inden E. faecalis ve 18 (% 38.3)’inden de
E. faecium tespit etiklerini bildirmislerdir.

Bu arastirmada, kopeklerden alindiktan sonra incelenen 100 adet idrar 6rneginden
toplam 22 (% 22) adet Enterococcus spp. izole ve identifiye edilmistir. Izolatlarin multipleks
PCR teknigi ile tiir spesifik primerler kullanilarak yapilan identifikasyonlarinda idrar orijinli
Enterokok suslarinin daha 6nceki yapilan ¢alismalardan daha diisiik oranla olmakla birlikte 22

(% 100) adedi E. faecium olarak identifiye edilirken; izolatlarda E. faecalis’e rastlanmamustir.
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Yapilan bazi ¢caligmalarda (Kagmaz ve ark, 2003; Yazgi ve ark, 2003; Baylan ve ark,
2011; Ozseven ve ark, 2011; Ergin ve ark, 2013; Vural ve ark, 2014), E. faecalis’in izolasyon
oran1 % 44-74, E. faeciumun izolasyon orani ise %19-49 arasinda degistigi goriilmektedir.
Bu arastirmada idrar orjinli Enterokok suslarmin tamaminda E. faecium belirlenmistir. Bu
durumun kopek sahibi olan insanlar igin risk teskil edebilecegi ortaya konulmustur.

Enterokok suslarinin biiyiik bir kismmin Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan antimikrobik ajanlara karsi dogal diren¢li oldugu belirtilmektedir
(Giigkan ve ark, 2013). Penisilinler, sefalosporinler, kinolonlar ve disiik diizeyde
aminoglikozidler gibi c¢ok sayida antibiyotie dogal direng gostermelerinin yani sira
Enterokoklarin yeni mekanizmalarla antibiyotik direnci olusturdugu ve bu direnci plazmidler
araciligiyla aktarabildigi tespit edilmistir (Moellering, 2000). Arastirmamizda da seftriaksona
biitiin suslarin direncli oldugu, ayrica klindamisine kars1 %82 oraninda direng gelistigi ve bu
durumun iriner sistem enfeksiyonlarinda goz oOnilinde bulundurulmasi gerektigi ortaya
konulmustur.

Vankomisin’in enterokoklara karsi kullanilabilecek en etkili antibiyotik oldugunu
bildiren pek ¢ok calismaya karsin vankomisin direngli suslarin sayisindaki artisin oldukga
onemli oldugu belirtilmektedir. Bu kapsamda vankomisin direngli enterokoklar (VRE) pek
cok enfeksiyonda etken olarak belirlenebilmektedir. Vankomisin, bakterilerde hiicre duvari
sentezini saglayan peptidoglikan prekiirsorlerini transglikolizasyon asamasini bloke ederek
engeller, boylece transpeptidasyon asamasi da engellenmis olur. VanA, vanB, vanC, vanD,
vanE, and vanG olmak iizere ¢oklu vankomisin direngli fenotipler bulunmaktadir. Klinik
olarak en Onemli suslar vanA ve vanB direncli suslardir. VanA genine sahip suslar
vankomisin ve teikoplanine yiiksek diizeyde direng gosterir, vanB genine sahip suslar ise
sadece vankomisine direng gostermektedir (Giickan ve ark, 2013). E. faecalis’in en sik izole
edilen Enterokok tiirii olmasi yaninda en yiiksek oranda vankomisin direnci E. faecium’da
rapor edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa merkezli hastane kokenli
enfeksiyonlardan elde edilen E. faecium izolatlarinin %350’sinde vankomisin direnci
belirlenmigtir (Stimerkan, 2001).

Tiirkiye’de ilk glikopeptid grubu antibiyotiklere direngli E. faecium susu Vural ve ark,
(1999) tarafindan Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde bildirilmistir. Devam eden
yillarda klinik 6rneklerden izole edilen enterokoklarda gerceklestirilen ¢alismalarda suslarin
neredeyse tamaminin vankomisine duyarli oldugu belirlenmistir (Baykan, 2001; Mete ve
Kaleli, 2006; Kalayci ve ark, 2011; Giickan ve ark, 2013).
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(Calismamizda vanA ve vanB primerleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismasi sonucunda
izole edilen E. faecium suslarinda vanB direncine sahip olan 10 (% 45) E. faecium susu
saptanmistir. E-test sonucunda ise E. faecium izolatlar1 tigesiklin, ampisilin, tetrasiklin,

klindamisin seftriaksona kars1 % 100 oraninda direngli olarak saptanmustir.
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6. SONUC ve ONERILER

Aragtirmamizda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi I¢ Hastaliklar1 ve Cerrahi kliniklerine getirilen disi ve erkek kdpeklerden
sistosentez yoluyla elde edilmis olan 100 adet idrar numunesinden 22 adet E. faecium
enterokok susu izole ve identifiye edilmistir. Bu suslarn, 10 (% 45) adedinde ise vanB direng
geni tespit edilmistir.

Enterokoklar virulensi diisiik bakteriler olmakla birlikte birgok antibiyotiklere karsi
dogal ya da kazanilmis dirence sahip olmalari nedeniyle 6zellikle son yillarda hastane
enfeksiyon etkenleri arasinda 6nemli yere sahiptir. Diger iilkelerde oldugu gibi Tiirkiye'de de
antibiyotiklerin yaygin ve kontrolsiiz kullanimi, direngli bakteri suslarinin artmasina neden
olmaktadir. Ulkemizde gerceklestirilen ¢esitli ¢alismalarla 6zellikle klinik drneklerden izole
edilen bakterilerde antibiyotiklere karsi direncin artis1 ortaya konulmaktadir. 1980'li yillardan
sonra antibiyotiklere kars1 gesitli tiplerde diren¢ mekanizmalari gelistiren ve tedavide mevcut
antibiyotik kullanimini sinirlayan enterokok enfeksiyonlarinda antibiyotik direncinin genetigi
siklikla arastirillmistir. Coklu dirence sahip enterokoklarin direng genini tasiyan plazmidleri
streptokok ve stafilokoklara aktarmalari yoluyla vankomisin ve penisilin direng 6zelliklerini
iletebilmeleri ve bu enfeksiyonlarin hizla yayilma olasiligi yiiksek risk tagimaktadir. Bu
anlamda hazirlayici etkenlerin ve risk faktorlerinin, direng tarama ve saptama yontemleri ile
korunma yollarimin belirlenmesi oldukg¢a 6nemlidir.

Tip Hekimliginde hastane enfeksiyonlarinda 6nemli yeri olan olan enterokoklarin
Veteriner Hekimlik’te yeterince degerlendirilmemesinin nedeni yogun bakim iinitelerinin
eksikliginden kaynaklanabilmektedir. Fakat kopeklerin insanlarla yakin temas halinde
bulunabilmesinin o6zellikle Enterokok tasiyiciligi bakimindan o6nemli risk olusturdugu,
muayene ve laboratuvar analizlerde bu durumun g6z Oniine alinmasi gerekliligi ortaya
konulmustur.

Antibiyotik direnglilikleri ele alindiginda ¢alismamizda elde edilen bulgulara gore
kullanilan antibiyotiklerin tiimiine % 100 oraninda diren¢ saptanmasi, iriner sistem
enfeksiyonlarinda laboratuvar muayeneleri gerceklestirilmeden yogun ve kontrolsiiz
antibiyotik kullanimi sonucu tam direngli suslarin ortaya ¢ikabilecegi, bu nedenle enterokok
kaynakli iiriner sistem enfeksiyonlarinin kronik seyredebilecegi kanisina varilmistir.

Enterokoklarin ¢oklu ilag¢ direnglilikleri ile ilgili Veteriner Hekimlik’te daha fazla ¢alisma
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yapilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Arastrmamizin elde edilen bulgulara gore ileride

gerceklestirilecek ¢aligmalara kaynak olusturabilecek nitelikte oldugu diistiniilmektedir.
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