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OZET

Kopeklerden izole Edilen Enterokok Tiirlerinde Antimikroiyal Direnc ve

Virulans Genlerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal direngli enterokoklarin hayvanlardan insanlara gegtigi ve
nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen nedenleri arasinda yer aldiklart bilinmektedir. Bu
nedenle, farkli hayvan tiirlerinde antimikrobiyal direncin siirekli olarak izlenmesi hem
hayvan hem de insan sagligi i¢in 6nemlidir. Bu ¢alismada, kdpeklerden alinan 125 rektal
stvab Orneginden izole edilen 107 enterokok susunun antimikrobiyal direng profilleri,
dirence aracilik eden mekanizmalar ve viriilans 6zelliklerinin arastirilmast amaglandi. En
yiiksek direng orami tetrasikline (%65.4) karsi belirlenirken, siprofloksasin (%19.6),
eritromisin (%19.6), kloramfenikol (%8.4) ve ampisiline (%3.7) ise degisen oranlarda
direnc belirlendi. Onlg (%12.1) enterokok susunda ¢ogul direng fenotipi (MDR) goriildii.
Tetrasiklin direngli izolatlarda tetM geni agirlikli olarak saptandi. Eritromisin direngli 22
izolatin 18'inin ermB geni tasidi1 tespit edildi. Izolatlar arasinda ccf (%54.2), efaAs (%
52.3), cpd (%45.8) ve jelE (%44.9) virulens genleri siklikla belirlendi. Bu sonuglar
kopeklerden izole edilen enterokok suslarinda yiiksek diizeyde antimikrobiyal direncin ve
viriilans genlerinin mevcut oldugunu ve potansiyel bir halk sagligi sorunu oldugunu ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Képek, Enterococcus spp., antimikrobiyal direng, virulens genleri



ABSTRACT

Determination of Antimicrobial Resistance and Virulence Characteristics

in Enterococcus Isolates from Dogs

Antimicrobial resistant enterococci are among the leading causes of nosocomial
infections. Transmission of antimicrobial-resistant enterococci from animals to humans
has been reported. For this reason, continuous monitoring of antimicrobial resistance in
different animal species is of importance both for animal and human health. In this study,
it was aimed to investigate the antimicrobial resistance profiles, resistance mechanisms
implicated and virulence traits of 107 enterococci isolated from 125 rectal swab samples
taken from dogs. The highest resistance rate was determined against tetracycline (65.4%),
followed by ciprofloxacin (19.6%), erythromycin (19.6%), chloramphenicol (8.4%) and
ampicillin (3.7%). Thirteen (12.1%) enterococci showed multidrug resistance (MDR).
The tetM gene was predominantly detected among tetracycline isolates. Of 22
erythromycin resistant isolates, 18 harbored the ermB gene. The frequently detected
virulence gene was ccf (54.2%), efaAss (52.3%), cpd (45.8%) and gelE (44.9%). These
results indicate that high level of antimicrobial resistance and virulence genes exists among
enterococci from dogs and poses a potential public health concern.

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

Antimikrobiyallere direngli bakterilerin neden olduklari infeksiyonlarin yiiksek
tedavi giderleri, yiksek morbitide ve mortalite oranlar1 sebebiyle diinya genelinde 6nemli
bir sorun haline gelmistir. Sindirim sistemi florasinin bir pargasi olan enterokok turleri de
direng genlerini kazanabilmeleri yaninda, kazandiklar1 direng¢ genlerini gastrointestinal
kanalda bulunan diger kommensal bakterilere ve patojen bakterilere horizantal olarak
transfer edebilmektedir. Bu durum enterokoklarin antimikrobiyal diren¢ determinantlari
icin bir rezervuar olarak klinik O6nemini artirmaktadir. Kopeklerdeki infeksiyonlarin
tedavisinde insanlarda  kullanilan  antimikrobiyallerin  kullanilmasi, bu  tlr
antimikrobiyallere karsi direng genlerinin seleksiyonunu neden olmaktadir.  Ayrica,
kopeklerin sahipleri ile aym1 ortami paylagsmalar1 ve yakin temasta olmalart direngli
bakterilerin karsilikli olarak transferini bilyiik oranda kolaylagtirmaktadir (Guardabassi ve
ark. 2004).

Enterokoklarin nozokomiyal patojenler olarak Onemi sahip olduklari intrinsik
diren¢ ve genis antimikrobiyal diren¢ kazanma kapasiteleri nedeniyle 1980’li yillarin
basindan itibaren Onemli olarak artmistir (Arias ve Murray 2012). Enterococcus faecalis
1980’li yillarin basinda enterokokal infeksiyonlarin %90’indan sorumlu tutulurken
(Murray 1990), takip eden yillarda Enterococcus faecium infeksiyonlar1 E. faecalis
infeksiyonlarina oranla artmis ve kismen de nozokomiyal infeksiyonlarin nedeni olarak E.
faecalis’in yerini almistir (Hidron ve ark. 2008, Top ve ark. 2007, Treitman ve ark. 2005).
E. faecium’un kolaylikla diger antimikrobiyallere direng kazanabilmesi enterokokkal
infeksiyonlarmdaki artisin nedeni olarak gosterilmistir (Leclercq ve ark. 1992).  Ozellikle,
E. faecium suslarinda once ampisilin (Galloway-Pena ve ark. 2009) ve 1986 yilinda ise
transfer edilebilir yiuksek seviyede vankomisin direncinin ortaya ¢ikisi ciddi endiselere
neden olmustur (Leclercq ve ark. 1988, Uttley ve ark. 1988). En sik karsilasilan
nozokimyasal infeksiyonlar arasinda enterokok kaynakli olanlar Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'inde Uglinncii sirada ve Avrupa’da ise dordincl sirada gelmektedir
(Hidronve ark. 2008).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Temel Bilgiler

Yirminci yiizyilin baslarinda Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium ayni
tiirler olarak kabul edilmis, fakat 1940’11 ve 1950’li yillarda yapilan caligmalar bu iki
etkenin farkli biyokimyasal oOzelliklere sahip oldugunu gostermistir (Deibel 1964).
1980’lere kadar Enterococcus genusuna ait turler Streptococcus olarak klasifiye edilmistir.
1984 yilinda yapilan DNA homoloji ¢alismalart S. faecalis ve S. faecium’un
streptokoklardan oldukga farkli oldugununu gostermis ve bu iki tiir Enterococcus genusuna
aktarilarak sirasiyla Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium olarak
adlandirilmistir  (Schleifer ve Kilpper-Balz 1984). Takip eden yillarda ¢ok sayida
enterokok tiirii izole edilmistir (Kohler 2007). Giiniimiizde National Center for
Biotechnology Information (NCBI) GenBank'da Taxonomy browser'a kayith 54
Enterococcus tiirti bulunmaktadir (Erisim tarihi: 15.06.2017,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/?term=enterococcus).

Enterokoklar insan ve hayvanlarin bagirsak florasinda kommensal olarak
bulunmaktadir (Sghir ve ark. 2000). Ayrica, Enterokoklar toprak, bitki ve su gibi ¢evresel
kaynaklarda kolaylikla tespit edilebilmesi (Moore ve ark. 2008) yaninda; gida
fermentasyonunda da yaygin olarak kullanilmaktadir (Knudtson ve Hartman 1993,

Gelsomino ve ark. 2001, Parker ve ark. 1998).

Enterokoklar Firmicutes filumuna aittir ve Enterococcaceae familyasinda yer
almaktadir. Enterokoklarin siniflandirlmasi Cizelge 1.1'de verilmistir. Enterokoklar
Gram pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz negatif ve safra varliginda eskiilini hidrolize
etme yetenegine sahiptir. Enterokoklar ekstrem kosullarda 6rnegin hem 10°C hem de
45°C’de, %6.5 NaCl varliginda ve pH:9.6’da iireyebilirler. Ilave olarak 60°C’de 30 dk
canliligin1 koruyabilirler (Facklam ve ark. 1989). Enterokoklarda G+C oranmi diisiiktiir
(%36-40) (Lam ve ark. 2012). E. faecium ve E. faecalis tirlerinin genom dizi analizleri
yapilmis ve bu iki bakterinin genomlarinin ¢ok sayidaki insersiyon sekanslar1 (IS) ve
diger hareketli genetik elementlerin varligi nedeniyle rekombinasyon yeteneklerinin

yiiksek oldugu belirlenmistir (Galloway-Pena ve ark. 2012).
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Cizelge 1. 1. Enterokoklarin siniflandirilmasi

Kingdom Bacteria
Division Firmicutes

Class Bacilli

Order Lactobacillales
Family Enterococcaceae
Genus Enterococcus

2.2. Enterokoklarda Diren¢ Mekanizmalari

Enterokoklarin temel Ozelliklerinden birisi de antimikrobiyallere Kkarsi
gosterdikleri yiksek diren¢ oranlaridir.  Bu durum ayni zamanda enterokok
infeksiyonlarinda goriilen yiiksek mortalite oranlarinin nedenlerinden birisi olarak
gosterilmektedir. Cok farkli siniftan antimikrobiyale intriksik ve/veya kazanilmis
dirence sahip enterokoklarin neden olduklari infeksiyonlarin tedavisi gii¢ olmakta,
daha uzun slirmekte ve hastanede kalig siiresinin uzamasina neden olmaktadir (Yildiz
2014). Enterokoklar (i) intrinsik olarak ¢ok sayida antimikrobiyale direncli olabildikleri
gibi ve diger siniftan antimikrobiyallere de mutasyonlar ve horizantal gen transferi ile de

(i) kazanilmis direng gosterebilmektedir (Aktas ve Derbentli 2009).

2.2.1. Intrinsik direnc

Intrinsik direng enterokok tirlerinde kromozomal direnci ifade eder. Enterokok
tirlerinde penisilin, sefalosporin, trimetoprim-sulfametaksazol, disik dizeyde
aminoglikozid, polimiksin, monobaktam ve kinopristin/dalfopristin direnci bu tarzdaki

dirence 6rnek olarak verilebilir (Yildiz 2014).

2.2.2. Kazanilmis direng

Kazanilmis diren¢ mutasyonlar veya plazmid, transpozon gibi hareketli genetik
elementlerin kazanilmasi (konjugasyon, transdiiksiyon, transformasyon) sonucu meydana
gelmektedir. Beta-laktam, aminoglikozid, kloramfenikol, tetrasiklin, kinolon,
makrolid, linkozamid, streptogramin B ve glikopeptit direnci bu tir diren¢ kapsaminda
ortaya ¢ikmaktadir (Yildiz 2014).



2.2.2.1. Makrolid, Linkozamid ve Streptogramin Direnci

Makrolid, linkozamid ve streptogramin B (MLSg) kimyasal yapilart farkli, fakat
etki mekanizmalar1 ayni olan antibiyotiklerdir. Bu antibiyotiklere karsi (i) hedef
modifikasyonu, (ii) aktif efluks ve (iii) enzimatik inaktivasyon gibi farkli kazanilmis direng
mekanizmalar1 tanimlanmistir.  Hedef modifikasyonu erm (eritromisin ribozom metilaz)
genleri tarafindan kodlanan metilazlar araciligi ile 23 rRNA’daki bir adenin rezidiisiiniin
metilasyonu sonucu sekillenen konformasyonel degisikliklere bagli olarak sekillenir ve
makrolidlerin baglanmasina mani olur. Bu gen yapisal MLSg direng fenotipine neden olur
ve 14- (Klaritromisin ve eritromisin) ve 15- (azitromisin) iiyeli makrolidler tarafindan
indiklenir (Leclercq ve Courvalin 1991). erm geninin varligi MLSg antibiyotiklere yiksek
seviyede (MIK >128 mg/l) dirence neden olur (Zhong ve ark. 1999). Enterokoklarda
MLSg antibiyotiklere direng siklikla ermB geni araciligi ile gerceklesmektedir. Metilazlar
siklikla transpozonlar (ermA Tn554 ve ermB Tn551) veya blyuklikleri 2.4-5 kb arasinda
degisen kiigiik plazmidler (ermC) iizerinde yer almaktadir (Aarestrup ve ark. 2000).
Makrolidlere kars1 diger bir diren¢ mekanizmasi MsrA ve MefA gibi iki farkli sinifa ait
aktif efluks pompalari araciligi ile gergeklesmektedir (Roberts ve ark. 1999).

2.2.2.2. Tetrasiklin Direnci

Tetrasiklinler genis spektrumlu, etkili ve nisbeten ucuz olmasi nedeniyle veteriner
ve insan hekimliginde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlere karsi
kazanilmis direng; (i) ribozomal koruma, (ii) bakteri hiicresinden antibiyotigin disar1
atilmas1 ve (ii1) antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu gibi ii¢ temel mekanizma ile
gerceklesir (Chopra ve Roberts 2001). Bugiine kadar kanatli enterokok izolatlarinda tetL,
tetM, tetO ve tetU genleri tespit edilmistir. tetS geni sadece et, domuz eti ve insan
kaynakli enterokoklarda belirlenirken (Aarestrup ve ark. 2000), tetK insan kaynakl bir E.
faecalis susunda gosterilmistir (Roberts ve Hillier 1990). tetM geni genellikle kromozomal
olarak lokalize olmustur ve hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterileri de iceren
genis bir konak¢i spektrumuna sahip Tn916/Tn1545 familyasina ait konjugatif
transpozonlar {izerinde tasinmaktadir (Chopra ve Roberts 2001). Tn916 benzeri
transpozonlar sadece tetM genini tasirken, Tn1545 benzeri transpozonlar tetM ile birlikte
ermB genini de tagimaktadir (Rice 1998). Tn916/Tn1545 familyasina ait transpozonlarin



integraz geni domuz ve insan kaynakli enterokoklarda belirlenmistir (De Leener ve ark.
2004).

2.2.2.3. Glikopeptid Direnci
Enterokoklarda glikopeptidlere hem yiiksek hem de diisiik seviyede direng ortaya
gorulebilmektedir.

2.2.2.3.1. Diisiik seviyede glikopeptid direnci

Enterococcus gallinarum ve Enterococcus casseliflavus tlrlerinde gorulen, intrinsik
olarak diisiik seviyede vankomisin (MIK : 8-16 pg/ml) direncine neden olan,
indiklenmeyen ve transfer edilemeyen bir direnctir. Bu fenotipe sahip tiirler teikoplanine
duyarlidir. Bu tirler vankomisinin 32 pg/ml konsantrasyonunda genellikle inhibe olurlar
(Reynolds 1989). Bu tiir dirence Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda yer alan
peptidlerin terminal D-alanil-D-alanin prekiirsori yerine D-alanil-D-serin girmesine neden
D-alanil:D-serin ligaz enzimi neden olur. Bu enzimin sentezinden sorumlu olan vanC geni
kromozomal bir lokalizasyona sahiptir (Reynolds ve ark. 1999, Arias ve ark. 1999, Arias
ve ark. 2000). Hem E. gallinarum hem de E. casseliflavus’da (vanC-1 ve vanC-2) bulunan
D-alanil:D-serin ligaz genleri bu tiirler i¢in spesifiktir ve bu iki tiirlin birbirinden ve diger
enterokok tiirlerinden ayirt edilmesinde kullanilabilmektedir (Leclercq ve ark. 1992,
Navarro ve ark. 1994). E. flavescens hemen hemen vanC-2 ile identik bir gene sahip
uctincu bir tir olarak kabul edilmektedir ve E. casseliflavus ile ayni tiirler olarak da kabul
edilmektedir (Navarro ve ark. 1994).

Enterokoklar tarafindan kazanilan bazi van gen kiimeleri de D-serin ile sonlanan
peptidoglikan prekiirsorleri sentezleyerek de vankomisine diisiik seviyede direncin ortaya
¢ikmig neden olabilir. Bunlar 6zellikle vanE, vanG, vanL ve vanN genleri igerirler (Fines
ve ark. 1999, Lebreton ve ark. 2011).

2.2.2.3.2. Yuksek seviyede glikopeptid direnci

Enterokoklarda yiiksek seviyede vankomisin direnci 6nemli bir sorundur. Cinki
siklikla ampisiline yiiksek direngli izolatlarda (esas olarak E. faecium) gorilmektedir.
Enterokoklarin antibiyotik direncini kazanma egilimi hakkindaki farkindalia ragmen,

1980’li yillarin sonununa kadar vankomisin direncinin ortaya ¢ikisi beklenmiyordu. Bu



saskinlik otuz yildir ticari olarak kullanimda olan vankomisine karsi yiiksek seviyede
direncin goriilmemis olmas1 gerceginden kaynaklanmaktaydi. Bununla birlikte ABD'nde
1980°li yillarin baslarinda metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA), metisilin
direncli koagulaz negatif stafilokoklar (MR-KNS) ve Clostridium difficile dikkat ceken
onemli patojenler olarak ortaya ¢cikmis ve 1970’li yillarin sonuna kadar da vankomisin
klinik alanda 6nemli oranda kullanilmamistir (Guardabassi ve Agersg 2006).
2.2.2.3.2.1. Yiiksek seviyede vankomisin direncinin mekanizmasi

Vankomisin; hiicre duvari prekiirsorlerinin D-alanil-D-alanin (D-Ala-D-Ala) ucuna
baglanarak hiicre duvari sentezinde rol oynayan enzimatik basamaklar1 olumsuz yonde
etkileyerek enterokoklarin Uremesine mani olur. Yiksek seviyedeki vankomisin direnci
farkli gen kiimeleri tarafindan (Orn: vanA, B, D ve M gen kiimesi) kodlanmaktadir. D-Ala-
D-Ala ile sonlanan peptidoglikan prekursorinin D-alanil-D-laktat ile yer degistirmesi
vankomisinin 6nemli diizeyde diisiik affinite ile baglanmasi ile sonuglanir (Reynolds
1989). D-alanin yerine D-laktat ge¢cmesi hedefi ile vankomisinin etkilesimi igin gerekli 5

hidrojen bagindan birini bloke eder ve antibiyotigin MIK degerini yaklasik 1000 kat artirir.

2.2.2.4. Glikopeptid Direng Fenotipleri

Enterokoklarda glikopeptidler i¢in tantimlanmis 6 direng fenotipi mevcuttur

2.2.2.4.1. VanA fenotipi:

vanA tip direng en yaygin olan fenotiptir ve genellikle diger tiplere oranla daha
yiiksek dirence aracilik eder ve teikoplanine de capraz dirence neden olur. vanA gen
klimesi tipik olarak Tn1546 tizerinde yer alir ve direngle iligkili transpozonlar bir plazmide
lokalize olmustur (Arthur ve Courvalin 1993). vanA kiimesi MRSA klinik izolatlar1 dahil
diger bakteri tiirlerine de dagilmistir. Cok sayidaki vankomisin direncli S. aureus izolat:
farkl iilkelerde rapor edilmistir (vankomisine orta diizeyde direngli S. aureus-VISA ve
vankomisin direngli S. aureus-VRSA). Bu bulgular vankomisin direng gen kiimesinin tor
bariyerini agtigimni ve diger bakteri tiirlerine yayildigini ve tedavi segeneklerin daha da
kisitladig gergegini gostermektedir.

VanA fenotipini kodlayan genler (vanS, R, H, A, X, Y, Z) ayrintili olarak
calistlmistir (Arthur ve Courvalin 1993, Leclercq ve Courvalin 1997). vanS ve vanR

genleri direncin ekspresyonunu indiiklenmesine katilan iki komponentli regiilatér bir



sistemi kodlamaktadir. vanS muhtemelen vankomisinin neden oldugu hiicre duvarindaki
degisikligi algilamakta ve direncin ortaya c¢ikmasi igin gerekli iic genin (vanA, vanH,

ve vanX) ekspresyonu i¢in yanit regiilatorii olan vanR’ye sinyal gondermektedir.

VanH peptidoglikan sentezi icin Onemli miktarlarda D-laktat Greten bir
dehidrojenazdir.  VanA (vanA geni tarafindan kodlanir) D-alanin’nin D-laktat’a
baglanmasini katalize eden bir ligazdir. Bu durum D-alanil-D-laktat formasyonu ile son
bulur. Diger tiplerde vanA’ya karsilik gelen ligazlar ise VanB, VanD, VanF ve VanM’dir.
Bu kompenent endojen enterokokkal enzimler tarafindan tripeptide hiicre duvar
prekirsorine ilave edilir.  Sonuc¢ olarak D-Ala-D-Lak ile sonlanan pentapeptid bir

prekirsor sentezlenir.

D-Ala-D-Lak igeren prekiirsoriin formasyonu eger bakteri D-Ala-D-Ala ile
sonlanan normal hiicre duvari prekiirsorii liretmeye devam ediyorsa vankomisine direng
icin yeterli degildir. VanX ve VanY direng profilini tamamlar. VanX ise D-Ala-D-Ala’y1
bolen bir D,D-dipeptidazdir (Reynolds ve ark. 1994). Bu peptidazin aktivitesinden kagan
ve peptidoglikan prekiirsorleri ile birlesen herhangi D-Ala-D-Ala dipeptidi VanY
tarafindan uzaklastiritlir. VanY hiicre duvari prekiirsoriinden terminal D-ala’y1 ayiran bir
D,D-karboksipeptidazdir. Bu durum hiicre duvari sentezi igin kullanilabilecek fakat
vankomisinin baglanamayacagi bir tetrapeptid prekiirsér olusumuna neden olur (Reynold,
1989). Klonlandiginda konak bakterinin teikoplanine karsi direngli hale gelmesine neden
oldugu bilinmesine ragmen vanZ geninin kodladig1 proteinin fonksiyonu bilinmemektedir

(Arthur ve ark. 1995).

2.2.2.4.2. VanB fenotipi

Bu fenotip ikinci en yaygin fenotiptir ve vanA ile kiyaslandiginda daha az siklikla
rastlanmaktadir. Bu fenotipe sahip bazi enterokoklar tarama sirasinda vankomisin
konsantrasyonu ¢ok yuksek tutulacak olursa (>20 pg/ml) gézden kagabilir. vanA ve vanB
sentezleyen major fenotipik farklilik vanB kumesindeki genlerin ekspresyonu igin
teikoplaninin 1yi bir indiikleyici olmamasidir. Bunun bir sonucu olarak vanB tasiyan
bakteriler genellikle teikoplanine duyarlidir. Bununla birlikte, vanB kumesi igindeki

mutasyonlar teikoplanin direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanabilir.
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vanB gen kiimesindeki genlerin biiyiik bir kismi1 vanA kimesindeki genlere
homologdur ve D-Ala-D-Lak ile sonlanan hiicre duvari prekiirsorii iiretecek sekilde
fonksiyon gormektedir. Bununla birlikte, vanB gen kiumesi vanW gibi tipik bir gene
sahipken vanZ geninden yoksundur ve vanY geni de farkli lokalizasyona sahiptir. Bu
fenotip orijinal olarak transfer edilemez olarak rapor edilmesine ragmen, vanB gen
kiimesinin kromozomal olarak lokalize olmus biiyiik hareketli genetik elementler (90 - 250
kb) veya plazmidlerin bir parcasi olarak transfer edilebildigine dair ¢ok sayida bildirim
bulunmaktadir. vanB kimesi Streptococcus gallolyticus (Mevius ve ark. 1998) ve
anaerobik (Eggerthella lenta ve Clostridium inoculum) bakterilerde de goézlenmistir
(Stinear ve ark. 2001). vanA gen kiimesi tasiyan bazi E. faecium izolatlarinin vanB
fenotipi eksprese ettigi Giineybati Asya’da tanimlanmistir (Gu ve ark. 2009). Bu izolatlar
genellikle vanY, vanX, vanZ veya vanR genlerinde insersiyonlar veya delesyonlar
tagimaktadir.
2.2.2.4.3. VanC fenotipi

Bu fenotip vankomisine diisiik diizeyde dirence neden olmaktadir. E. gallinarum
(vanCl), E. casseliflavus (vanC2) ve E. flavescens (vanC3) tiirlerinde goriilen, yapisal
olarak indiiklenmeyen ve transfer edilemeyen bir direnctir ve orta diizeyde MIK (2-32
ug/ml) degerine sahiptir. vanC tipi dirence sahip suslar teikoplanine duyarhidir (Coleri ve
Cokmiis 2008).

2.2.2.4.4. Van D fenotipi
Sadece E. faecium suslarinda bildirilmistir. Bu fenotipe sahip enterokoklar
vankomisin (MIK 64-128 pg/ml) ve teikoplanine (4-64 pg/ml) direnglidir. vanD geni

kromozomal lokalizasyona sahiptir ve transfer edilemez (Céleri ve Cokmiis 2008).

2.2.2.4.5. VanE fenotipi
Sadece E. faecalis suslarinda tamimlanmistir.  Bu fenotipe sahip izolatlar
vankomisine diisiik diizeyde direncli (MIK 16 pg/ml), teikoplanine ise duyarlidir ve

transfer edilemez (Coleri ve Cokmiis 2008).
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2.2.2.4.6. VanG fenotipi

IIk olarak E. faecalis suslarinda tanimlanmistir. Bu fenotipe sahip izolatlar
Vankomisine diisiik diizeyde direngli (MIK 12-16 pg/ml), teikoplanine ise duyarlidir
(Coleri ve Cokmiis 2008).

2.2.2.5. Aminoglikozid Direnci

Enterokoklar intrinsik olarak diisiik seviyeden orta seviyeye kadar degisen
oranlarda aminoglikozid direnci gdsterirler. MIK degerleri gentamisin igin genellikle 8 -
64 pg/ml, streptomisin igin ise 64 - 512 pg/ml arasinda degismektedir. Bununla birlikte bu
iki antibiyotik hiicre duvari tlizerine etkili olan penisilin veya vankomisin gibi ajanlarla
kombine edildiginde genel olarak sinerjizm goriilmektedir. Bu sinerjetik etki, 1950’11
yillardaki enterokokkal endokarditis tedavisinde penisilin-streptomisin kombinasyonunun
penisilinin tek basma yaptigi etkiden daha fazla oldugu yoniindeki klinik goézlemi
aciklamaktadir. Bu uygulama sonraki yillarda standart uygulama haline gelmistir (Geraci
ve Martin 1954).

Aminoglikozidlerin tiim enterokoklar igin alisilmus yiiksek MIK degerlerine ilave
olarak; E. faecium suslarinda tobramisin i¢in dogal olarak ortaya ¢ikan karakteristik yiiksek
MIK degerleri (64-1000 pg/ml) tir spesifik olarak kabul edilmektedir. Bu direng 6'-asetil
transferaz (aac(6')-1b) araciligi ile gerceklesmektedir. Bu enzim tobramisini modifiye
ederken gentamisini modifiye etmez (Costa ve ark. 1993). Bu enzim hiicre duvari sentezi
tizerinde etki eden antibiyotikler (penisilin) ile aminoglikozidler arasindaki sinerjizmi
elimine eder. Benzer sekilde kanamisine dirence neden olan aph(3')-Illa enzimine sahip
enterokoklarda amikasinin sinerjetik etkisini ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenle, kii¢lik
istisnalar hari¢, gentamisin ve streptomisin enterokokkal infeksiyonlarin tedavisinde

sinerjetik etkiyi saglamak i¢in kullanilacak iki aminoglikoziddir (Costa ve ark. 1993).

2.2.2.5.1. Streptomisin ve gentamisine yuksek seviyede direng

Bu iki aminoglikozid antibiyotige yiiksek seviyede diren¢ enterokoklarin
kazanilmig direnglerinin en ciddi olanlarindan biridir. Bu antibiyotiklere yiksek seviyede
direncin Onemi, hiicre duvari sentezi lizerine etkili olan penisilin veya vankomisin ile
gentamisin veya streptomisin arasindaki beklenen sinerjizmi ortadan kaldirmasidir. Bu

konuyla ilgili olarak 1959 yilinda aciklanan g¢arpict bir raporda endokarditisli bir hastadan



penisilin—streptomisin  kombinasyonu ile Oldlrilemeyen bir enterokok izolasyonu
bildirilmistir. Hasta o donemde piyasada olan diger bir aminoglikozid olan neomisin
penisilin ile kombine edilerek tedavi edilmistir. Cok sayida enterokok izolatinin 1970
yilina kadar streptomisin ve kanamisine kazanilmis yiiksek diizeyde dirence sahip oldugu
goriilmiistiir (Havard ve ark. 1959).

Streptomisin direnci ya yiiksek diizeyde dirence (MIK >64 pg/ml) neden olan
ribozomal mutasyon ya da genellikle diisiik diizeyde dirence neden olan (MIK 4 — 16
Mg/ml) streptomisin modifiye eden enzim (adeniltransferaz) sentezinin kazanilmasi ile
sekillenmektedir (Eliopoulosve ark. 1984).

Gentamisinin, streptomisin ve kanamisine yiiksek diizeyde direngli bakterilere karsi
etkili oldugu bulunmus ve 1970’li yillarin ortasina kadar enterokokkal endokarditis
vakalarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, 1979 yilindan
itibaren, gentamisine ylksek seviyede dirence sahip enterokoklar artan oranda rapor
edilmistir. Bu diren¢ siklikla iki fonksiyonal ilmege sahip enzimin iiretimi sonucu
sekillenmektedir. Bu domainlerden biri 2"-fosfotransferaz aktivitesine ve digeri de 6'-
asetiltransferaz aktivitesine sahiptir. Bu kombine enzimatik aktivite yiksek seviyede
dirence ve/veya streptomisin hari¢ ticari olarak piyasada olan tum aminoglikozidlere
sinerjetik dirence neden olur. Bu cift fonksiyonel enzimi kodlayan aph(2")-la/aac(6)-le
geni daha once stafilokoklarda bulunan gene identiktir (Courvalin ve ark. 1980).

Gentamisin ve streptomisine yiiksek seviyede ortak direng 1983 yilinda ilk defa
enterokok suslarinda rapor edilmistir. Bu etkenler lizerine herhangi bir aminoglikozidin
ampisilin veya vankomisin ile kombinasyonunun ampisilinin tek basina kullanilmasina
g0re daha etkili olmadig: bildirilmistir (Mederski-Samoraj ve Murray 1983).

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) enterokoklarda hem gentamisin hem
de streptomisine yiksek seviyede direncin izlenmesini tavsiye etmektedir (CLSI 2012).
Bu izleme streptomisinin 2000 pg/ml ve gentamisinin 500 pg/ml konsantrasyonunu igeren
Brain Heart Infusion Agar (BHI)’da iiremeleri test edilerek yapilmaktadir. BHI broth
kullanildiginda ise streptomisinin 1000 pl/ml  konsantrasyonunun kullanilmasi
Onerilmektedir.  Alternatif olarak, direncin arastirilmasi Mueller Hinton Agar’da
gentamisinin 120 pg (=500 pg/ml) ve streptomisinin 300 pg (=1000 pg/ml)
konsantrasyonundaki diskleri kullanilarak da yapilmaktadir. Disk diflizyon testinin

sonuglar1 kesin olmadigindan, yliksek seviyede diren¢ diger metodlarla dogrulanmalidir.
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Gentamisin ve streptomisine yliksek seviyede direncin belirlenmesi herhangi bir klinik
durumda mevcut aminoglikozidlerin kullanimini devre dig1 birakmaktadir.

aacA-aphD geni yiiksek diizeyde gentamisin direncine sahip enterokok izolatlarinin
cogunlugunda plazmid iizerine lokalize olmustur. aacA-aphD genini tasiyan

determinantlarin yapisal gesitliligi tespit edilmistir (Leelaporn ve ark. 2008).

2.2.2.6. Ampisiline Diren¢ Mekanizmasi

Enterokoklarda penisilinaz (retimine dayanmayan yiksek seviyede ampisilin
direnci 6nemli bir problemdir. Clnku bu direng beta-laktamaz inhibitorlerinin ilavesi ile
bertaraf edilemez. Bu fenotip esas olarak E. faecium izolatlarinda 1980’lerin ortasindan
itibaren goriilmeye baslanmistir. E. faecium, E. faecalis’e gore ampisiline daha fazla
direngli olmasia ragmen ampisilinin 8-32 pg/ml konsantrasyonunda inhibe olurken, son
yillarda nozokomiyal izolatlar arasinda ampisilinin 256 pg/ml ve {izeri konsantrasyonlarina
dahi yiiksek seviyede direng gozlenmeye baslamistir (Grayson ve ark. 1991).
Enterokoklarda ampisiline yiiksek seviyede direng asagidaki mekanizmalardan bir veya
ikisini icermektedir: (i) PBP-5R’nin ekspresyonu, PBP-5 proteininin aktif bdlgesindeki
degisiklikler ve (ii) PBP-5 ekspresyonunda artis ve hiicre duvari sentezi i¢in beta-
laktamlara duyarli olmayan transpeptidaz kullanimi1 (Mainardi ve ark. 2000, Mainardi ve
ark. 2002). E. faecium suslarinda yiiksek ampisilin direnci &zellikle hiicre duvari
sentezinde Onemli rol oynayan pensilin baglayan protein-5 (PBP-5) enzimindeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. PBP-5R ampisiline kars1 yiiksek MIK degerine sahip
hastane kaynakli E. faecium izolatlar: i¢in karakteristiktir ve ampisiline daha diisiik MIK
degerleri gosteren toplumsal kaynakli veya klinik olmayan suslarin PBP5-S’inden genetik
olarak %S5 kadar farklilik gostermektedir (Fontana ve ark. 1996, Galloway-Pefia ve ark.
2011).

2.2.2.7. Kinolon Diren¢ Mekanizmasi

DNA giraz enziminin kinolon direncini belirleyen bolgesindeki (QRDR) ve DNA
topoizomeraz IV enzimini kodlyan parC genindeki mutasyonlar, efluks sistemi,
antimikrobiyal modifiye eden diren¢ enzimleri ve plazmid aracili mekanizmalar
enterokoklarda fluorokinolonlara dirence neden olmaktadir (Jacoby 2005, Tankovic ve ark.
1996).
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2.3. Virulens Genleri

Enterokoklarin sahip oldugu virulens faktorleri bu etkenlerin patojenitelerini
artirmaktadir. Bu virulens faktorleri konak dokulara kolonizasyona, invazyona, epitel
hiicreleri araciligi ile translokasyona ve konak immun sistemden ka¢gmaya imkan
saglayarak, infeksiyona neden olan suslarin patojenitesini artirirlar. Ilave olarak, virulent
suslar ya direkt olarak toksin sentezi ya da indirekt olarak inflamasyona neden olarak da
konakta patolojik degisiklikler olustururlar. Enterokoklarin virulens faktorleri (i) konak
hlcrelerine kolonizasyonu etkileyen yilzey faktorleri ve (ii) dokulara zarar veren ve
enterokoklar tarafindan salgilananlar olmak {tizere iki ana baslik altinda toplanabilir

(Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2017).

2.3.1. Kolonizasyonda rol oynayan virulens faktorleri

2.3.1.1. Agregasyon Faktori (AF):

AF tanimlanan ilk enterokokal yiizey proteinidir. AF, plazmid Uzerinde yer alan
asal geni tarafindan kodlanan ve 137 kDa molekiiler agirhiginda bir proteindir (Chajecka-
Wierzchowska ve ark. 2017). AF, enterokok hiicreleri arasinda konjugasyon ile plazmid
transferini kolaylastirma ve konak hedef hiicrelere adezyon gibi 6zellikler ile virulense
katki saglamaktadir (Azimi Mahalleh ve Gonciioglu 2014). Enterokoklar infeksiyona ve
bakteriyemi olusturmak i¢in intestinal veya iirogential sistem epiteline penetre olmak,
lenfatik ve vaskiiler sisteme girmek zorundadir. Bu translokasyonun kolaylastirilmasinda
da AF rol oynamaktadir (Rozdzinski ve ark. 2001). AF, renal tubuler ve endokardiyal
hiicrelere bakteriyel aderansi ve intestinal hiicreler tarafindan hiicre i¢ine aliimi artirir
(Galli ve ark. 1990). Ayrica, deneysel hayvan endokarditis modelinde valvular
vejetasyonu artirdigr gosterilmistir (Chow ve ark. 1993).

2.3.1.2. Enterokokal ylzey proteini (Esp):

Esp, 200 kDa molekiiler agirhigr ile identifye edilen en biiyiikk enterokokal
proteindir. Bu proteini kodlayan gen kromozomal olarak lokalize olmustur. ESp,
enterokoklar arasinda genetik materyal aktarilmasinda ve antibiyotiklere direnci
artmasinda Onemli rol oynayan biyofilmin formasyonuna katildigi gosterilmistir

(Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2017). Bu sayede Esp konak dokulara enterokoklarin
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kolonizasyonuna ve persiste olmasina katkida bulunmaktadir. Yukarida belirtilen rollerine
ilave olarak, Esp enterokoklarin konak immun yanitindan kagmasinda da bir fonksiyona
sahiptir. Esp geninin insidensinin E. faecalis ve E. faecium klinik suslar1 arasinda saglikli
bireylerden izole edilen suslara oranla daha yiiksek seviyede oldugu gosterilmis ve

patojenitedeki roliiniin gostergesi olarak kabul edilmistir (Dicuonzo ve ark. 2001).

2.3.1.3. Endokarditis spesifik antijen (EfaA):

Ik olarak insanlarda endokarditise neden olan E. faecalis izolatlarinda
tanimlanmistir (Azimi Mabhalleh ve ark. 2014). Endokarditis spesifik antijen E. faecalis
suglarinda efaAss ve E. faecium suslarinda ise efaAsm genleri tarafindan kodlanan yaklagik
34 kDa molekiiler agirliginda bir proteindir. efaA geni magnezyum iyonlari tarafindan
regiile edilen ABC transporter1 (permeaz) kodlayan afaCBA operonunun bir pargasidir.
EfaA proteini streptokoklarin hiicre duvarinda mevcut adezinlere homolog yapidadir

(Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2017).

2.3.2. Dokular etkileyen virulens faktorleri

2.3.2.1. Sitolizin (Cyl):

Sitolizin en iyi karakterize edilen enterokokal virulens faktorlerinden biridir. Gram
negatif bakterilere kars1 bakterisidal; eritrosit, l0kosit ve makrofajlara kars1 ise toksik etki
goOsteren bakteriyosin tip bir ekzotoksindir (Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2017). Cyl
sentezi sayesinde enterokoklar konak immun yanitindan kacabilmektedir (Franz ve ark.
2001). Cyl sentezinden sekiz gen (cylR1, cylR2, cylLl, cylLs, cylM, cylB, cylA ve cyll)

iceren bir operon sorumludur (Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2017).

2.3.2.2. Jelatinaz (GelE):

Jelatinaz yaklasik 30 kDa molekiiler agirliginda ekstraseliiler ¢inko bagimli bir
metallopeptidazdir. Enzim jelatin, elastin, kollagen, hemoglobin ve feromenlere bagh
proteinler gibi diger bioaktif peptidleri hidrolize etme yetenegine sahiptir. Kromozomal
lokalizasyona sahip gelE geni tarafindan kodlanmaktadir (Chajecka-Wierzchowska ve ark.
2017). Bu genin ekspresyonu bakteriyi saran fibrin tabakasinin pargalanmasina neden olur

ve etkenin daha ileri seviyede yayillmasima izin verir. Ilave olarak GelE dogal immun

13



sistemin bir parcasi olan antimikrobiyal peptidlerin yikimlanmasindan da sorumludur

(Schmidtchen ve ark. 2002).

2.3.2.3. Hyaluronidaz (Hyl):

Hyaluronidaz yaklasik 45 kDa molekuler agirhiginda ve hyl geni tarafindan
kodlanan bir proteindir. Enzim konnektif dokunun ve kikirdagin mukopolisakkaritlerini
yikimlamada ve bakterilerin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. hyl geni klinik E.
faecium izolatlarinda yaygin olarak bulunurken, klinik E. feacalis izolatlarinda ise gok

nadiren gortulmektedir (Chajecka-Wierzchowska ve ark. 2017, Rice ve ark. 2003).

2.3.2.4. Seks feromenleri:

Enterokoklar kromozomal olarak kodlanan ve plazmid akiimiilasyonuna neden olan
seks feromenlerine (cpd, cob, ccf, cad) sahiptir. Seks feromenleri hiicreler arasinda
plazmidlerin konjugatif transferini saglayan 7-8 amino asit biyilikliglinde kiigiik

molekdillerdir.

2.4. Enterokoklarin Neden Oldugu Hastaliklar

2.4.1. insanlarda Enterokoklarin Neden Oldugu Hastahklar

Enterokoklar nozokomiyal ve toplumsal kaynakli infeksiyonlara neden
olabilmektedir.  Sahip olduklari virulans faktorlerinin yardimi ile enterokoklar kalp
kapakgiklarina ve bobrek epitel hiicrelerine adezyon yetenegine sahiptirler. Enterokoklarin
uriner sistem infeksiyonlarna, endokardite, bakteriyemiye, karin i¢i ve pelvik
infeksiyonlara, yara ve yumusak doku infeksiyonlarina, menenjite ve pediatrik

infeksiyonlara neden olduklar bildirilmistir (Yildirim 2007).

2.4.2. Hayvanlarda Enterokoklarin Neden Oldugu Hastahiklar
Enterokoklar farkli hayvan tiirlerinde sporadik infeksiyonlara neden olmaktadir.

Kahverengi yumurtaci tavuklarda amiloid artropati ve sigirlarda subklinik mastitise neden

olmaktadir (Akan 2006).
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Bu tez ¢aligmasinda, Hatay ilinde veteriner kliniklerine getirilen kdpeklerden izole
edilen olan enterokok tirlerinin antimikrobiyallere olan direng paternlerinin, dirence

aracilik eden genetik mekanizmalarinin ve virulens genlerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Gereg

3.1.1. Rektal Sivab Orneklerinin Toplanmasi
Ornekler Ocak 2014 - Haziran 2014 tarihleri arasinda Hatay ilinde 6zel veteriner

kliniklerine farkli amaglarla getirilen (asilama, tedavi vb) 125 kdpekten alind.

3.1.2. Referans Suslar

Calismada E. faecalis ATCC29212, E. faecium BM4147 (vanA), E. faecalis V583
(vanB), E. gallinarum BM 4174 (vanCl), E. casseliflavus ATCC 25788 (vanC2), S.
pyogenes BM137 (tetM, ermB), S. pyogenes UR1092 (ermA) ve S. aureus R-16794 (tetK)

pozitif kontrol susu olarak kullanildi.

3.1.3. Besiyerleri ve Kimyasallar

Enterococcus spp. izolasyonu amaciyla BBL Enterococcosel™ Broth (Becton
Dickinson, L007453), Vancomycin Resistant Enterococci (VRE) agar (Oxoid, CM0985),
suglarin pasajlanmasinda Blood Agar Base (Merck, 110886), izolatlarin antimikrobiyallere
olan duyarhiliklarinin belirlenmesinde Mueller Hinton Agar (Merck, 105437), izolatlarin
tuz toleranslarini belirlemek icin %6.5 NaCl iceren Nutrient Broth (NB) (Merck,
105443), izolatlarin saklanmasinda %20 gliserinli Brain Heart Infusion Broth (BHIB)
(Merck, 110493) ve vankomisin direngli izolatlarin selektif izolasyonu i¢in Vancomycin

Supplement (Oxoid, SR0186) kullanild:.

3.1.4. Gram Boyama Seti (Salubris, MB16-0088)

Izolatlarin boyanmasinda kullanildi.
3.1.5. Antibiyotik Diskleri

Izolatlarin antibiyotik duyarlhiliklarinin belirlenmesi amaciyla rifampin (5 pg),
ampisilin (10 pg), vankomisin (30 pg), eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30 ug), teikoplanin
(30 pg), siprofloksasin (5 pg), kloramfenikol (30 pg) ve gentamisin (120 pg) diskleri
kullanildi.
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3.1.6. Ayirac ve Solusyonlar

3.1.6.1. %3’liik Hidrojen Peroksit (H202) (Merck)

[zolatlarin katalaz aktivitelerini belirlemek icin kullanildi.

3.1.6.2. 10x TBE Buffer (Tris, Borik Asit, EDTA, pH: 8.0 Buffer) (Vivantis)

Ticari olarak temin edildi.

3.1.6.3. Gel Loading Buffer (6x) (Fermentas)

PZR iirtinlerinin agaroz jele yiiklenmesinde kullanildi.

3.1.6.4. 100 bp Plus Marker (Fermentas)

PZR drinlerinin buydkltklerinin belirlenmesinde kullanildi.

3.1.6.5. Safe Dye™ (Nucleic Acid Staining Solution, 21141)

Agaroz jelin boyanmast amaciyla 5 pl/100 ml oraninda eklenerek kullanildi.

3.1.6.6. MgCl2, Tag DNA Polimeraz, 10x Taq Buffer, dNTP Set

Molekuler analizlerde 25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10x Taq Buffer
(100 mM Tris-HCI, pH:8.3, 500 mM KCI), 10 mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) set
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas) kullanildi.

3.1.6.7. Primerler
Antimikrobiyallere direncli enterokok izolatlarinda direng genlerinin
belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge 2.1.”de, virulens genlerinin belirlenmesinde

kullanilan primerler ise Cizelge 2.2.'de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Antimikrobiyallere direngli enterokok izolatlarinda direng genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer Ad1 Sekans (5'—3’) Uriin Kaynak
Biiyiikliigii

(bp)
erm(A) CCCGAAAAATACGCAAAATTTCAT CCCTGTTTACCCATTTATAAACG 590
erm(B) TGGATTCCAAATGCGTAATG CTGTGGTATGGCGGGAAT 745
mef(A/E) CAATATGGGCAGGGCAAG AAGCTGTTCCAATGCTACGG 317
tet(K) GATCAATTGTAGCTTTAGGTGAAGG TTTTGTTGATTTACCAGGTACCATT 155 Malhotra-Kumar ve ark.
tet(M) GTGGACAAAGGTACAACGAG CGGTAAAGTTCGTCACACAC 406 2005
tet(O) AACTTAGGCATTCTGGCTCAC TCCCACTGTTCCATATCGTCA 515
tet(L) TGGTGGAATGATAGCCCATT CAGGAATGACAGCACGCTAA 229
CatplP 501-159 GGATATGAAATTTATCCCTC CAATCATCTACCCTATGAAT 505 Aerestrup ve ark. 2000
aac(6)-le-aph(2)-la  CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC 369
aph(2)-Ib CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT 867
aph(2)-Ic CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG 444
aph(2)-1d GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC 641 Vakulenko ve ark. 2003
aph(3)-Illa GGCTAAAATGAGAATATCACCGG CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG 523
ant(4)-la CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT 294
vanA GGGAAAACGACAATTGC GTACAATGCGGCCGTTA 732
vanB ACGGAATGGGAAGCCGA TGCACCCGATTTCGTTC 647
vanC1/2 ATGGATTGGTAYTKGTAT TAGCGGGAGTGMCYMGTAA 815/827 _
vanD TGTGGGATGCGATATTCAA TGCAGCCAAGTATCCGGTAA 500 Depardieu ve ark. 2004
vanE TGTGGTATCGGAGCTGCAG ATAGTTTAGCTGGTAAC 430
vanG CGGCATCCGCTGTTTTTGA GAACGATAGACCAATGCCTT 941
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Cizelge 2.2. Enterokok izolatlarinda virulens genlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer Sekans (5' - 3") Urin Kaynak
Adi Biiyiikliigii
(bp)

gelE ACCCCGTATCATTGGTTT 419
ACGCATTGCTTTTCCATC

cylA TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517
TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

ccf GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 543
AGCCGCTAAAAT CGGTAAAAT

efaArs GACAGACCCTCACGAATA 705
AGTTCATCATGCTGCTGTAGTA

efaAm AACAGATCCGCATGAATA 735 Eaton ve Gasson
CATTTCATCATCTGATAGTA (2001)

cylM CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 742
TGAGTTGGTCTGATTACATTT

cpd TGGTGGGTTATTTTTCAATTC 782
TACGGCTCTGGCTTACTA

cylB ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 843
AATAAACTCTTCTTTTCCAAC

esp TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933 Shankar ve ark.
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA (1999)

eep GAG CGG GTATTTTAGTTCGT 937 Marques ve Suzart
TAC TCC AGCATTGGATGCT (2004)

cob AACATTCAGCAAACAAAGC 1,405 Eaton ve Gasson
TTGTCATAAAGAGTGGTCAT (2001)

aggA AAGAAAAAGTAGACCAAC 1553

AACGGCAAGACAAGTAAATA
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3.2.YOntem

3.2.1. Enterococcus spp. izolasyonu

Rektal svab ornekleri Enterococcosel™ Broth icinde 37 °C'de 24 saat 6n
zenginlestirme islemine tabii tutuldu. Siire sonunda renk degisikligi gorulen eskilin pozitif
tlplerden vankomisinli ve vankomisin icermeyen VRE agara ekimler yapilarak 37 °C’de
24-48 saat inkibe edildi. Sire sonunda eskulin pozitif kolonilerden biri secilerek kanli
agara pasajlandi. Katalaz negatif, Gram pozitif ve %6.5 tuz iceren NB’da iireme 6zelligine
sahip izolatlar Enterococccus spp. olarak kabul edildi ve tiir diizeyinde identifikasyonlari
yapilana kadar %20 gliserinli BHIB icinde -20 °C'de saklandi.

3.2.2. Enterococcus spp. Izolatlarin Identifikasyonu

izole edilen suslarin tiir diizeyinde identifikasyonlar1 DNA dizi analizi ile yapildi.
Bu amagla 16S rRNA geni tiniversal primerler S16S20 (5'-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG- 3') ve 16S1390 (5'-GAC GGG CGG TGT GTA CAA-3’) kullanilarak PZR ile
cogaltildi ve triinler %1°lik jelde gorintiilendi (Sghir ve ark. 2000; Suau ve ark. 1999).
Elde edilen amplikonlarin sekans analizi ticari olarak (Medsantek, Istanbul) yaptirildi.
Elde edilen sekanslar NCBI’in web sayfasinda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) daha 6nce
yaymlanmis sekanslar ile Nucleotide-Nucleotide BLAST programi kullanilarak
karsilastirildi. %97 ve lzeri benzerlik tir diizeyinde identifikasyon igin kriter kabul edildi.

3.2.3. Enterococcus spp. izolatlarinin Antibiyotik Duyarhiiklarimin Belirlenmesi
Izolatlarm antimikrobiyal duyarliliklar1 CLSI (2012) kriterlerine gére yapildi ve
degerlendirildi.

3.2.4. DNA izolasyonu
Izolatlardan DNA izolasyonu ticari ekstraksiyon Kiti (InstaGene Matrix, BioRad)

kullanilarak yapildi.
3.2.5. Antibiyotik direng genlerinin belirlenmesi

Tetrasiklin ve eritromisin direncli izolatlarda tetK, tetL, tetM, tetO, tetS, ermA,
ermB ve mefA/E genlerinin belirlenmesi Malhotra-Kumar ve ark. (2005); vankomisin
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direncli izolatlarda vanA, vanB, vanC1/2, vanD, vanE ve vanG genlerinin belirlenmesi
Depardieu ve ark. (2004); aminoglikozid direncli izolatlarda aac(6)-le-aph(2)-la, aph(2)-
Ib, aph(2)-Ic,aph(2)-1d, aph(3)-1lla ve ant(4)-la genlerinin belirlenmesi Vakulenko ve ark.
(2003); kloramfenikol direncli izolatlarda catA geninin belirlenmesi Aerestrup ve ark.

(2000) tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi.

3.2.6. Virulens Genlerinin Belirlenmesi

Enterococcus spp. tlrlerinde virulens genlerinden gelE, cylA, ccf, efaAss, efaAsm,
cylM, cpd, cylB, cob ve aggA genlerinin belirlenmesi Eaton ve Gasson (2001), esp geninin
belirlenmesi Shankar ve ark. (1999) ve eep geninin belirlenmesi Marques ve Suzart (2004)

tarafindan bildirilen primerler ve yontem kullanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve identifikasyon sonuclar

Alman 125 rektal svab orneginin 107'sinden (%85.6) Enterococcus spp. izole
edildi. Izolatlarin 96's1 (%89.7) E. faecalis, 9'u (%8.4) E. faecium, 1'i (%0.9) E. hirae ve
1'i de (%0.9) E. durans olarak identifiye edildi.

4.2. Antibiyotik duyarhlik test sonuglari

Izolatlarin 22'si (%20.6) test edilen antibiyotiklerin tamamina duyarli bulundu.
Yuksek seviyede aminoglikozid, vankomisin ve teikoplanin direnci ise belirlenmedi.
Izolatlarin tetrasiklin, eritromisin, siprofloksasin, kloramfenikol ve ampisiline olan direng
oranlart izolatlarin sirasiyla %65.4 (70), %20.6 (22), %19.6 (21), %8.4 (9) ve %3.7
(4)'sinde tespit edildi. Onlg izolatta (%12.1) ¢cogul direnglilik saptandi. Cogul direnclilik
bes, dort ve ti¢ farkli siniftan antimikrobiyale sirasiyla bir (%0.9), bir (%0.9) ve 11 (%10.3)
izolatta belirlendi. Bir ve iki antimikrobiyale direng ise sirasiyla 60 (%56.1) ve 12 (%11.2)
izolatta saptandi.  Izolatlarin antimikrobiyallere olan duyarliliklar1 Cizelge 2.3.de

verilmigtir.

4.3. Antimikrobiyal direnc genleri

Tetrasiklin direngli (n=70) izolatlarin 45'inde tetM, 12'sinde tetL ve tetM, 4'Unde
tetO, 2'sinde tetK ve 2'sinde de tetL geni tespit edildi (Sekil 2.1). Eritromisin direncli
(n=22) izolatlarin 18'inde ermB geni belirlendi. cat geni ise kloramfenikol direncli

izolatlarin sadece birinde saptandi (Sekil 2.2).
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Cizelge 2.3. Enterokok tirlerinde belirlenen direng fenotipleri

Fenotip* E. faecalis E. faecium E.durans E. hirae
AMP, TE, E, CIP, C 1

TE,E, CIP, C 1

AMP, TE, E 3

TE, E, CIP 6

TE,E, C 2

TE, CIP 3

TE, C 3

TE, E 6

CIP 9 1
TE 41 3 1

E 3

C 2

Duyarli 19 3

Toplam 96 6 1 1

*AMP: Ampisilin, TE: Tetrasiklin, E: Eritromisin, CIP: Siprofloksasin, C: Kloramfenikol

L M ey c¥mB (745 bp)

—p 72t (406 bp)

el == 7271, (229 bp)

Sekil 2.1. Enterokok suslarinda belirlenen tetrasiklin ve makrolid direng genlerine ait agaroz jel elektroforez
gorintisi. Kuyucuk 1: 100 bp molekiler marker, Kuyucuk 2: ermB ve tetL, Kuyucuk 3: ermB ve tetM,
Kuyucuk 4: tetM, Kuyucuk 5: ermB, tetL ve tetM
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N = cat (505 bp)

Sekil 2.2. Kloramfenikol direngli enterokok suslarinda belirlenen cat diren¢ geninin ait agaroz jel
elektroforez goriintiisi. Kuyucuk 1: 100 bp molekiler marker, Kuyucuk 2: cat geni

4.4. Virulens genlerinin prevalansi

Virulens genleri ii¢ izolat hari¢ izolatlarin tamaminda belirlendi. efaAm geni
izolatlarin hicbirinde tespit edilmedi (Sekil 3). ccf, efaAss, cpd, gelE, esp, eep, aggA, cob,
cylA, cylM ve cylB virulens genleri izolatlar arasinda sirasiyla %54.2, %52.3, %45.8,
%44.9, %33.6, %24.3, %21.5, %16.8, %8.4, %7.5 ve %5.6 oranlarinda tespit edildi (Sekil
2.3).

10 =117 = ¥37 1477115

ey \—

Sekil 2.3. Virulens genlerinin agaroz jel géruntust. Kuyucuk 1-15: 100 bp molekuler marker, Kuyucuk 2:
gelE (419 bp), Kuyucuk 3: cylA (517 bp), Kuyucuk 4: ccf (543 bp), Kuyucuk 5: efaAs (705 bp), Kuyucuk 6:
efaAm (735 bp), Kuyucuk 7: cylM (742 bp), Kuyucuk 8: cpd (782 bp), Kuyucuk 9: cylB (843 bp), Kuyucuk
10: esp (933 bp), Kuyucuk 11: eep (937 bp), Kuyucuk12: cob (1,405 bp), Kuyucuk 13: aggA (1553 bp),
Kuyucuk 14: Negatif kontrol
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Sekil 2.4. Enterokok izolatlarinda virulens genlerinin dagilim1
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5. TARTISMA

Antimikrobiyal diren¢ tim diinyada insan ve hayvan saglig1 yoniinden énemli bir
sorun haline gelmistir. Enterokoklar insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemini de
iceren farkli yasam alanlarinda yaygin olarak bulunan etkenler olarak bilinse de, ¢ogul
dirence sahip enterokoklar nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nde gelen etkenlerinden biri
haline gelmistir (Lebreton ve ark. 2014, Agudelo Higuita ve Huycke 2014). Chung ve ark.
(2014) tarafindan yapilan bir calismada direngli enterokok tiirlerinin kopek, insan ve
hastane ortamlari arasinda bulastigi gosterilmistir.

Incelenen 107 enterokok izolati arasinda en sik izole tiir E. faecalis (% 89.7) olarak
bulundu. Bunu E. faecium (% 8.4) izledi. Buna karsilik, Tiirkiye'de yapilan daha onceki
caligmalarda kopeklerden izole edilen en yaygin tiir E. faecium olarak rapor edilmistir
(Boynukara ve ark. 2002, Tirkyilmaz ve ark. 2010). Ayrica, E. faecalis'in kopeklerin
(KuKanich ve Lubbers 2015) ve insanlarin (Etiz ve ark. 2014) idrar yolu
enfeksiyonlarindan yaygin olarak izole edildigi bildirilmistir.

Pet hayvanlarinda antimikrobiyal ajanlarin artan kullanimi direngli bakterilerin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Guardabassi ve ark. 2004). Bu galismada enterokok
suslarinda gdzlenen antimikrobiyal direng oranlart Aydin ilinde Tiirkyilmaz ve ark. (2010)
tarafindan bildirilen diren¢ oranlarindan diisiik, fakat Van ilinde Boynukara ve ark.
(2002)'nin bulgularindan yiiksek bulunmustur. Bu bulgular, enterokoklarda saptanan
diren¢ oranlarinin bolgesel olarak degisebilecegini ve antibiyotik kullanimindan
etkilenebilecegini gostermektedir. ~ Bununla birlikte, Boynukara ve ark. (2002),
calismalarinda kdpeklerin orijinlerinden s6z etmemistir.

Bu calismada tetrasikline diren¢ orami (%65.4) Boynukara ve ark. (2002)mnin
bulgularindan (% 41.1) yiiksek, ancak Tiirkyillmaz ve ark. (2010)'nin bulgularindan (%
70.3) ise daha diisiiktiir. Calismada saptanan yiiksek diren¢ orani1 Tiirkiye'de bu
antibiyotigin yaygin olarak kullanilmasi ile agiklanabilir. Calismada eritromisin direng
orani (%20.6) Boynukara ve ark. (2002)’nin bulgularma (% 21.1) benzerlik gostermistir.
Ancak, Tirkyilmaz ve ark. (2010) ise daha yiksek eritromisin direnci (% 69.2)
bildirilmistir.

Benzer sekilde, bu ¢alismada da vankomisine karsi direng gézlenmedi. Bununla

birlikte, kdpeklerden izole edilen E. gallinarum ve E. casseliflavus tiirleri arasinda vanC
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geni tarafindan kodlanan intrinsik direng¢ bildirilmistir (Tirkyilmaz ve ark. 2010, Bagcigil
ve ark. 2016, Bagcigil ve ark. 2015). Klinik olarak 6nemli bir ilag olan siprofloksasine
diren¢, Boynukara ve ark. (2002)’nin bulgularinin (%6.7) aksine yiiksek bulunmustur (%
19.6). Bu caligmada saptanan kloramfenikol diren¢ orani (%8.4) ise Tiirkyilmaz ve ark.
(2010)'nin bulgulari ile (% 12.1) karsilastirilabilir diizeydedir.

Ampisilin, ylksek seviyede aminoglikozid direnci gostermeyen coklu ilag direnci
gosteren enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozidlerle
kombine olarak kullanilmasi tercih edilen bir antibiyotiktir (Arias ve ark. 2010). Ayrica
ampisiline direncli enterokoklar genellikle kopeklerde kullanilan diger antimikrobiyallere
de direnglidir (Damborg ve ark. 2008). Ampisilin direncinin prevalansi bu ¢aligmada
diisiik (% 3.7) bulunsa da; ampisilin direnci hem insan hem de hayvan sagligi i¢in 6nemli
bir risk olusturmaktadir ve bu nedenle de kopeklerde ampisilin direngli enterokok
suslarinin gercek prevalansinin belirlenmesi igin selektif  besiyerlerinin kullanilmasi
gereklidir. Celik ve ark. (2017) tarafindan selektif besiyeri kullanarak yapilan bir
calismada ampisiline direngli enterokok prevalansi %20.9 olarak bildirilmistir.

Tetrasiklin direngli enterokok izolatlarinda tetM en yaygin direng geni olarak
belirlendi. Turkiye'de daha 6nce yapilan ¢alismalarda tavuk eti érneklerinden (Yilmaz ve
ark. 2016), peynir drneklerinden (Kdurekci ve ark. 2016) ve kopeklerden alinan rektal sivab
orneklerinden (Tirkyilmaz ve ark. 2010) izole edilen tetrasikline direngli enterokok
suslarinda da dominant olarak tetM geni belirlenmistir. tetM geninin yaygin olarak
saptanmasi enterokoklarda bu genin siklikla Tn946 tarafindan taginmasina baglanmaktadir
(Leener ve ark. 2005). Enterokoklar arasinda makrolidlere kars1 temel direng mekanizmast,
23S rRNA'nin erm metilazlar tarafindan modifikasyonudur (Leclercq 2002). Bu ¢alismada
makrolid direncli enterokoklarda sadece ermB geni tespit edildi. Benzer sekilde,
Tiirky1lmaz ve ark. (2010) ermB geninin prevalansinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Kloramfenikol direncinden sorumlu cat geni bu ¢alismada ¢ok diisiik bir oranda (% 22.2)
bulunmustur. Bu durum, kazanilmis diger diren¢ genlerinin varligini veya bu direng
fenotipinden sorumlu mekanizmalarin varligimi diisiindiirmektedir. ~ Yilmaz ve ark.
(2016)'nin yaptig1 bir ¢alismada, tavuk etlerinden izole edilen kloramfenikol direngli
enterokoklarda cat geninin prevalansi diisiik oranda (%4.8) rapor edilmistir. AKkSine,
Tirkyilmaz ve ark. (2010) kloramfenikole direngli enterokok suslarinda cat geninin

prevalansin1 % 63.6 olarak tespit etmislerdir.
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Enterokoklar enfeksiyonun seyrine ve siddetine katkida bulunan gesitli virulans
faktorleri Uretme kabiliyetine sahiptir (Mundy ve ark. 2000). efaAss ve efaAm enfektif
endokardit ile iliskilendirilen hiicre duvar1 adezinleridir. Bu ¢alismada, efaAss E. faecalis
izolatlarmin %58.3'tinde saptanirken; efaAsm geni E. faecium izolatlarinda tespit edilmedi.
Iseppi ve ark. (2015) E. faecalis izolatlarinin % 33.3'linde efaAs genini ve E. faecium
izolatlarinin %50'sinde ise efaAmm genini bulmuslardir.

Sitolizin bir bakteriyosin tipi ekzotoksindir ve etkisini eritrosit, l6kosit ve
makrofajlara kars1 gosterir (Sava ve ark. 2010). cylA, cylM ve cylB genleri izolatlarin
sirastyla %8.4, %7.5 ve % 5.6'sinda tespit edildi. Iseppi ve ark. (2015) bu genleri sirasiyla
E. faecalis izolatlarinin %38.3"linde, %38.3'linde ve %38.3"linde tespit etmislerdir. Bu
caligmada, E. faecium izolatlarinda sadece cylM geni (%?7.1) tespit edilmistir. Gulhan ve
ark. (2006), insanlardan ve evcil hayvanlardan izole edilen E. faecalis ve E. faecium
suslarinda sitolizin aktivitesini arastirmislar ve kedi orijinli bir E. faecium izolati harig,
kopek izolatlarinda higbir sitolitik aktivite tespit etmemisglerdir.

gelE ¢inkoya bagimli bir metaloendopeptidazdir ve jelatin, elastin, kollajen ve
hemoglobini hidrolize etme yetenegine sahiptir (Sava ve ark. 2010). Jelatinazin ayrica
endokardit gelisiminde ©nemli bir rol oynadigi ve anafilotoksin aktivitesine sahip
komplementin C5a pargasin1 yikimlamak suretiyle enfeksiyon bolgesine nétrofil birikimini
azalttig1 bildirilmistir (Thurlow ve ark. 2010). Bu ¢alismada, izolatlarin % 44.9'unda gelE
geni tespit edildi. Bununla birlikte, Iseppi ve ark. (2015) sirasiyla E. faecium izolatlarinin
%57.1'inde ve E. faecalis izolatlarinin %80.3'inde bu geni tespit etmislerdir. Gilhan ve
ark. (2006) E. faecium izolatlarmin %26.6'sim1 ve E. faecalis izolatlariin ise %60'm1
jelatinaz aktivitesi yoniinden pozitif bulmuslardir.

Agregasyon maddesi (AS) bakteriyel konjugasyonu kolaylastiran mating
agregatlarinin formasyonuna katkida bulunan enterokok yiizey proteinidir (Sava ve ark.
2010). Bu calismada, izolatlarin %21.5'1 aggA geni yoniinden pozitif tespit edildi. Iseppi
ve ark. (2015) bu geni tespit edememisler ve izolatlarin virulans genlerini konjugasyon ile
aktarma yeteneklerinin diisiik olabilecegini ileri siirmislerdir. Gdulhan ve ark. (2006)
tarafindan da ¢ok diisiik bir oran bildirilmis ve arastirmacilar sirasiyla E. faecium ve E.
faecalis izolatlarinda %1.6 ve %6.7 oranlarinda pozitiflik tespit etmislerdir.

Enterokoklar hiicreler arasinda konjugatif plazmid transferini kolaylastiran cinsiyet

feromonlar1 (cpd, cob, ccf, cad) tretme kabiliyetine sahiptir (Sava ve ark. 2010). Cinsiyet
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feromon genleri, ccf, cpd, cob ve eep, izolatlarin %54.2, % 45.8, %16.8 ve %24.3'linde
saptanmistir.  Yilmaz ve ark. (2016) et 6rneklerinden izole ettikleri enterokok suslarinda
cinsiyet feromonlarinin prevalansini daha yiiksek oranda bildirmislerdir.

esp geninin biyofilm olusumunda rol oynadigi bilinmektedir. Biyofilm Gretiminin,
hiicreler arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin karsilikli transferinde ve antibiyotiklere
kars1 direncinin arttirtlmasinda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Sava ve ark. 2010). Bu
calismada, esp geni izolatlarin %33.6'sinda tespit edildi. Buna karsilik, Iseppi ve ark.
(2015) izolatlar arasinda bu geni tespit edememislerdir. Ayrica, Oliveira ve ark. (2016),
periodontal hastalig1 olan kdpeklerden izole edilen enterokoklarda daha diisiik prevalans
orani (%10) rapor etmiglerdir.

Enterokok izolatlarinda yukarida belirtilen virulens genlerinin dagiliminda gorilen

degisiklikler beslenme sekilleri ve cografik farkliliklara baglanabilir.
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6. SONUC

Yapilan bu calisma, kdpeklerin potansiyel olarak virulent ve antibiyotik direncli
enterokoklarla kolonize olduklarin1 gdstermektedir. Bu nedenle, enterokoklarin
kopeklerden insanlara, 6zellikle de risk grubundaki insanlara bulasma ihtimali g6z ardi
edilmemelidir. Ayrica, kopeklerden ve kopek sahiplerinden enterokok suslari arasindaki
klonal iliskiyi analiz ederek insanlara bulasma riskini aydinlatmak i¢in ileri ¢alismalara

ihtiyac oldugu kanaatine varilmistir.
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