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ONSOZ

Enterokoklar beseri hekimlikte iy1 bilinen patojenlerdir. Bu bakterilerin olusturdugu
infeksiyonlar ¢ogunlukla nozokomiyaldir ve en sik rastlanan tiir Enterococcus faecalis’tir.
Bu organizmalar en sik {iriner sistem, kan, endokardiyum, abdomen, safra yollari, yanik
yaralar1 ve hastada kalic1 olan cihazlar (intravaskiiler kateter gibi) yoluyla infeksiyon

olusturmaktadir.

Sik¢a karsilagilan antimikrobiyel direngli enterokoklar besi hayvanlarinda ve
hayvansal orijinli gidalarda gozlenmistir ve besi hayvanlarinin direngli enterokoklar igin
bir rezervuar olabilecegi, diren¢ genlerini de gida zinciri yoluyla insanlara aktarma

yeteneginde oldugu 6ne siiriilmektedir.

Enterokoklar, insanlar da dahil olmak iizere neredeyse tiim hayvan tiirlerinin
bagirsaklarinda incelenmistir. Tiirler, konak¢1 hayvandan konak¢1 hayvana ve hayvanlarin
yaglarma gore farklilik gosterir. Enterokok tiirlerinin tanisi1 biyokimyasal ve fizyolojik
testlerle konulmaktadir. Genetik ve molekiiler yontemlerle identifikasyonunda ise DNA
hibridizasyon, ribotipleme, pulsed field jel elektroforezi (PGFE), PCR gibi yontemler

kullanilmaktadir.

Bakteriyemili hastalardan elde edilen E. faecalis izolatlarinda esp geninin varligi
ve antibiyotik duyarlilif1 arasindaki iligki arastirilmistir. Enterokoklarda yiiksek diizeyde
gentamisin direnci (HLGR) genellikle bifonksiyonel Aac(6’)-Aph(2”) aminoglikozid-
modifiye eden enzim varlig1 nedeniyle ger¢eklesmektedir. HLGR enterokoklar,endokardit
gibi gesitli enterokokal enfeksiyonlar igin antibiyotik tedavisi ile ilgili endiseye neden
olmustur, ¢iinkli vankomisin veya ampisilin gibi hiicre duvari aktif antibiyotikler ile sinerji
artik beklenmemektedir. Ayni tiire ait hayvanlarda antibiyotik diren¢li enterokoklarin
dagilimi da, bu tiirlerin hayvanlardan insanlara bulasmasi veya hastanelerde hayvanlar
arasinda kontaminasyon olugsmasi endisesi ile incelenmistir. Ancak hayvan kokenli
enterokoklarda yiiksek derecede gentamisin direncinin, esp geninin varligi ile anlaml bir
iliskisinin olup olmadig1 bilinmemektedir. Bu nedenle aymi tiire ait hayvanlardan elde
edilen Enterococcus izolatlarinda esp geninin varligi ve gentamisin direncinin arastirilmasi
amaclanmistir. Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

tarafindan VTF-14010 nolu proje olarak desteklenmistir.



ICINDEKILER

ICINDEKILER

CIZELGELER

SEKILLER

1. GIRIS

1.1. Taksonomi

1.2. Morfoloji ve Kimyasal Ozellikleri

1.3. Enterokok Infeksiyonlarininda Epidemiyoloji

1.4. Patogenez

1.4.1. Konake1 Dokularda Kolonizasyon-Tutunma-invazyon

1.4.2. Konak¢1 Immunitesinin Modiilasyonu
1.4.3. Konakgidaki Patolojik Degisimler
1.5. Virulens Faktorleri

1.5.1. Sitolizin

1.5.2. Agregasyon Faktorii (AF)

1.5.3. Ekstraseliiler Siiperoksit

1.5.4. Enterokokal Yiizey Proteini

1.5.5. Jelatinaz

1.5.6. Lipoteikoik Asit (LTA)

1.5.7. Kollajen Baglayict Adezin MSCRAMM Ace
1.5.8. Kapsiil, Hiicre Duvar1 Polisakkaritleri
1.5.9. Seks Feromonlar1

1.5.10. Hyaluronidaz
1.5.11. AS-48

1.5.12. Antibiyotik Direnci

1.5.12.1. B-Laktam direnci

1.5.12.2. Aminoglikozid direnci

1.5.13. Kazanilmis direng

1.5.13.1. Glikopeptit direnci

1.6. Enterokok Infeksiyonlarinda Tan1
1.7. Enterokok Infeksiyonlarmin Tedavisi
2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ornek Toplanmasi

iii
Vi

vii

© 00 00 N w N

11
11
13
14
15
16
17
19
19
20

21
21

22
22
23
23
23
24
26
28
28



2.2. Izolasyon ve identifikasyon Caligmalar
2.2.1. Besiyerleri

2.2.1.1. Brain Heart Infusion Agar

2.2.1.2. Brain Heart Infusion Broth

2.2.1.3. Enterococcocel Agar

2.2.1.4. Miiller Hinton Agar

2.2.2. Enterokoklarin Izolasyon ve Identifikasyonu
2.2.2.1. Katalaz Testi

2.2.2.2. Oksidaz Testi

2.2.2.3 Safra Eskiilin Testi

2.2.2.4. Pyrolidonyl Arylamidase (PYR) testi

2.2.2.5.% 6.5 NaCl’de Ureme Testi
2.3. PCR Geregleri

2.3.1. Solusyonlar

2.3.1.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer
2.3.1.2. Gel Loading Buffer (6X)

2.3.1.3. Tris (1M)

2.3.1.4. NaCl (1M)

2.3.1.5. TE Buffer (10mM tris+ 1ImM EDTA)

2.3.1.6. MgCl,, Taqg DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, dNTP Set
2.3.2. Primerler

2.3.3. Termal Dongiileme Cihaz

2.3.4. Elektroforez Cihazi

2.3.5. Agaroz Jel

2.3.6. Marker

2.3.7. Etidium Bromiir

2.3.8. Pozitif Kontrol

2.3.9. DNA Ekstraksiyon Kiti

2.4. PCR Yontemi

2.4.1. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi
2.4.2. Jelde Yiiriitme

2.4.3. Gorlintiileme ve Degerlendirme

3. BULGULAR

28
28
28
29
29
30
30
31
31
31
31
32
32
32
32
32
32
33
33
33
33
34
34
34
35
35
35
35
36
40
40
40
42



3.1. Izolasyon Bulgular
3.2. PCR Bulgular

4. TARTISMA

5. SONUC

OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS
TESEKKUR

42
42
44
48
49
50
o1
59
60



Cizelge 1.1.

Cizelge 1.2.

Cizelge 2.1.

Cizelge 2.2.

Cizelge 2.3.

Cizelge.2.4.

Cizelge.2.5.

Cizelge.2.6.

Cizelge.2.7.

Cizelge.2.8.

Cizelge.2.9.

Cizelge 3.1.

CIZELGELER

En 6nemli enterokok tiirleri ve yasam ortamlar:

Enterokoklarda glikopeptit direng tipleri

PCR amplifikasyonlarinda kullanilan ddlg. faecatis V€ ddIE. faecium
primer ¢iftleri ve beklenen amplifikasyon boyutlari

PCR amplifikasyonlarinda kullanilan aph(2°’)-lal, aph(2’’)-1b1,
aph(2’’)-Icl ve aph(2°°)-1d1 primer giftleri ve beklenen
amplifikasyon boyutlari

PCR amplifikasyonlarinda kullanilan esp11 ve esp 12 primer
ciftleri ve beklenen amplifikasyon boyutlar

ddlg. faecaiis Ve ddIg. faecium primer ¢iftleri ile yapilan PCR igin
Mmastermiks hazirlanma oranlari

aph(2’°)-1al, aph(2’’)-1b1, aph(2’’)-lc1 ve aph(2°’)-1d1 primer
ciftleri ile yapilan PCR i¢in mastermiks hazirlanma oranlari

espll ve esp 12 primer primer giftleri ile yapilan PCR igin
mastermiks hazirlanma oranlari

ddle. faecalis Ve ddlg. faecium primer giftleri ile yapilan PCR islemine
ait 1s11 dongii ve siire diyagrami

aph(2’°)-1al, aph(2’’)-1b1, aph(2°’)-lc1 ve aph(2°’)-1d1 primer
ciftleri ile yapilan PCR islemine ait 1s1] dongii ve siire diyagrami

espll ve esp 12 primer ciftleri ile yapilan PCR islemine ait 1s1l
dongii ve stire diyagrami

Enterokoklaron tiir bazinda identifikasyon oranlar1

24

33

34

34

36

37

38

39

42

Vi



Sekil 1.1.

Sekil 1.2,

Sekil 1.3.

Sekil 1.4,

Sekil 1.5.

Sekil 1.6.

Sekil 1.7.

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

SEKILLER

Enterokoklarin Gram boyama goriintiileri

Enterokoklarin Streptokok, Laktokok gibi diger Gram pozitif ve
katalaz negatif koklardan ayrimi

Enterokok tiirleri identifikasyon semasi

E. faecalis (Esp) ve E. facium (Esp(m))’un Esp ylizey proteini ile
S. aureus’un Bap biyofilm iligkili proteini arasindaki
benzerliklerin sematik goriinimii.

Patojenitede rol oynayan farkl: virulans faktorlerinin sematik
gosterimi

Seks-feromon sistemi transfer mekanizmasi

Cinsiyet feromonu ile indiiklenen kiimelenme fenomeninin
gosterimi.

Enterococcus spp’nin tanimlanmasi
PYR hidroliz testi
E. faecalis ve E. faecium suslarina ait elektroforez goriintiisii

Aminoglikozid direng genlerine ait elektroforez goriintiisii

15

18

20

21

30

31

43

43

vii



1. GIRIS

Enterokoklar beseri hekimlikte iyi bilinen patojenlerdir. Bu bakterilerin olusturdugu
infeksiyonlar ¢ogunlukla nozokomiyaldir ve en sik rastlanan tiir E. faecalis’tir (Murray
1990). E. faecalis infeksiyonlarin %80-90’1m1 olustururken, E. faecium %210-15 ile onu
takip eder. Enterokoklar, Avrupa ve iilkemizde g¢esitli geleneksel fermente gidalarin

iiretiminde énemli rollerde oldugu gibi probiyotik olarak da kullanilmaktadir (isleroglu ve
ark 2008).

Bu organizmalar en sik iiriner sistem, kan, endokardiyum, abdomen, safra yollari,
yanik yaralari ve hastada kalici olan cihazlar (intravaskiiler kateter gibi) yoluyla infeksiyon
olusturur (Jett ve ark 1994). Hemen hemen her kullanish antibiyotige karsi ¢oklu direng
gelistiren bu bakterilerin olusturdugu infeksiyonlar, son yillarda dikkat g¢ekmeye
baslamistir (Herman ve ark 1991).

Vankomisin (glikopeptid) direngli enterokoklar hospitalize edilen hastalarda ciddi
sorunlara neden olabilmektedir. Muhtemelen Veteriner Hekimlikte glikopeptid
antibiyotiklerin kullanilmamasi nedeniyle, yakin zamana kadar hayvanlarda boyle suslarin
varlig1 bilinmemekteydi ve arastirilmamisti. Avrupa'da, bu antibiyotik grubunun bir {iyesi
olan avoparsin, ciftlik hayvanlarinda biliylimeyi desteklemek i¢in kullanilmaktadir.
Almanya ve Danimarka’da yapilan arastirmalarda vankomisin diren¢ olusumu,
hayvanlarda biiyiime arttirici antibiyotik olarak avoparsin kullanimia baglanmistir

(Devriese ve ark 1996).

Sik¢a kargilagilan antimikrobiyel direngli enterokoklar besi hayvanlarinda ve
hayvansal orijinli gidalarda gozlenmistir ve besi hayvanlarinin direngli enterokoklar i¢in
bir rezervuar olabilecegi, diren¢ genlerini de gida zinciri yoluyla insanlara aktarma

yeteneginde oldugu one siiriilmiistiir (Aarestrup ve ark 2000).

Enterokoklar, insanlar da dahil olmak iizere neredeyse tiim hayvan tiirlerinin
bagirsaklarinda incelenmistir. Tiirler, konak¢1 hayvandan konakg¢i hayvana ve hayvanlarin
yaslarina gore farklilik gosterir (Devriese ve ark 1991). Bir kdpekte karaciger apsesinden
(Farrar ve ark 1996) ve bir bagska kopekte lumbosakral epidural analjesi sonrasinda

intervertebral disk infeksiyonundan izole edilmistir (Remedios ve ark 1996). Ancak,

1



cerrahi operasyonlart takiben bu bakterilerin infeksiyonlar1 veteriner hekimlikte
bildirilmemistir. Bu bakterilerin veteriner hekimlikte sorun olmamasinin nedeni biiyiik
olasilikla, yogun bakim iinitelerinin eksikligi ve daha az siklikta uygulanan invaziv cerrahi
tekniklerdir. Ote yandan enterokoklarin, kiimes hayvanlari, kanarya ve papaganlarin
infeksiyonlarinda rol aldigi bilinmektedir (Devriese ve ark 1994). Bunlar biiyiik ihtimalle
sekonder infeksiyonlardir ve altta yatan viral veya bakteriyel infeksiyonlar tarafindan

tetiklenmistir (Butaye ve ark 2000).

Enterokok’lar kedi ve kopeklerde otitis eksternaya ve nadiren de iiriner yolu
infeksiyonlarina neden olmaktadir. E. durans, E. hirae ve E. villorum tiirleri kopek, kedi,
tay ve buzagilarda ishale yol agmaktadir. E. hirae’nin bir kedide enteropatiye, karaciger
safra kanali ve pankreatik kanalinda supuratif yangiya neden oldugu rapor edilmistir
(Moellering 2000).

1.1. Taksonomi

Enterokok tiirleri, Streptococcaceae ailesi i¢inde yer alan katalaz (-), Gram (+)
yuvarlark sekilli bakterilerdir. Streptococcus genusundan yapisal bakimdan ayrilmasi zor
oldugu igin, 1980°1i yillara kadar Streptokok olarak klasifiye edilmistir. Siniflandirma
analizlerinin ilerlemesiyle birlikte i¢inde 12 tiirin bulundugu ayri bir genus altinda

incelenmeye baslanmistir (Winn ve ark 2006, Moellering 2000).

Enterokoklar, insan ve hayvanlarin sindirim sisteminin baskin florasini
olusturmakla birlikte toprak, ylizey sulari, bitkiler, sebzeler ve bdoceklerde de
bulunmaktadir. Enterokok tiirlerinden E. faecium, E. faecalis ve E. durans’in insan
diskisindan siklikla identifiye edilmesinin yaninda bu bakterilere ¢iftlik hayvanlarinda
daha az siklikta rastlandigi belirtilmektedir (Tunail 1999, Franz ve ark 1999, Franz ve ark
2003).

Streptococcus cinsi iginde bulunan ve Lancefield D grubu koklardan olusan bu
genus, 1984 yili oncesinde fekal streptokok grubunu tanimlamaktadir. Streptococus
faecalis ve Streptococus faecium tiirleri ile birlikte Streptococus faecalis subsp.

liquefaciens, Streptococus faecalis subsp. zymogenes ve Streptococus faecium subsp.



casseliflavus alt tiirlerini de igeren bu grup, 1984 yilinda Schleifer ve Kilpper-Balnz

tarafindan Enterococcus cinsi olarak ayrilmistir (Winn ve ark 2006).

Enterococcus cinsi i¢inde 12°den fazla tiir bulunur. Bu tiirler arasinda E. faecalis, E.
faecium, E. durans, E. avium, E. casseliflavus, E. malodoratus, E. gallinorum, E. hirae, E.
mundtii, E. raffinosus, E. solitarius, E. pseudoavium bulunmakla birlikte, E. cecorum, E.
columbae, E. saccharolyticus, E. dispar, E. sulfureus, E. seriolicida, E. flavecens gibi yeni

tirler de Enterococcus cinsi igine katilmistir (Moellering 2000).
1.2. Morfoloji ve Kimyasal Ozellikleri

Enterokoklar, karbonhidratlar1 laktik aside parcalayabilme ozelliklerinden dolay1
fermentatif laktik asit bakterileri igcinde bulunan, Gram pozitif, sporsuz, bazi suslarin
yalanci katalaz reaksiyonu gostermesine ragmen genellikle katalaz (-), oksidaz (-),
fakiiltatif anaerobik, E. gallinarum ve Enterococcus casseliflavus gibi bazi tiirleri disinda

hareketsiz, yuvarlak sekilli bakterilerdir (Franz ve ark 1999, Fisher ve ark 2009).
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Sekil 1.1. Enterokoklarin Gram boyama goruntulerl (Ak¢imen 2010)

S1v1 besiyerinde dipte tortu meydana getirip, besiyerinde turbiditeye neden olmadan
tirerler. Enterokoklar direngli bakterilerdir. 60°C de 30 dk. sicakliga karsi dayaniklidirlar.
(Unat 1986). Optimal iireme 1silar1 35°C (10-45°C) en iyi iireme pH derecesi 7.2 +0.2
olmaktadir. % 5 Koyun kanli agarda 24 saat inkiibasyon sonucu, 1 veya 2 mm c¢apinda,
Streptokoklardan daha genis, kabarik, mat renkli S tipi koloniler meydana getirirler. E.
faecalis suslarin 1/3’0 insan, tavsan ve at kanli agarda -hemoliz meydana getirebilir
ancak koyun kanli agarda hemoliz yapmaz. (Facklam ve Teixeria 1998, Winn ve ark 2006,
Fisher ve Phillips 2009). Fakat bazi E. durans suslar biitiin kanl agarlarda B-hemoliz
meydana getirirler. Genellikle diger tiirlerin hepsi a- hemolitik veya nonhemolitiktir. Alfa

hemolitik goriinen tiirler gergekte peroksit lireten nonhemolitik suslardir. Besiyerindeki

3



yesil renk a-toksin ile ilgili degil, eritrositlerde peroksitin etkisi ile meydana gelmektedir.
E. mundtii, E. pallens, E. casseliflavus, E. gilvus ve E. sulfureus kanli agarda sar1 pigment
meydana getirir (Winn ve ark 2006). Enterokoklar bazal metabolik aktiviteleri i¢in, B
kompleks vitaminlerine, niikleik asit bazlarina ve karbon kaynaklarina ihtiyagduymaktadir.
E. faecalis’in ¢ogalmasi igin metionin, histidin, izoldsin, ve triptofan gerekli iken, diger
bazi tiirler, glutamat, arginin, glisin, 16sin ve valine gereksinim duyarlar. Ancak bazi

tiirlerde bu aminoasitlere ihtiya¢ bulunmaz (Facklam ve ark 1998, Korten ve ark 1997).

Enterokok tiirleri kemoorganotrofiktirler ve homofermentatif laktik asit
fermentasyonu ile heksozlardan L - laktik asit olustururlar. E. durans, E . feacalis, E.
faecium, E . gallinarum, E. hiraeve, E. mundtii 10-45 ‘C de, % 6,5 NaCl, % 40 safra tuzu
varhiginda ve pH 9,6'da gelisebilmeleri ile streptekok, laktokok gibi Gram pozitif ve
katalaz negatif homofermentatif koklardan kolaylikla ayrilabilirler (Sekil 1.2) (Stiles ve ark
1997, Klein 2003, Foulquie Moreno ve ark 2006).
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Sekil 1.2. Enterokoklarin Streptokok, Laktokok gibi diger Gram pozitif ve katalaz negatif
koklardan ayrimi (Klein 2003)
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Sekil 1.3. Enterokok tiirleri identifikasyon semasi (Akg¢imen 2010)

Cizelge 1.1. En 6nemli enterokok tiirleri ve yasam ortamlar

Enterokok tiirleri

Yasam ortamlan

E.faecalis Insanlar, hayvanlar, su, besinler
E.faecium Insanlar, hayvanlar, su, besinler
E.gallinarum Insanlar, evcil kuslar, besinler

E.casseliflarus

Toprak, bitki, besinler, insan

E.avium Hayvanlar
E.hirae Hayvanlar
E.durans Insanlar, hayvanlar, besinler




1.3. Enterokok Infeksiyonlarinda Epidemiyoloji

Enterokoklar insan ve hayvan bagirsak florasinin énemli bir tiyesidir. Enterokoklar
bagirsakta kolonize olan gram pozitif bakteriler arasinda en yogun saptanan bakterilerdir.
Bu bolgede en sik E. faecalis izole edilir. E. faecium diger enterokok tiirlerine goére
hayvanlarda daha fazla bulunurken E. mundtii ve E. casseliflavus bitkilerde bulunur.
Ayrica yapilan birgok arastirmada enterokoklar icinde en fazla identifiye edilen tiirler E.
faecalis ve E. faecium’dur (Cetinkaya ve ark 2000). Ozellikle Vankomisin’in hastanelerde
sik olarak kullanilmaya baslandigi 1989 yilindan itibaren, Avrupa iilkeleri ve ABD basta
glikopeptid antibiyotikleri olmak tizere beta-laktam ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere
kars1 direncli klinik izolat ve vaka ihbar1 yapilmis, vankomisin direngli enterokoklarin
ozellikle E. faecium’un klonal seleksiyona ugrayarak hastane ortaminda sik bulundugu, tek
baslarina veya Stafilokoklarla birlikte hastane infeksiyonlarindaki insidanslarimi hizla
yiikselttikleri tespit edilmistir (Cetinkaya ve ark 2000).

Ayrica enterokoklar endodontik tedavi basarisizliklarinda rol oynar ve genellikle
kok kanal sisteminden izole edilmektedir. E.faecalis insanlarin  endodontik
enfeksiyonlarindan % 80-90 oranlarinda sorumlu bulunmaktadir. Genellikle kok

kanallarindan tek bir enterokok tiirii izole edilmektedir (Chou ve ark 2000).

Ulkemizde 1998 yilinda Vural ve arkadaslari tarafindan vankomisin direncli E.
faecium susu ilk defa izole edilmistir. Bu sus malign histiyositozis tanist konulmus,
bronkopulmoner infeksiyonu olan bir bebekte pleural sividan izole edilmistir (Vural ve ark
1999).

Avrupa iilkelerininde ¢iftlik hayvanlari, tavuklar, et iriinleri ve atik su
numunelerinde VanA tipi VRE 6nemli bir sorun haline gelmistir. Rezervuar gesitliliginin
fazla olmas1 gidalar araciligiyla insanlara da bulasmaya neden olmus ve toplumda VRE
insidanst % 12 oranma kadar ¢ikmustir. Ancak 1994 yilindan itibaren birgok iilkede
Avoparsin kullanimmin kaldirilmasi ve hastalarda glikopeptit grubu antibiyotiklerin sinirh
kullanim1 sonucu bu iilkelerden bildirilen VRE oranlarinda azalma tespit edildigi

saptanmistir (Wegener 1998).

Bununla birlikte VanA transpozon Tn-1546 ile olusturulan direng, hayvanlar

arasinda VRE’nin klonal olusumunu hizlandirmistir. VRE’ler gida ile insana gecerek
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gastrointestinal kolonizasyonu artirmiglardir. ABD’de 1997 yilina kadar insanlarda yiiksek
diizey direngli VRE tespit edilmemistir. Fakat Almanya’da 1994 yilinda, saglikli insanlarin
% 12’sinde VRE goriilmiistiir (Aktas ve Derbentli 2009).

Bu farkin hayvan beslemede glikopeptit grubu antibiyotik kullanilmamasindan
kaynaklandig1 bildirilmistir. Bu sebeplere dayanarak ABD’de VRE kaynakli hastane
infeksiyonlarinda en 6nemli rezervuarin i¢ florasinda kolonizasyon olan hastalar oldugu
saptanmis ve VRE ile kolonize hastalarin takip amagli numune alimi ile izlenmeleri

Onerilmistir (Aktas ve Derbentli 2009).
1.4. Patogenez
1.4.1. Konak¢1 Dokularda Kolonizasyon-Tutunma-invazyon

Klinik ¢alismalar nozokomiyal infeksiyonlarin hastalar arasinda enterokok transferi
sonucunda meydana geldigini gostermektedir. Genellikle hastalar nozokomiyal
enterokokal infeksiyon gelisimi o6ncesinde enterokok kolonisini disaridan alirlar.
Nozokomiyal enterokok infeksiyonlari hakkinda merak edilen ise bu bakterilerin nasil
kolaylikla kolonize olabildikleridir. Nozokomiyal enterokoklarin kolonize olma, fazla
bliyime ve konuk¢u dokular1 invaze edebilmeleri konusunda ekstra ozellikleri
bulunabilmektedir. Bahsedilen bu o6zellikler; belirgin antienterokokal aktivite olmadan
antibiyotik kullanimi ile desteklenmekte, sonug¢ olarak endojen flora bozulmakta ve
nozokomiyal enterokok tarafindan kolaylikla koloni olusturabilecek bir alan meydana
gelmektedir. Bu durum pek ¢ok nozokomiyal enterokok tiiriiniin kommensal enterokoklara
oranla antibiyotiklere daha fazla direngli olmalariyla desteklenmektedir. Amplifiye
fragment uzun polimorfizm (AFLP) analizi ile E. faecium‘un farkli klinik alt gruplarindan
ve belirli konakgilardan izole edilmesi sonucunda bu iiriinlerin AFLP > % 65 benzerlikte
gen gruplarina ayrildig1 gésterilmistir. Ilging olarak hastanede yatan ve yatmayan bireyler
arasinda belirgin bir dikotomi belirlenmistir. Belli bir ¢evre veya konakg¢iya spesifik bir
genetik grup arasindaki iliski nozokomiyal enterokoklarin neden hastanede yatan

hastalarda daha kolay kolonize olduklar1 sorusuna cevap olusturacaktir.

Farede yapilan calismalarda gastrointestinal yoldaki kolonizasyonda bagirsak
liimeninin epitel hatt1 boyunca translokasyona ugrayabilecegini gostermektedir. Intestinal

veya apikal alanlarda bulunan bakteri adina Onerilen mekanizmada epitel hiicreler ve
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fagositlerin gastrointestinal bakterileri yok edebilecegi veya bakterilerin fagositlere dogru
goc ederek mezenterik lenf diiglimlerinde prolifere olarak uzak alanlara
sigrayabileceklerini  gostermektedir. Bagirsak epitelyum hatti boyunca E. faecalis‘in
translokasyonuna dair kanitlar Wells ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur. Wells
calismalarinda E. faecalis‘in fare intestinal, karaciger ve lenf diigiimlerinde fazla biiyiime
gosterdigini yapmis oldugu 6rneklemeler ile kiiltiir metotlariyla gostermistir. Ayrica Wells
translokasyon yapan bakterilerin sistemik infeksiyonlarin nedeni oldugunu goéstermistir.
Baska bir calismada ise yine Wells ve arkadaslar1 translokasyonun farede kolonda
oldugunu gostermislerdir. In vitro g¢alismalarda ise Guzman ve arkadaslar1 E. faecalis‘in
patogenezini iriner sistemde ve endokard bolgesinde tespit etmislerdir. Ayrica
caligmalarinda triner sistem infeksiyonlarindan veya endokarda tutunan bakterilerin ilk
olarak triner sisteme daha sonra ise kalp hiicrelerine tutundugunu ve bunlarin tutunma

ozelliklerinin serum ile uyarildigini géstermislerdir (Rakita ve ark 2000).
1.4.2. Konak¢1 Immunitesinin Modiilasyonu

Polimorfoniiklear (PMN) I6kositler bakteriyel infeksiyonlara kars1 insan konakginin
kritik bir bilesenidir. invaze olan bakteri komplement proteinler veya spesifik antikorlar
tarafindan kaplanir ve daha sonra PMN’ler tarafindan fagosite edilerek oldiiriiliirler.
Tamamlayic1 proteinler veya antikorlar tarafindan bakterilerin kaplanmasi siireci
fagositozu arttirmaktadir ve bu durum opsonizasyon olarak adlandirilir. Enterokoklari
oldiirme siiresince yer alan antikor ve komplementer proteinlerle ilgili olarak yapilan
calismalar PMN aracili yok etmenin hem klasik hem de alternatif yollar tarafindan
komplement aktivasyonu iizerinden meydana geldigini ortaya ¢ikarmistir. E. faecalis igin
antikorlar PMN aracili yok etmeyi arttirmaktadir ancak bunlarin yapilan farkli ¢aligmalarda
serum varligi olmadan gamma globulinler kadar yararli aktivite gostermedigi de

belirtilmektedir (Rakita ve ark 2000).

Enterokoklar i¢in bulunan antikorlar insan enterokokkal infeksiyonlarinda
belirlenmis olmasmma ragmen E. faecalis’e karsi yapilan antikorlarin infeksiyonu
onlemedeki rolii karmasa yasatmaktadir. Huebrer ve arkadaslari antikorlarin profilaktik ve
teropatik etkinligini faredeki kapsiil polisakkarid infektif modelinde tespit etmislerdir. Bu
duruma ek olarak ylizey agregasyon protein (Agg) icin antikorlarin rolii; endokardiyal
vejetasyon olusumu siiresince Agg icin spesifik konak antikorunun yoklugunda
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endokarditis infeksiyonunda belirlenmistir. Sonug¢ olarak bakteriler antikorlarin
etkilerinden kendilerini korumaktadirlar. Ancak baska bir ¢alismada tavsan modelinde
endokard olusumundaki Agg i¢in antikor etkinligi herhangi bir koruma géstermemistir
(Portenier ve ark 2003).

Immiin cevabin iistesinden gelebilmek amaciyla E. faecalis farkli stratejiler
gelistirmektedir. Gentry-Weeks ve arkadaslar1 fare peritoneal makrofajlarinda
enterokoklarin intraseliiler hayatta kalmasinin 72 saate kadar uzadigini1 géstermislerdir. Bu
Ozellik belki de infeksiyon patojenezine katkida bulunmakta ve bu sayede enterokok
viicutta uzak noktalara gb¢ etmekte ve makrofaj iginde antimikrobiyal tedaviden
korunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada jelatinaz, sitolizin ve Agg eksprese eden suslarin
notrofil aracili Oldiirme i¢in daha direngli olmadiklart bulunmustur. Ancak in vitro
denemelerde in vivo kosullar taklit edildigi zaman sonuglar yukarida bahsedilen molekiiler
ekspresyonlar1 desteklememektedir. Enterokokkal yiizey protein (Esp) yapisi ile gen
kodlamadaki ¢oklu tekrarlayan motifler E. faecalis infeksiyonunda immiin cevapta oldukca
onemlidir (Rakita ve ark 2000).

1.4.3. Konakgidaki Patolojik Degisimler

Infeksiyon patojenezindeki son basamakta konakgida patolojik degisimler meydana
gelir. Bu tip degisimler konak¢i inflamatuar cevabi ile veya salgilanan toksin, proteaz
sonucunda meydana gelen direkt doku hasari ile uyarilmaktadir. Enterokokal lipoteikoik
asit konak¢1 immiin cevabi modiile etmede rol oynayan faktorlerden biridir ve bu asit doku
hasarina neden olmaktadir. Pek ¢ok grup lipoteikoik asitin, gram negatif bakterilerin
lipopolisakkaridi kadar inflamatuar olup farkli sitokinlerin potansiyel bir uyaricisi oldugu
bilinmektedir. Endokardit patojenezinde rol alan Agg ve enterokokal baglayict maddeleri
olmadan tiirlerin hastalik olusturmadiklari, Agg veya enterokokal baglayici maddelerden
birine sahip tiirlerin ise enterokokal baglayici maddeye yiizeyde sahip olan tiirlerden daha
fazla hastalik olusturma potansiyeli oldugu agiktir. Sonug olarak E. faecalis tarafindan
salgilanan triinler direkt doku hasarina neden olmaktadir ve bu maddeler sitolizinler ve

jelatinazdir (Rakita ve ark 2000).
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1.5. Virulens Faktorleri

Enterokoklar memeli hayvanlarin gastrointestinal sistemi i¢inde hem konakgi ile
hem de bagirsak florasinin diger ortaklari ile uyumlu olarak yasayan kommensallerdir.
Antibiyotik tedavisi, konak¢1 yaralanmasi veya azalan konak¢i immunitesi gibi konakei-
kommensal iliskisinin  dinamiklerindeki diizensizlikler, bu intestinal bakterinin
ekstraintestinal konake¢1 alanlarina erismesine ve infeksiyon olusturmasma olanak
saglayabilir. Enterokoklarin kommensal davraniglarinin digina sapmasina neden olan diger
bir mekanizma ise konak¢inin savumasini agsmak i¢in yeni 6zellikler kazanmasi ve yeni
ortamlarda kolonize olmasidir. Bu ikinci mekanizma, infeksiyon kdkenli ve kommensal
tirler arasindaki genetik farkliliklar1 agik¢a vurgulayan E. faecalis’in patojenite adasinin
identifikasyonundan sonra giderek zemin kazanmaktadir (Shankar ve ark 2002, Upadhyaya
ve ark 2009).

Enterokoklar, bir¢cok antibiyotige kars: interensek direngli olmalari, antibiyotiklere
kolaylikla direng gosterebilmeleri ve ¢evre kosullarina uyumlarmin iyi olmasi nedeniyle
diger patojenlerden daha avantajli olabilmektedir (Tok 2006). Yillardir bir¢ok g¢alisma
enterokokal virulens ve enterokokal virulens faktorlerinin identifikasyonuna yonlenmistir
(Hancock ve ark 2000).

Enterokoklarin en 6nemli virulens faktorleri

. Sitolizin,

. Agregasyon faktorti,

. Ekstraseliiler siiperoksitler,

. Enterokokal yiizey proteini,

. Jelatinaz,

. Lipoteikoik asit,

. Kollajen Baglayic1 Adezin MSCRAMM Ace,

. Kapsiil, hiicre duvari polisakkaritleri.

© o0 N o OB~ W N

. Antibiyotik direncidir.
1.5.1. Sitolizin

Okaryotik ve prokaryotik hiicreleri lize eden E. faecalis sitolizini genellikle

plazmid kodludur ve hayvanlarda E. faecalis’in virulensini arttirir (Jett ve ark 1994,
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Upadhyaya ve ark 2009). Yakin zamanda sitolizin operonu, E. faecalis’in patojenite
adasinin esp genine ¢ok yakin bir bileseni olarak saptanmistir (Shankar ve ark 2002).
Sitolizin operonu cylLS, cylB, cylR1, cylM cylR2, cylLL, cylA, ve cyll olarak tanimlanan
sekiz gen icermektedir (Kayaoglu ve Orstavik 2004).

Enterokokal virulense katkis1 oldugu bilinen sitolizin sentezinin, quorum-sensing
mekanizmast yoluyla yeni iki bilesenli regiilator sistem tarafindan diizenlendigi
bulunmustur. Sitolizin sistemi, klasik histidin kinaz ve yanit regiilatoriinden olusan iki
bilesenli sinyal iletim sistemi ile diizenlenmemis oldugu icin essizdir (Haas ve ark 2002,

Kayaoglu ve ark 2004).

Aminoasit analizlerine dayanarak saflastirilan E. faecalis sitolizinleri A lantibiyotik
tipi olarak siiflandirilmaktadir. Lantibiyotikler ise; amino lanthionine i¢eren ve normal
olarak proteinlerde bulunmayan diger modifiye olmus aminoasitleri bulunduran ribozomal
olarak sentezlenmis peptidlerdir. Diger tip A lantibiyotik o6rnekleri; epidermin, nisin,
subtilin ve streptoccin’dir. Daha fazlasi; bakteriyal hiicrenin sitoplazmik membranda spor
olusturmasiyla ve yapay fosfolipid vezikiilleri ile antibakteriyal aktivite gostermektedir

(Portenier ve ark 2003, Karag6z 2005).

Epidemiyolojik arastirmalar sitolozinin hastalik olusumunda rolii oldugunu kismen
desteklemektedir. Ike ve arkadaslar1 (1987) saglikli bireylerin fekal 6rneklerinden elde
edilen E. faecalis izolatlarinin %17’sinin hemolitik olmasina karsin, E. faecalis’in klinik
izolatlarinin yaklasik %60’1nin hemolitik oldugunu bildirmistir. Bir baska c¢alismada
cylA’ya, endokardit vakalarindan elde edilen izolatlar ve saglikli bireylerin fekal
izolatlarina gore bakteriyemi izolatlarinda daha sik rastlanilmistir. Buna karsilik Coque ve
arkadaglar1 (1995) endokardit, bakteriyemi veya saglikli bireylerin digkilarindan elde
edilen E. faecalis izolatlar1 arasinda sitolizin insidansi agisindan herhangi bir fark
saptamamustir. E. faecalis klinik izolatlarinin sadece %16’sinin sitolizin irettigi diger bir
caligmada, ana virulens faktorii olarak bu proteinin roliiniin kiigiik oldugu sonucuna
varilmistir (Elsner ve ark 2000). Baska bir ¢alismada E. faecalis’in kinik izolatlarinda
bulunan sessiz cly genlerinin negatif fenotipik profil (kanli agar plaklarinda negatif
hemolitik aktivite) verebildikleri ancak infeksiyon bélgesindeki faktorler gibi gevresel
faktorlerin bu genleri aktive edebilecegi ileri siiriildii (Eaton ve ark 2001). Hayvan ve
nematod Orneklerinden elde edilen veriler sitolizinin 6nemli bir virulens faktorii oldugunu
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gostermektedir. Bir tavsanin endoftalmi deneyinde, doku hasarinin bir sonucu olarak
gorme kaybimin onlenmesi i¢in E. faecalis’e karsi kullanilan kortikosteroid tedavisi ile
birlikte antibiyotik tedavisi sitolitik tiirlerin infeksiyonunda ise yaramazken, non-sitolitik

tiirlerde etkili olmustur ki bu da sitolizin i¢in endoftalmide patojenik bir rol 6ne siirmiistiir

(Jett ve ark 1995).
1.5.2. Agregasyon Faktorii (AF)

AF, E. faecalis’in feromon- indiiklenebilen yiizey proteininin, kiiltiire edilen renal
tiibiiler hiicrelerine in vitro yapismasina aracilik ettigi ve kiiltiire edilen insan bagirsak
epitelyum hiicreleri tarafindan E. faecalis’in igsellestirilmesini arttirdigi gosterilmistir
(Wells ve ark 2000). in-vivo olarak agresyon faktdrii bir dizi mekanizma yoluyla
enterokokal infeksiyonlarin patojenezine katkida bulunabilir (Mundy ve ark 2000,
Devriese ve ark 2006, Giiltekin 2004, Kayaoglu ve ark 2004).

Agregasyon maddesi en az 4 farkli yonde E. faecalis *in virulens belirleyicisi olarak

islev gormektedir.

1) Plazmid tarafindan kodlanan virulens faktérlerinin dagilimmi saglamaktadir
(tiirler arasinda enterokokkal sitozilin ve antibiyotik determinantlar1 gibi).

ii) Enterokoklarin bobrek ve bagirsak epitelyum hiicrelerine baglanmasini ve bu
yiizeylerde kolonizasyonunu kolaylastirmaktadir. Bunun sonucunda endokardit ve iiriner
sistem infeksiyonlarina yol agmaktadir.

iii) Ayrica bakterinin polimorfoniiklear lenfositlerin (PMN) fagositozuna kars1 da
korunmasmi saglamaktadir, fakat mikrobiyal 6liimle sonu¢lanmamaktadir. Bu koruma
mekanizmasi belki fagozomal olgunlagsmanin modifikasyonu aracilig ile olmus olabilir.

iv) Son olarak; Chow ve arkadaslarinin (1993) yapmis oldugu bir ¢alisma,
agregasyon maddesinin ve sitolizinin, sitolizin regiilasyonunu diizenleyen quorum sensing
mekanizmasint aktiflestirerek virulensi arttiran sinerjistik bir igleve sahip olduklarini
gostermistir. Bu da doku zarar1 ve daha derin doku isgali ile sonuglanmaktadir (Portenier
ve ark 2003).

E. faecalis patogenezinde AF’niin roliine iligskin hayvan ¢alismalarindan elde edilen
sonuglar ¢esitlidir. Tavsanlarla yapilan ¢aligmalarda AF endokarditi arttirmistir ancak rat

endokardit O0rneginde durum bdyle olmamistir ve AF tavsan endoftalmi hastaliginin
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siddetini etkilememistir. E. faecalis tarafindan endokarditin arttirilmasi konusu, bakteriyel
adezin ve konak¢i hedefi arasinda bir etkilesimin genel kapsaminda izlenebilir. Tim
memeli dokularmin ekstraselliiler matriksi glikoproteinlerden (kollajen, laminin,
fibronektin gibi) olusur ve proteoglikanlar mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyon ve
infeksiyonun baglatilmasi i¢in kullanilabilir. Bakterinin kollajene baglanma yeteneginin
endokardit patogenezinde dnemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Yapilan epidemiyolojik
calismalarda, AF’niin Kklinik izolatlardan siklikla tespit edilmesi ancak saglikli bireylerin
fekal izolatlarinda nadiren bulunmasi, insan enterokokal infeksiyonlarinda AF’iin olasi

roliinii akla getirmektedir (Kayaoglu ve ark 2004).

1.5.3. Ekstraseliiler Siiperoksit

Enterokoklar 6nemli miktarda siiperoksit tiretme yetenekleriyle benzersizdir ve bu
ozellik kandan elde edilen E. faecalis izolatlar1 ile daha fazla iliskili gériinmektedir
(Tendolkar ve ark 2003, Upadhyaya ve ark 2009). Ekstraseliiler siiperoksit iiretimlerinin,
invaziv olan izolatlarda genel izolatlardan ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir (Portenier
ve ark 2003).

Stiperoksit anyonun ayni zamanda osteoklastlar tarafindan iretildigi ve kemik
erimesinde yer aldig1 bildirilmistir (Key ve ark 1994). Ayrica siiperoksit anyon, plazmada
notrofiller igin kemotaktik faktor olan bir Oncii ile reaksiyona girebilir (Petrone ve ark
1980, Cross ve ark 1987).

E. faecalis tarafindan tiretilen siiperoksitin biyokimyasal yolu en son, rat kolonunda
bulunan yabani-tip E. faecalis’in siiperoksit iiretiminin sergilenmesi ile karakterize
olmustur. Cin hamsteri’’nin ovaryum hiicreleri ve HT-29 enterositler, siiperoksit iireten
yabani tip E. faecalis OGI1RF ile inkiibasyonlar1 sonrasinda artan DNA hasar1 gosterirken,
stiperoksit Uretimi zayiflatilmis bir izogenik mutant ile inkiibasyon ayni sonucu
vermemistir. Benzer bir ¢alisma rat bagirsaginda kolonize olan E. faecalis’in hidroksil
radikal tiretimini géstermistir. Bu sonuglar E. faecalis’in intestinal epitelyumda oksidatif
stres icin gli¢lii bir kaynak oldugunu ve belki de epitelyumdan bakteri translokasyonunda
stiperoksit liretiminin bir rolii oldugunu veya intestinal polipler ve kolorektal kanser ile
iliskilendirilen kromozomal istikrarsizliga katkisina isaret etmektedir (Tendolkar ve ark
2003).
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1.5.4. Enterokokal Yiizey Proteini

Enterokokal yiizey proteini Esp, 1873 aminoasitten olusur. Cekirdek bdlgesinin

yaklagik %50’si proteinden olusmustur ve ardisik tekrarlayan farkli birimlerden olusan
benzersiz bir mimariye sahiptir (Tendolkar ve ark 2003).
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Sekil 1.4. E. faecalis (Esp) ve E. faecium (Esp¢my)’un Esp yiizey proteini ile S. aureus’un
Bap biyofilm iligkili proteini arasindaki benzerliklerin sematik goriintimii.

Her bir etki ya da tekrarlama birimi igindeki aminoasit kalintilari, bitisik numaralar

ile gosterilmistir. Benzerlik alanlar1 noktali cizgilerle gosterilmistir ve ylizde benzerlik
degerlerini kapsamaktadir (Tendolkar ve ark 2003).

Karboksi ucu hiicre duvarina tutunmayi saglarken, i¢ kisim molekiile uzayip

kisalabilme yetenegi kazandirir. Bu proteinin, bakterinin immiin sisteminden kagmasini
kolaylastirdigi sanilmaktadir (Giiltekin 2004).

Esp,

Streptococcus pyogenes R28,
Streptococcus agalactiae Rib, C alpha protein ve Staphylococcus aureus biofilm-iliskili

protein (Bap) ile genel yapisal benzerlikler gosterir (Tendolkar ve ark 2003).

E. faecalis’de infeksiyona neden olan esp proteini yine bu esp geni tarafindan
kodlanmaktadir ve bu genin daha az patojen olan suslarda bulunmadig1 da gosterilmistir.

Bu gozlem, E. faecalis’de bir virulens faktorii olarak islev gordiigiinii ileri stirmektedir.
(Upadhyaya ve ark 2009, Kayaoglu ve ark 2004).
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Toledo-Arana ve arkadaslari (2001), E. faecalis’de esp ve biyofilm olusumu
arasinda bir iligki bulundugunu da goéstermislerdir. Onlar ayrica; Esp yoniinden defektli
olan E. faecalis suslarinin esp ve adhezinlerin genetik bir iliskisinin oldugunu gésteren bir
biyofilm olusturabileceklerini de gostermislerdir. Ayrica; esp’nin baglanma aktivitesinde
veya diger molekiillerin baglanma modiilasyonunda indirekt bir etkiye sahip olduklar1 da
diistiniilmektedir. Shanker ve arkadaslar1 (1999), esp varligmin hidrofobik &zelligin
artisindan ve hidrofobik Ozellikleri kolaylastirmasindan sorumlu olabilecegini one
stirmektedirler. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, ylizey proteini olan esp ‘nin varligi;
hidrofobik 6zelligin, biofilm olusumunun ve biyotik yiizeyde tutunmasinin gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Portenier ve ark 2003).

1.5.5. Jelatinaz

Bakteriyal proteazlarin temel fonksiyonu; organizmaya peptid nutrientlerini
saglamaktir. Fakat; proteazlarin konak dokularina indirekt olarak zarar verebilmesi ve
virulens faktorii olarak da siniflandirilabilmesi miimkiindiir. E. faecalis i¢in salgilanabilen
iki proteaz tamimlanmustir: jelatinaz ve bir serin proteaz’dir (Portenier ve ark 2003). ilk
olarak Bleiweis ve Zimmerman (1964) tarafindan tanimlanan ve E. faecalis’ten
saflastirilan jelatinaz, ¢inko ihtiva eden ekstraselliiler bir metalloproteinazdir. Fakat, bu E.
faecalis metalloproteinazlar: insan endotelyumlarini inaktif etmesi sebebiyle coccolysin
olarak tekrar isimlendirmistir. Yine de jelatinaz ¢ogu calismada genellikle kullanilan bir

terimdir (Portenier ve ark 2003).

Yapilan bir ¢alismada; E. faecalis olan hastane izolatlarinin %45’inin jelatinaz
rettigi oysa higbir E. faecium ve E. avium izolatinin jelatinaz pozitif olmadig

gozlemlenmistir (Portenier ve ark 2003).

Gidalardaki E. faecalis suslarinda da jelatinaz iiretimi yiiksektir. Calismalarda
genotipte jelatinaz geninin bulunmasina karsilik fenotipte bu 6zelligi gostermeyen bazi

suslarin oldugu belirlenmistir (Ozmen ve ark 2011).

Hayvanlar iizerinde yapilan calismalar jelatinaz iireten E. faecalis susunun, yetersiz
jelatinaz tiretimi olan izogenik sus ile kiyaslandiginda artan letal etkisini gdstermektedir. E.

faecalis’in insan klinik izolatlar1 (¢esitli bolgelerindeki infeksiyonlar nedeniyle hastanede
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yatan hastalardan izole edilen) ile yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarinda jelatinaz iretimi,
izolatlarin %45-68’inde tespit edilmistir ve jelatinaz aktivitesinin klinik izolatlarda, saglikli

bireylerin fekal izolatlarindan daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Kayaoglu ve ark 2004).
1.5.6. Lipoteikoik Asit (LTA)

Prokaryotik organizmalar, hidrofobik glikolipid kuyruguna bir ester bag ile
baglanmis olan hidrofilik poligliserolfosfat omurgadan olusan amfipatik polimerlerdir.
EnterokoKlar i¢in bu ylizey molekiilleri D grup antijen ile denk gosterilmistir. Tek bir
organizma i¢inde lipoteikoik asitler, glikofosfat zincirleri ile birlikte mikroheterojen tiirler
olarak varligini stirdiiriirler. Enterokokal lipoteikoik asitlerin cesitli biyolojik 6zellikleri
aragtirtlmistir. Beachey ve arkadaslar1 (1979) enterokokal lipoteikoik asitin, S. pyogenes
lipoteikoik asiti gibi geri doniisiimlii olarak insan eritrositlerine baglandigin1 kaydetmistir.
Lipoteikoik asitin a¢il kismi baglanmasi i¢in gereklidir. Lipoteikoik asit S. pyogenes’den
bagimsiz biiylime dongiisii asamasinda siirekli olarak salinir ancak enterokoklarda da
salimip salinmadigi bilinmemektedir. Bu bilgiler lokal inflamatuar siireci ile ilgili olabilir
clinkii Okaryotik hiicrelerde lipoteikoik asit baglar1 antijenik 6zelligi korur. Bunun
sonucunda bu hiicreler plazmaya maruz kaldiginda, komplement aracili lizise ugrayabilir.
Muhtemelen, bakteriyel lipoteikoik asitle iligkili olarak konak¢1 hiicre membrani tarafindan
komplementin aktivasyonuyla infeksiyon bolgelerinde doku hasari ortaya ¢ikabilir
(Hummell ve ark 1986).

Bhakdi ve arkadaglar1 (1991), insan monositlerinden kiiltiire edilen interlokin-1,B,
interlokin-6 ve tiimor nekroz faktor alfa iiretimini uyarmak i¢in klinik olarak énemli gram
pozitif organizmalardaki lipoteikoik asitin yetenegini test etmislerdir. ilging bir sekilde,
cesitli enterokokal tiirlerin konsantrasyonlari 0,5- 5,0 ug/ml arasinda olan lipoteikoik
asitlerinin, her {i¢ monokinin salinimini indiiklerken, S. aureus ve S. pneumoniae
lipoteikoik  asitlerinin ~ monokin  {iretimini  indiiklemede basarisiz  oldugunu
gozlemlemislerdir. Enterokokal lipoteikoik asit tarafindan uyarilan monokin seviyeleri,
gram negatif lipopolisakkaritlerine maruz kaldiktan sonra gozlenenlere benzerlik
gostermektedir. Benzer sekilde, Tsutsui ve arkadaslari (1991) enterokokal lipoteikoik asitin

tiimor nekroz faktor ve interferonlar i¢in giiclii bir indiikleyici oldugunu bulmustur.
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Son olarak LTA, verici hiicre tarafindan iiretilen agregasyon maddesi igin alici
hiicre lizerinde reseptor gorevi yapan E. faecalis’in baglayict maddesinin bir bileseni
olarak kabul edilmistir. Bu varsayim E. faecalis’ten izole edilen serbest LTA’in, hiicresel
baglanma maddesinin rekabet¢i bir inhibitérii olarak hareket ederek feromon-kaynakli
hiicre kiimelenmesini inhibe etmesi deneylerinden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla LTA,
kiimelenme formasyonunu ve plazmid transferini kolaylastirmak yoluyla E. faecalis’in

virulensine katkis1 olan bir molekiil olarak kabul edilebilir (Kayaoglu ve ark 2004).
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Sekil 1.5. Patojenitede rol oynayan farkli virulens faktorlerinin sematik gosterimi (Cetinel Aksoy
2008)
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1.5.7. Kollajen Baglayic1 Adezin MSCRAMM Ace

Ace enterokok tizerinde bir MSCRAMM kollajen baglayici olup, yapisal ve
fonksiyonel olarak stafilokokal Cna adezin ile ilintilidir. Ace, E. faecalis’in kommensal ve
patojenik izolatlari arasinda yaygin olup, insanlarda infeksiyon siiresince salinir ve
insandan tiliretilmis antikorlar ekstraselliiler matriks proteinlerinin in vitro uyumunu bloke
edebilir. Ace geninin intragenik bir probu, test edilen tiim E. faecalis izolatlarina 6zel
hibridizasyonlar gostermistir ve enterokoklar1 siniflandirmak icin bir ara¢ olarak One
striilmiistiir. Son donemde, Ace’in X-i1gin1 kristalografik analizi rapor edilmistir. Ace,
ekstraselliiler bir matriks bileseni olan tip-I kollajene baglanmaya aracilik ederken

gosterilmistir (Tendolkar ve ark 2003).

Nallapareddy ve arkadaslar1 (2000), E. faecalis susunda, OG1RF, Ace mutantinin,
kollajen tip | ve IV ve laminini, yabani tipe kiyasla ¢ok daha diisiik seviyelerde bagladigini
gosterdi. Fakat bu baglama E. faecalis hiicreleri 37°C’de kiiltiire edildiginde degil de,
yalnizca 46°C’de kiiltiire edildiginde gozlendi. Anti-Ace antikorlar1 kullanildiginda Ace,
enterokokal endokarditli hasta serum 6rneklerinin % 90’1inda saptandi ki bu da Ace’in in
vivo ortaya ciktigini akla getirmektedir. in vivo ace varligini diizenliyor olabilecek konakg1
faktorleri heniiz tespit edilmemistir. Yakin zamanda, E. faecium’dan Acm denen bir Ace
homologu tespit edilmistir ve Ace ile ayni tiir yap1 sergilemektedir. Acm, Ace proteinine
sadece A alani i¢inde benzerlik gosterirken, A ve B alanlarl iCinde S. aureus Kkollajen
baglayici adezini Cna’e ¢cok daha fazla benzerlik géstermektedir. Islevsel olarak, Acm, E.
faecium’u kollajene baglayabilmek igin birincil sorumlu adhezin olarak gosterilmistir.
Ayni galismada ayrica acm geni barindiran 32 E. faecium izolatinin 32’si de test edilmis
olmasina ragmen, bunlardan bazilarinda kollajen baglayici fenotip gozlenmemistir

(Tendolkar ve ark 2003).
1.5.8. Kapsiil, Hiicre Duvar Polisakkaritleri

Karmagiklig1 ve fagositoza kars1 direng olusturma yetenekleri sayesinde konakgi
immun sisteminden kagabilen bakteriyel kapsiil bilesenleri, patojenik siiregte ciddi bir role
sahiptir. Bu bilesenlerin antijenitesi, antibakteriyel asi gelistirmek i¢in onlar1 cazip
kilmaktadir. Operondaki genlerin insersiyonel inaktivasyonu, in vitro fagositik 6liim i¢in

gelismis duyarlilig1 olan izogenik cps-negatif mutantlarla sonug¢lanmistir. E. faecalis ve E.
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faecium’un her ikisinin de yilizeyinde bulunan bir ikinci kapsiiler polisakkarit de
saflastirilmis ve kimyasal olarak karakterize edilmistir. Saflagtirilan karbonhidrat
fraksiyonu bilesimsel ve immunolojik olarak yukarida aciklanandan ayrilir ve bu fraksiyon
i¢cin olusan antikorlar noétrofil aracili fagositoz deneyinde opsonik aktivite géstermistir. Bu
antikorlarin koruyucu etkinligi, enterokokal infeksiyonlarin dnlenmesi i¢in bu antikorlarin
yararlt olabilecegini One siiren daha sonraki bir calismada fare infeksiyon Ornegi

kullanilarak gosterilmistir (Tendolkar ve ark 2003).

Xu ve arkadaglar1 (2000) tarafindan identifiye ve karakterize edilen, ramnoz ihtiva
eden bir polisakkariti kodlayan gen kiimesi, enterokokal polisakkarit antijeni (epa) olarak
adlandirilmistir. Bu polisakkariti kodlayan genetik belirleyici, epa gen kiimesi denen 17
bitisik gen takimidir. Orfde4 ve orfde6 genlerindeki bozulmalar, peritonitisli fare 6rneginin
O0lmesinde istatistiksel olarak onemli bir gecikmeyle sonuclanmistir ki bu durum bu

polisakkaritin virulens faktorii olarak olasi roliinii diistindiirmektedir.
1.5.9. Seks Feromonlari

Antibiyotik direnci ve sitolizin gibi virulens faktorleri seks feromon sistemi ile E.
faecalis suslari arasinda yayilabilir. Baz1 E. faecalis seks feromonlar1 ve bunlarin inhibitor
peptitleri, insan ve rat notrofilleri igin kemotaktiktir, siiper oksit iiretimini ve lizozomal

enzim sekresyonunu indiikler ve doku hasar1 olusturur (Kayaoglu ve ark 2004).
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Sekil 1.6. Seks-feromon sistemi transfer mekanizmasi
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Sekil 1.7. Seks feromonu ile indiiklenen kiimelenme fenomeninin gésterimi.

E. faecalis kiiltiiriinii igeren soldaki erlen bir cinsiyet feromonu tasir, fakat cinsiyet
feromonu ile indiiklenmemektedir. Sagda gosterilen erlendeki kiiltiir, cinsiyet feromon
plasmidini igerir ve ¢aprazlanmig cinsiyet feromonu ile indiiklenmektedir. Solda gdsterilen
erlendeki kiiltiir kiimeleri, sagdaki kiiltirde daha genis kiimeler halinde goriilmektedir

(Cetinel Aksoy 2008).
1.5.10. Hyaluronidaz

Bagka mikroorganizmalarda hyaluronidaz iizerine yapilan ¢aligmalar, bu enzimin
dolayli olarak enterokok virulensine katki sagladigini gostermistir. Mikroorganizmalar
tarafindan hyaluronidaz tretiminin tespiti, hyaluronik asit iceren yar1 kati ortama
inokiilasyonu ile gergeklestirilmistir. Unsworth hyaluronidaz tireten Streptococcus milleri
suslarina, normal floranin bir pargasi olan suslara oranla (% 25), apselerde daha sik (% 85)
rastlamistir. Pnomokokal hyaluronidazin, bir hayvanin orta kulak infeksiyonunda rol aldig:
gozlenmistir. Buna ek olarak, kutandz larva migransinda Ancylostoma duodenale (kancali
kurt) i¢in bir yayilma faktorii olarak tanimlanmigtir. Bu Ornekler enterokokal
hyaluronidazin, invaziv hastaliklarda rol oynadigin1 géstermektedir (Jett ve ark 1994,
Kayaoglu ve ark 2004).

1.5.11. AS-48

E. faecalis tarafindan iiretilen AS-48, enterokoklar da dahil olmak {izere genis
spektrumda gram pozitif ve gram negatif bakterileri inhibe ve lize eder. Bu basit peptit,

hedef hiicrelerin sitoplazmik membranlarinda gozenek olusturma yoluyla litik aktivite
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gosterir. Ayrica otolizin aktivitesi yoluyla segilen bir enterokokun lizisini indiikledigi
goriinmektedir. AS-48, sitolizin operonunda oldugu gibi aktarilabilir plazmid tarafindan
kodlanmistir. Bu bakteriyosinin énemi belirsizligini korumaktadir. Bununla birlikte insan
kommensal ve infeksiyon izolatlar1 arasinda AS-48 iireten suslarin prevalansi heniiz
aciklanmamigtir. AS-48’in Okaryotik hilicre membranina karsi herhangi bir aktivitesi

bildirilmemistir (Jett ve ark 1994).
1.5.12. Antibiyotik Direnci

Enterokoklarin ¢ogu dogal olarak; p-laktamlar, klindamisin, diisiikk konsantrasyonda
aminoglikozid ve florokinolonlar gibi antimikrobiyallere direng gostermektedirler. Dogal
olarak ampisilin ve vankomisine duyarlidirlar, fakat bu antibiyotiklere maruz kaldiklarinda
direng gelistirmektedirler. Ayrica; tetrasiklinlere, makrolid, glikopeptidlere (vankomisin ve
teikoplanin) kloramfenikol ve yiiksek diizeydeki aminoglikozidler kadar f- laktamlara
direng gelistirebilirler. Antibiyotik direncinin kazanilmasi; plazmidlerde bu direng
genlerinin kazanilmasi ve diger mikroorganizmalardan kazanilan transpozonlar sayesinde
olusmaktadir. Enterokoklar; yiizey agregasyon maddesinin sentezini etkileyen feromonlari
salgilayabilirler. Bu kolaylik; plazmid tarafindan taginan direncin degismesine yol agacak
olan eslesme agregasyonunun olusumuna ve iki hiicre arasinda iliski kurulmasina neden
olmaktadir. Enterokoklar antimikrobiyal ilaglara ¢oklu diren¢ gosterdigi icin cok fazla
dikkat toplamaktadir. Bu belki de nozokomiyal infeksiyonlarin hakimiyeti i¢in iyi bir
aciklama olabilmektedir (Cetinel 2008, Aktas ve ark 2009).

1.5.12.1. p-Laktam direnci

Enterokoklarin  beta-laktam antibiyotiklereiki farkli mekanizma ile direng
gelistirdigi saptanmistir. Bunlardan biri E. faecium suslarinda goériilen, kromozomal olan
ve penisilin afinitesinin azalmasi sonucu PBP 5’in miktarinin artmasi ile ortaya ¢ikan
direngtir. Bu mekanizmanin prensibi, iliremelerini inhibe edecek konsantrasyondaki f-
laktam antibiyotiklerinin varliginda, onlara diisilk baglanma gosteren diisiik molekiil
agirlikli PBP5 sentezleyebilmeleridir. Bu sentez PBP degisikliklerini kodlayan DNA
bolgesinde meydana gelen mutasyon sonucu veya plazmid kazanimi ile olusmaktadir.
Ikinci diren¢ mekanizmasi ise beta-laktamaz iiretimidir. Beta laktamazlar antimikrobiyel

maddenin hedef bolgeye ulasamadan modifiye edilmesine veya pargalanmasina yol agarlar.
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Beta laktamaz iireten ilk sus 1981 yilinda ABD’de tanimlanmistir (Marothi ve ark 2005,
Klare ve ark 2003).

1.5.12.2. Aminoglikozid direnci

Aminoglikozitlere karst kromozomal mutasyon sonucunda membrandaki
permeabilitenin azalmasi ile olusan direng yiiksek diizeyde degildir. Aminoglikozitlere
kars1 olusan direng g¢apraz direng seklindedir. Bu tip direng B-laktam antibiyotikler ile
ortadan kaldirilabilir (Tok 2006).

1.5.13. Kazanilmis direncg

Enterokoklar plazmid ve transpozonlar yoluyla son yillarda belirgin bir sekilde
kazanilmis direng gelistirmistir. Bunlar arasinda en Onemli olanlar1 yiiksek diizey
aminoglikozit direnci, beta laktamaz yapimi veya diger mekanizmalarla gelisen yiiksek
diizey penisilin direncidir. Enterokoklarin ¢ok 6nemli bir kismi1 bu yol ile eritromisin,

klindamisin ve tetrasiklinlere direng kazanmis durumdadir (Marothi ve ark 2005).
1.5.13.1. Glikopeptit direnci

Enterokoklarda glikopeptit direnci, Van A’dan Van G’ye kadar ¢esitlilik
gosterebilen farkli direng fenotipleri ile ifade edilir. Fenotipik siniflandirmada; bakterinin
sadece vankomisin ya da hem vankomisin hem de teikoplanine direngli olmasi, direncin
indiiklenebilir veya yapisal olmasi ve diger bakterilere gecirilebilir olup olmamasina gore
yapilir. Bu glikopeptit direng tipleri icerisinde en iyi tanimlanmig olanlart VanA, VanB,

VanC ve VanD direngleridir (Cizelge 1.2.) (Klare ve ark 2003).
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Cizelge 1.2. Enterokoklarda glikopeptit direng tipleri (Dutka-Malen ve ark 1994)

Ozellik VanA VanB VanC VanD VanE
MIK( pg/mL)
Vankomisin | 64 -=1000 4->1000 2-32 16-64 16
Teikoplanin | 16 -=512 05-=32 05-1 2-4 0.5
Transfer + + - =
edilebilme
Direnc Plazmudler | Kromozom | Kromozom | Kromozom | Kromozom
genlerinin (plazmidler)
lokasyonu
Induklenme ile
ek:presyon
Vankomisin | - + = + +
Teikoplanin | . 0 & 4 S
Hareketli
element Tn 1346 Tn 1547 - ? ?
Ligaz geni van A van B van C-1ve |vanD van E
van C-2/van
C-3
Direnc tipi Kazamlmy | Kazamlmus | Dogal Kazamlms | Kazamlmg
Direng Direnc Direng Direng Direnc
Direnc 3940 395 38 ? ?
proteinin
M.Ah@(kDa)
Modifiye
edilmis D-ala-D-lac | D-ala-D-lac | D-ala-D-ser | D-ala-D- D-ala-D-ser
hedef lac
E. faecalis
Tiirler E. mundtii E_ gallinarum
E. faecium E. faecalis E casseliflavus | E. faecium E. fascalis
E. rqffinossus | E. faecium E flavescens
E. avium
E. gallinarum
E. durans
E casseliflavus

1.6. Enterokok Infeksiyonlarinda Tam

Enterokok tiirlerinin % 80’1 Lancefield Grup D antijenine kars1 hazirlanan
antiserumlarla reaksiyon verir. Fakat cogu Enterokok safrali ortamda eskulini pargalar, %
6.5’luk NaCl besiyerinde iirer, PYR (+)’tir. Klinik 6rneklerden en ¢ok saptanan edilen 2 tiir
E. faecalis ve E. faecium’dur. Facklam ve ark (1998), Enterokok identifikasyonu i¢in bir
baPak metodu gelistirmislerdir. Enterokoklar1 sorboz ve mannitol besiyerinde asit
olusturmasina ve arjinin hidrolizine gore bes gruba ayirmislardir. Listedeki determinantlara
uyan izolatlar birkag besiyerine pasajlanmak suretiyle ilgili biyokimyasal testler uygulanir.
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Son olarak daha once kullanilan testlere MGP (methyl-Dglukoyranoside) ve EFRO
(Efrotomycin disk 100 mcg) eklenmistir. E. malodoratus, E. avium, E. pseudoavium, E.
raffinosus ve E. saccharolyticus tiirleri sorbitol, mannitol, ve sorboz sivi besiyerinde asit
yapar ama arjinini parcalamaz. E. faecalis, E. faecium, E. mundtii, E. casseliflavus, ve E.
gallinorum ise mannitol siv1 besiyerinde asit olusturur, arjinini pargalar, fakat sorboz sivi
besiyerinde asit yapmaz, sorbitolde ise degisken reaksiyon verirler. E. durans, E. hirae ve

E. dispar arjinini pargalar, fakat 3 karbonhidrattan asit olusturmaz (Di Rosa ve ark 2000).

E. faecalis suslar1 % 0.04 potasyum tellurite kars1 tolerans gosterir ve agarda siyah
koloniler olusturur. Baz1 E. casseliflavus, E. gallinorum ve E. mundtii tiirleri de tellurite
toleranshidir. Motilite ve hareket sar1 pigment olusumu E. faecalis ve E. faecium disindaki
tiirleri ayirmada kullanilir. E. casseliflavus hareketlidir, sar1 pigment olusturur. E. mundtii
de sar1 pigment yapar ama hareketsizdir. E. gallinorum hareketlidir ama sar1 pigment
olusturmaz. E. sulfureus, hareketsiz ancak pigment olusturan bu grup organizma, grup D
antijeni igermez ve mannitol, arabinoz, inulin, ve arjinin testlerinde negatiftir. Grup V, E.
columbae ve Vagococcus’dan olusur. Enterokok identifikasyonunda konvansiyonel
yontemlerin yaninda biyokimyasal metotlar i¢in Brain Heart Infiizyon temelli besiyerleri
kullanilir. Arjinin deaminasyonu i¢in Moeller’in dekarboksilaz besiyeri, hareket icin ise
yar1 katt besiyeri kullanilir. Herhangi bir kanli agar da Enterokok izole etmek igin
kullanilabilir. Ford ve arkadaslari, E. faecium’un gaitadan izolasyonu igin Sefaleksin-
Aztreonam-Arabinoz agar1 (CCA agar) ortaya koymuslardir. Gram negatif bakteri igeren
karistk  klinik  Orneklerden izolasyon igin azid iceren Safra-eskulin-azid veya
Entorococcosel agar kullanilir. CNA (Columbia kolistin-nalidiksik azid agar) veya PEA
(fenil etil alkol agar) da bu amacla kullanilabilir. VRE tespiti i¢inse genellikle 6 mcg/ml
vankomisin i¢eren Enterococcosel sivi besiyeri veya BHI agar kullanilir (Hallgren ve ark
2000).

Cogu laboratuvarda identifikasyon ig¢in hizli tani sistemleri kullanilmaktadir.
RAPID 1D32 System, RAPID STR, APl Rapid System, VITEK Gram Pozitif
Identifikasyon (GPI) Kartlar;, Micro Scan G pozitif Breakpoint Combo Panel bunlardan
bazilaridir. Enterokok tiirlerinin molekiiler yontemlerle identifikasyonunda PCR, DNA
hibridizasyon, ribotiplendirme, pulsed field jel elektroforezi (PGFE) gibi ydntemler
kullanilir. Bunlar arasinda en faydali ve giivenilir metot PGFE olarak tavsiye edilmektedir

(Kawalec ve ark 2000).
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Enterokoklarin tiir ve genotip tayininde PCR teknikleri bagar1 ile kullanilmaktadir.
Yapilan aragtirmalarda enterokoklardaki “elongasyon faktdr” olarak da adlandirilan tuf
genini (EF-Tu) hedef alan primerler, bakteriyi cins diizeyinde identifiye ederken (Ke ve
ark., 1999), D-alanin/ D-ligaz geni (ddl) (Dutka —Malen ve ark., 1995) hedef alan primerler
de bakterinin tlir diizeyinde tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Entertokoklardaki
antibiyotik direncinin tespiti i¢in uygulanan duyarlilik testleri yaninda suslar arasinda
genetik madde transferine bagl vertikal yayilan direng genlerinin veya gen mutasyonlari
nedeniyle gerceklesen klonal iliskinin de molekiiler yontemlerle ortaya konulabilmesi
miimkiin olmustur. Konu ile ilgili olarak Dutka-Malen ve ark (1995) ddl genini hedef alan
primerler ile Enterokoklarin hem tiir diizeyinde identifikasyonu hem de glikopeptid

direncinin ortaya konulmasinda PCR tekniklerini kullanmislardir.
1.7. Enterokok Infeksiyonlarimin Tedavisi

Enterokok kaynakli infeksiyonlarin tedavisi, hem bu etkenlerin antimikrobiyellere
direngli olduklarindan, hem de laboratuvarda ger¢cek ve spesifik duyarliliklarinin
saptanmasi i¢in gilivenilir yontemlere ihtiya¢ duyulmasindan dolayi, karisik ve zahmetli
olmaktadir. Konvansiyonel duyarlilik testleriyle penisilin-aminoglikozid sinerjizmi,
betalaktamaz {ireten suslarin ampisilin ve penisilin direnci belirlenememektedir. Bu
nedenden dolayi laboratuvarlarda Enterokoklarin beta laktamaz varligi belirlenmelidir.
Penisilin veya ampisilin gibi Enterokoklara bakteriyostatik etkili ajanlar, bakterisid
tedavinin  gerekmedigi iriner Sistem infeksiyon, peritonitis, yumusak doku
infeksiyonlarinin tedavisinde ilk segilen ilaglar olmaya devam etmektedir. Glikopeptidler,
penisilin intolerans1 varhiginda veya E. faecium gibi yiiksek diizeyde penisilin direnci olan
suslarda tercih edilmektedir. Ofloksasin ve Siprofloksasin gibi kinolonlar, Enterokoklara in
vitro etkili olup bazi liriner infeksiyonlarda kullanilirlarsa da genelde etkilerine gilivenilmez
ve sistemik infeksiyonlarda ilk tercih edilecek ajanlar olmamaktadir. Bunun yani sira
siprofloksasin direnci de giderek artmaktadir. Levofloksasin, grepofloksasin, sparfloksasin,
travofloksasin gibi yeni kinolonlarin direncli suslarda etkinlikleri sinirlidir. Enterokoklar
siklikla miks intraabdominal infeksiyonlardan izole edilmektedir fakat, antiEnterokokal
etkisi olmayan ilaclarla yapilan tedavilerden sonug¢ alinabilmektedir. Bu yiizden
baslangicta spesifik antienterokokal antibiyotikler onerilmemektedir. Klinik diizelme
olmayip inat¢1 pozitiflik olgularinda spesifik tedavi uygulanir (Paberza ve ark 2000,

Henwood ve ark 2000).
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Aragtirmamizda kedilerden elde edilen E. faecalis izolatlarinda esp geninin varlig
ve antibiyotik duyarlilii arasindaki iliski aragtirilmistir. Enterokoklarda yiiksek diizeyde
gentamisin direnci (HLGR) genellikle bifonksiyonel AAC(6’)-APH(2”) aminoglikozid-
modifiye eden enzim varligi nedeniyledir. HLGR Enterococcus tiirleri, endokardit gibi
cesitli enterokokal enfeksiyonlar icin antibiyotik tedavisi ile ilgili endiseye neden olmustur
¢linkii vankomisin veya ampisilin gibi hiicre duvar1 aktif antibiyotikler ile sinerji artik
beklenmemektedir. Ayni tiire ait hayvanlarda antibiyotik diren¢li enterokoklarin dagilimi
da, bu tiirlerin hayvanlardan insanlara bulasmasi veya hastanelerde hayvanlar arasinda
kontaminasyon olugmasi endisesi ile incelenmistir. Ancak hayvan kokenli enterokoklarda
yiiksek derecede gentamisin direncinin, esp geninin varligi ile anlaml bir iliskisinin olup
olmadig bilinmemektedir. Bu nedenle ayn1 tiire ait hayvanlardan elde edilen Enterococcus

izolatlarinda esp geninin varlig1 ve gentamisin direncinin arastirilmasi amaglanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Ornek Toplanmasi

Arastirmamiz i¢in Aydin ve izmir illerinde bulunan veteriner kliniklerine muayene
icin getirilmis olan kedilerden alinan 130 adet rektal svap ornegi, soguk zincirde Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis
Laboratuarina getirilmistir. Arastirmamiz i¢in ADU-HADYEK’den 08.10.2013 tarih ve
IX. Oturum 64583101/2013/103 sayil1 yazi ile etik kurul izni alinmastir.

2.2. Izolasyon ve Identifikasyon Cahsmalar
2.2.1. Besiyerleri

Omneklerin izolasyon ve identifikasyon calismalarinda, Brain Heart Infusion Agar
(Ox01d®), Brain Heart Infusion Broth (Oxoid), Kanli Agar, Miiller Hinton Agar (Ox01d®)
ve Enterococcocel Agar (Difco®) besi yerleri kullanildi. Uretici firmalarmin énerileri
dogrultusunda hazirlanan besi yerleri sterilite kontrolii yapilarak (bir gece 37 °C’de

bekletildikten sonra) kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

2.2.1.1. Brain Heart Infusion Agar

Brain Heart Infusion Agar (OXOID)

Beyin Ekstrakt1 12.5 g

Kalp Ekstrakt1 5.0 g

Pepton 10.0 g

D (+) glikoz 2.0 g

Sodyum Kloriir 5.0 g

Di Sodyum Fosfat 2.5 g

Agar 10.0g

Toplam: 37 g/L

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

28



2.2.1.2. Brain Heart Infusion Broth

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

2.2.1.3. Enterococcocel Agar

Enterococcosel Agar ( Bile Esculin Azide Agar ) ( DIFCO )
Pankreatik Kazein 17.0 ¢
Hayvansal Pepton 3.0 g
Maya Ekstrakt1 5.0 g
Oxgall 10.0 g
Sodyum Kloriir 5.0 g
Sodyum Sitrat 1.0 ¢
Eskulin 1.0 g
Demir (111) Amonyum Sitrat 0.5 g
Sodyum Azid 0.25 ¢
Agar 135¢g
Toplam : 56 g/L.
Ticari besiyerine 1 L. distile su ilave edilip eritildi. Ph degeri 7.2 + 0.2 ° ye
ayarlandi. Otoklavda 121 -C ‘de 15 dk. sterilize edildi ve steril petri kutularina dokiildi.
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2.2.1.4. Miiller Hinton Agar

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

2.2.2. Enterokoklarin Izolasyon ve Identifikasyonu

Omekler kanli agara ekilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
tireyen kolonilere gram boyama yapilarak Gram pozitif kok olanlara katalaz testi
uygulandi. Katalaz testi negatif olanlar Streptococcus spp. olarak nitelendirilip enterokok
tanimi yapilmasi i¢in ‘safra esculin agar’a (Enterococcocel Agar) ekildi. 37 <C’de 24 saat
inkiibe edildi. Bu siire sonunda iireyen siyah koloniler secilerek ‘brain heart infusion agar’
besi yerine pasajlar1 yapildi. izole edilen enterokok siipheli izolatlara oksidaz testi, PYR
testi, % 6.5’luk NaCl’de iireme testi uygulanarak Enterococcus spp. olarak cins diizeyinde

tanimlandi (Sekil 3.1).

Gram Pozitif, Katalaz Ne

el

atif, Kok Sekilli Izolatlar

% 6.5 NaCl ve 10 °C ve 45 °C’de Gelisim

@kl

Glikozdan Gaz Uretimi

e
ﬁ
w

Enterococcus spp.

Sekil 2.1. Enterococcus spp.’nin tanimlanmasi (Klein, 2003)
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2.2.2.1. Katalaz Testi

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

pozitif, katalaz negatif kok olarak ¢alismaya alindi (Winn ve ark 2006).
2.2.2.2. Oksidaz Testi

Kanli agar besi yerinde iiretilmis 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden 6ze yardimiyla
test Kkiti (Bactident Oxidase, Merck) tizerine siiriildii. Mor renk olusumu pozitif olarak

degerlendiridi.
2.2.2.3 Safra Eskiilin Testi

Bu test igin bile-esculin-azid agar kullanildi. Bu besiyerine kanli agarda saf kiiltiir
olarak {ireyen 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden ekim yapildi. Safra eskulin agarda 37 C’de
24-48 saatlik inkubasyon sonrasinda agarda iireyen ve eskiilini pargalayarak siyah renk

olusturan suslar pozitif olarak degerlendirildi (Winn ve ark 2006).
2.2.2.4. Pyrolidonyl Arylamidase (PYR) testi

Pyrolidonyl naphthylamid (Sigma) emdirilmis kagit tabaka iizerine 24 saatlik saf
bakteri kiiltiirtinden bir-iki koloni konulduktan sonra bir damla PYR ayirac1 (% 0.015
pdimetylaminocinnamaldehyde) damlatilarak 2 dk. inkubasyona birakildi. Pembe renk

veren suslar pozitif olarak degerlendirildi (Gordon ve ark.1987).

{ ¢

Sekil 2.2. PYR hidroliz testi
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2.2.2.5. % 6.5 NaCl’de Ureme Testi

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

2.3. PCR Geregleri

2.3.1. Solusyonlar

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

10X TBE Stok Solusyonu

Tris Base 1211 ¢
Borik Asit 61,839
EDTA 5,84 g

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

8.0 ayarlanarak buzdolabinda saklanmistir.

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

Karistirilarak solusyon hazirlanmistir.

2.3.1.2. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi 25 mg
Siikroz 4q
H20 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlanmistir.

2.3.1.3. Tris (IM)

Tris Base 1219
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Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7.6’ya ayarlanarak karistm 1000 ml’ye tamamlanmistir. 121 °C’de 15 dk otoklav

edilmistir.
2.3.1.4. NaCl (1M)

NaCl 58,44 g
Distile Su 800 ml

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

2.3.1.5. TE Buffer (10mM tris+ 1ImM EDTA)

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

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlanmuistir.
2.3.1.6. MgCl2, Taq DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, dNTP Set

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

2.3.2. Primerler

Aragtirilan genlerin belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge 2.1., Cizelge 2.2.

ve Cizelge 2.3.”de gosterilmistir.

Cizelg 2.1. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan ddlg. faecalis V€ ddIE. faecium primer ¢iftleri ve
beklenen amplifikasyon boyutlar1 (Dutka-Malen ve ark 1995)

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3’) Hedef Gen Biiyiikliik
Cifti (bp)
ddle faccatis  F-ATCAAGTACAGTTAGTCTT D-Ala Ligaz 941

R-ACGATTCAAAGCTAACTG

ddle, faecium F-GCAAGGCTTCTTAGAGA D-Ala Ligaz 550
R-CATCGTGTAAGCTAACTTC
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Cizelge 2.2. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan aph(2°’)-lal, aph(2’’)-Ib1, aph(2’’)-Icl ve
aph(2°’)-1d1 primer giftleri ve beklenen amplifikasyon boyutlar: (Chow ve ark 1997)

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3’) Biiyiikliik
Cifti (bp)
aph(2”’)- F-GAGCAATAAGGGCATACCAAAAATC 369
lal

R-CCGTGCATTTGTCTTAAAAAACTGG 867

aph(2”)-  F-TATGGATCCATGGTTAACTTGGACGCTGG
Ib1 R-
ATTAAGCTTCCTGCTAAAATATAAACATCTCTGT

aph(2”")- F-TGACTCAGTTCCCAGAT 444
Icl R-AGCACTGTTCGCACCAAA

aph(2”")- F-GGTGGTTTTTACAGGAATGCCATC 641
Id1 R-CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC

Cizelge 2.3. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan espll ve esp 12 primer giftleri ve beklenen
amplifikasyon boyutlari (Vergis ve ark 2002)

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3°) Biiyiikliik
Cifti (bp)
Espll F-TTGCTAATGCTAGTCCACGACC

Espl2 R-GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 933

2.3.3. Termal Dongiileme Cihazi

PCR amplifikasyonu 25 ornek kapasiteli Eppendorf® Master Cycler kademeli

termal dongiileme cihazinda gerceklestirilmistir.

2.3.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Biorad marka elektroforez tankinda, goriintiileme iglemi

VilberLourmat marka goriintiileme cihazinda gerceklestirilmistir.

2.3.5. Agaroz Jel

Agaroz (Sigma) 290
TBE (0,5X) 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun {izerine ilave edilip, karistirilmis ve mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutulmustur. Halen sivi

halde olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde
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dokiilmiis ve igerisine ylikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-
20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Sogutulan jel, kaliptan c¢ikarilarak,

elektroforez tankina dikkatlice yerlestirilmistir.
2.3.6. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas®) kullanilmistir.
2.3.7. Etidium Bromiir

Goriintiileme i¢in elektroforez isleminden 6nce 5 pl etidium bromid %2’lik agaroz

jel igerisine eklendi.

2.3.8. Pozitif Kontrol

Arastirmamizda izolasyon-identifikasyon ve PCR c¢alismalar1 asamalarinda E.
faecalis ATCC 29212 ve E. faecium ATCC 700221 suslar1 kullanilmstir.

2.3.9. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu amaciyla bircok mikroorganizmadan yiiksek kaliteli genomik
DNA’nin izolasyonu i¢in dizayn edilmis genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas)

kullanilmistir.
Fermentas® DNA Isolation Kit Prosediirii:

*200 pl bakteri siispansiyonu 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5
dk inkiibe edildi.

*600 pl kloroform eklendikten sonra 10.000 rpm.de 2 dk santrifiij yapildi.

Stipernatant atildi.
*800 ul presipitasyon solusyonu pelet iizerine eklendikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl

solusyonunda ¢ozdiiriildii.
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*300 pl etanol ilave edildikten sonra 10 dk -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile

suda ¢ozildii.

2.4. PCR Yontemi

Arastirmamizda kullanilan mastermiks hazirlama oranlar1 Cizelge 2.4., Cizelge 2.5.

ve Cizelge 2.6.’da gosterilmistir.

Cizelge.2.4. ddle. faccalis V€ ddIe. faccium primer ¢iftleri ile yapilan PCR igin mastermiks hazirlanma
oranlar1 (Dutka-Malen ve ark 1995)

Reaktifler Miktar (ul)
PCR Buffer 10X (+(NH2)SOa) 5ul
Taq polymerase (5 U) 0,5 ul
MgCl: (25 mM) 5ul
dNTP (10 mM) 1pl
Primer- ddlg. taecalis (100 pmol)-F 1ul
Primer- ddlg. taecalis (100 pmol)-R 1ul
Primer- ddlg. faecium (100 pmol) -F 1ul
Primer- ddlg. faecium (100 pmol) -R 1ul
Template DNA 10 pl
ddH20 24,5 ul
TOPLAM 50 pl
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Cizelge.2.5. aph(2°’)-lal, aph(2’’)-Ib1, aph(2’’)-Icl ve aph(2’’)-1d1 primer ciftleri ile
yapilan PCR i¢in mastermiks hazirlanma oranlar1 (Chow ve ark 1997)

Reaktifler Miktar (ul)
PCR Buffer 10X (+KClI) 5ul
Taq polymerase (5 U) 0,5 nl
MgCl2 (25 mM) S5l
dNTP (10 mM) 1l
Primer- lal-F (100 pmol) 1l
Primer- lal-R (100 pmol) 1l
Primer- 1b1 -F (100 pmol) 1l
Primer- Ib1 -R (100 pmol) 1l
Primer- Ic1-F (100 pmol) 1ul
Primer- Ic1-R (100 pmol) 1ul
Primer- 1d1-F (100 pmol) 1
Primer- 1d1-R (100 pmol) 1
Template DNA 10 pl
ddH20 20,5 pl

TOPLAM 50 pl



Cizelge.2.6. espll ve esp 12 primer primer ¢iftleri ile yapilan PCR i¢in mastermiks hazirlanma
oranlar1 (Vergis ve ark 2002)

Reaktifler Miktar (ul)
PCR Buffer 10X (+KClI) 5ul
Taq polymerase (5 U) 0,5 ul
MgCl (25 mM) 2 ul
dNTP (10 mM) 1 ul
Primer-esp11 (100 pmol) 1l
Primer-esp12 (100 pmol) 1 ul
Template DNA 10 pl
ddH-0 29,5 ul
TOPLAM 50 ul

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 pL’lik tiipler, o6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine hazirlanilan mastermiksden 40’ar pl ilave edilmistir. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan her bir template DNA’dan ayr1 ayri olmak iizere 10’ar pl alinip,
ilgili tiiplerin iclerine eklenmis ve agizlari sikica kapatilmistir. Hazirlanan tiipler daha
sonra termal dongiileme cihazlarina yiklenip, programlanmistir. PCR analizlerinde
kullanilan 1s11 dongii ve siire diyagramlar1 Cizelge 2.7., Cizelge 2.8. ve Cizelge 2.9.da

gosterilmistir.

38



Cizelge.2.7. ddlg. raccaiis Ve ddIE. faecium Primer ¢iftleri ile yapilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire
diyagramu (Dutka-Malen ve ark 1995)

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 2 dk
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 30 54°C 1dk
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 10 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

Cizelge.2.8. aph(2°’)-lal, aph(2’’)-1b1, aph(2°’)-Icl ve aph(2’’)-1d1 primer giftleri ile yapilan PCR
islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Chow ve ark 1997)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢c Denatiirasyon 1 94°C 20 sn
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 35 54°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 1 72°C 30 sn
Bekletme 1 4°C oo dk
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Cizelge.2.9. espll ve esp 12 primer ¢iftleri ile yapilan PCR islemine ait 1s11 dongii ve siire
diyagramu (Vergis ve ark 2002)

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 95°C 1dk
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Baglanma 30 63°C 30sn
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 2dk
Bekletme 1 4°C oo dk

2.4.1. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

PCR islemi {izerine elde edilen iiriinlerden 10’ ar pl pipet yardimiyla alinip, 3 pl 6x
loading dye solusyonu ile karistirtlmistir. Olusturulan karigimin tamami alinarak, % 2’lik

agaroz jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklenmistir.

2.4.2. Jelde Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan

sonra 80V 500A akimda 40 dakika yiiriitilmustiir.

2.4.3. Goriintiileme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan c¢ikarilmigtir. Siire sonunda yiiriitillen jel, bilgisayara bagli durumdaki
transilluminatdér cihazindaki odaciga yerlestirmistir. UV 15181 altinda fotograflandiktan

sonra, bant biiyiikliikleri her PCR igin ayr1 olarak degerlendirilmistir.

Degerlendirme daha o©nce bildirilen sekilde yapilmistir. PCR analizinde,
biyokimyasal identifikasyon sonucu cins diizeyinde Enterococcus spp. olarak identifiye
edilen suslarin E. faecalis ve E. faecium tiir bazinda idntifikasyon ayriminda E. faecalis

icin 941 bp, E. faecium icin 550 bp biiyilikligindeki bant olusumlari aranmistir.
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Aminoglikozid direng geni varliginin saptanmasinda aph(2°’’)-Ia i¢in 369 bp, aph(2’’)-1b
icin 867 bp, aph(2’’)-Ic i¢in 444 bp ve aph(2’’)-Id i¢in 641 bp biiyiikligiindeki bant
olusumlar1 aranmistir. Espll ve Espl2 i¢in 933 bp biiyiikliigiindeki bant olusumlari

aranmistir.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon Bulgular:

Arastirmamizda 130 adet kediden rektal svap numunesi toplanmis ve Enterokok
tiirleri acisinda identifikasyona tabi tutulmustur. Ornekler kanli agara ekilerek 37 *C’de 24
saat inkiibe edildikten sonra iireyen kolonilere gram boyama yapilmistir. Gram pozitif kok
olanlara katalaz testi uygulanmigtir. Katalaz testi negatif olanlar Enterococcocel Agara
ekilmistir ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Enterococcocel Agarda iireyen siyah
koloniler secilerek oksidaz testi, PYR testi, % 6.5’luk NaCl’de iireme testi uygulanmaistir.
Bu biyokimyasal testler sonucunda 130 adet rektal svap numunesinden 64 (% 50) adet

Enterococcus spp. izole ve identifiye edilmistir.

3.2. PCR Bulgulan

Arastirmamizda cins diizeyinde Enterococcus spp. olarak identifiye edilen suslarin,
ddlg. faecalis Ve ddIg. faecium primer ciftleri ile yapilan PCR islemi sonucunda 38 (% 59) adedi
E. faecalis, 26 (% 41) adedi ise E. faecium olarak identifiye edilmistir. Enterokoklaron tiir
bazinda identifikasyon oranlar1 Cizelge 3.1.’de gosterilmistir. E. faecalis ve E. faecium

suslarina ait elektroforez goriintiisii Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Enterokoklaron tiir bazinda identifikasyon oranlar1

Sus (n:64) Identifikasyon Identifikasyon
Sayis1 Oram

E. faecalis 38 59

E. faecium 26 41
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Sekil 3.1. E. faecalis ve E. faecium suslarina ait elektroforez goriintiisii

M:100 bp DNA ladder, 1: E. faecalis ATCC 29212 pozitif kontrol, 2: E. faecium ATCC 700221
pozitif kontrol, 3-7: E. faecalis pozitif 6rnekler, 8-13: E. faecium pozitif 6rnekler

Arastirmamizda aph(2’’)-la, aph(2”’)-Ib, aph(2’’)-Ic ve aph(2’’)-ld primer ¢iftleri ile
aminoglikozid direng geni saptanmasina yonelik yapilan PCR ¢alismasi sonucunda 38 adet
E. faecalis susunun 8 (% 21) adedinin aph(2’’)-lc geni agisindan pozitif oldugu ve
fosforilasyon enzimine sahip oldugu saptanmistir. Elde edilen 26 adet E. faecium susundan
ise aminoglikozid diren¢ geni saptanmamistir. Aminoglikozid diren¢ genlerine ait
elektroforez goriintiisii Sekil 3.2.°de gosterilmistir. Ayrica arastirmamizda elde edilen 38

adet E. faecalis ve 26 adet E. faecium susundan Esp direng geni saptanmamustir.

Sekil 3.2. Aminoglikozid direng genlerine ait elektroforez goriintiisii

M:100 bp DNA ladder, 1: aph(2’’)Icl gen bdlgesi negatif ornek, 2-4: aph(2’’)Icl gen bdolgesi
pozitif ornekler, 5 aph(2’’)Ilcl gen bolgesi negatif 6rnek, 6-8: aph(2’’)Icl gen bdolgesi pozitif
ornekler
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4. TARTISMA

Enteroklar, insanlarda gastrointestinal kanalda yiiksek diizeyde bulunmalarina
karsin deri, oral kavite, alt solunum yolu ve iirogenital sistemlerde daha az sayida normal
flora etkeni konumundadirlar (Huycke ve ark., 1998). Diislik virulense sahip olmalarina
ragmen konagin viicut direncinin kirilmasi ile birlikte firsat¢1 patojen karakterleri 6n plana
cikarak siklikla intraabdominal infeksiyon, idrar yolu infeksiyonlari, menenjit, endokardit,
deri ve yumusak doku infeksiyonlar1 gibi endojen ve ekzojen kaynakli infeksiyonlarda
primer veya sekonder olarak yer alabilmektedirler (Schouten ve ark 1999, Ustagelebi ve
ark 1999, Devriese ve ark 2006).

Enterokoklar, dis ortamlarda degisen sicaklik, pH diizeylerinde ve hatta bazi
bakterisidal etkili deterjanlarin varliginda dahi canliligini koruyabilmektedir. Bakterinin
ozellikle nozokomiyal infeksiyonlardaki dnemi de giderek artmakta, hatta baz1 olgularda
nozokomiyal bakteriyemilerden sorumlu tutulmaktadirlar (Lautenbach ve ark 1999,
Patterson 2000).

Cesitli tilkelerde nozokomiyal infeksiyon etkenleri arasinda enterokoklarin ikinci
sirada yer aldigi bildirilmektedir. En sik infeksiyon etkeni olan tiirlerden E. faecalis klinik
orneklerden izole edilen enterokoklarm % 85-95’ini, E. faecium ise % 5-10’unu

olusturmaktadir (Teixeria ve ark 2003).

Ozseven ve ark., (2011) idrar 6rneklerinden izole ettikleri 124 enterokok susunun
60 (%48)’1inn E. faecalis ve 61 (%49)’inin de E. faecium oldugunu; Baylan ve ark., (2011)
yaptiklar1 c¢alismada alinan idrar Orneklerinden izole ettikleri toplam 91 enterokok
izolatinin 59 (%64.8)unun E. faecalis, 31 (%34.1)’inin ise E. faecium olarak identifiye
edildigini; Vural ve ark., (2014) ise idrar 6rneklerinden izole edilen 187 enterokok susunun
103 (%55.1)’tni E. faecalis, 74 (%39.5)’tinii de E. faecium olarak belirlediklerini ifade

etmislerdir.

Yazg ve ark., (2003), inceledikleri 163 rektal svap orneginden izole ettikleri 116
enterokok susunun 67 (%57.7)’sini E. faecalis, 45 (%38.8)’ini de E. faecium, olarak

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

etiklerini bildirmislerdir.

Bu arastirmada, kedilerden alindiktan sonra incelenen 130 rektal svap érneginden
toplam 64 adet Enterococcus spp. izole ve identifiye edilmistir. izolatlarin multipleks PCR
teknigi ile tiir spesifik primerler kullanilarak yapilan identifikasyonlarinda digki orijinli
Enterokok suslarinin 38 (% 59) adedi E. faecalis olarak identifiye edilirken; izolatlarin 26
(% 41) adedi de E. faecium olarak saptanmustir.

Yapilan bazi ¢calismalarda (Kagmaz ve ark 2003, Yazgi ve ark 2003, Baylan ve ark
2011, Ozseven ve ark 2011, Ergin ve ark 2013, Vural ve ark 2014), E. faecalis’in izolasyon
oran1 %44-74, E. faecium un izolasyon orani ise %19-49 arasinda degistigi goriilmektedir.
Bu arastirmada incelenen enterokoklarin toplam izolasyon oranlarinin diger caligmalarla
uyumlu olmakla birlikte nispeten yiiksek oldugu gdzlenmistir. izolasyon oranlarindaki

fazlaligin, pet olarak kedi sahibi olan insanlar i¢in risk teskil ettigi ortaya konulmustur.

Enterokoklarin 6nemli bir kism1 Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan bir¢ok antimikrobik ajana kars1 dogal direngli oluslart ile dikkat ¢gekmektedirler
(Giigkan ve ark., 2013). Penisilinler, sefalosporinler, kinolonlar ve diisiik diizeyde
aminoglikozidler gibi ¢ok sayida antibiyotige dogal diren¢ gostermelerinin yani sira
enterokoklarin yeni mekanizmalarla antibiyotik direnci olusturdugu ve bu direnci

plazmidler araciligiyla aktarabildigi tespit edilmistir (Moellering 2000).

Son zamanlarda Gram pozitif bakteri infeksiyonlarmin tedavisinde en ¢ok
kullanilan antimikrobiyel ajanlardan beta-laktamlar, aminoglikozidler, eritromisin,
klindamisin ve trimethoprim/sulfamethoksol dahil birgok antibiyotige direncliliklerinde
artis saptanmigtir. Beta-laktamlara olan kismi direngleri penisilin baglayan proteinlerin bu
ajanlara kars1 diisiik afinitesinden kaynaklanmaktadir. Aminoglikozid, makrolid ve
linkozamidlerin hiicre duvarindan yeterince gecememeleri nedeniyle bu ajanlara karsi

diisiik diizeyde direng gdsterirler. In vitro olarak trimethoprim/sulfamethoksol duyarl:
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goriinseler de eksojen folat kaynaklarini kullanma yeteneginde olduklarindan bu ajana da

direnclidirler (Ulusoy, 1999; Giickan ve ark., 2013).

Yiiksek diizeyde aminoglikozit direnci (AME); gentamisin, streptomisin ve kanamisin
antibiyotiklerine yiiksek diizeydeki direnci ifade eder. Enterokoklarin diisiik diizeyde dogal
olarak aminoglikozitlere direngli olmasi tedavide sinerjistik etki olusturmak amaciyla hiicre
duvart sentezini inhibe eden bir antibiyotikle aminoglikozit grubu antibiyotigin kombine
kullanimini gerektirir. Ancak plazmid ve transpozonlar aracilifi ile kazanilmis direng gelisimi
nedeniyle yiiksek diizey aminoglikozit direncinin ortaya ¢ikisi tedavide aminoglikozitler ile
kombine olarak hiicre duvari sentezini inhibe eden ajanlarin kullanilmasi ile elde edilen
sinerjistik etkiyi de ortadan kaldirmaktadir (Shepard ve ark 2002). Bu nedenle AME direncinin
belirlenmesi onemlidir. Calismamizda aminoglikozid direnglilik grubuna ait genlerin spesifik
primerleriyle PCR yapilmistir. PCR {irtinlerinin dizi analizleri sonucunda ¢ogaltilan bdlgelerin
aminoglikozit direng gen bolgeleri oldugu saptanmistir. Aminoglikozid direncinden
fosforilasyon enzimi kodlanmasi ile sorumlu aph(2’’)Icl gen bdlgesinin spesifik primerlerle

gergeklestirilen PCR sonucunda 444 bp uzunlugunda gen bolgesi ¢ogaltilmistir.

Enterokoklarda bir veya daha fazla aminoglikozide yiiksek diizeyli direng, artan
siklikta bildirilmektedir (Gordon ve ark 1992, Strausbaugh ve ark 2000). Baykan (2001),
idrar orneklerinden izole ettigi enterokok suslarinda gentamisin direncini %52 oraninda
saptarken; Kart ve ark (2010) ¢ocuk klinigi ve yenidogan yogun bakim {initesinde yatan
hastalardan izole ettikleri enterokok suslarinda gentamisin direncini %80; Ozseven ve ark.,
(2011) ¢esitli klinik orneklerden iirettikleri enterokok suslarinda %44; Kalayci ve ark.,
(2011) ise idrar orneklerinden izole ettikleri enterokoklarin gentamisin direncini %51.2

olarak tespit etmislerdir.

Cesitli klinik materyallerden izole edilen enterokok suslarinin gentamisin direncine
yonelik yapilan ¢alismalarda, Berzeg (2005) izole edilen E. faecalis suslarinin %8’inin ve
E. faecium suslariin da %68’inin; Aral ve ark., (2011) E. faecalis suslarinin %16’sinin ve
E. faecium suslarinin da %60’mnin; Iraz ve ark., (2012) E. faecalis suslarinin %42’sinin ve
E. faecium suslarinin da %69’unun; Altun ve ark., (2013) E. faecalis suslarinin %44 {iniin

ve E. faecium suslarmin da %71’inin; Giickan ve ark., (2013) ise izole edilen E. faecalis
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suglarinin %44’ iniin ve E. faecium suslarinin da %40’ min gentamisin’e direngli oldugunu

bildirmektedirler.

Bu ¢alismada, incelenen E. faecalis ve E. faecium suslarinin higbiri gentamisine
direncli olarak saptanmamistir. Elde edilen bulgularin, diger ¢alismalarda tespit edilen
sonuglardan diisik oldugu goriilmektedir. Enteroklardaki gentamisin yiiksek diizey
direncinin siklikla bifonksiyonel enzimler sayesinde oldugu bildirilmistir (Harada ve ark
2005). Elde ettigimiz Enterokokal suslarda bifonksiyonel enzim kodlayan genlere

rastlanmamistir. Bundan dolay1 gentamisin direnci goriilmedigi sonucuna ulasilmistir.
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5. SONUC

Aragtirmamizda Aydin ve Izmir illerinde bulunan sahipli kedilerden alinmis olan
130 adet rektal svap numunesinden 38 adet E faecalis ve 26 adet E. faecium olmak tizere
toplam 64 adet enterokokal sus izole ve identifiye edilmistir. Bu suslarin, ¢oklu ilag
fenotipi gelisimini igeren determinantlar bakimindan incelenmesi sonucu; kazanilan
antibiyotik direngligine sebep olan aph(2’’)Icl gen bolgelerine % 12.5 oraninda sahip

olduklar1 belirlenmistir.

Enterokoklar virulensi diisiik bakteriler olmalarina ragmen 6nemli nozokomiyal
infeksiyon etkeni olarak yerlerini korumaktadirlar. Bir¢ok antibakteriyel ilaca karsi1 dogal
veya kazanilmis dirence sahip olmalarindan dolayr son yillarda hastane infeksiyon
etkenleri arasinda hizla yiikselmiglerdir. Tiim diinyada oldugu gibi Tirkiye'de de
antibiyotiklerin yaygin ve kontrolsiiz kullanimi, direngli bakteri suslarinin yararina bir
seleksiyon olusturmaktadir. Yapilan arastirmalar, lilkemizden izole edilen klinik kdkenli
bakterilerde antibiyotiklere kars1 direncin artisina isaret etmektedir. Ozellikle 1980'lerden
sonra antibiyotiklere kars1 degisik tiplerde diren¢ mekanizmalar1 gelistiren ve infeksiyon
tedavisinde mevcut antibiyotik kullanimini kisitlayan enterokoklarda direncin genetigi
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Cogul direnc¢li enterokoklarin direngten geni tasiyan
plazmidlerini streptokok ve stafilokoklara aktararak vankomisin ve penisilin direnglilik
Ozelliklerini bu bakterilere iletme yetenekleri, hem de bu infeksiyonlarin yayilma olasiligi
olduk¢a fazla risk tasimaktadir. Bu nedenle infeksiyon risk faktorlerinin, hazirlayic
etkenlerin, direng saptama ve tarama yontemleri ile korunma yollarmimn sistematik bir

sekilde saptanmas1 gerekmektedir.

Nozokomiyal infeksiyonlara neden olan bu bakterilerin Veteriner Hekimlik’te
dikkatleri ilizerine toplamamasinin nedeni biiylik olasilikla, yogun bakim {initelerinin
eksikliginden kaynaklanmaktadir. Ote yandan bu ¢alisma ile birlikte insanlarla yakin temas
halinde bulunan kedilerin, Enterokok tasiyiciligi bakimindan risk teskil ettigi, muayene ve
rutin laboratuvar analizlerinde bu durumun da g6z Oniine alimmasi gerekliligi ortaya
konmustur. Enterokoklarin ¢oklu ilag direnclilikleri ile ilgili Veteriner Hekimlik’te daha

cok calisma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Kedilerden izole Edilen Enterococcus faecalis suslarinda esp Geni Varhginin
Arastirilmasi

Bu calismada 130 kediden elde edilen rektal svap o6rnegi, Adnan Menderes
Universitesi  Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ~Anabilim Dali Rutin  Teshis
Laboratuari’nda enterokok izolasyonuna tabi tutulmustur. Izole edilen enterokok suslari tiir
bazinda PCR ile identifiye edilmistir. identifikasyonlar1 yapilan suslarda ¢oklu ilag direng

genleri ve enterokokal yiizey proteini (Esp) varlig1 arastirilmistir.

Izolasyon calismalar1 sonucunda 130 adet numuneden 38 (% 29) Enterococcus
faecalis ve 26 (% 21) Enterococcus faecium olmak iizere toplam 64 (% 50) adet enterokok
saptanmistir. 8 (% 21) adet E. faecalis susunda fosforilasyon enzimini kodlayan gen

tastyiciligl saptanmis, suslarin hi¢birinde esp geni tasiyiciligt belirlenmemistir.

Bu ¢aligsma ile birlikte insanlarla yakin temas halinde bulunan kedilerin, enterokok
tasiyiciligl bakimindan risk teskil ettigi, muayene ve rutin laboratuvar analizlerinde bu

durumun da goz Oniine alinmas gerekliligi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: E. faecalis, E. faecium, identifikasyon, kedi, PCR, esp geni
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SUMMARY

Investigation of esp Gene Presence From Enterococcus faecalis Strains Isolated From
Cats

In this study, 130 rectal swab samples taken from cats were involved to enterococci
isolation in Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine Department of
Microbiology. The isolated enterococci were identified by species specific PCR . Multiple
drug resistancy genes and enterococcal surface proteins (Esp) were investigated in

identified strains.

The isolation studies revealed that out of 130 samples, 64 (50 %) enterococci were
identified as being 38 (29 %) of them are Enterococcus faecalis and 26 (21 %) of them are
Enterococcus faecium. A total of 8 (21 %) strains were detected as carrier of
phosphorilation enzyme coding gene and none of teh isolates were detected as esp gene

carrier.

By this research it is confirmed that, the cats which have close contact with
humans, have the risk for exposing the carriage of enterococci, and it is cleared that this

situation have to be estimated for examinations and routine laboratory analyses.

Keywords: E. faecalis, E. faecium, identification, cat, PCR, esp gene
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