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ONSOz
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Toplum ve hastane kokenli infeksiyonlarinin en sik etkenlerinden olup son yillarda 6zellikle
hastane infeksiyonlarinda Onemleri giderek artmistir. Enterokok infeksiyonlarinin ve
antibiyotiklere karsi1 direng gelisiminin kontrolii amaciyla diren¢ saptama ve tarama
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OZET

Entansif Broyler Isletmeleri ile Kirsal Tavukcguluk Isletmelerindeki
Hayvanlardan izole Edilen Enterokoklarin Fenotipik ve Genotipik Ozellikleri
Uzerinde Cahsmalar

Bu caismada, entansif broyler isletmeleri ile kirsal tavukculuk
isletmelerindeki hayvanlarin bagirsak florasindaki Enterococcus tirlerinin varhgi,
yayginhigi, biotipleri ve izole edilen suslarin cesitli  antibiyotiklere karsi
duyarlilik/direnclilik 6zellikleri ile plazmid profillerinin arastirilmas: amaclandi.

Ticari broyler isletmelerinden 400 adet, kirsal tavukguluk isletmelerinden 304
adet kloakal svap Ornekleri toplandi. izolasyon ve identifikasyon calismalar:
sonucuna gore enterokok suglarimin %54.3' Uniin (202 adet) E.faecium, %22.3 Gndin
(83 adet) E.gallinarum, %14.7'sinin (55 adet) E.faecalis, %4.3' Unin (16 adet)
E.mundti, %1.6’ sinin (6 adet) E.cassdliflavus, %1'inin (4 adet) E.raffinosus, %1’ inin
(4 adet) E.durans, %0.2'sinin (1 adet) E.solitarius ve %0.2'sinin (1 adet) E.hirae
turlerine ait oldugu belirlendi.

Broyler isletmelerinden izole edilen enterokok suslarinin penisiline %5.6,
tetrasikline %72, eritromisine %59.3, enrofloksasine %8.7, kinopristin/dalfopristine
%33.6, rifampine 9%710.9, vankomisine %0.4, yuksek dizey streptomisin ve
gentamisine %6.5 ve %23.1 oraninda direncli olduklart saptandi. Suglarin
%100’ Unin ise linezolid ve teikoplanin antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu

bulundu.

Kirsal tavukculuk aile isletmelerinden izole edilen enterokok suslarinin
tetrasiklin, eritromisin enrofloksasin ve kinopristin/dalfopristin direnci sirasiyla %2,
%2, %1.3 ve %4.8 oraninda oldugu saptandi. TUm suslarin linezolid, gentamisin,
streptomisin, penisilin, vankomisin, teikoplanin ve rifampin antibiyotiklerine karsi
duyarl1 oldugu belirlendi.



Antibiyotik direncli 50 adet enterokok susunun plazmid profili belirlendi.
Plazmid varlig1 saptanan 22 (%44) enterokok izolatinin 2.06 kb, 2.97 kb, 3.99 kb,
5.01 kb 8.06 kb, 10.10 kb, 12.13 kb ve 16.21 kb buyuklugindeki sekiz farkli
plazmidin olusturdugu ve bunlarin dokuz plazmid paternine ayrildiklar: belirlendi.
Elli enterokok izolatinin 28 tanesinde (%56) plazmid saptanamad:.

Anahtar Sozcik: Antibiyotik direnci, Enterococcus, Fenotipik 0Ozellik,

Tavuk, Plazmid profili,



SUMMARY

Studies on Phenotyping and Genotyping Characterization of Enterococcus spp.
| solated from Entansive Broiler Farm and Rural Poultry Establishment

In this study, we aimed to investigate the prevalence, phenotyping and
genotyping characteristics, susceptibility/resistance patterns to several antibiotics and
plasmid profiles of Enterococcus spp. isolated from entansive broiler farms and rural
poultry establishment.

Clocal swaps were collected 400 entansive broiler farms and 304 rural poultry
establishment. According to isolation and identification results, enterococcus isolates
consisted of 54.3% (202 isolates) E.faecium, 22.3% (83 isolates) E.gallinarum,
14.7% (55 isolates) E.faecalis, 4.3% (16 isolates) E.mundti, 1.6% (6 isolates)
E.cassdiflavus, 1% (4 isolates) E.raffinosus, 1% (4 isolates) E.durans, 0.2% (1
isolates) E.solitarius and 0.2% (1 isolates) E.hirae.

5.6% of broiler enterococci strains were found to be resistant to penicillin,
72% were resistant to tetracycline, 59.3% were resistant to eritromycin, 8.7% were
resistant to enrofloxacin, 33.6% were resistant to quinupristin/dalfopristin, 10.9%
were resistant to rifampin, 0.4% were resistant to vancomycin, 6.5% and 23.1% were
resistant to high level streptomycin and gentamicin. Teicoplanin and linezolid

susceptibility of enterococcus isolates was found in 100%.

2%, 2%, 1.3% and 4.8% of rural enterococci strains were resistant to
tetracycline, eritromycin, enrofloxacin and quinupristin/dalfopristin respectively. All
of Enterococcus spp. were found to be sensitive against linezolid, gentamicin,
streptomycin, penicillin, vancomycin, teicoplanin and rifampin of antibiotics.

Plasmid profilling of 50 antibiotic resistant enterococcus isolates was

determined. 22 (44%) Enterococcus isolates possed nine different plasmids patterns



having 2.06 kb, 2.97 kb, 3.99 kb, 5.01 kb 8.06 kb, 10.10 kb, 12.13 kb ve 16.21 kb
respectively. 28 isolated (56%) enterococcus did not have any plasmid.

Key Words: Antibiotic resistance, Enterococcus, Fenotyping features, Plasmid
profilling, Chicken.



1.GIRIS

Enterokok’lar, Gram pozitif katalaz negatif koklar olup, ekosistem iginde
toprakta, suda, bitkilerde, gidalarda, hayvanlarin ve insanlarin deri, gastrointestinal
ve Urogenital sistemlerinin dogal florasinda bulunurlar. Enterokok’lar firsatci
patojenler olup beslenme ve bakim sartlarimin uygun olmadigi hayvanlarda
septisemi, Uriner sistem infeksiyonuna, endokarditlere, ishale ve otitis eksternaya
neden olmaktadir. Enterokok’lar insanlarda ve bilhassa stres altindaki; immun
sistemi zayif olan bireylerde Uriner sistem infeksiyonlarina, endokarditlere,
menenjitlere, bakteriyemiye, cerrahi yara infeksiyonlarina sebep olurlar (Facklam ve
ark. 1999, Quinn ve ark. 2000, Koch ve ark. 2004, Hirsh ve ark. 2004).

Enterokok’lar gerek, klindamisin, trimetoprim-silfametoksazol, distk dizey
penisilin ve dusik dizey aminoglikozide gosterdigi intrinsik direng Ozellikleri ile
gerekse, mutasyon ve genetik madde aktarimi sonucu kazandiklari eritromisin,
tetrasiklin, kloramfenikol, rifampin, nitrofurantoin, fusidik asit, florokinolon,
vankomisin, yiksek diizey aminoglikozid, yiksek diizey penisilin direng 6zellikleri
ve beta-laktamaz aktiviteleri ile her turli ortamda canliliklarint strdirebilme
yeteneklerinden dolay1 bu kommensal bakteriler nozokomiyal patojenler arasinda
hizla yerini almustir. Tk tammlandiklar: yillarda sadece endokardit olgu érneklerinde
etken olarak tammlanan enterokoklar, gliniimiizde hastane infeksiyonlarinda giderek
artan izolasyon oranlari ve ¢oklu antibiyotik direng ozellikleri nedeni ile 6nemli ve

sorunlu Gram pozitif bakteriler arasinda sayilmaya baglanmistir (Berzeg 2005).

Broyler rasyonlarina gerek biyttme, gerekse tedavi ve koruyucu amagl olarak
katilan antibiyotikler, antimikrobiyal direncli Enterococcus spp.’nin  selektif
secilmesine neden olmaktadir. Enterokok’ lar, sahip olduklar: antimikrobiyal direngli
genlerini, plazmid ve transpozonlar araciligi ile ekosistem igerisinde, insanlar igin
patojen olan Saphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus spp. ve
Streptococcus spp. gibi Gram  pozitif bakterilere transfer edebildikleri ortaya



konulmustur (Leclerg ve Courvalin 1996, Bager ve ark. 1997, Rodrigues ve ark.
2002).

Avrupa Ulkelerinde ve Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan calismalarda,
tavuklarin, insanlarda hastane infeksiyonlarina sebep olan antibiyotik direncli
enterokoklar icin potansiyel rezervuar oldugu ortaya konulmustur. Avrupa da, pek
¢ok hayvanda bulunan vankomisin direncli enterokoklarin halk sagligi sorunlarina
yol actigr rapor edilmistir. Tarkiye'de ilk VRE 1998 yilinda ortaya ¢ikmustir.
Turkiye' de Tip faklltesi hastanelerinde yapilan calismalarda, direncli enterokoklarin
varligi tespit edilmistir. Ankara da yapilan calismada tavuk ve kopeklerden izole
edilen enterokok suslarimin % 13-14' inde vankomisin direnci saptanmustir (Hosgor
ve ark. 1997, Cinar ve ark. 1999, Celik 2001, Ersoy ve ark. 2001, Harwood ve ark.
2001).



1.1 Genel Bilgiler

Enterokok’lar 151k mikroskobunda tek tek veya cift olarak kisa zincirler
halinde gorilen Gram pozitif koklardir. Enterokok’ lar, zaman zaman taze kanl1 agar
kultdrlerinden yapilan Gram boyamada koko-basil tarzinda, thioglikolatl buyyondan
yapilan boyamalarda ise daha oval zincir halinde gorilmektedir. Enterokok’lar
faklltatif anaerob bakteriler olup optimum Ureme kosullart 35°C ve pH 7.0 dir.
Enterokok suslarimin ¢ogu 10- 45°C arasinda ve pH 4.2- 9.6 da ureme
gostermektedirler. Ayrica enterokoklar %6.5 NaCl iceren sivi besi yerlerinde urer,
%40 oraninda safra tuzu varliginda eskilini hidrolize eder ve glikoz fermentasyonu
sonucu laktik asit olustururlar. Fakat gaz olusturmazlar. Enterokok’larin cogu 60 °C
de 30 dk. isitilmaya dayanirlar. Enterekok’ larin bazi tirleri hareketlidir. E.cecorum,
E.colombae ve E.saccharolyticus tirleri hari¢ diger enterokok turleri pirolidonil-f-
naftilamid’i (PYR) ve tum tdrler l6sin-amino-peptidi (LAP) hidrolize ederler
(Facklam ve ark. 1999).

Enterokok’ lar katalaz negatiftirler. Ancak E.faecalis' in kanli besi yerlerindeki
tremelerinde, bazen katalaz testinde yanlhs pozitif varhigi soz konusu oldugunda
zayif bir kopurme gorilmektedir. Enterokok’lar kanli agarda alfa, beta ve
nonhemolitik Ozellik gostermektedir. Bununla birlikte at, tavsan ve insan kanli
agarda beta hemoliz olustururlar. Enterokok’ lar protein ve polisakkaridlerden olusan
bir hicre duvarina sahiptir. Enterokok’larin  ¢ogu Lancefieldin Grup D
karbonhidratlarina sahiptir. Lancefield’in Grup D antijeni, hiicre duvar: ile baglantil
bir gliserol olan teikoik asitten olusur (Facklam ve ark. 1999).

Enterokok adi, ilk kez 1899 yilinda Fransa da Tiercelin M.E. tarafindan yeni
bir Gram pozitif diplokokun bagirsak kokenli oldugunu belirtmek amaciyla
kullanildi. Ayni yillarda Mc Callum ve Hastings, endokardit olgusundan izole
ettikleri bakteriye Micrococcus zymogenes adint verdiler. Aym arastiricilar daha
sonraki yillarda yaptiklar ¢alismalarda bu bakterinin hemolitik bir Enterococcus
susu oldugunu acgikladhlar. Andrewes ve Horder 1906 yilinda endokarditli bir
hastanin diskisindan Streptococcus faecalis'i izole ettiler. 1919 yilinda Orla - Jensen



tarafindan Streptococcus glycerinaceus ve Streptococcus faecium tammlandi. 1933
yilinda Lancefield enterokoklari D grubu antijen treten streptokok olarak adlandirdi.
Sherman 1937 yilinda Streptokoklar:; enterokoklar, laktik asit streptokoklar, viridans
ve piyojen streptokoklar olarak dort gruba ayirdi. Kalina 1970 yilinda Streptococcus
faecalis ve Streptococcus faecium’' un Streptococcus cinsinden farkli bir genetik
yapiya sahip olmalarindan dolay: farkli bir soya alinmalarim 6nerdi. Shleifer ve
Klipper- Balz, 1984 vyilinda enterokok genusunun tammlamasini yaparak
Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium’ un streptokoklardan farkli genetik
yapiya sahip olmalarindan dolay: bu tirleri enterokok genusuna transfer ettiler
(Murray 1990, Facklam ve ark. 1999, Klein 2003).

Son yillarda molekiler teshis ve tiplendirme yontemlerindeki gelismeler
sonucunda Enterococcus cinsi icinde 26 turin varligr cesitli calismalarla ortaya
kondu. 16S rRNA sekans analiz sonuglarina gore enterokok turleri 7 farkli grup
altinda siniflandirilmaktadir (Klein 2003 ).

Bunlar:

E.faecalis grubu: E.faecalis, E. haemoperoxidus ve E moraviensis

E.faecium grubu: E.faecium, E.durans, E.hirae, E.mundtii, E.porcinus,

E.villorum

E. avium grubu: E.avium, E.pseudoavium, E.malodoratus, E.raffinosus,

E.cassdliflavus grubu: E.cassdliflavus, E. gallinarium, E.flavescens

E.cecorum grubu: E.cecorum, E.columbae,

E.dispar grubu: E.dispar, E.asini,

E. saccharolyticus grubu: E.saccharolyticus, E.sulfureus

Tavuk, inek ve domuzlarin gastrointestinal florasinda E.faecium, E.faecalis
ve E.cecorum tirleri yiksek oranlarda, E.gallinarum, E.hirae ve E.durans tirleri ise
az oranlarda bulunmaktadir (Klein 2003).

Enterokok’lar diger patojen bakterilerde bulunan toksin gibi virllens
faktorlerine sahip olmadiklar: igin dusik virllensli kommensal bakteriler olarak
kabul edilmektedir. Bununla birlikte enterokoklar predispoze edici faktorlerin etkisi



altinda meydana gelen sporadik infeksiyonlarda agir klinik belirtilerin olusmasina ve
yuksek 6lum oranlarina neden olmaktadir. Enterokok’ lar patolojik degisikliklere yol
acabilen birgok virtlens faktoru Uretir (Celik 2001).

Agregasyon (kimelenme) maddesi, enterokoklarin ytzeylerinde bulunan bir
protein olup plazmid transferi sirasinda verici ve alict enterokoklarin birbirlerine
temas etmesini ve konjugasyon srasinda kimelenmesini saglar. Agregasyon
maddesi, bagirsak ve bobrek epitelyum hiicreleri dahil invitro okaryotik hiicrelere
E.faecalis' in yapismasim saglar (Olmsted ve ark. 1994, Dunny ve ark. 1995).

Sitolizin, protein yapisinda hemolitik 6zellige sahip bir toksindir. Sitolizinin
hedef hicreleri arasinda eritrositler, I6kositler, makrofajlar ve Gram pozitif bakteriler
bulunmaktadir (Ike ve Clewell 1992, Miyazaki ve ark. 1993).

Enterokok’larin ~ hicre  membraminda  bulunan  lipoteikoik  asit
poligliserolfosfat yapisina sahiptir. Lipoteikoik asit, insan monositlerinde sitokin
Uretimini stimile eder. Lipoteikoik asit, verici hiicre agregasyon maddesinin alici
hiicreye baglanmasin saglar ve enterokokka baglanma maddesi (EBS) olarak gorev
yapmaktadir (Ehrenfeld ve ark. 1986, Bhakdi ve ark. 1991).

Jelatinaz, kollajen, jelatin ve kiguk peptitleri hidrolize ederek dokularda
bakteriyel yayilim artirmaktadir (Dupont ve ark. 1998). Coque ve ark. (1995)
tarafindan yapilan calismada endokarditli hastalardan %54, kan kultirinden %68 ve
digkidan %27 oranminda jelatinaz Ureticisi E. faecalis izole edilmistir. E. faecium’ da

jelatinaz Uretimine rastlanmamustir.

Enterokok’ lardan salgilanan hyaluronidaz enzimi, fagositozdan korunmanin
yan sira yumusak doku infeksiyonlarina ve insanlarda invazif hastaliklara neden
olan bir virllens faktorudir. Hyaluronidaz bag dokusunu parcalayarak infeksiyonun
dokulara yayilmasina sebep olur (Jett ve ark. 1994).



AS-48, E. faecalis tarafindan Uretilen, 7,4 KDA agirliginda bir peptitdir. AS-
48, Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin ¢oguna karsi litik aktivite
gostermektedir. Bununla birlikte otolizin aktivitesi ile enterokoklarin da lize
olmasina yol agmaktadir (Gimenez-Gallego ve ark. 1989, Galvez ve ark. 1989).

Enterokok’larda virllensi saglayan ekstraselller ylzey proteinleri (ESP)
bulunmaktadir. Bunlar genellikle VanB iceren E.faecalis in klinik izolatlarinda tespit
edilmistir. Enterokokkal esp genleri virulens 0zellige sahip bakteriyel yilzey
proteinini kodlar. Esp gen proteinleri bakterinin immun yanttan kurtulmasini
saglamaktadir (Sahm ve ark. 1989, Shankar ve ark. 1999).

Enterokok’lar, hayvanlarda degisik klinik bulgulara neden olmaktadir.
Enterococcus faecalis tavuklarda, pulmoner hipertansiyon sendromuna ve amiloid
artropadiye neden olmaktadir. E. durans ve E. hirae ise tavuklarda bakteriyemiye,
ensafalomalaziye, norolojik bozukluklara, endokarditislere, biyume geriligine ve
beyinde fokal nekrozlara yol agmaktadirlar. Ayrica enterokoklar broylerde kemik
lezyonlarina ve topaliklara sebep olurlar. Devriese ve ark. (1990) tarafindan
E.faecalisin kanaryalarda tracheitise ve yavru Ordeklerde sistemik infeksiyonlara
neden oldugu rapor edilmistir (Thankson ve ark. 2002, Jackson ve ark. 2004).

Enterokok’ lar kedi ve kopeklerde otitis eksternaya ve nadiren de Uriner yolu
infeksiyonlarina neden olmaktadir. E.durans, E.hirae ve E.villorum tirleri kopek,
kedi, tay ve buzagilarda ishale yol agmaktadir. Lapointe ve ark. (2000) tarafindan
E.hirae’'nin bir kedide enteropatiye, karaciger safra kanal1 ve pankreatik kanalinda
supuratif yangiya neden oldugu rapor edildi (Elsinghorst 2003, Hirsh ve ark. 2004).

Enterokok’lar, son vyillarda hastane infeksiyonlarinin etiyolojisinde
Saphylococcus spp. ve Ecsherichia spp. ile birlikte Onem kazanan
mikroorganizmalar konumundalardir. Amerikada enterokoklar nozokomiyal
infeksiyonlarin yaklasik %12 sinden sorumlu olduklar: ileri sirolmektedir. Kan
kiltdrlerinden izole edilen enterokoklarin %69 u gercek bakteriyemi etkeni,
bunlarin da %79.9° u nozokomiyaldir. Bakteriyemi kaynagi genellikle Grogenital
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sisseme kontamine kateter veya intravendz gereclerden kaynaklanmaktadir.
Enterokok’lar Amerika® da hastane kaynakli bakteriyemi etkenleri arasinda tglinct
Ulkemizde de besinci sirada yer almaktadir. Enterokok infeksiyonlarinda mortalite
oram %13.1 dir. Turler arasinda nosokomiyal infeksiyondan E.faecalis %85-89,
E.faecium %10-15, E.durans, E.gallinarum ve E.cassdliflavus tirleri %5’ ten az
oranda sorumludur (Koneman ve ark. 1997, Delisle ve Perl 2003, Simerkan 2004,
Ustaoglu ve ark. 2006).

Enterokok’lar cok virulan bir bakteri olmamasina ragmen, 6zellikle,
hastaneye yatirilan yasli, immunsuprese ve ciddi hastaligi olanlarda infeksiyon
olusturmaktadir. Enterokok tdrleri, Uriner sistem ve yara infeksiyonlarinin yan sira
bakteriyemi, endokardit, salpinjit, endometrit, peritonit, safra yolu infeksiyonlari,
karinigi abseleri bazen menenjit gibi ciddi infeksiyonlara neden olmaktadirlar.
Ayrica enterokoklar sistitis, pyelonefritis, prostatitis, perinefrik apselere, solunum
yolu infeksiyonlar: ve neonatal sepsise yol agmaktadir (Dargere ve ark. 2002).

Enterokok’larda iki tip antimikrobiyal direng vardir. Intrinsik tip ve
kazanlmis tip olarak tammlanir. Intrinsik direng, enterokoklarin karakteristik
Ozelliklerinden biri olup kromozomal kaynaklidir. Kazamlmis direng enterokoklarin
DNA'’ sinda olusan mutasyonlar sonucu veya plazmid DNA aktarimi ve transpozonlar
aracihigi  ile  olmaktadir.  Enterokok’lar  penisilinlere,  sefalosporinlere,
trimetoprim/sulfametoksazole, nalidiksik asite, linkozamidlere, dusik seviye
aminoglikozid ve klindamisinlere karsi intrinsik direng gosterir. Enterokok’lar
vankomisine, kloramfenikole, eritromisine, tetrasikline, florokinolona, beta laktamaz
Ureten penisilinlere, yiksek seviye aminoglikozidlere ve klindamisinlere karsi ise
sonradan direng gostermektedirler (Murray 1990).

Enterokok’ larin beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi diren¢ gostermeleri
karakteristik Ozelliklerinden biridir. Bu tip direng, enterokoklarin hiicre duvarindan
salinan PBP’ lerin (penisilin baglayan proteinler) betalaktamlara karsi kalitsal olarak
dustk affiniteye sahip olmalarindan meydana gelmektedir. E.faecalis izolatlart
penisiline streptokoklardan 100 kat daha az duyarli iken E. faecium izolatlari

11



E.faecalis'ten 16 kez daha az duyarlidir. E.faecalis izolatlarimin gogu plazma MIC
degeri 1-8 pgnmyml olan penisilin konsantrasyonlarini inhibe edebilmesine karsin
E.faecium izolatlar1 plazma MIC degeri 16-64 pgnmyml olan penisilin
konsantrasyonlarint inhibe edebilmektedirler (Murray 1990, Murray 1997). Rice ve
ark. (2005) E.faecium izolatlarindaki yiksek diizey penisilin direncini saglayan PBP-
5'in, verici E.faecium susundan alici E. faecium susuna transfer olabildigini rapor
etmislerdir.

Enterokok’larin aym zamanda beta laktamlara karsi toleranst (MIC>32
pgm/ml) yuksektir. Enterokok’ larin bu 6zelligi sonradan kazamlan bir yapidir. Bes
doz veya daha yukari penisilin kullammindan sonra enterokoklarda tolerans
gelismektedir. Bu ylzden enterokok infeksiyonlarinda (endokarditis, meningitis
bakteriyemi) bu antibiyotikler yalmz kullamldiginda etki etmezler. Beta laktamaz
Uretimi, enterokoklarda sik gorilmeyen bir 6zellik olup en ¢ok E. faecalis suslarinda
gorulmektedir. Enterokok’larda beta laktamaz enzimini kodlayan gen, transfer
edilebilen bir plazmid Uzerinde bulunmaktadir. Bazi E. faecalis suslarinda, bu genin
kromozomlarda yerlestigi gosterilmistir (Moellering 1998, Patterson ve ark. 1998).

Enterokok’ lar intrinsik olarak distk dizeyde aminoglikozidlere (MIC 8- 256
pgm/ml) direng goOsterirler. Bu direng aminoglikozidlerin hiicre duvarindan
gecebilme yetenegindeki azlikla iligkilidir. Bununla birlikte aminoglikozidler
penisilin gibi hiicre duvarina etkili ajanlarla birlikte verildiginde direng yenilmektedir
(Murray 1990).

Enterokok’lar ~ aminoglikozidlere  kars1  yiksek  dizeyde direng
kazanabilmektedir. Yiksek dizey aminoglikozid direncinin, organizmay: inhibe
etmek icin gerekli olan ilag konsantrasyonu MIC, >2000ug/ml diizeye geldiginde
meydana geldigi ortaya konulmustur. Yuksek dizey aminoglikozid direncini,
plazmid ve transpozonlar tarafindan kodlanan modifiye aminoglikozid enzimleri
olusturmaktadir. Bunlar siklikla;
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- Iki fonksiyonlu 2’ fosfototransferaz ve 6 asetil transferaz enzimleri biitiin
aminoglikozidlere kars1 (streptomisin  hari¢ kanamisin, gentamisin, amikasin,
netilmisin ve tobramisin) yiksek diizey direnc,

- 3 fosfototransferaz enzimi, penisilin- amikasin kombinasyonu ve

kanamisine kars:1 yuksek diizey direnc,

- 6" adenil transferaz enzimi, streptomisine kars: yuksek diizey direng saglar.

YUksek dizey aminoglikozid direnci ribozomlarda aminoglikozidlerin
baglanma yerinin degismesiyle de olusmaktadir. Bu ribozomal diren¢ yalnmizca
streptomisinlere kars1 olusan, transfer edilmeyen ve nadir goralen bir direng tipidir
(Murray 1990).

Enterokok’ larin, peptidoglikan sentezinde 2 D - alanin molekiltnin bir ligaz
enzimi tarafindan birbirine baglanmasi, olusan D—ala-D-ala mn UDP-N-asetil
muramil-tripeptide eklenerek UDP N-Asetil muramil-pentapeptidin olusmast ve
bunu da transglikozilasyon yoluyla mevcut peptidoglikanin  eklenmesi
gerekmektedir. Vankomisin ve teikoplanin, bu pentapeptidin D-ala-D-ala terminaline
yuksek bir afiniteyle baglanarak peptidoglikan sentezinin transglikolizasyon
asamasint inhibe eder. Glikopeptidler D-alanin-D alanin dipeptid yapisina
baglanmasim takiben bu prekirsorler hiicre duvari sentezinde kullamilamaz.
Enterokok’larda glikopeptid direncinin temeli, D-alaD-ala yerine D-ala-D-lac
(VanA ve VanB) veya D-ala-D-ser (VanC) ile biten peptidoglikan prekirsorlerinin
sentezlenmesine dayanmaktadir. Vankomisin ve teikoplanin bu yeni terminale
yuksek afiniteyle baglanamaz ve duvar sentezini inhibe edemez (Cetinkaya ve ark.
2000).

Enterokok’ larda bugiine kadar glikopeptidlere karsi tamimlanmis alti direng
fenotipi mevcuttur (Cizelgel.1).
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Cizelgel.l: Glikopeptid direncgli enterokoklarda genotipik ve fenotipik ozellikler (Arthur ve
Courvalin 1993, Cetinkaya ve ark. 2000).

Direng Predominant Ekspresyon Predominat Transfer abl Alter natif Bulundugu

Fenotipi | Fenotip Sekli L okasyon Elemanlar Prekur sor Tarler

VanA Van>256 Indiiklenebilir Plazmid Tn1546 D-Ala-D-Lac E.faecium, E.faecalis
Tec>32 (kromozom) E.hirae, E.avium,

E.durans, e mundtii

VanB Van 4-1.000 Indiiklenebilir Kromozom Tnl547 D-Ala-D-Lac E.faecium, E.faecalis
Tec<l (plazmid) Tn5382

VanC, Van 2-32 Y apisal veya Kromozom ? D-Ala-D-Ser E.gallinarum(vanC;)

VanC, Tec<1 Indiiklenebilir E.cassdiflavug(vanC,)

VanC; E.flavescens(vanC;)

VanD Van 64-256 Yapisal veya Kromozom ? D-Ala-D-Lac E.faecium, E.faecalis
Tec4-32 Indiiklenebilir

VanE Van=16 ? Kromozom ? D-Ala-D-Ser E.faecium, E.faecalis
Tec=0.5

VanG Van=16 ? Kromozom ? ? E.faecalis
Tec=0.5

VanA fenotipi, vankomisin (MIC >64 pg/ml) ve teikoplanine (MIC >16
pg/ml) yiksek dizeyde direnclidir. Bu direngte vankomisin direncinin regtlasyonu
ve olusumunda rol alan VanA geni ve diger genler (VanR, VanS, VanH, VanX,
VanY, VanZ) Tn 1546 transpozonu Uzerinde yer almaktadir. Bu VanA gen kiimesi
transfer edilen ve edilemeyen plazmidler ve kromozomlar Uzerinde
bulunabilmektedir. E. faeciuntda ise bu gen plazmid Uzerindedir. Ligaz 6zelliginde
olan VanA protein peptidoglikan prekursorine D-Ala-D-Lactat’in baglanmasini
saglamaktadir. D hidroksi asit dehidrogenaz olan VanH protein, D-Lactat’in
olusumunu saglamaktadir. VanX protein D-Ala-D-Ala mn sentezini engellemektedir.
Bodylece normal pentapeptid olusumunu engeller. VanR ve VanS proteinleri,
VanHAX gen yiginlarimin transkripsiyonunu diizenleyen iki regulatér sistemdir.
VanS protein, vankomisin varligint tespit eden bir sensor olarak gorev yapar. VanS
daha sonra VanR genini uyararak ve direng icin diger VanH, VanA, VanX
baglatir. VanA fenotipleri

proteinlerinin  sentezini hem vankomisin hem de

teikoplaninin transkripsiyonunu indikler ve VanY ve VanZ genleri bunun
devamliligint saglamaktadir. VanZ protein teikoplaninin MIC degerinin artmasin
saglarken vankomisinin MIC degerini artiramaz. VanA geni ilk olarak E. faecium'da
bulunmustur. Ancak daha sonraki yillarda bu genin E. faecalis, E. durans, E.
gallinarum, E. avium, E. mundtii, E.casseliflavus, E. raffinosus gibi diger enterokok

turlerinde de var oldugu tespit edilmistir (Clewell 1990, Bugg ve ark. 1991, Arthur
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ve ark. 1993, Arthur ve Courvalin 1993, Reynolds ve ark. 1994, Mendez-Alvarez ve
ark. 2000).

VanB fenotipi vankomisine (MIC 8-64 pg/ml) direncli iken teikoplanine
(MIC <1 pg/ml) duyarl: bir 6zellik tasir. VanB izolatlarinda teikoplanine duyarlilik
degismezken vankomisin  MIC dizeyi 8-1024 pg/ml oranlari  arasinda
degisebilmektedir. Enterokok’larda VanB glikopeptid direncini, VanB ligaz enzimi
saglamaktadir. VanB protein ayni zamanda peptidoglikan prekursoriine D-Ala-D-
Lactat’in baglanmasini saglamaktadir. VanA direng genlerine benzer sekilde VanB
genleri VanHg, Xz, Y&, R, Sg olarak adlandirilmistir. VanZ geni VanB fenotipinde
bulunmadig: igin teikoplanine direng gostermez ve B sinifindaki regulatér sistem
teikoplanin varligina duyarsizdir. Teikoplanin VanA ile baglantili proteinlerin
sentezini meydana getirirken VanB ile bagli proteinlerin sentezini indiklemez.
Y apilan son galigmalarda VanB ligaz geni VanB;, VanB,, VanB; olmak Uzere Gg alt
tipe ayrilmigtir. Vankomisin her iki sistemde direngli proteinlerin sentezini
induklemektedir. VanB genleri gogunlukla E.faecium ve E.faecalis tirlerinde
bulunmaktadir. Ayrica E. cassdliflavus ve E. gallinarum tdrlerinin de VanB gen
kimesi tasidigi bildirilmistir. VanB direncini saglayan mobil genetik elementler
(Tn5382-Tn1549) bir enterokok tdrinden diger enterokok tirlerine transfer
olabilmektedirler (Arthur ve ark. 1995, Baptista ve ark.1996, Dahl ve ark. 1999
Cetinkaya ve ark. 2000).

VanC fenotipi intrinsik direng gostermekte olup, vankomisine (MIC >8 pg/ml
ve <32 pg/ml) distk duzey direng ve teikoplanine (MIC <1 pg/ml) duyarli bir
0zellik tasimaktadir. Van C fenotipi E.gallinarium ve E.cassdliflavus ve E.flavescens
turlerinde gorulmektedir. VanC; geni E.cassdliflavus, VanC, geni E.flavescens ve
VanC; geni E.gallinarium’ da gorilmektedir. VanC gen kimesi D-ala-D-ser ile
sonlanan peptidoglikan prekirsorlerinin sentezinden sorumludur. VanC fenotipini
tasiyan vankomisin direncli enterokok izolatlar1r arasinda vankomisin direng
duzeyinin VanC ligazinin Urettigi miktara bagli oldugu tespit edilmistir (Clark ve
ark. 1998, Cetinkaya ve ark. 2000 ).
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VanD fenotipi, vankomisine (MIC 16-64 pg/ml) ve teikoplanine (MIC
4ug/ml) dustk duzey direng 6zelligi tasimaktadir. VanD genleri VanA ve Van B'ye
%67 oraminda benzerlik gostermektedir. VanD genleri kromozomlar Uzerinde
lokalize oldugu icin diger enterokok tirlerine transfer olamamaktadir (Perichon ve
ark. 1997, Casadewall ve Courvalin 1999).

VanE fenotipi, vankomisine distk duzey direng (MIC 16 pg/ml),
teikoplanine (MIC 0,5 pg/ml) duyarli bir 6zellik tasimaktadir. VanE direng geni
E.faecalis BM4405 susunda gordlmustar. VanE direng fenotipi, intrinsik VanC tip
dirence benzer sekilde peptidoglikan prokursiiriine D-Ala-D-Ala nin yerine D-ala-D-
ser ile sonlanan peptidoglikan prekirsorlerinin sentezinden sorumludur. Ortaya
¢ikarilan aminoasit dizileri VanC'ye %55, VanA’ya %45 ve VanB’ye %43 oraninda
yapisal benzerdir (Fines ve ark. 1999).

VanG tipi direng ilk olarak E. faecalis WCH9 susunda tammmlanmustir. Tipik
olarak vankomisine dusik dizey (MIC=16 pg/ml) direng, teikoplanine duyarli
(MIC=0,5 pg/ml) bir 6zellik tasir. Nadir gorulen bir direnc tipi olup intrinsik
0zellige sahiptir (Depardieu ve ark. 2003).

Insan orjinli enterokoklarda, ilk glikopeptid direnci, 1986 yilinda Ingiltere ve
Fransa'da, 1987 yilinda ABD’ de rapor edildi. ABD’de Ulusal Nosokomial
Infeksiyon Sorveyans Sistemi (National Nosocomial Infections Surveillance System)
verilerine gore vankomisin direnci 1989 yilinda % 0.3 iken 1993'te %7.9'a
yukselmistir. Amerika da yogun bakim tnitelerinde ise vankomisin direnci %0.4'ten
34 kat artarak %13.6'ya ulagmistir. 1995- 1999 yillar1 arasinda yogun bakim
unitelerinde vankomisin direncinin %31 oranlarinda oldugu belirlendi (Chavers ve
ark. 2002).

Turkiye'" de vankomisin direncli ilk E. faecium susu 1998'de Vura ve
arkadaglar1 tarafindan bildirildi. Bu sus, bronkopulmoner infeksiyonu olan bir
cocuktan, 15 gun arayla alinmss iki ayr1 plevra sivisindan izole edildi. Bunu takiben
1999 yilinda Ankara Gulhane Askeri Tip Akademisi’nde laboratuvara gelen kan

16



kultdrlerinden vankomisin direncli E. faecium suslar: tespit edildi. 2003 yil1 itibariyle
VRE (Vankomisin direngli enterokok) sorunu ile karsilasan merkez sayist onu
asmistir (Vural ve ark. 1999, Basustaoglu ve ark. 2000, Y etkin ve ark. 2004).

Ciftlik hayvanlarinda avoparsinin buyitme faktort olarak kullanimi sonucu
hayvanlarin gastrointestinal florasinda bulunan enterokoklarda vankomisin direnci
olusmustur. Avoparsin kullanilan hayvanlarda bulunan vankomisin direngli genlerin
insanlara direk temas veya gidalar yolu ile transfer olabildigi ortaya konulmustur.
Hollanda' da yapilan bir calismada vanA VRE (vankomisin direncli enterokok)
tasiyicilig1 avoparsinle beslenmeyen hindilerden ¢cok avoparsinle beslenen hindilerde
bulundugu ortaya konuldu. Bu arastirmada avoparsinle beslenen hindilerin
digkilarindan %50, hindi ciftliginde calisan bakicilarin diskisindan %39, hindi
kesimhanesinde calisanlarin digskilarindan %20 ve o bdlgede oturan insanlardan %14
oraninda vankomisin direncli enterokoklar tespit edildi. Danimarka’ da yapilan bir
calismada VanA tasiyiciligi, avoparsinle beslenen hayvanlarin bakicilarinda yiiksek
oranda bulunmustur. Hayvan bakicilar1 ve hayvanlardan izole edilen vanA VRE
suslarinin homolog oldugu tespit edildi (Van Den Bogaard ve ark. 1997, Shuford ve
Patel 2005).

Glikopeptid antibiyotik grubunda olan avoparsin, 1974 yilinda Avrupa da
blyitme faktort olarak kullamlimaya baglandi. Avrupa da avoparsin domuz ve
tavuklarda farkli yas gruplarina gore 20mg/kg ve 40mg/kg olarak subterapotik
dozlarda kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar, hayvan bagirsak florasindaki duyarli
bakterileri inhibe etmek icin uygundu ve belirgin bir sekilde bakteriyal bagirsak
florassnin  dizenini  etkilemistir. Danimarka’da ve diger Ulkelerde insanlarda
vankomisin ve teikoplanin tedavi amagli kullamlmasina karsin hayvanlarda
avoparsin yalmzca biyttme faktoril olarak kullamildi. Danimarka da 1996 yilinda
vankomisin insan tedavisi igin 24 kg kullamlirken buna karsilik avoparsin
hayvanlarda biyutme faktori olarak 24.000 kg kullamldi. Avusturya da 1992- 1996
yillart arasinda medikal amagla vankomisin 582 kg kullamlirken avoparsin 62. 642
kg kullanilmigtir. Avoparsinin hayvanlarda buyitme faktori olarak kullanilmasi
sonucunda hayvansal orjinli gidalarin ve hayvanlarin VRE (vankomisin direncli
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enterokok) yoninden potansiyel bir rezervuar oldugu ortaya konulmustur (Bager ve
ark. 1997).

Yoshimura ve ark (1998), Japonya'da yaptiklari bir calismada avoparsin
kullanilan 35 broyler ciftliginden izole edilen enterokok izolatlarinin %8 oramnda
vankomisine, avoparsine ve orienticine direngli oldugu, avoparsin kullamlmayan
broyler ciftliginden izole edilen enterokok suslarinin ise vankomisine, avoparsine ve
orienticine kars: direncli olmadigin tespit ettiler.

Ike ve ark. (1999) tarafindan 1998 yilinda Japonya ya Cin, Brezilya, Fransa
ve Tayland, Vietnam ve Amerika'dan ithal edilen tavuklar ve Japon tavuklari
vankomisin direngli enterokoklar yoniinden arastirildi. Elde edilen verilere gore ithal
edilen Brezilya, Fransa ve Tayland tavuklarinda sirasiyla %09, %33 ve %21 oramnda
yuksek dizey (MIC >128 upgm/ml) VRE izole edilirken Japon tavuklarinda ve diger
Ulkelerde yuksek diizey VRE izole edilmedigi belirlendi.

Ozawa ve ark. (2002), Japonya'ya ithal edilen Tayland tavuklarinda %20,
Fransa tavuklarda da %30- 50 oraninda VRE izole etmislerdir. Fransa tavuklarindan
izole edilen yiksek diizey vankomisin ve teikoplanin direncgli enterokok suslarinda
VanA genleri tespit edilmedigini, Tayland tavuklarindaise yiksek diizey vankomisin
direnci ve dusik dizey teikoplanin direnci saptanmis olan suslarda VanA tip
determinant: bulundugunu bildirdiler. Aym zamanda iki hastanedeki U¢ hastadan
izole edilen VRE suglarinin VanA tip determinanti ile Tayland tavuklarinin VanA
determinant: arasinda benzerlik tespit ettiler. Tn1546 transpozonu Uzerinde bulunan
VanA tip vankomisin direncgli determinantlarin, konjugatif plazmidler aracilig: ile
enterokok turleri arasinda ve tavuklardan insanlara transfer olabilecegini agikladilar.

Enterokok’larda makrolidlere karsi direng antibiyotigin hedefinde olan
ribozomda meydana gelen metilasyon sonucu gergeklesmektedir. Bu metilasyon
MLSs (Makrolid - linkozamid - streptograminB) fenotipi olarak adlandirilan
Makrolid - linkozamid- streptograminB antibiyotiklerine karsi ¢apraz direncin
olusumuna neden olmaktadir. Bu MLSg fenotipi direnci erm (eritromisin ribozom
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metilaz) genleri tarafindan meydana getirilmektedir. Bu erm gen proteini, 50S
ribozomal alt Unitesindeki 23S rRNA’ daki spesifik bir adenini metilasyona ugratarak
ribozomda yapisal bir degisiklik olusturmaktadir (Weisblum 1995).

MLSg direnci yapisal ve induklenebilir nitelikte olmaktadir. Yapisal MLSg
direncinde, makrolid yoklugunda bakteriler aktif metilaz mRNA Uretir ve makrolid-
linkozamid - streptograming antibiyotiklerine karsi direng meydana gelir.
Indiiklenebilir direncte bakteriler inaktif mRNA (metilazi kodlamayan) retirler. Bu
inaktif MRNA makrolid varhginda aktif hale gelmektedir. induklenebilir direncte,
14-15 halkali makrolidlerin metilaz sentezini kuvvetle indiklemeleri nedeniyle
sadece 14-15 uyeli makrolidlere kars: direng gelisir. 16 tyeli makrolidler, linkozamid
ve streptogramin B etkisini strdirdr. Enterokok’larda ribomozomal metilasyonu
emB, emlR, ermA genleri gerceklestirmektedir. Ribozomal metilasyonla
gerceklesen direng mikroorganizmalarda yaygin  bir  sekilde goéralmektedir
(Horinouchi ve ark. 1983, Weisblum 1995).

Gram pozitif mikroorganizmalarda makrolid direnci, aktif pompa
sistemleriyle ilacin disar1 atilmasiyla da olusmaktadir. Aktif pompa sisteminde yer
alan proteinler msrA genleri tarafindan kodlanmaktadir. Bu msrA genleri 14- 15 yeli
makrolidlere ve streptogramin B ye karsi direng gelistirmektedir. Bu aktif pompa
sistemi ile olusan diren¢ induklenebilir 6zelliktedir. Eritromisin ve 14- 15 halkali
makrolidler bu direnci indiklemelerine karsin streptograminB indikleyememektedir
Y apilan arastirmalarda msrA genleri streptokoklarda bulunmamistir. Streptokok’ lar
da bu direnci mefA geninin sagladig: tespit edildi (Clancy ve ark. 1996, Leclerg
2002,).

Erm genleri konjugatif ve non konjugatif transpozonlar ile plazmidler
Uzerinde bulunmaktadir. Bu konjugatif transpozonlar genis bir  konakgi
populasyonuna sahiptirler. Patojenik bakterilerde cogunlukla ermA, ermB, ermC ve
ermF genleri bulunmustur. Enterokok’ larda yaygin bir sekilde ermB geni tespit

edilmistir. Erm genleri diger antibiyotik direncli genlerle ¢zellikle tetrasikline
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direncli genlerle baglantil1 haldedir. ErmF geni, tetQ geni ile baglantili iken ermB
geni tetM geni ile baglantilidir (Roberts ve ark. 1999).

Enterokok’lardaki MLSg antibiyotiklerine kars1 ¢apraz direncin, insan ve
hayvanlarda yaygin bir sekilde oldugu ve farkli orijinler arasinda benzer ermB
genlerinin de bulundugu ve bu genlerin insanlar ve hayvanlar arasinda horizontal
yolla gectigi ortaya konuldu. Eritromisin direncli Kklinikal enterokok suslarinda
induklenebilir ve yapisal makrolid direng fenotipleri tespit edilmistir. Indiklenebilir
makrolid direncini, 14 tyeli makrolidler den ¢ok 16 Uyeli makrolidlerin indukledigi
tespit edildi (Min ve ark. 2003, Leener ve ark. 2005).

Yirmidort Avrupa Universite hastanesinin katilimi ile yapilan bir ¢alismada,
izole edilen 75 adet eritromisin direngli E.faecium suslarinda PCR ile %93 oraninda
ermB geni varlig: tespit edildi (Schmitz ve ark. 2000). Portillo ve ark. (2000), 78 adet
eritromisin direncli enterokok suslarinin (MIC >128 pg/ml) 39 adetinde ermB geni
bulundugunu tespit ettiler. Lester ve ark. (2004), coklu antibiyotik direncli bir
E.faecium izolat1 ve duyarl bir E.faecium susu arasinda direncli genlerin konjugal
transferlerini gerceklestirdiler. Enterokoklar arasinda direngli gen transferlerinin
hayvanlarin bagirsaklarinda normal kosullar altinda olabilecegini bildirdiler.

Tetrasiklin direncinde aktif pompa sistemleri ilacin disar1 atilmasint (efluks)
saglamaktadir. Efluks proteinleri, tetrasiklinlerin disar: atilimim saglayarak hiicre igi
tetrasiklin - konsantrasyonlarim  azaltmaktadir ve bunun sonucunda hiicredeki
ribozomlarin korunmasint saglamaktadir. Efluks proteinleri tet- efluks genleri
tarafindan kodlanmaktadir. Bu tet efluks proteinleri tetrasiklin ve minosikline direng
gogerirken glisiklinlere direng gostermemektedir. Tet- efluks genleri 6 gruba
ayrilmistir. Grupl tet efluks genleri tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetH, tetZ, tetl ve
tetJ genlerinden olusmaktadir. Bunlar genellikle Gram negatif bakterilerde tetrasiklin
direncine sebep olmaktadir. Grup2 tet efluks genleri tetK ve tetl, genlerinden
olusmaktadir. Bu tet genleri Gram pozitif bakterilerde tetrasiklin ve klortetrasikline
direng gosterirken minosiklin ve glisikline direng gostermemektedir. Stafilokok’ lar
da grup2 tet genlerinin cogunlukla 4.4- 4.7 kb arasinda degisen kigik plazmidler

20



Uzerinde bulundugu tespit edilmistir. Mastitli ineklerden izole edilen bir streptokok
susunda tetK ve tetL genleri birlikte bulunmustur. Grup3 OtrB ve Tcr3 genlerinden
olusur ve grup2 ile benzer yapiya sahiptir. Grup4, tetA(P)’ den olusmaktadir ve
Clostridium spp. torlerinde tespit edilmistir. GrupS'te tetV geni bulunur ve
Mycobacterium smegmatis ten izole edilmistir (Brown ve Roberts 1991, Jones ve
ark. 1992, Testa ve ark. 1993, Chopra ve Roberts 2001).

Ribozomal direng tetrasklin direncine yol agan ikinci Onemli bir
mekanizmadir. TetM, tetO, tetQ, tetS tetT ve tetW tetB(P) genleri tarafindan
sentezlenen stoplazmik proteinin aktivitesi sonucunda ilacin ribozoma baglanmasini
engellenmektedir. Tetrasiklindeki diger direng enzimatik inaktivasyon ile olmaktadir.
Enzimatik inaktivasyon tetX geni ile olmaktadir. TetX gen proteinleri, oksijen ve
NADPH varliginda tetrasiklinin kimyasal yapisim bozarak diren¢ meydana getirir
(Chopra ve Roberts 2001).

1949 yilinda tetrasiklinlerin civcivler Gzerindeki blyumeyi artirict etkisi
kesfedilmistir. Birlesmis Milletler’de 1951- 1953 vyillarinda tetrasiklinlerin
(oksitetrasiklin-klortetrasiklin), FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
yem katki maddesi olarak kullammina izin verildi. Bunu takiben oksitetrasiklin,
Avrupa'da 1950'li, Amerika Birlesik Devletleri'nde 19601 yillarda yaygin bir
sekilde blyitme faktori olarak kullamldi. Aciklanan resmi verilere gére ABD’de
1985 yilinda tetrasiklin biyiitme faktorii olarak 2,6 10° kg kullanildi. 1990 yilinda
Amerikada 35 10° kg, Kanada ‘da 398.000 kg, Avrupada 2.294.000 kg,
Avusturalya' da 77.619 kg ve Yeni Zellanda' da 2.311 kg kullanilmistir (Stockstad ve
ark. 1949, Choprave Roberts 2001).

Amerika Birlesik Devletleri’ nin Georgia eyaletinde Fairchild ve ark. (2005)
tarafindan yapilan bir calismada, tetrasiklinlerin ticari tavuk ciftliklerinde tedavi
amaclhi oral yolla yaygin bir sekilde kullamlmasi sonucunda tavuklarin
bagirsaklarinda kommensal olarak bulunan enterokok tirlerinde tetrasiklin direncinin
(MIC> 8ug/ ml) meydana geldigini ve bu tetrasiklin direngli enterokok tirlerin de
tetM (%61), tetL (%25. 4), tetKk (%1.3) ve tetO (%52. 5) direnc determinantlar

21



oldugu tespit edildi. Ticari tavuk ciftliklerinde cevresel ve genetik faktorlerin
etkisiyle antibiyotik diren¢ prevalansinda artisin  devam  edebilecegini

aciklamiglardir.

Huys ve ark. (2004), Belcika'da yaptiklari calismada peynirlerden izole
edilen eritromisin, kloromfenikol ve tetrasklin direngli enterokok suslarinin
tetrasiklin direncinin tetM, tetL, tetS genlerinden kaynaklandigimi ve TetM geninin
Tn916- 1545 konjugatif transpozonlari Uzerinde oldugunu bildirdiler.

A.B.D.’nin Maryland eyaletindeki ticari tavuk Uretim yerlerinden izole edilen
E.faecalis suslarimin ¢ogu linkozamid, makrolid ve tetrasikline direng gosterirken
E.faecium suslariin gogu florokinolonlara ve penisiline direng gostermistir.
E.faecium suglarinin %63 Unde kinopristin/dalfopristine direng ve E.faecalis
suslarimin %7’ in de yiksek diizey gentamisin direnci oldugu tespit edildi (Hayes ve
ark. 2004).

Streptograminler, molekil 6zelliklerine gore A ve B olmak Uzere iki gruba
ayrilirlar. Kinopristin/dalfopristin (K/D); iki farkl: streptogramin bilesiminin sinerjik
etki gbsteren semisentetik bir kombinasyonu olup, kinopristin; pristinamisin A’ dan
elde edilen bir streptogramin B, dalfopiristin ise pristinamisin 11A’ dan elde edilen
bir streptogramin A’ dir (Hamilton ve Ludlam 2000).

Kinopristin/dalfopristinin ortak kullammu bakterilerde ribozomlarin 50S
altbirimdeki 23S RNA’ya baglanarak protein sentezini inhibe etmek sureti ile etki
goderirler. Bu etki tum streptograminlerde oldugu gibi uzayan peptit zincirleri
arasindaki peptit baglarimin olusumununun bloke edilmesi seklindedir. Dalfopristin
protein sentezinin erken basamagina, kinopristin ise ge¢ basamagina etkilidir.
Dalfopiristin peptid zincir yapiminin inhibisyonu ile ribozomda degisiklige neden
olur ve kinopristinin ribozoma baglanmasim kolaylastirir. K/D kombinasyonunun
antibakteriyel etkinligi her bir bilesigin tek tek etkinliginden yaklasik 16 kat daha

fazladir. Bu sinerjik etki nedeniyle protein sentezi inhibitdéri olan birgok
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antibiyotigin aksine genellikle bakteriostatik degil bakterisidal etki gosterir (Declercq
ve ark. 1992, Nicholls ve ark. 1999, Ulusoy 2004).

MLSg (Makrolid - linkozamid - streptograminB) grubu antibiyotiklere karsi
sik gorulen bir direng mekanizmasidir. Meydana gelen degisiklik ribozomdaki ortak
baglanma noktasindaki metilasyondur. Bu direngten kinopristin etkilenirken
dalfopristin ribozomal degisiklikten etkilenmedigi icin K/D kombinasyonun da bu tir
diren¢ gorilmez. K/D kombinasyonuna direng olusmasi icin kombinasyonda yer alan
iki bilesigin birlikte etkilenmesi gerekmektedir. Sadece bir bilesige kars1 olusan
direncte antibiyotik bakteriyostatik etki gostermektedir. MLSg direnci erm genleri
aracilig1 ile olmaktadir. 23s rRNA da bulunan dimetilaz enzimini kodlayan bu genler
makrolid linkozamid ve streptogramin B baglanmasim engellemektedir. Hidrolaz
enzimini kodlayan (streptogramin inaktive eden enzim) vgb, msrA genleri
streptograminB direncinden sorumludurlar. Asetiltransferaz enzimini kodlayan vat
ve vatB genleri (Sat genleri) streptogramin A direncinden sorumludurlar. Aymi
zamanda vga genleri de streptogramin direncinden sorumludurlar. Kinopristini
inaktive eden hidrolaz ve dalfopristini inaktive eden asetil transferaz enzimlerinin
baz1 enterokok turlerinde oldugu tespit edildi. Aktif pompa sistemleri (effluks) aktif
olarak ilacin disar1 atilmasimt saglayan sistemdir. Genellikle koagulaz negatif
stafilokoklarda gorilmistir. E.faecium’da da bildirilmistir (Linden ve ark. 2001,
Ulusoy 2004).

Kinopristin/dalfopristin’e kars1 E.faecalis suslarimin E.faecium suslarindan
daha direncli oldugu bilinmektedir. E.faecalis sreptograminlere kars1 dogal direngli
olarak kabul edilmektedir. E.faecalis te bulunan Lsa geni kinopristin/dalfopristin ve
Linkozamid- StreptograminA fenotipi (LSa) direncinden sorumludur.
Kinopristin/dalfopristin direncini E.faecalis tiriinde bulunan Isa geni aktif pompa
sistemleri ile (effluks) ilacin disar1 atilmasint saglayarak direng gelisimine neden
olabildigi bildirilmesine ragmen bu direng mekanizmasinin tam olarak agikliga
kavusmadig: bildirilmistir. Yapilan bir calismada Isa benzeri gen bulunan klinikal
E.faecalis izolatlarinin kinopristin/dalfopristine karsi duyarli oldugu tespit edilmistir.
Simjee ve ark. (2002), tavuk UrUnlerinden izole ettikleri E.faecalis suslarinda
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streptogramin direncli VatE genleri oldugunu belirlediler. Bu VaE genlerinin
plazmidler araciligi ile konjugasyonla E.faecium suslarina transfer oldugunu ve
E.faecium suslarindaki streptogramin direncinden sorumlu VaE genlerinin
yayilmasinda E.faecalis suslarinin dnemli bir rezevuar olabilcegini bildirdiler (Rende
ve ark. 1993, Singh ve ark. 2002, Dina ve ark. 2003, Hershberger ve ark.2004).

Streptogramin grubuna dahil olan virjinamisin 1999 yilindan dnce Avrupa
ulkelerinde sigir, domuz, broyler ve hindi ciftliklerinde buyitmeyi artrma amagl
olarak kullamldi. Virjinamisin Amerika ve diger Ulkelerde 1999 yilindan sonra da
blylitme faktort olarak kullamlmaya devam edildi. Virjinamisin ayni zamanda
tavuklarda C.perfringens’ in neden oldugu nekrotik enteritisi ve tavuk ve hindilerde
koksidiosisi 6nlemek amaciyla da kullanilmistir (Shuford ve Patel 2005).

Danimarka’da ve Hollanda' da virjinamisinle beslenen broyler ve domuz
ciftliklerinden izole edilen enterokok suslarinda streptogramin direng genleri tespit
edilmistir. Almanya’ da 1995- 1996 yillarinda farkli orjinlerden toplanan 150 adet
E.faecium izolatimn vankomisin ve kinopristin/dalfopristin direnci incelenmistir.
Virjinamisin ve avoparsin kullanilan domuz ciftliklerinden izole edilen 4 adet
E.faecium izolatimin kinopristin/dalfopristine direncli oldugu bulundu. Vankomisine
direncli 3 adet izolatin ise kinopristin/dalfopristine (MIC 8 mg/L) direncli oldugu
goruldi.  Kinopristin/dalfopristin’e direngli  izolatlarda satA direng genleri
bulunmustur (Thal ve Zervos 1999, Wegener ve ark. 1999).

Enterokok’larda streptogramin A direncini, satA genleri olusturmaktadr.
Insan ve kanath orjinli E.faecium izolatlarindan satA direng genleri tespit edilmistir.
Bu direng genlerinin hem insanda hemde kanatlilarda bulunmas, farkli ekosistemler
arasinda bu direngli genlerin bakteriler arasinda transfer olduklarini ortaya
koymustur (Werner 1999).

A.B.D. eyaetlerinden Maryland’'taki tavuk ciftliklerinde virjinamisin

blyiatme amagli ve klostridium infeksiyonlarindan korunmak amaciyla
kullanmlmastir. Virjinamisin kullanilan tavuk ciftliginden toplanan 67 adet diskidan
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izole edilen 41 adet E.faecium izolatinin 21 tanesi (%51.2) kinopristin/dalfopristine
direncli ¢ikmistir. Bununla birlikte kiimes ¢oplukleri 6rneklerinde %78 oraninda
kinopristin/dalfopristine direng gorulmustur. Tavuklardan elde edilen yiksek dizey
direncli E.faecium suslarimin  vankomisin direncli enterokoklarin tedavisinde
kullanilan kinopristin/dalfopristin igin dnemli bir diren¢ rezervuari oldugu tespit
edilmistir. Aym bolgede 2005 yilinda yapilan bir calismada tavuk ciftlikleri
cevrelerinden izole edilen E. faecium suslarinin %63’ tinun kinopristin/dalfopristine
direncli oldugu belirlendi. Streptogramin direncli izolatlarda ermA (%6) ve ermB
(%10) direng genleri ile makrolid ve linkosamide direncli bir izolatta msrC direng
geni tespit edilmistir. Bu E.faecium izolatlarindan vgbA (streptogramin B hidrolaz)
ve vatD-vatE (streptogramin A asetiltransferaz) diren¢ genleri bulunamamistir
(Hayes ve ark. 2001, Hayes ve ark. 2005).

Ingiltere' nin giiney batisinda bulunan Cornwall’in kirsal kesimindeki Kirli
sulardan (6 adet) ve diskilardan (4 adet) yiksek dizey virjinamisin M1 direngli
E.faecium (MIC 32mg/L) izolatlar1 tespit edilmistir. Bununla birlikte klinikal
orneklerden (diski-Urin), kirli sulardan ve ¢ig etlerden izole edilen E.faecium
izolatlarinda kinopristin/dalfopristin direnci gorilmemistir. Almanya, Danimarka ve
Bat1 Avpupa da yapilan calismalarda hospitalize insanlarda, saglikli insan, hayvan
ve cig etlerden izole edilen E.faecium suslarinda kinopristin/dalfopristin direncinden
sorumlu Vat E genleri varlig: tespit edilmistir. Ayrica yapilan bir galismada invivo ve
invitro ortamlarda VatD diren¢ geninin E.faecium suglar1 arasinda transfer oldugu
ortaya cikmistir (Solway ve ark. 2003, Hershberger ve ark. 2004).

Bakterilerde kinolon grubu antibiyotiklere karsi direng iki mekanizma
aracilig1 ile olmaktadir. Bunlar kinolon hedef bolgesinin degisiklige ugramas: ve
aktif pompa sistemiyle ilacin disar1 atilmasidir. Hedef enzimdeki degisiklik gyrA
genindeki mutasyonlara bagli olarak gelisir ve yiksek diizey kinolon direncine neden
olmaktadir. GyrB genindeki mutasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikan direng tim
kinolonlara kars1 olmayabilmektedir. Kinolonlardaki direngc mekanizmas: genellikle
kromozomal kaynakli olup bunun yamnda mobil genetik elementlerin kinolon
direncinden sorumlu gnr genlerini tasidigi tespit edilmistir. Bu mobil genetik
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elementler kinolon direng genlerinin potansiyel bir horizontal transferlerini
saglamaktadirlar (Ruiz 2003).

Linezolid, oksazolidinon grubunun yeni bir antibiyotik Gyesidir.
Oksazolidinonlar 50S ribozomal alt Gniteye baglanarak protein sentezini inhibe
ederler. Bu etkilerini ribozom alt tnitelerinin birleserek, 70S ribozom kompleksini
olusturmasint engelleyerek yaparlar. Laboratuvar ve klinik kullammda nadiren
Enterococcus faecium ve Saphylococcus aureusta direngli mutant gelisimi
gbzlenebilmektedir. Bunlar siklikla 23S ribozomun V. bolgesinde gelisen degisik
mutasyonlara baglanmistir. Su ana dek ilacin inaktivasyonu yolu ile olusan bir direng
mekanizmast saptanmamistir. Amerika’'da Ulusal Nozokomiyal SOrveyans Sistemi
tarafindan yapilan ¢alismada son on yildir vankomisin direncli enterokoklarin neden
oldugu bakteriyemilerin 20 kat arttigi bildirilmistir. Vankomisin direncli
enterokoklarin tedavisinde yeni bir antibiyotik olan linezolid kullanilmaktadir.
Linezolid klinikte sinirli  kullamlmasina ragmen Ingiltere, Avusturya ve
Y unanistan’da kisa zamanda linezolid direncli enterokok suslarinin tespit edildigi
rapor edildi (Bersos ve ark. 2004, Korten 2004).

Prytstowsky ve ark. (2001), linezolidin kullanimi boyunca direncin olusup
olusmadigim tespit etmek icin vankomisin direncli 10 tane enterokok izolat1 ( 4 adet
E.faecalis, 5 adet E.faecium, 1 adet E.gallinarum) kullanmuglardir. Enterokok suslari
12 kez linezolid dilusyonlar: ile muamele sonucunda VRE E.faecium suslarindan
daha ¢ok E.faecalis suslar1 arasinda linezolid direnci gelistigi gorilmustir. E.faecalis
suslarinin final MIC degerleri 32- 128ug/ml iken E.faecium suslarinin MIC degerleri
2-16pg/ml E.gallinarum susunun MIC degeri 8ug/ml c¢ikmistir. Bu durum VRE

E.faecalis suglarinda linezolid direncinin daha hizl1 gelistigini gosterdi.

Rifampin ansamisin grubunda yer alan yar1 sentetik bir antibiyotikdir.
Rifampinler guclu bir bakterisid etkiye sahip antibiyotiklerdir. Rifampin DNA’ya
bagli RNA polimeraz enziminin b-alt birimine baglamp protein sentezini inhibe

ederek etki gosterir. Rifampin direnci b-alt birimini kodlayan gendeki nokta
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mutasyonlar1 sonucunda olusur. Mutasyonlar ¢cok yuksek siklikla olusmaktadir
(GOrenek 2007).

Enterokok’lar konjugasyon yoluyla bir sustan diger susa transfer olabilen
genetik elementlere sahiptirler. Enterokokkal plazmidler Gram pozitif bakteriler
arasinda genis bir konakci dagilimi gosterirler. Enterokok’larin sahip olduklari bu
plazmidler virllens faktorlerini kodlayabilirler veya antimikrobiyal direng genlerini
tasiyabilmektedirler. Plazmid iceren enterokoklarin antimikrobiyal direncle
baglantisi ilk kez Courvalin tarafindan 1972 yilinda ortaya konuldu. 1974 yilinda
Jacob ve Hobbs E.faecalis JH1 susunda plazmid kodlu antimikrobiyal direngli
determinantlarin  buyyon ortaminda konjugasyonla aktarilabilecegini  rapor
etmislerdir (Clewell 1990).

Enterokoklar tir ici ve tirler arasinda ve diger bakteriler arasinda genetik
madde aktarimi yapabilme kapasitesine sahiptirler. Enterokoklar bu aktarimi ¢
farkli konjugatif sistemle gerceklestirmektedir. Birincisi enterokoklara 6zgu olan
konjugatif plazmidlerdir. Bu plazmidler agar ve buyyonda yiiksek oranda transfer
olurlar. Ikincisi enterokok ve diger bakteriler arasinda olan transfer olabilen
plazmidlerdir. Uctinciisti konjugatif transpozonlar aracilig: ile olan genetik madde
aktarimidir (Mundy ve ark. 2000).

E.faecalis DS5 susundan izole edilen plazmid pAMB1'in genis konakgi
dagilimina sahip oldugu ve pek cok Gram pozitif bakterilere agar ortaminda transfer
olabildigi tespit edildi. Bu 26 kb olan plazmid eritromisin direncini kodlamaktadir.
Bu plazmid, sadece erm determinantim kodlamasina ragmen makrolid-linkozamid-
streptograminB (MLS)’ ye direng gosterir. MLS fenotipi, Gram pozitif tirleri
arasinda pek gok erm determinantlari igin yaygindir. Diger E.faecalis plazmidleri
PAM81 ve pAM490 Gram pozitif bakterilerde genis bir konak¢t dagilimina
sahiptirler (Clewell 1990).

Genotipik tiplendirme metotlarindan olan plazmid analiz yontemi enterokoklarin
DNA tiplendirilmesinde yaygin olarak kullaniimistir (Donabedian ve ark. 1992).
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Plazmid profil analiz yonteminde bakterilerin plazmid DNA’si ekstrakte edilir
ve agar jel elektroforez islemine tabi tutulur. izolatlarin sahip oldugu plazmidlerin
say1 ve buyuklukleri tespit edilerek suslar birbirinden ayrilabilmektedir. Bu nedenle
plazmid profil analizi; 6zellikle kisa siire icerisinde belirli bir bolgedeki salgina ait
izolatlarin degerlendirilmesinde tercih edilebilir bir tiplendirme yontemi olarak yarar
saglamaktadir (Arbeit 1999).

Plazmid analizine gore tiplendirmede bazi problemler de ortaya ¢ikabilmektedir.
Plazmidlerin blyUklUkleri dogru olarak dlcllse bile, aym buytkltkteki plazmidler
biyolojik farkliliga sahip olabileceklerinden suslar arasinda bu yontemle ayrim
yapilamayabilir. Aym kromozomal genotipe sahip ve epidemiyolojik olarak iliskili
izolatlar, tim plazmidini kaybetmesi, yeni plazmid kazanmasi veya plazmid
yapisinda yeni bir diizenleme nedeniyle gok farkli plazmid profili gosterebilirler.
Buna karsin farkli suslar da aym plazmid profiline sahip olabilirler (Johnson ve ark.
1998, Sener ve ark. 2004).

Bu calismada, Entansif Broyler Isletmeleri ile Kirsal Tavukguluk
Isletmelerindeki hayvanlarin intestinal florasindaki enterokok tirlerinin varligi,
yayginhigi, biotipleri ve izole edilen suslarin cesitli  antibiyotiklere karsi
duyarlilik/direnclilik 6zellikleri ile plazmid profillerinin arastirilmas: amaglanmustur.
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2. GEREC VE YONTEM

Ankara ve Kirikkale ili gevresinde bulunan ticari broyler isletmeleri ve kirsal
tavukculuk aile isletmeleri Mayis 2005 ve Kasim 2005 tarihleri arasinda ziyaret
edildi. Ozel sektore ait 8000-15000 kapasiteli 4 adet ticari broyler isletmelerinden
400 adet, kapasitesi 10-50 adet arasinda degisen 19 adet kdy tavugu kiimeslerinden
(Haymana, Karakegili, Baliseyh, Celebi) 304 adet kloakal svap ile diski drnekleri
toplandi. Toplanan 6rneklerden enterokoklarin izolasyon ve identifikasyonu yapildh.
Identifiye edilen enterokok suslarina antibiyogram yapilarak gesitli antibiyotiklere
kars1 duyarlilik/direnclilikleri belirlendi. Cesitli antibiyotiklere direncli 50 adet
enterokok susunun plazmid profil analizi yapildi.

2.1. Orneklerin Ahinmas

Broyler kimeslerinin butUnlGgint temsil edecek sekilde 1-2 metre araliklarla
kimesin her noktasindan rastgele tutulan 4-5 haftalik broylerin kloakasindan steril
svap yardimiyla diski 6rnekleri alindi. Koy tavuklarindan ise kiimeste bulunan bittin
tavuklarin kloakasindan steril svap ile diski ornekleri toplandi. Her iki tip
isletmelerden alinan diski ornekleri soguk sartlar altinda en kisa zamanda
laboratuvara getirildi.

2.2 izolasyon ve identifikasyon Calismalary
2.2.1. Bes yerleri

Enterokok izolatlarinin izolasyon ve identifikasyon calismalarinda, Slanetz-
Bartley agar (Oxoid), Brain Heart Infusion agar (Difco), Bile-Esculin-Agar (Difco),
Brain Heart Infusion Broth (Difco), Motility Test Medium (Difco), Moeller
Decarboxylase Broth (Difco) ve Heart Infusion Broth (Difco) besi yerleri kullanildi.
Uretici firmamn onerileri dogrultusunda hazirlanan besi yerleri sterilite kontrolii icin
bir gece 37 °C’'de bekletildikten sonra kullanmlincaya kadar +4°C’de buzdolabinda
sakland.
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Kirby Bauer disk diflizyon testi icin Mieller Hinton Agar (Merck) besi yeri
kullarldi. Uretici firmamn onerileri dogrultusunda hazirlanan Miieller Hinton Agar
15 cm ¢apindaki petrilere 4mm kalinliginda dokuldi. Hazirlanan besi yerleri sterilite
kontroli icin bir gece 37 °C’ de bekletildikten sonra +4 °C’ de buzdolabinda sakland:.

2.2.2.Enterokoklarin izolasyon ve Identifikasyonu

Enterokok’ larin izolasyon ve identifikasyonlari Facklam ve Collins (1989)’in
belirttigi yonteme gore gerceklestirildi.

Laboratuvara getirilen kloakal svap ornekleri Slanetz-Bartley agar besi yerine
ekilerek 44- 45°C’de aerobik kosullarda 48 saat inkube edildi. Bu slire sonunda
treyen visne renkli koloniler secilerek identifikasyon galismalar: igin Brain Heart
Infusion Agar besi yerine pasajlar: yapild.

Izole edilen enterokok stipheli izolatlara Gram boyama, katalaz testi, safra
eskulin testi, PYR testi, %6.5 luk NaCl’ de tUreme testi uygulanarak Enterococcus
spp. olarak cins diizeyinde adlandirildh.

2.2.2.1. Katalaz testi: Brain Heart Infusion agarda Uretilmis 24 saatlik saf bakteri
kiltdrinden 6ze ile lam Uzerine konuldu. Lam Uzerine bir damla %3 Ik H202
(hidrojen peroksit) damlatildi. Hava kabarciklar1 olusturmayan suslar katalaz negatif
olarak degerlendirildi ve ¢alismaya alind: (Koneman ve ark.1997).

2.2.2.2.Safra eskilin testi: Bu test igin hazir olarak temin edilen Bile-Esculin-Agar
(Difco) kullamldi. Bu besiyerine 24 saatlik saf bakteri kdltirinden ekim yapildi.
35°C de 24- 48 saatlik inkubasyon sonunda besiyerinde treyen ve eskulini hidrolize
ederek siyah renk olusturan suslar pozitif olarak degerlendirildi (Koneman ve ark.
1997).
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Resm 1.1: Safra- eskilin testi

2.2.2.3. Pirolidonil-g- naftilamid (PYR) testi: PYR (Sigma) emdirilmis filtre kagidi
Uzerine 24 saatlik saf bakteri kulttrinden bir-iki koloni konulduktan sonra bir damla
PYR ayiraci (%0.015 p-dimetylaminocinnamaldehyde, sigma) damlatilarak 2 dakika
inkubasyona birakildi. Pembe renk veren suglar pozitif olarak degerlendirildi
(Gordon ve ark. 1987).

Resim 1.2 : Pirolidonil-p- naftilamid (PYR) testi

2.2.2.4. %6.5 luk NaCl de Ureme testi: Supheli koloniden 6ze ile %6.5 NaCl
(Merck) iceren BHI (Difco) buyyonu igerisine ekim yapilarak 35°C de 24-72 saat
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inkube edildi. Buyyonda treme sonucu bulaniklik olusturan suslar pozitif olarak
degerlendirildi (Bilgehan 2002).

Resim1.3: % 6.5 luk NaCl de treme testi

Enterococcus spp suslarinin tir diizeyinde identifikasyonlari igin arjinin testi,
hareket tedti, pigmentasyon testi, piruvat testi, karbonhidrat fermantasyon
testlerinden yararlanild.

2.2.2.5. Arjinin dekarboksilasyon testi: Bu test icin % 1 arjinin iceren ve arjinin
icermeyen Moeller Decarboxylase Broth (Difco) kullamildi. 24 saatlik saf bakteri
kiltdrinden bir- iki koloni, arjinin iceren ve arjin icermeyen besi yerlerine ekildi.
Her iki besi yerine 2 ml kalinliginda steril sivi parafin dokilip, 35°C’ de 18- 24 saat
inkube edildi. Pozitif suslar besi yerini mavi- mor renge donustirirken negatif suslar
besi yerini sar1 renge donustirdi (Koneman ve ark. 1997).

Resim 1.4: Arjinin dekarboksilasyon testi

32



2.2.2.6. Hareket testi: %1 lik trifenil tetrazolium kloride (TTC) solusyonu ilave
edilen Motility Test Medium (Difco) kullamldi. 24 saatlik saf bakteri kiltiriinden
bir-iki koloni igne uclu 6ze ile dik olarak besi (tUplere) yerine ekildikten sonra
37°C’de 24 saat aerobik atmosferde inkube edildi. Hareket pozitif olan suslar trifenil
tetrazolimu (TTC) indirgeyerek ekim hatti disina dogru yayilma gosterdi. Hareket
negatif olan suslarin sadece ekim hatti boyunca Uredigi belirlendi (Bilgehan 2002).

I' I.\

\

Resim 1.5: Hareket testi

2.2.2.7. Pigmentasyon testi: Enterokok suslarimn pigment yapim Brain Heart
Infusion agara (Difco) ekilerek arastirildi. Ekilen besi yerleri 37°C’ de 24 saat aerobik
amosferde inkube edildi. Steril pamuklu svapla kolonilerin pigmentasyonuna
bakildi. Pozitif suslar sar1 renk verirken negatif suslar krem, beyaz renkler verdi
(Facklam ve Collins 1989).

2.2.2.8. Piruvat testi: Tryptone 10g, Yeast extract 5 g, K;HPO, 5 g, NaCl 5 g,
Sodium salt of pyruvic acid 10 g, Bromthymol blue 0.04 g kimyasal maddeler
(Merck) kullanilarak piruvatl besi yeri hazirlandi. 24 saatlik saf bakteri kilttrinden
bir-iki koloni piruvatl besi yerine slispanse edilip 35°C’ de 16-18 saat inkubasyona
birakildi. Normalde yesil renkli olan besi yerinin sari renge doniismesi pozitif olarak,
aym kalmasi negatif olarak degerlendirildi (Gross ve ark. 1975).
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Resim 1.6: Piruvat testi

2.2.2.9. Karbonhidrat fermentasyon testi: Heart Infusion Broth'a (Difco) %l
olacak sekilde karbonhidratlar [mannitol, arabinoz, raffinoz, laktoz (Merck)] ve
Bromkreosol purpur katilarak besiyeri hazirlandh. 24 saatlik saf bakteri kilttrtinden
bir-iki koloni karbonhidratli besi yerine slspanse edilip 37°C’ de 3-7 gin
inkubasyona birakildi. Normalde mavi olan besi yerinin sar1 renge dontsimu pozitif
olarak, ayni kalmasi negatif olarak degerlendirildi (Facklam 1972).

Resim 1.7: Karbonhidrat Fer mentasyon testi



2.3 Antibiyotik Duyar hilik/Direnglilik Profillerinin Belirlenmes

Identifiye edilen enterokok suslarimin antibiyotik duyarliliklari/direnclilikleri
CLSI’'mn (Clinical Laboratory Standarts Institute) belirttigi kriterlere gore Mueller
Hinton Agar’da (Merck) disk difiizyon yontemi ile gergeklestirildi (CLSI 2003).

BHI agar (Difco) besiyerinde Uretilmis 24 saatlik saf bakteri kilttrinden bir-
iki koloni almarak 2 ml steril fizyolojik su igeren tiplerde 0.5 McFarland
bulanikligina ayarlandi. 0.5 McFarland bulanikligindaki bakteri stispansiyonundan
steril swab yardimiyla 15 cm ¢apinda petrilere 4mm kalinliginda olacak sekilde
hazirlanan Mueller Hinton agar besi yerinin ylzeyine uygun sekilde yayildi. Daha
sonra antibiyotik emdirilmis diskler (Oxoid) (Clinical Laboratory Standarts Institute
USA standardinda belirtilen antibiyotikler Penisilin 10 U, Vankomisin 30pg,
Teikoplanin (TEC) 30ug, Eritromisin 15ug, Tetrasiklin 30pg, Enrofloksasin 5ug,
Rifampin 5ug, Kinopristin/dalfopristin 15ug, Linezolid 30ug, Gentamisin 120pg,
Streptomisin 300ug) uygun sekilde yerlestirildi ve 35°C’de 18- 24 saat inkubasyona
birakildi.  inkubasyon siresi sonunda inhibisyon zonlari  Olgllerek CLSI

standartlarinda belirtilen zon gaplarina gore degerlendirildi.

Resim 1.8: Antibiyogram
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2.4. Plazmid Profil Analizi

Cesitli antibiyotiklere direncli 43 broyler ve 7 kdy tavugu enterokok suslarinin
plazmid profilleri Sener ve ark. (2004) tarafindan aciklanan yonteme gore

gerceklestirildi.

2.4.1. Plazmid DNA izolasyonunda K ullamlan Cozeltiler

Etidyum Bromid: 10 mg/ml (steril distile su iginde)

Lizostafin: 1 mg/ml (steril distile su iginde)

Lizozim: 100 mg/ml (steril distile su iginde)

Ribonukleaz A: 10 mg/ml (steril distile su iginde)

Slpersarmal 6l¢l birimi: 2067-16210 bp arasi

Sodyum Dodesil Silfat (SDS): %10 (Steril distile su icinde-w/v)

10X TBE:  Tris 108 gr/lt

Borik asid 55 gr/lt

EDTA 20 ml/It [0.5 M (pH: 8.0)]
NaCl-EDTA: NaCl (MERK/ABD) 25M

EDTA 50 mM (pH:7.5)

Y Ukleme tamponu
Sukroz: %40 (distile su iginde, w/v)
Orange-G : % 0.25 (w/v)

2.4.2. Plazmid DNA izolasyonu

Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid ) agar besiyerinde saf kuiltir halinde
uretilen suslardan, bir koloni 3 ml Triptone Soya Broth (TSB, Oxoid) sivi besiyerine
pasajlanarak, 37°C’de normal atmosferik sartlarda bir gece inkube edildi. TSB’ dei
bakteri slspansiyonundan 1000 m’si santrifllj tdplerine alinarak 6000 rpm’'de 5
dakika stireyle santrifilj edildi. Ustteki siipernatant bosaltildi ve elde edilen bakteri
pelleti tzerine 50 m lizostafin, 30m lizozim, 25 M ribonikleazA ve 295 m Sodyum
klortr- Etilen Diamin Tetra Asetikasit (NaCl- EDTA) cozeltilerinden ilave edilerek
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sispanse edildi. Elde edilen sispansiyon 30 dakika sireyle 37°C'de inkube
edilmesini takiben, Gzerine 400 m % 10’ luk Sodyum Dodesil Silfat (SDS) ilave
edilerek altust edildi. Karigim 14000 rpm'de 10 dakika santriflj edildi. Plazmid
analizi igin Gst sividan 300 m alinarak baska bir tipe aktarildi.

2.4.3. Plazmid Profil Analizleri

Plazmid profil analizi agar jel elektroforez yontemi kullamlarak (Biorad)
gerceklestirildi. Plazmidlerin incelenmesi 0.5 mg/ml etidyum bromid igeren % 0.8’ lik
agaroz (sigma) jelde gerceklestirildi. Jel, 0.5X Tris- Borik asit- Etilen Diamin Tetra
Asetikasit (TBE) tamponuyla hazirland:. Jelin ilk veya ortadaki kuyucuguna kontrol
amaciyla 2.5 ml standart stipersarmal 6l¢l birimi (2067- 16210 bp’lik) (DNA Ladder,
Supercoiled, sigma), diger kuyucuklara ise analiz amaciyla 20 m plazmid DNA’si
iceren slpernatant, yikleme tamponuyla (Sukroz: %40 distile su iginde, Orange-G :
% 0.25 (w/v) ) karistirillarak jel kuyucuklarina yiklendi. Elektroforez islemi 90V’ da
3 saat slreyle surdirdldd. Plazmid bant goruntdleri UV 1sik altinda GelDoc
gorintileme sistemi (Biorad-ABD) ile incelendi. Gorinti analizi “Quantity One”
yazilimi  (Biorad-ABD) program yardimiyla bilgisayar ortamina aktarilarak
degerlendirildi.
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3. BULGULAR

400 adet broyler diskisindan 229 adet (%57.25) ve 304 adet koy tavuklar:
diskisindan 143 adet (%47.03) enterokok susu izole edildi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Enter okok suslarinin izole edildigi diskn materyalinin dagilimi veizolat sayis

Orijini Turd Materyal sayia | izolat sayis | izolasyon yiizdes
Broyler (4 kiimes) Kloakal svap 400 229 %57.25
Koy Tavukiari(19 kimes) | Kloakal svap 304 143 %47.03

Broyler ve koy tavuklarindan izole edilen 372 adet enterokok suslarinin
%54.3 Uniin (202 adet) E.faecium, %22.3' tinuin (83 adet) E.gallinarum, %14.7°sinin
(55 adet) Efaecalis, % 4.3Unin (16 adet) E.mundti, %1.6'sinin (6 adet)
E.cassdiflavus, %1'inin (4 adet) E.raffinosus, %1'inin (4 adet) E.durans, %0.2'sinin
(1 adet) E.solitarius ve %0.2'sinin (1 adet) E.hirae tirlerine ait oldugu belirlendi
(Cizelge 2.2).

Broyler diskisindan izole edilen 229 adet enterokok izolatindan %42.35 (97
adet) E.faecium, %34.93 (80 adet) E.gallinarum, %18.34 (42 adet) E.faecalis, %2.18
(5 adet) E.cassdiflavus %0.87 (2 adet) E.raffinosus, %0.43 (1 adet) E.durans,
E.solitarius ve E.mundtii turleri tespit edildi (Cizelge 2.2).

Koy tavuklar: digskisindan izole edilen 143 adet enterokok izolatindan %73.42
(105 adet) E.faecium, %10.48 (15 adet) E.munditii, %69.09 (13 adet) E.faecalis, %2.09
(3 adet) E.gallinarum, %2.09 (3 adet) E.durans, %1.39 (2 adet) E.raffinosus, %0.69°
unun (ladet) E.cassdliflavus ve E.hiraetirleri bulundu (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Enterokok suslarimn orijini, biyotipleri ve dagihhm oranlari

Broyler Koy Tavuklary Toplam
M ikr oor ganizmalar Digki Oran Digki Oran Digki Oran

(adet) % (adet) % (adet) %
E.faecalis 42 %18.34 13 %9.09 55 %14.78
E.faecium 97 %42.35 105 %73.42 202 %54.30
E.gallinarum 80 %34.93 3 %2.09 83 %22.31
E.cassdliflavus 5 %2.18 1 %0.69 6 %1.61
E.raffinosus 2 %0.87 2 %1.39 4 %1.07
E.mundtii 1 %0.43 15 %10.48 16 %4.30
E.durans 1 %0.43 3 %2.09 4 %1.07
E.solitarius 1 %0.43 _ - 1 %0.2
E.hirae - - 1 %0.69 1 %0.2
Toplam 229 %57.25 |143 % 47.03 372 %52.8

Broyler ve koy tavuklari enterokok izolatlarimin penisilin, vankomisin,
teikoplanin, eritromisin, tetrasiklin, enrofloksasin, rifampin, kinopristin/dalfopristin,
linezolid, gentamisin, streptomisin antibiyotiklerine karsi duyarlilik/direnglilikleri
disk diflizyon yontemine gore yapildh.

Broyler E.faecalis izolatlarinin kinopristin/dalfopristine %90.4 (38 adet)
direncli ve %9.5 (4 adet) orta duyarli, diger enterokok suslarinin ise %20.8 (39 adet)
oraninda direngli oldugu saptandi. Tum enterokok suslarimin %33.6 (77 adet)
oraninda direncli oldugu belirlendi (Cizelge 2.3).

229 adet broyler enterokok susunun penisiline %5.6 (13 adet), tetrasikline
%72 (165 adet), eritromisine %59.3 (136 adet), enrofloksasine %8.7 (20 adet),
rifampine %10.9 (25 adet), vankomisine %0.4 (1 adet), yiksek diizey gentamisine %
23.1 (53 adet) ve yuksek dizey streptomisine %6.5 (15 adet), oraninda direncli
olduklar1 saptandi. Broyler enterokok izolatlarimn timinin (229 adet) linezolid ve

teikoplanin antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu belirlendi (Cizelge 2.4).

229 adet broyler enterokok susunun 179 adetinin (%78.1) tekli veya ¢oklu
antibiyotik direncli oldugu tespit edildi. Direncli enterokok suslarimin 53 adetinin (%
23.1) tek antibiyotige direncli, 47 adetinin (%20.5) iki antibiyotige direncli, 40
adetinin (%17.4) U¢ antibiyotige direncli, 19 adetinin (%8.2) dort antibiyotige
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direncli, 11 adetinin (%4.8) bes antibiyotige direncli ve 9 adetinin de (%3.9) alt1
antibiyotige direncli olduklar1 belirlendi. Coklu antibiyotik direncinin en fazla
E.faecium, E.gallinarum ve E.faecalis turlerinde oldugu bulundu.

Koy tavuklar: E.faecalis izolatlarimin kinopristin/dalfopristine %53.8'inin (7
adet) direncli, %23 tntin (3 adet) orta duyarli ve %23’ Unin (3 adet) duyarli oldugu
belirlendi. Diger enterokok turlerinin kinopristin/ dalfopristine kars1 duyarli oldugu
gorildu (Cizelge 2.3).

143 adet koy tavuklar: enterokok susunun, 3 adedi (%2) tetrasikline, 3 adedi
(%2) eritromisine ve 2 adedi (%1.39) enrofloksasine karsi direng gosterdi. Tum
suslarin linezolid, gentamisin, streptomisin, penisilin, vankomisin, teikoplanin ve

rifampin antibiyotiklerine kars1 duyarli olduklar: tespit edildi (Cizelge 2.4).

Koy tavuklar: drneklerinden izole edilen enterokok suslarimn 15 adetinin
(%10.4) tek antibiyotige direncli oldugu belirlendi.

Cizelge 2.3 Enter okok suslarinin kinopristin/ dalfopristin (15ug) direnclilik /duyarhihik oranlari

Broyler Koy Tavuklar:
Mikr oor ganizma R I S R | S
E.faecalis 38 4 0 7 3 3
%90.4 %9.5 %53.8 | %23 %23
Diger enterokok suslari 39 34 112 0 0 130
%20.8 %18.1 %59.8 %100
Toplam 77 38 112 7 3 133
%33.6 %16.5 %48.9 | %4.8 %2.0 %93.0

R: Resistant (direngli), I: Intermediate (orta duyarl1), S: Sensitive (duyarl)
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Cizelge 2.4 Enter okok suslarinin antibiyotik direnglilik /duyar hilik oranlari

Broyler Koy Tavuklari Toplam
Antibiyotik 229 adet 143 adet 372 adet
R I S R |1 S R I S
Penisilin 10U (}3 0 216 0 0 143 13 0 359
/5.6 %94.3 %100 | %3.4 %96.5
Vankomisin 30ug |1 0 228 0 0 143 1 0 371
%0.4 %99.5 %100 | %0.26 %99.7
Teikoplanin 30ug | O 0 229 0 0 143 0 0 372
%100 %100 %100
Eritromisin 15ug | 136 35 58 3 1 139 139 36 197
%59.3 | 9%015.2 | %25.3 | %2 | %0.6 | %97.2 | %37.3 | %9.6 | %52.9
Tetrasklin  30ug | 165 22 42 3 0 140 168 22 182
%72 | 9%9.6 | %18.3 | %2 %97.9 | %45.1 | %5.9 | 48.9
Rifampin  5ug 25 20 184 0 0 143 25 20 327
%10.9 | %8.7 | %80.3 %100 | %6.7 | %5.3 | %87.9
Linezalid 30ug |0 0 229 0 0 143 0 0 372
%100 %100 %100
Enrofloksasin 5ug | 20 63 146 2 0 141 22 63 287
%8.7 | %27.5 | %63.7 | %1.3 %98.6 | %5.9 | %16.9 | %77.1
Gentamisin  120ug | 53 6 170 0 0 143 53 6 313
%23.1 | %2.6 | %74.2 %100 | %14.2 | %1.6 | %84.1
Streptomisin 300ug 15 4 210 0 0 143 15 4 353
%6.5 | %1.7 | %91.7 %100 | %4.0 | %1 %94.8

R: Resistant (direngli), I: Intermediate (orta duyarl1), S: Sensitive (duyarl)

Plazmid profilleri incelenen 50 adet enterokok susunun 28 (%56) tanesinde

plazmid saptanamadi. Plazmid izole edilen enterokok susunun 22 (%44) adetinde
2.06 kb, 2.97 kb, 3.99 kb, 5.01 kb, 8.06 kb, 10.10 kb, 12.13 kb ve 16.21 kb’ |1k sekiz
farkl: blyutklikte plazmid belirlendi ve bunlarin 9 plazmid paternine ayrildiklar:

goruldi. Plazmid paternleri P1

arasinda degisen plazmid varlig: tespit edildi (Resim 2. 1).
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PR P7 P7T P2 M P1 P1 P9
M 3 _

Resim 2.1: Enter okok suslarinin agar jel elektrofor ezde plazmid pr ofilleri
M: Markir, P1-P2: Tek plazmid banti, P7: ki Plazmid banti P8: U¢ plazmid bant1 P9:
Plazmid bant1 yok

Plazmid profilleri incelenen 7 adet kdy tavugu enterokok susunun 6 adetin de
plazmid bant1 (patern 9, P9) gortlmedi. 1 adet E. gallinarum susunda 10.10 kb’ lik
tek plazmid bant:1 (Patern 2, P2) oldugu gortldi (Cizelge 2.5).

Cizelge2.5 K 6y tavuklary kokenli enter okok suslarimin plazmid ve antibiyotik direng profilleri

Ornegin ahindig yer Patern Plazmid sayis | Molekiler Antibiyotik direng
Agirhk ozelligi
1. KéyTavuklari, E.galinarum | P2 1 10.10kb E
2. Koy Tavuklari, E.faecium P9 yok - E
3. Koy Tavuklari, E.faecium P9 yok E
4. Koy Tavuklari, E.mundtii P9 yok ENR
5. Koy Tavuklari, E.faecalis P9 yok ENR
6. Koy Tavuklari, E.faecalis P9 yok - T
7. Koy Tavuklar, Efaecium P9 yok - T

Kb: Kilobaz, T: tetrasiklin, E: eritromisin, ENR: enrofloksasin, P1:8.06 kb'l1ik plazmid paterni, PO:
plazmid bulunmayan patern

Tek, iki, Ug, dort, bes ve alti antibiyotige diren¢ gosteren 43 adet broyler
kokenli enterokok susunun 21 adetinde (%48.8) plazmid bantlar1 gorildi. Enterokok
izolatlarinda 1-3 arasinda degisen sayida plazmid varligi belirlendi. Enterokok
izolatlarimin 8 tanesinde 8.06 kb (patern 1, Pl), 2 tanesinde 10.10 kb (P2), 5
tanesinde 12.13 kb (P3), 1 tanesinde 16.21 kb (P4) buyukliginde tek plazmid, 1
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tanesinde 12.13 kb ve 2.99 kb olmak Uzere iki plazmid (P5), 2 tanesinde 12.13 kb ve
5.01 kb'lik iki plazmid (P6), 1 tanesinde 16.21 kb ve 3.99 kb'lik iki plazmid (P7) ve
1 tanesinde 2.06 kb, 10.10 kb ve 16.21 kb'lik U¢ plazmid (P8) belirlendi. Broyler
enterokok susunun 22 adetinde plazmid banti (P9) gordlmedi (Cizelge 2.6).

Cizelge2.6 Broyler kdkenli enterokok suslarinin plazmid ve antibiyotik direnc profilleri

Ornegin alindig yer Patern Plazmid Molekiler agir ik Antibiyotik direng 6zelligi
say1si
Bir ilaca direngli
1. Broyler, E.faecdlis P6 2 12.13kb-5.01kb T
2.  Broyler, E.faecdlis P2 1 10.10kb E
3. Broyler, E.faecim PO yok - T
4.  Broyler, E.faecium P9 yok - E
iki ilaca direncli
5 Broyler, E.faecium P3 1 12.13kb ENR, QD
6. Broyler, E.faecdlis P1 1 8.06kb T,QD
7. Broyler, E.faecium P1 1 8.06kb ET
8 Broyler, E.faecium P1 1 8.06kb T,ENR
9 Broyler, E.faecalis P2 1 10.10kb T,QD
Ucg ilaca direngli
10. Broyler, E.faecium P9 yok - P, E. ENR
11. Broyler, E.faecalis P3 1 12.13kb E, T, QD
12. Broyler, E.faecium PO yok - E, T, ENR
13. Broyler, E.galinarum P9 yok - ET,RA
14. Broyler, E.faecium PO yok - PET
15. Broyler, E.faecium P3 1 12.13kb T,RA, QD
16. Broyler, E.faecium P3 1 12.13kb ET,S
17. Broyler, E.galinarum P9 yok - T,CN, S
18. Broyler, E.faecium PO yok - T, ENR, CN
19. Broyler, E.faecium PO yok - E, T,CN
20. Broyler, E.galinarum P9 yok - E, QD, CN
21. Broyler, E.faecium P6 2 12,13kb- 5.01kb T,QD, S
Dért ilacadirencli
22. Broyler, E.faecium P1 1 8.06kb P, E T, QD
23. Broyler, E.gallinarum PO yok - P, E, ,RA,CN
24. Broyler, E.gallinarum P5 2 12.13kb- 2.99kb P,E T,CN
25. Broyler, E.faecium PO yok - E, T, RA, ENR
26. Broyler, E.faecalis PO yok - E, T,QD, CN
27. Broyler, E.faecalis P7 2 16.21kb- 3.99kb E, T, QD, S
28. Broyler, E.faecalis P1 1 8.06kb E, T,CN, S
29. Broyler, E.faecdlis PO yok - E, T,QD,S
30. Broyler, E.gallinarum PO yok - E, T, RA, QD
Bes ilaca direncli
31. Broyler, E.galinarum PO yok - E, T,RA, QD, CN
32. Broyler, E.gallinarum PO yok - P.E.T,RA,CN
33. Broyler, E.gallinarum P1 1 8.06kb E, T,RA, QD, CN
34. Broyler, E.gallinarum PO yok - E, T, QD, ENR, CN
35. Broyler, E.gallinarum P9 yok - E, T, RAQD, ENR
36. Broyler, E.faecalis P4 1 16.21kb E, T,QD,RA,S
37. Broyler, E.faecium P8 3 2.06kb-10.10kb-16.21kb E, T,QD,CN, S
Altiilacadirencli
38. Broyler, E.gallinarum P3 1 12.13kb P, E, T,RA, QD, CN
39. Broyler, E.galinarum PO yok - P, E, T, QD, ENR, CN
40. Broyler, E.faecium P9 yok - P, E, T,VA,S CN
41. Broyler, E.galinarum P1 1 8.06kb E, T,RA,ENR,CN, S
42. Broyler, Efaecium PO yok - E, T,RA,QD, ENR, S
43. Broyler, E.gallinarum P1 1 8.06 kb E, T,RA,QD, CN, S

Kb: Kilobaz, T: tetrasklin, E: eritromisin, ENR: enrofloksasin, Q/D: kinoprigin/dafopristin, RA:
rifampin, CN: gentamisin, S. streptomisin VA: vankomisin
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4. TARTISMA VE SONUC

Enterokok’ lar antibiyotiklere direng gosterme 6zelligi ve genetik madde aktarim
kapasitesi yuksek olan mikroorganizmalardandir. Enterokok’lar insan ve hayvanlar
icin 6nemli bir patojen bakteri olmamasina ragmen son yillarda nosokomiyal
patojenler arasinda yer almaktadir. Yapilan calismalarda enterokoklar ve diger
bakteriler arasinda direng determinantlarinin  genetik  yollardan transferinin
kanitlanmis olmasi ve enterokoklarin ¢oklu antibiyotik direng gostermesi bu konuya

olanilgiyi artirmustir.

Bu calismada Kirikkale ve Ankara da bulunan entansif broyler isletmeleri ile
kirsal tavukguluk isletmelerindeki hayvanlarin intestinal florasindaki Enterococcus
turlerinin varligi, yayginligi, biotipleri ve izole edilen suslarin ¢esitli antibiyotiklere
karsi duyarlilik/direnclilik 6zellikleri ile plazmid profilleri arastirild.

Devriese ve ark. (1991) Belgika da yaptiklar: ¢alismada bir gtinlik civcivlerin
intestinal florasinda E.faecium ve E. faecalis'i predominant (ayn oranlarda, %41) tir
olarak tespit ettiler. 3-4 haftalik tavuklarin intestinal florasinda ise (%46)
E.faecium'u dominant tir olarak, aym zamanda E.faecalis, E.hirae, E.durans,
E.cecorum, E.gallinarum, E. cassdliflavus turleride identifiye edildi. 12 haftaliktan
blylk tavuklarin intestinal florasinda predominant olarak (%50) E.cecorum tiri
tespit edildi. Bu calismada ise broyler gaita drnekleri 4-5 haftalik iken toplanmis olup
E.faecium predominat tir olarak bulundu ve bunu diger tirler takip etti. Bu sonuclar
enterokokkal floradaki tirlerin tavuklarin belirli yas donemlerinde degistini ortaya
koymaktachr. Ote yandan bu calismadaki koy tavuklar: cigki 6rnegi 12 haftaliktan
blylk tavuklardan toplanmasina karsin predominant tir olarak E.faecium bulundu.
E.cecorum tdrd bulunamadi. Bunun nedeni E.cecorum'un izolasyonunun zor
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durumu Devriese ve ark. (1991), grup D
antijeninden yoksun olan E.cecorunun, %0.3 sodyum azid iceren besiyerlerinde
Ureyemedikleri ve CO, zenginlestirilmis ortamlarda Ureyebildikleri seklinde
aciklamiglardir. Calismamizda ise izolasyonda kullanilan besi yeri %0.4 sodyum azid
icermekteydi ve CO;ile zenginlestirilmis ortam kullanilmadh.



Y oshimura ve ark. (1998) Japonya da broyler gaitalarindan %44.8 E.faecium,
%22.8 E.faecalis, %12.9 E.hirae, %6.7 E.durans, %1.1 E.cassdiflavus, %0.5
E.gallinarum tdrlerinin identifiye edildigini bildirdiler. Quednau ve ark. (1998)
tarafindan Danimarka ve Isveg tavuklari diskilarindan %54 ve %77 oramnda
E.faecium, %18-%20 oranlarinda E.faecalis, %9-%5 E.gallinarum, %2-%?2 E.hirae,
%4-%0 E.malodoratus, %5-%0 E. pseudoavium, %0-%1 E.raffinosus, %0-%1
E.avium, %0-%1 E.dispar turlerinin identifiye edildigi bildirildi. Bostwana' da tavuk
orneginden %46.9 E.faecalis, %329 E.faecium, %7.9 E.cassdiflavus, %7
E.gallinarum ve %5.3 E.avium tirleri identifiye edildi. (Chingwaru ve ark. 2003).
Marylan'daki dogu sahil kiyilarindaki tavuk ciftliginden izole edilen enterokok
suslarindan %53.4 E.faecalis, %31.4 E.faecium, %6.0 E.gallinarum, %3.9 E.hirae,
%1.5 E.durans, %1.2 E.casseliflavus ve %0.3 E.avium tirleri saptandi (Hayes ve ark.
2004).

Bu calismadaki broyler diskilarindan %42.35 E.faecium 9%34.93
E.gallinarum, %18.34 E.faecalis, %2.18 E.cassdliflavus, %0.87 E.raffinosus, %00.43
E.durans, %0.43 E. solitarius ve %0.43 E.mundtii turleri identifiye edildi. Y ukarida
belirtilen calismalarda ve bu calismada enterokok tir dagilimunin farkli oranlarda
oldugu goéralmektedir. Bu farklilik, calismalarin degisik cografik bolgelerde
yapilmasindan ve izolasyon metotlarinin farkl: olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tejedor-Junco ve ark. (2005) Ispanyada yaptiklarn calismada tavuk
digkilarindan  E.faecalis (%63.6), E.mundtii (%12.7), E.faecium (%9.1),
E.cassdiflavus (%7.3), E.durans (%3.7) ve E.hirae (%3.6) turlerini identifiye
ettiklerini, fakat tavuk orjinli olmasina ragmen E.gallinarum ve E.avium turlerini
identifiye edemediklerini bildirdiler. Bunun sebebini izolasyon asamasinda biittin
kolonilerin birbirine ¢ok benzemesinden dolay: bazi tirlerin varligimn gbzden
kacabilecegi seklinde agiklamiglardir. Bu galismada da %34.93 E.gallinarum tard
identifiye edilmesine karsin E.avium turi identifiye edilemedi.

Bu calismada koy tavuklar: gaita drneklerinden %73.42 E.faecium, %10.48
E.mundtii  %9.09 E.faecalis, %2.09 E.gallinarum, %2.09 E.durans, %1.39
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E.raffinosus, %0.69 E.cassdiflavus ve %0.69 E. hirae tirleri saptandi. Koy
tavuklarinda E.mundtii tird %10.48, broylerde ise %0.43 oramnda bulundu. Koy
tavuklarinda E.mundtii tdrdnun yiksek ¢ikmasi, bu turtn bitki ve toprak orjinli
olmasindan ve koy tavuklarinin dogal bitkilerle beslenmesinden kaynaklanabilir.

Yukarida agiklanan farkli calismalarda tavuklarin enterokokkal florasinin
cografik bolgelere, yaslara ve izolasyon metotlarinin farkliliklarina gore sikliklarinin
degisebilmesine karsin belirli tdrleri igerdigini gostermektedir. Bu calismada
identifiye edilen enterokok tdrlerinin dagilimi insanlarda hastaliklara neden olan
tirlere  benzerlikleri bakimindan 6nem tasimaktadir. Insanlarda enterokok
infeksiyonlarim %85-89'nu E.faecalis, %10-15'ni E.faecium, %5'ten az oranda
E.gallinarum, E. durans, E.cassdiflavus, E.avium ve E.raffinosous turleri
olusturmaktadir (Koneman ve ark. 1997).

Tip ve Veteriner hekimlik alamnda antibiyotiklerin yaygin kullamm sonucu
olusan antimikrobiyal diren¢ diinya capinda dnemli bir problem haline gelmistir.
Antimikrobiyal diren¢ oramindaki artislar, sadece patojenik bakterilerde degil aym
zamanda kommensal bakterilerde de gortlmektedir. Bu kommensal bakteriler
patojenik bakteriler icin onemli bir direng gen rezervuarlardir (Lukasovo ve
Sustackova 2003).

Modern ticari broyler isletmelerinde antibiyotikler sadece bakteriyel
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi amacli degil aym zamanda blyUtme faktori olarak
da yaygin bir sekilde kullanilmakta ve bu sekildeki yaygin antibiyotik kullanimi
sadece direncli patojenik bakterilerin seleksiyonuna degil ayni zamanda hayvanlarin
bagirsak florasim da etkilemektedir (Van Den Bogasard ve ark. 2002).
Enterokok’ larin T1ip ve Veteriner hekimlikte kullanilan antibiyotiklerin coguna karsi
direncli oldugu bilinmektedir (Lukasova ve Sustackova 2003). Enterokok’lar sahip
olduklar1 antibiyotik direng genlerini diger enterokok turlerine veya diger bakterilere
aktarabilme 0Ozelliklerine sahiptir. Coklu antibiyotik direngli ve vankomisin direngli
enterokoklar yaygin bir sekilde insanlardan, lagim sularindan, hayvanlardan ve
hayvansal gidalardan izole edilmistir (Rice ve ark. 1995).
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Hayvanlarda antibiyotiklerin yaygin kullanimi hayvanlarin intestinal floralarina
direncli suslarin yerlesmesine neden olmaktadir. Hayvansal kokenli ¢ogul direngli
flora bakterileri insanlara direkt yolla veya hayvansal gidalar araciligi ile
bulasabilmektedir. Bu antibiyotik direncli suslarin insanlara bulasmast sonucu
meydana gelebilecek infeksiyonlarin tedavilerinin giiclesmesine neden olmaktadir.
Ozellikle vankomisin direncli enterokoklar halk saglhiginda énemli bir global sorun
haline gelmistir (Van Den Bogaard ve Stobberingh 2000, Lukasovo ve Sustackova
2003).

Kaya ve ark. (2007), tavuk intestinal sisteminden izole ettikleri enterokok
suslarinin streptomisine %65, tetrasikline %55, eritromisine %45, klindamisine %39,
yuksek dizey aminoglikozide %17.5, kloramfenikole %9, siprofloksasine %9 ve
penisiline %1.2 oraninda direngli olduklarini tespit ettiler. Celik (2001), yaptigi
calismada enterokok suslarinin (tavuk - kopek orjinli) streptomisine %73, ampisiline
%53.8, gentamisine %34.6, tetrasikline %30.7, eritromisine %7.6 oramnda direngli
oldugunu buldu. Bu calismada ise ticari broyler ciftliklerinden izole edilen enterokok
suglarinin tetrasikline %72, eritromisine %59.3, yuksek dizey streptomisin ve
gentamisine %6.5 ve %23.1, enrofloksasine %8.7, penisiline %5.6 oraninda direngli
olduklar: tespit edildi.

Turkiye'de tavuklarda tedavi amacla kullaniimak Gzere makrolidler 1967,
tetrasiklinler 1970, betalaktamlar 1973, aminoglizolidler 1991, kinolonlar 1996
yilinda ruhsatlandirildi (Kkgm 2005). Bu calismada ve yukarida belirtilen
calisgmalarda elde edilen verilere gore tim enterokok suslarinin en fazla direng
gogerdigi antibiyotikler sirasiyla tetrasiklin, eritromisin, streptomisin, gentamisin ve
ampisilindir.  Enterokok’lar  penisilin,  siprofloksasin  ve  enrofloksasin
antibiyotiklerine kars1 daha az oranda direng gostermistir. Tetrasiklin, makrolid,
aminoglikozid ve betalaktam grubu antibiyotiklerin genis spektrumlu olmasi,
blytmeyi hizlandirma (tiylosin, oksitetrasiklin) veya tedavi amagli uzun yillar
kullanilmasi sonucu antimikrobiyal direng gelisimine neden olmustur. Enterokok
suslarinmin aynmi antibiyotiklere karsi direng oranlarimin ciftliklere gore farklilik
gostermesi bu antibiyotiklerin yogun veya az kullammindan kaynaklanmaktadir.
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Yogun antibiyotik kullammina bagli olarak diren¢ gelisiminin de dogru orantil
olarak arttig1 gorulmektedir.

Ticari broyler isletmelerindeki antibiyotik kullammina bagli olarak direng
gelisimindeki artis diger Ulkelerde yapilan calismalarda da tespit edilmistir. Glney
Amerika Ulkelerinden Sili’ deki ticari tavuk isletmelerindeki diskilardan izole edilen
enterokoklarin tetrasikline 9%81.2, eritromisine %64.5, streptomisine %22.9,
penisiline %17.7 ve gentamisine %5.2 oraninda direngli oldugu bulunmustur (Martin
ve ark. 2005). Martin ve ark. (2005), enterokoklardaki tetrasiklin ve eritromisin
direncinin yiksek ¢ikmasini Ulkelerinde bu antibiyotiklerin son on yildir tavuk
ciftliklerinde tedavi ve bilyutme amacli yogun bir sekilde kullammindan
kaynaklanabilecegini rapor ettiler. Poeta ve ark. (2006) Portekiz’de 2004 yilinda
topladiklar: tavuk diski drneklerinden izole edilen enterokok suslarinin tetrasikline
%97, eritromisine %87.5, siprofloksasine % 12.5, ampisiline %10.5, streptomisine
%?2 ve gentamisine %1 oramnda direncli oldugunu saptadilar. Kolar ve ark. (2002)
Cek Cumhuriyeti’ nde yaptiklar: calismada tavuk enterokok izolatlarinin tetrasikline
%80, eritromisine %59, yiksek dizey streptomisine %22 ve yiksek dizey
gentamisine %7 oranminda direncli oldugunu bildirmiglerdir. Bu calismada ticari
broyler isletmelerinden izole edilen enterokok suslarinimin tetrasiklin, eritromisin ve
streptomisin antibiyotiklerine kars: direng oranlarimn diger tlkelere gore dustk
oldugu, gentamisin antibiyotigine kars1 ise diren¢ oranmnin yiksek oldugu belirlendi.

Ticari broyler isletmelerindeki enterokoklarin antibiyotik direng dagilim
oranlarinin Ulkelere gore farklilik gostermesi antibiyotik kullanim politikalarinin ve
tedavi amacli kullanilan antibiyotiklerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu calismada kdy tavuklarindan elde edilen enterokok suslarinin, tetrasikline %2,
eritromisine %2, enrofloksasine %1.39 oraminda direncli olduklar1 saptandi. Koy
tavuklart suslar1 %4.8 oramnda kinopristin/dalfopristine direng gosterdi. Bu direng,
E.faecalis'in kinopristin/dalfopristine intrinsik direngli olmasi nedeniyle goruldi.
Diger enterokok suslarinin duyarli oldugu belirlendi. Koy tavuklar: digki drnekleri
antibiyotik kullamlimayan 10-50 adet arasinda tavuk iceren kiimeslerden topland:.
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Koy tavuklari yem katki maddeleri icermeyen dogal besinlerle (bugday, arpa vb.)
beslenmektedir. Bu calismada koy tavuklarinda antibiyotik diren¢ oranlarinin duistk
duzeylerde olmasinin nedeni direncli suslarin bakicilarindan ve diger hayvanlardan
bulastig1 distunilmektedir.

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden sonraki 1950’li yillarda giftlik
hayvanlarinda, 6zellikle, tavuklarda biyumeyi hizlandirmak amaciyla yem katki
maddesi olarak kullanilmaya baglandi. Amerika ve Avrupa da antibiyotiklerin
blylk cogunlugu hayvanlarda biyitme faktord olarak kullamilmistir. Gegmisten
bugline kadar basitrasin, tylosin, monensin, salinomisin, spiramisin, tetrasiklin,
virjinamisin, avilamisin, avoparsin, efrotomisin, olakuindoks ve karbodoks blyttme
faktord olarak kullanilmis antibiyotiklerdir. Bu antibiyotiklerin hayvan yemlerinde
blyttme faktorl olarak subterapotik dozlarda yaygin kullammu direncli bakterilerin
seleksiyonuna neden oldu. Bakterilerin antibiyotiklere kars1 degisik mekanizmalarla
direng gelistirmeleri ve bu direng genlerini baska bakterilere aktarabilmeleri sonucu
direncli suslarin ortaya c¢ikmasi yeni antibiyotiklerin gelistirilmesini  zorunlu
kilmistir. Hayvanlarda kullanllan bu antibiyotikler (avoparsin- vankomisin,
virjinamisin-kinopristin/dalfopristin) insanlarda kullanilan antibiyotiklerle benzerlik
gostermektedir (Wegener ve ark. 1999, Basustaoglu 2004, Shuford ve Patel 2005).

Danimarka’ da avoparsinin kullanimi sonucu ayni gruptan olan vankomisin ve
teikoplanine karsi ¢capraz direnc olusturmasi, VRE’larin saptanmasi, direncin transfer
edilmesi, VRE'larin seleksiyonuna neden olmasi ve bu direncli suslarin gidalar ile
insanlara aktarilmast gibi nedenlere dayanilarak hayvanlarda avoparsin kullanimi
1995 yilinda yasaklanmistir (Emborg ve ark. 2003). Hayvanlarda biyitme amagli
kullanilan antibiyotiklerin insan hekimliginde kullanmilan ayn: grup antibiyotiklere
kars1 gapraz direng olusturmasi sonucu insan hekimliginde kullanilan antibiyotiklerin
etkinligini korumak ve direng gelisiminin 6niine gegmek amaciyla Avrupa Birligi
1999 yilindan itibaren avoparsine ek olarak, virjinamisin, basitrasin, tylosin,
gpiramisin ve avilamisinin biyutme faktor olarak kullanimim yasaklamistir. AB’de
ki uygulamalara paralel olarak Ulkemizde Tarim ve Koyisleri Bakanlig: 09.07.1999
tarih ve 14428 sayili yazisi ile 30.06.1999 tarihinden itibaren sbz konusu
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antibiyotiklerden avoparsin, spiramisin, virjinamisin, tiylosin fosfat, karbadoks,
olakuintoks ve ¢inko basitrasinin yem katki maddesi olarak kullanimim yasakladi
(Butaye ve ark. 2003, Wegener 2003).

Danimarka’ da Heuer ve ark. (2002), avparsininin yasaklanmasindan 5 yil
sonra broyler ve kiimeslerindeki gcevresel 6rneklerden %74.5 oraminda V RE’ lar tespit
etmistir. Danimarka da 1998 yilinda yapilan ¢alismada VRE direng oraninin %5’ ten
az oranda oldugu bildirilmistir (Aarestrup ve ark. 2001). Brezilya' da Sao Paulo’da 10
yildir avoparsin kullanilan broyler ciftliginden toplanan digski drneklerinden VRE' lar
saptanmamistir (Leme ve ark. 2000). Buna karsin Brezilya dan Japonya'ya ihracat
edilen tavuklarda VRE'lar tespit edilmistir (Ike ve ark. 1999). VRE oranlarinin
farklilik gostermesi izolasyon metotlarimn  farkliligindan  kaynaklanmaktadr.
Izolasyon asamasinda 6n zenginlestirme ve vankomisin iceren selektif besi yeri

kullanilan ¢alismalarda VRE oram yiksek gikmustir.

Bu calismada ise bir adet vankomisin direncli enterokok susu saptandi. VRE
orammnin diistk olmasi izolasyon asamasinda broyler digskilarina 6n zenginlestirme ve

vankomisinli selektif agar kullamlmamasindan kaynaklandigi goralmektedir.

Yeni Zellandada avoparsin yem katki maddesi olarak 1977-2000 yillar
arasinda kullamlmistir. Manson ve ark. (2004) Yeni Zellanda'da avoparsinin
yasaklanmasindan iki yil sonra broyler digkilarindaki VRE oraminin %50’ den %5.8'e
dustiguni  bildirdiler. Tayvan'da Lauderdale ve ark. (2007), avoparsinin
yasaklanmasindan sonraki 2000-2003 yillar1 arasinda yaptiklar: calismada broylerden
izole edilen E.faecalis ve E.faecium suslarindaki vankomisin direnci %13.4 ‘ten
%3.7 ve %3 ten %0 oramna distliguni tespit ettiler.

Celik (2001), tarafindan Ankara da yapilan bir calismada tavuk enterokok
suslarinin vankomisin direnci %13.6 oranminda saptanmustir. Vankomisin direncliligi
saptanan tavuk suslart avoparsin kullanmilan bir isletmeye ait tavuk diskilarindan
bulunmustur. Kaya ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismada tavuklarda vankomisin ve
teikoplanin direncli enterokok susu bulunmadigini bildirdiler.
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Bu calismada da broyler vankomisin direnci %0.4 oramnda belirlendi.
Ulkemizde ve diger ulkelerde avoparsinin bilyitme faktorii olarak kullaniminin
yansaklanmasindan sonra zamanla enterokoklarda vankomisin direncinin 6nemli
Olcude azaldig1 gorilmektedir.

Avrupa Ulkelerinde ve uUlkemizde virjinamisin blyitme faktori olarak
kullanilmis  bir  antibiyotiktir.  Kinopristin/dalfopristin ~ virjinamisin - gibi  iki
pristinamisin kompenentinden olusmaktadir. Danimarka' da 1995-1997 yilina kadar
virjinamisinin broyler ciftliklerindeki kullanimi artmasina takiben broylerdeki
virjinamisin direngli E.faecium oram 1995 yilinda %27.3 iken 1997 yilinda %66.2
oranina ¢ikmustir. 1999 yilinda virjinamisin kullaniminin yasaklanmasindan sonraki
2000 yilinda virjinamisin direng oram %33,9 dizeylerine distigl tespit edildi
(Aarestrup ve ark. 2001). Avrupa Ulkelerindeki yasaklamalara ragmen ingiltere de
2002-2003 yillar1 arasinda yapilan bir calismada broylerde vankomisin direncli
E.faecium suslarinin kinopristin/dalfopristine direng oram %50 olarak saptand:
(Migura ve ark. 2005). Poeta ve ark. (2006), Portekiz’de 2004 yilinda tavuk
diskilarindan topladiklar E.faecium izolatlarinda %33 oraninda

kinopristin/dalfopristin direnci oldugunu bildirdiler.

ABD’de Hersberger ve ark. (2005), yaptiklari calismada virjinamisin
kullanilan ~ tavuk  ciftliklerinden  izole ettikleri  E.faecium  suslarinda
kinopristin/dalfopristin direncinin %85, antibiyotik kullamlmayan ciftliklerden izole
edilen E.faecium suslarinda kinopristin/dalfopristin direncini %38 (6/16) oranlarinda
oldugunu tespit ettiler. Hersberger ve ark. (2005), yaptiklari ¢aligmada antibiyotik
kullamlmayan ciftliklerde disik oranlarda direng olmasimin nedeninin ciftlikte
calisan insanlarin direncli enterokoklarin ciftlikten ciftlige yayilmasinda potansiyel
bir rezervuar roli oynamasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Van den
Bogard ve ark. (2002), direncli enterokoklarin hayvanlardan insanlara gegtigini,
insan ve hayvan enterokok suslar1 arasinda direng gen transferleri oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica direncli enterokok suslarimin ciftlikte calisan insanlarda da

kolonize oldugunu bildirdiler.
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Virjinamisinin kullanildig: yillarda kinopristin/dalfopristin direncinin yiksek
oldugu yasaklamalardan birka¢ yil sonra direng oranlarimin yariya dustUgu
gorulmektedir. Virjinamisinin yem katki maddesi olarak kullamlmamasina ragmen,
hala diren¢ gorilmesi, Heuer ve ark. (2002) tarafindan broylerin kesime gonderildigi
rotasyonlar arasinda, kiimeslerin temizlenmesine ve infeksiyonlardan arindirilmasina
ragmen, direngli bakteri klonlarinin hala yasamlarini devam ettirebilmesi nedeniyle
kimeslere ard arda gelen broyler sirileri arasindaki direncli enterokoklarin transfer
oldugu seklinde agiklanmustir.

Bu calismada elde edilen verilere gore broyler E.faecium suslarimn %21.6
(21/97) oraninda kinopristin/dalfopristine direngli, kdy tavuklarimin ise duyarl
oldugu goruldu. Broyler E.faecium suslarinin kinopristin/dalfopristin direnci, Avrupa
Ulkelerinde yapilan ¢alismalara gore distik oranda bulundu. Bunun nedeni tlkemizde
virjinamisin kullamminin Avrupa ulkelerinden daha az oranda kullanilmasina bagli
olabilir.

Joseph ve ark. (2001), tarafindan yapilan calismada tavuk diskilari ve
copliklerinden  izole edilen  E.faecalis suslarinin %97  oramnin
kinopristin/dalfopristin direngli, %3 oramnin duyarli oldugu belirlendi. Hayes ve ark.
(2004) E.faecalis izolatlarimin kinopristin/ dalfopristine %96 oramnda direncli, %4
oramnda duyarlt oldugunu saptadi. Kizirgil (2007), E.faecalis suslarinin
kinopristin/dalfopristine %13, 6° mn duyarli, %39 nun orta duyarli ve %47.4'nin
direncli oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada broyler E.faecalis suslarimnin
kinopristin/dalfopristine %90.4 oramnda direncli, %9.5 oraninda orta duyarl: oldugu
belirlendi. Bu calismadaki E.faecalis suslarimin kinopristin/dalfopristin’e direng
oranlar1 diger yapilan calismalarla paralellik gostermektedir. E.faecalis izolatlarinin
kinopristin/dalfopristine yiksek oranda direng gostermesi bu antibiyotige karsi
intrinsik  direngli  olmasindan  kaynaklanmaktadir.  E.faecalis izolatlarinin
kinopristin/dalfopristine intrinsik direngli olmasi nedeniyle bazi c¢alismalarda
degerlendirmeye alinmamasina karsin bu ¢alismada ve belirtilen calismalarda teyid

amaciyla degerlendirmeye alinmistir.
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Plazmid profil analizi DNA’ ya dayal1 tiplendirme metodlarindan biri olup,
epidemiyolojik calismalarda yaygin bir sekilde kullamilmaktadir. Plazmid profil
analizi kolay uygulanabilir, tekrarlanabilirligi olan ve ucuz maliyetli bir yontem
olmasina karsin bakterilerin plazmidlerini ¢abuk kaybedip kazanmalarindan dolay1
(stabil olmamalarindan) aym bdlgeden izole edilen bakteri suslari arasinda
farkliliklar olmakta ve plazmid icermeyen suslarin tiplendirilmesinin yapilamayacagi
gibi dez avantgjlar1 olan bir yontemdir (Arbeit 1999).

Malezya'da Son ve ark. (1999), tarafindan yapilan calismada coklu
antibiyotik direng gbsteren 19 E.faecium susunun 15'inde (%79) plazmid bantlar
tespit edilirken, 19 adet susun 4’Un de 36 megadalton agirliginda tekli plazmid
bantlari, 11 adetinde 1.5-2.6 megadalton agirliginda kigik ikili plazmid bantlar
bulundugunu ve 4 adet susta plazmid bant: tespit edilmedigi bildirildi. Son ve ark.
(2999) plazmid analiz ¢alismalarinda kullamlan izolat sayisinin az olmasindan dolay1

E.faecium suglarimin tiplendirilmesinin yetersiz oldugunu bildirdiler.

Jackson ve ark. (2004), eritromisin direncli 12 adet enterokok suslarinda
12kb, 14kb vel6 kb lik tekli plazmid bantlar: tespit ettiler. Kolar ve ark. (2002),
tarafindan tavuk orjinli 11 adet vankomisin direncli enterokok suslarinda 4.3kb-
3.2kb-3.0kk-1.6kb’ l1k dort plazmid, 40>kb- 19kb-5.2kb ve 40> kb - 6.2kb- 5.2kb’ 1k
lc plazmid, 40>kb- 6kb, 6kb -4.1kb, 5.2kb- 4.1kb, 21kb-4.3kb ve 19kb-4.3kb, 'l1k
iki plazmid banti icerdigi ve izolatlarin 9 farkli plazmid paternine ayrildiklar
belirlendi. Coleri ve ark. (2004), antibiyotik direngli klinik enterokok izolatlarindan
sayilar1 1-11 arasinda olan ve 2.08 ten 56.15kb’ a kadar degisen plazmidler buldular.
Coklu antibiyotik direngli enterokok izolatlarinda plazmid gorulmesi, antibiyotik
direnci ile plazmidler arasinda baglant: oldugu gorilmektedir.

Bu calismada da elde edilen verilere gore tekli ve ¢oklu antibiyotik direncli
50 adet enterokok susunun 22 (%44) adetinde 2.06 kb, 2.97 kb, 3.99 kb, 5.01 kb,
8.06 kb, 10.10 kb, 12.13 kb ve 16.21 kb'lik sekiz farkli biyuklikte plazmid
belirlendi ve bunlarin 9 plazmid paternine ayrildiklar: gorildu. Enterokok susunun
28 (%56) adetinde plazmid saptanamadi. Coklu antibiyotik direncli enterokok
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izolatlarinda plazmid varhgi daha az oranda saptandi. Yukarida belirtilen
calismalarda ve bu calismada plazmid izolasyon oranlarindaki farklilik
enterokoklarda bulunan plazmidlerin stabil olmamasindan ve plazmidlerini ¢abuk
kaybedip kazanmalarindan dolay: kaynaklandig: disintlebilir.

Radu ve ark. (2001), tarafindan yapilan ¢alismada tavuk orjinli kaynaklardan
izole edilen 70 adet enterokok susunun 38 adetinde (%54.2) 1.1- 35.3 MDa arasinda
degisen plazmid bantlar: tespit edildi. Radu ve ark. (2001), enterokok suslarinin
yarisindan azinda plazmid bantlarimin bulunamamasina karsin bu suslarin ¢oklu
antibiyotik diren¢ oranlarinin yiksek olmast gen transferlerinde muhtemel rolleri
olabilecegini bildirdiler. Bu nedenle plazmid iceren ve igermeyen antibiyotik
(vankomsin) direncli enterokok suslarinin virtlens faktorlerini ve antibiyotik direng
Ozelliklerini etkili gen transfer mekanizmalar: ile aktarabilmesi nedeniyle ciddi risk

grubu olarak devam edebileceklerini agikladilar.

Sonu¢ olarak, bu calismada Ankara ve Kirikkale illerinde bulunan
broylerlerin ¢oklu antibiyotik direncli enterokok yoniinden onemli bir rezervuar
oldugu belirlendi. Broylerden izole edilen direncli enterokok suslarinda farkli
blyUklUklerde plazmid profilleri oldugu belirlendi. Enterokok plazmidlerinin
antibiyotik direng genlerini  konjugasyon yoluyla insanlar icin patojen olan
bakterilere transfer etmesi dnemli bir risk olarak degerlendirildi.

Bu calismadaki E.faecium suslarinin kinopristin/dalfopristin direncinin nedeni
molekiler calismalar yapilarak tespit edilmelidir. Enterokoklar sahip olduklar:
antibiyotik direncliligini  kontamine tavuk gidalari aracilhigi ile insanlara
aktarabilecegi gorulmektedir. Broyler isletmelerindeki antibiyotiklere kars1 direncin
olusmasini ve bakterilerdeki ¢cogul direncliligin engellenmesi igin tlke genelinde gok
merkezli epidemiyolojik calismalar yapilarak patojen ve kommensal bakterilerdeki
antibiyotik direng durumunun ve gelisen direncin molekuler kdkeninin stirekli takip
edilmesi gerekli gorilmektedir. Elde edilen sonuglar Veteriner ve Tip hekimligi ile
paralel olarak degerlendirilmeli ve ulusal antimikrobiyal kullamm stratejileri
gelistirilmelidir.
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