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Enterekoklar insan ve hayvanlarin normal bagirsak florasinda dogal olarak
bulunurlar. Digkida bol miktarda enterokok oldugundan ¢evreye yayilmalarit da ¢ok
kolay olur. Su ve yiyeceklerden izole edildiklerinden indikator mikroorganizma
olarak kullanilirlar. Enterokoklar zor sartlar altinda yasayabilmekte degisik cevre
kosullarina uyum saglayabilmekte farkli 1s1, asidite, osmolarite, ve yiiksek oranda
NaCl ve H,0, konsantrasyonlarina dayanabilmektedirler. Enterokoklar Beta laktam
ve aminoglikozid grubu ilaglara dogal diren¢ yaminda, makrolidlere
streptograminlere ve vankomisine diren¢ gelismesi bu bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin mevcut tedavi olanaklarimi kisitlamistir.

Bir¢ok antimikrobiyal ajana karst1 dogal veya kazanilmis direng gostermeleri
nedeniyle son yillarda hastane kaynakli infeksiyon etkenleri arasinda iist siralara
yiikselmislerdir.

Bu calismanin amaci enfeksiyon kaynakli enterokoklarin direncleri disinda toprak,
su, ve atiklar gibi cesitli cevresel kaynaklardan izole edilecek enterokoklarda
antibiyotik direnclerinin tespitidir.

Calismamizda ¢esitli ¢cevresel kaynaklardan izole edilen 50 adet enterokok susundan
38 tanesi (% 76) Enterococcus faecium, 7 tanesi (%14) Enterococcus gallinarum, 2
tanesi (%4) Enterococcus faecalis, 2 tanesi (%4) Enterococcus durans, 1 tanesi (%?2)
Enterococcus avium olarak tespit edildi..

Calismamizda izole edilen 50 enterokok susunun 17°si (%34) eritromisine, 39 u
(%78) klindamisine, 39’u (%78) pirlimisine, 11’1 (%22) ampisiline, 15’1 (%30)
penisiline, 5’1 (%10) doksisikline, 4’ii (%8) vankomisine, 10’u (%?20) tetrasikline,
29’u (%58) rifampisine, 6’s1 (%12) norfloksasine direncli bulundu.

Izolatlarimizin  hicbirinde teikoplanin, kloramfenikol ve gentamisin direnci
saptanmadi.
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Enterococci are present normally in the intestinal flora of human and the animals.
Large amounts of Enterococci are found in stool which makes easy their spread in
the nature and environment. Enterococci can survive and easily adapt themselves to
extreme conditions. They resist temperature changes, and different acidity,
osmolarity, NaCl, H,O, conditions.

The aim of the present study is to determine the antimicrobial resistance of the
enterococci isolated from ground, water and waste.

In addition to intrinsic resistance to beta lactams and aminoglycosides, acquisition of
resistance to streptogramins, macrolides and vancomycin, limited the therapeutic
options for he infections due to enterococci. Because of the fact that they have
instrinsic and acquired resistance to many antimicrobial agents which is one of the
most freuquent isolated microorganisms from hospital infection in recently.

In our study, we have isolated 50 enterococci from various environmental sources
and determined that 38 of this isolates is Enterococcus faecium (76%), 7 of it is
Enterococcus gallinarum (14%), 2 of it is Enterococcus faecalis (4%), 2 of it is
Enterococcus durans (4%), 1 of it is Enterococcus avium (2%). And also, it is found
that 17 (34%) of 50 enterocci isolates, is resistable to erythromycin, 39 (78%) of it to
clindamycin, 39 (78%) of it to pirlimycin, 11 (22%) of it to ampicillin, 15 (30%) of it
to penicillin, 5 (10%) of it to doxycyclin, 4 (%8) of it to vancomycin, 10 (%?20) of it
to tetracyclin, 29 (%58) of it to rifampicin, and 6 (%12) of it to norfloksacin. There
was no resistance to teicoplanin, chloromphenicol and gentamycin in our isolates.
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1.GIRIS

Giiniimiizde “enterokoklar” olarak adlandirilan grup oOnceleri ‘“fekal orijinli
streptokoklar” olarak gruplandirilmistir. Streptococus faecalis adi ilk kez bir asir
once tamimlanmistir. Enterokok ismi ilk kez 1899 yilinda Thiercelin tarafindan
Fransa’da yayimlanan bir makalede kullanilmistir. Bundan yaklasik 10 yil sonra
fermentasyon Ozellikleri daha farkli olan Streptococcus faecium tiirii tanimlanmustir.
Lancefield tarafindan 1930’larda yapilan siniflandirmada enterokoklar, D grubu
streptokoklar arasinda yer almis, Sherman ilk kez 1937 ve 1938 yilinda enterokok
grubu bakterileri tanimlamistir (Akan, 2004).

1984 yilinda DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyon deneyleri sonucunda, S.
faecalis ve S. faecium’un streptokoklardan ayrilarak Enterococcus cinsine
aktarilmasini Onerilmistir. Bu cins i¢indeki bakteriler daha sonra E. faecalis, E.
faecium, E. durans, E. avium, E. casseliflavus, E. malodoratus, E. hirae, E.
gallinarum, E. mundtii, E. raffinosus, E. solitarius ve E. pseudoavium gibi cesitli
tiirlere ayrilmistir. Ayrica son on yil icinde E. haemoperoxidus, E. villorum, E.
phoeniculicola, E. canis, E. moraviensis, E. columbae ve E. cecorum gibi yeni tiirler

de enterokok cinsi icinde tanimlanmistir (Koneman et al., 2005).

Enterokoklar, insan ve hayvanlarda normal intestinal florada bulunan bakterilerdir ve
hayvanlardan elde edilen besin iiriinlerinde oldugu gibi insan ve hayvan kaynakli
fekal materyaller tarafindan (kanalizasyon ve hayvan giibresi gibi) kontamine olmus

cevrelerde de yaygindirlar (Franz et al., 1999).

Enterokoklarin izole edilmeleri ve kiiltiire edilmelerinin oldukca kolay olmasinin
yaninda suyun fekal kontaminasyonunun indikatorii olarak kullanilabilirler (Clausen

et al., 1977; Anonymous, 1998).

Enterokoklar primer patojenler olarak degerlendirilmezler ancak antimikrobiyal
ajanlara kars1 yiiksek direnc gosterme yeteneklerine bagli olarak diinya capinda

nozokomiyal patojenler olarak ortaya ¢cikmaktadirlar (Linden ve Miller, 1999).



Enterokoklar hemen her zaman, her yerde bulunabilen mikroorganizmalardir. Siit
tiriinlerinde ve diger gidalarda da yiiksek oranlarda bulunabilen bu bakterilerin,
bakteriyosin iiretimi, probiyotik karakteri, siit endiistrisinde kullanilabilirlikleri gibi

onemli biyoteknolojik 6zellikleri mevcuttur.

Enterokoklar bir¢ok gida da gida giivenliginin gelistirilmesi i¢in uygun goriilen
mikrobiyal katkilardandir. Antibakteriyel proteinler (bakteriosinler) iireten enterokok
susglart peyniri de iceren bircok gida grubuna ilave edildiginde bu gidalarda Listeria
monocytogenes gibi gida patojenlerinin gelisimi engelleyebilmektedir. Yapilan
calismalarda enterokoklarin, geleneksel peynirlerin olgunlagsma ve aroma gelisiminde
onemli rol oynadig1 ve peynire ilave edildiginde duyusal 6zellikler iizerine pozitif
etkileri oldugu bildirilmektedir. Duyusal o6zellikler ile ilgili yapilan ¢alismalarda
Enterococcus faecalis, Enterococcus durans ve Enterococcus faecium bakterilerinin
cesitli suslarmin destek Kkiiltiir olarak Cheddar peynirinde kullannminda olumlu
sonuglar elde edilmistir. Bu mikroorganizmalarin ilavesi proteoliz ve lipolizi

arttirarak aroma gelisimini hizlandirmistir (Gillian et al.,1999).

Enterokoklar, 1s1ya dayanikli olmalar1 sebebiyle 1s1 uygulanmis, yari steril edilmis ve
islenmis etler gibi steril olmayan yiyeceklerde spor formlarla birlikte yasabilen bir
mikroorganizmalardir. Ornegin siitlerde diisiik 1s1da uzun zaman pastorizasyon
isleminden sonra yasayabilirler. Kutulanmis, dilimlenmis ve daha 6nce paketlenmis
jambonlarda bozulmaya neden olan ajanlardir. Fermente sucuklarda 10° cfu/gr
seviyesinde, bazende daha fazla oranda bulunabilirler (Knudtson, L.M. ve Hartman,

P.A., 1992).

1.1. MIKROBIYOLOJIK OZELLIKLER

Bu boliimde Enterokoklarin; Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri, Epidemiyolojileri,

Patojenite ve virulans faktorleri ile Enterokok enfeksiyonlarindan bahsedilecektir.



1.1.1. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikler

Enterokoklar tek tek veya cift olarak kisa zincirler halinde bulunan Gram pozitif
koklardir. Morfolojik olarak streptokoklardan ayrilmalar1 zordur. Fakiiltatif anaerob
bakterilerdir. Kanli jeloz agarda koloniler biiylikce, gri renkli, parlak, bugulu
goriinimdedir. Katalaz negatiftir, fakat baz1 kokenlerinde ‘pseudo catalase’ yapimi
vardir. 10-45° C arasinda iireyebilir, % 6.5’luk NaCl'li ortamda iiremeyi
suirdiirebilir, 60° C’de 30 dakika canli kalabilir ve eskulini hidrolize edebilir.
Glikozdan gaz olusturmamalar1 Leuconostoc cinsinden ayirmada onemlidir. Ayrica
pH 9.6’da, % 40 safra tuzu iceren besiyerinde de iireyebilirler. Alfa, beta veya gama
hemoliz yapabilirler (Basustaoglu ve ark., 2002; Bilgehan, 2000; Bilgehan, 2002).

E. flavescens, E. casseliflavus ve E. gallinarum gibi bazi suslar hareketlidir. E.
cecorum, E. columbae ve E. saccharolyticus disinda kalan tiim suglar L-pyrolidonyl
beta naphthylamid (PYR) maddesini hidrolize ederler. Tim kokenlerde
l6sinaminopeptidaz (LAP) tiretimi vardir (Koneman et al., 2005).

Enterokoklar mannitol, sorbitol, sorboz iceren sivi besiyerlerinde asit olusturmalarina
ve arginini hidrolize etmelerine gore bes gruba (Cizelge 1.1) ayrilirlar (Facklam ve

Teixeria, 1998).

Grup 1: E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E.
saccharolyticus, E. pallens, E. gilvus’dan olusur. Bu tiirler mannitol, sorbitol ve

sorboz s1v1 besiyerinde asit olusturur, ancak arginini hidrolize etmezler.

Grup 2: E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. haemoperoxidus, E. mundtii ve
E. gallinarum’dan olusur. Bu gruptaki tiirler arginini hidrolize ederler, mannitollii
sivi besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan asit olusturmazlar ve sorbitollii sivi

besiyerinde degisken reaksiyon verirler.



Grup 3: E. villorum, E. dispar, E. durans, E. hirae, E. ratti ve E. faecalis ile E.
faecium’un mannitol negatif varyantlar1 bu grubu olusturur. Bu gruptaki tiirler D
antijeni icermez, arginini hidrolize ederler, fakat mannitol, sorboz ve sorbitol iceren

s1v1 besiyerlerinin hicbirisinde asit olusturmazlar.

Grup 4: E. sulfurens, E. asini, E. phoeniculicola ve E. cecorum bu grupta
bulunmaktadir. Bu gruptaki tiirler mannitol ve sorboz iceren sivi besiyerlerinde asit
olusturmaz ve arjinini hidrolize etmezler. Sorbitol iceren sivi besiyerinde ise E.

cecorum asit olustururken, E. sulfureus asit olusturmaz.

Grup S: E. columbae, E. canis, E. moraviensis bu grupta bulunur. Bu gruptaki tiirler
arjinini hidrolize etmezler, mannitollii s1vi besiyerinde asit olustururlar, sorbozdan

asit olusturmazlar ve sorbitollii s1v1 besiyerinde degisken reaksiyon verirler.



Cizelge 1.1: Fenotipik 6zelliklerine gore enterokok tiirlerinin siniflamasi

Grupl Grup II Grup III Grup IV Grup V

E. avium E. faecalis E. durans E. asini E. canis

E. malodoratus E. faecium E. hirae E. cecorum E. columbae

E. raffinosus E. casseliflavus E. ratti E. sulfurens E. moraviensis
E. pseudoavium E. mundtii E. dispar E. phoeniculicola E. casseliflavus*
E. palens E. haemoperoxidus E. faecalis* E. faecalis*

E. gilvus E. gallinarum E. faecium*

E. saccharolyticus E. villorum

* Ayni tiirler farkli 6zelliklerine gore farkli gruplara dahil edilmistir.



1.1.2. Epidemiyoloji

Enterokoklar, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin tiyeleridir.
Dogada; toprak, su, bitki, kuslar bocekler ve memelilerde yaygin olarak
bulunurlar. Insanlarda, esas olarak gastrointestinal florada bulunmalar1 nedeni ile
gerek hastane gerekse hastane dis1 ortamda endojen kaynakli enfeksiyonlara yol
acmaktadirlar. E. faecalis diger enterokok tiirlerine gore diskida daha yliksek
oranda bulunur (Giiltekin, 2004).

Enterokoklar cevre kosullarina dayanikli olduklarindan bir¢cok ortamda
canliliklarimi siirdiirebilirler. Bu nedenle enterokoklar gerek cansiz maddeler
aracilign ile, gerekse saglik personeli ile hastadan hastaya tasinarak hastane

enfeksiyonu olarak salginlara yol acabilmektedir (Lawrence et al., 1992).

Son yillarda yapilan epidemiyolojik c¢alismalar, enterokoklarin hastadan hastaya
ve hatta hastaneler aras1 yayilabilmesinde bu bakterilerin normal barsak florasinda
bulunmasinin temel risk faktorii oldugunu gostermistir. Nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olan enterokok tiirleri saglik personelinin ellerinden ve
hastane ile bakim evlerindeki cevresel kaynaklardan izole edilmistir (Zervos et al.,

1987; Zervos et al., 1986).

1.1.3. Patojenite ve Viriilans Faktorleri

Enterokoklar, diisiik viriilansli bakterilerdir. Buna ragmen toplum kaynakli ve
ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda oOnemli etkenlerdir. Pek cok
antibiyotige kars1 intrensek olarak direngli olmalari, diger antibiyotiklere de
kolaylikla direng gelistirebilmeleri ve cevreye adaptasyonlarinin iyi olmasi nedeni
ile diger patojenlerden daha avantajli hale gelmektedir. Bazi enterokoklarin
ozellikle de E. faecalis ‘in bir¢ok virulans belirtece sahip olduguna dair kanitlar

vardir (Franz et al., 2001).



Ayrica E. faecium‘un genomik grubuna ait izolatlarinda insanlarda enfeksiyonlara

sebep olduguna dair kanitlar bulunmaktadir ( Vancanneyt et al., 2002).

Bu nedenle insanlarda, hayvanlarda ve dogadaki enterokok populasyonlari
hakkinda direncleri ve bunlar1 aktarabilme yetenekleri gibi konularda daha fazla

bilgiye acilen ihtiya¢ vardir.

Enterokoklarin bilinen viriilans faktorleri:
Sitolizin: E. faecalis ve E. faecium’un bazi suslar tarafindan iiretilir. Eritrositler
icin hemolizin aktivitesi goOsterir. Bazi Okaryotik hiicreler icin toksiktir

(Moellering, 1992).

Lipoteikoik asit: Enterokoklarin D grubu antijenini olusturur. Tiimor nekroz
faktor ve interferon salinmasina neden olarak, immun cevabin diizenlenmesini

saglar (Koneman et al., 2005).

Feromonlar: E. faecalis’de bulunur. Suslar arasinda plazmid DNA’sinin
konjugatif transferini kolaylastiran ve organizma tarafindan salinan kiiciik
peptitlerdir. Notrofiller icin kimyasal olarak ¢ekici olduklarindan enfeksiyonlarda

inflamatuvar cevabi artirirlar (Koneman et al.., 2005).

Agregasyon maddesi: E. faecalis ve E. faecium’da bulunur. Feromonlarla sentezi
ve salinimi indiiklenen ylizey proteinidir. Alic1 ve verici hiicrelerin birlesmesini
saglayarak plazmid transferini kolaylastirir. Arg-Gly-Asp motifleri {izerinden etki
ederek renal tiibiiler hiicrelere baglanmay1 giiclendirir (Moellering, 1992). Ayrica
enterokoklarda jelatinaz, ekstraseliiler siiperoksit, ekstraseliiler yiizey proteini gibi

virulans faktorleri de saptanmustir.

1.1.4. Enterokok Enfeksiyonlar:
Son yillarda enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar olduk¢a artmis olup,
ozellikle hastane enfeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda on siralarda yer

almaktadir.



Tiim enterokok enfeksiyonlarinin % 80-90’nindan E. faecalis, %5- 15’inden ise E.
faecium sorumludur. E. gallinarum, E. casseliflavus, E. avium ve E. raffinosus
gibi diger enterokok tiirleri klinik Orneklerin %5’inden izole edilmistir

(Basustaoglu ve Aydogan, 2002).

Enterokoklar {iiriner sistem ve yara enfeksiyonlarinin yani sira endokardit,
salpenjit, endometrit, peritonit, safra yolu enfeksiyonlari, karin ici abseleri,
bakteremi bazen menenjit gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler (Facklam ve

Sahm, 1995).

1.2. Enterokoklarda Antibiyotik Direnci

Gegmis yillar boyunca Enterokoklar 6zellikle antibiyotik direncinin gelisimi ve

yayilimi ile ilgili bir¢ok calismaya konu olmuslardir.

Besi hayvanlarinda biiylimeyi artirict ilaglarin stk kullammmi hayvan kaynakli
enterokoklarda antibiyotik direncinin artmasina neden olmus ve bu durum,
direncin insan populasyonlarindaki enterokoklarda da yayilmasina neden olmustur

(Bates, 1997; Bates et al., 1994; Van den Bogaard et al., 1997).

Enterokoklarda antibiyotik direnci intrensek ya da kazanilmig olabilir. Plazmidler,
transpozonlar ve kromozomlar iizerindeki diren¢ genlerine bagl olan kazanilmis
diren¢ ve mevcut direng genlerinin farkl tiir ve cinsteki bakterilere aktarilabilmesi
s0z konusudur. Bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi klinikte

karsilasilan en 6nemli sorunlardan biridir (Basustaoglu 2004; Sardan 2004).

Enterokoklarda diren¢ gelisiminde en Onemli faktorlerden birisi hayvan
gidalarinda katki maddesi olarak antibiyotiklerin kullaniminin yayginlasmasidir
(Gilmore 2002). Hayvansal gida, diski kontaminasyonuyla ¢cevrede su ve toprakta
enterokoklarin yayilmasi ve insana direncli bakterilerin bulagsmasi ¢izelge 1.2°de

sematik olarak gosterilmistir.



Enterokoklar basta beta laktamlar ve aminoglikozitler olmak iizere bir¢ok
antibiyotige intrensek direnclidir. Bazi antibiyotiklere de ¢ok cabuk direng

gelistirirler.

Enterokoklarda antimikrobiklere ¢ogul direncin artmasinda, bakterilerin bir¢ok
antibiyotige intrensek direncli olmalari, plazmid, transpozon ve kromozomlardaki
diren¢ genlerine bagli kazanilmis diren¢ ve direncin bir bakteriden digerine

aktarilabilmesi etkili olmaktadir (Ongen ve ark., 1999).
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Cizelge 1.2: Enterokoklar agisindan cesitli kaynaklar arasindaki ekolojik iligkiler
(Gilmore 2002)

Tedavi veya gelisimi tesvik icin
antimikrobiyal ajanlarin kullanim

Yabani Meyve
Hayvan ve

ve Sebzeler
Bitkiler

Hayvansal
gida

Alanlarda giibrelemenin yayilmasi

Hayvansal
uriin

Toplumdaki
Insanlar
Hastanede
Yatan

Tesis
Atiklar1

Hastalar

Insanlar Icin Antimikrobiyal
Ajanlarin Kullanim
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Enterokoklarin ¢esitli antibakteriyellere diren¢ mekanizmalart iki grupta
incelenebilir.

1. Intrensek (dogal) Direng

2. Ekstrensek (kazanilmig) Direnc

1.2.1. intrensek (Kromozomal) Direng

Intrensek (dogal) direng ozellikleri tiire 6zgiidiir, enterokok tiirlerinin tiimiinde
bulunan kromozomal direnci ifade eder. Enterokok tiirleri penisilinlere,
sefalosporinlere, linkozomidlere, trimetoprim-sulfometaksazol (TMP-SMX)’e ve
aminoglikozidlere (diisiik diizeyde), kinopristindalfopristin’e kars1 kalitsal olarak

direnclidirler (Sardan, 2004; Korten, 2002).
1.2.1.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Intrensek Direnc

Enterokoklardaki intrensek penisilin direnci beta-laktam antibiyotiklere diisiik
baglanma afinitesi gosteren PBP 5 enziminin varligina baghdir. E. faecalis i¢in
penisilin MIK (Minimal Inhibitér Konsantrasyon) degeri diger streptokoklardan
10-100 kat daha yiiksektir. E. faecium suslari, E. faecalis suslarina oranla
penisiline daha direnglidir. Yar1 sentetik ve penisilinaza direngli beta-laktam
grubu antibakteriyel ilaclara da direng, oldukca yiiksek bulunmustur (Basustaoglu,
2004).

Enterokoklar beta-laktam antibiyotiklere kars1 karakteristik olarak tolerans
gosterirler. Yani tedavi dozunda MBK/MIK (minimal bakterisid konsantrasyon/
minimal inhibitér konsantrasyon ) oram1 32’nin iizerindedir. Dolayisiyla beta-
laktam antibiyotikler enterokoklara kars1 bakterisidal degil, bakteriyostatik
etkilidir (Basustaoglu, 2004).

1.2.1.2. Aminoglikozid Antibiyotiklere Intrensek Direnc
Enterokoklar diisiik diizeyde aminoglikozid direnci gosterirler. Bu tip direncte iki

mekanizma s6z konusudur. Birinci mekanizma tiim enterokok tiirlerinde bulunur



-12 -

ve bakteri duvarinin bu grupta bulunan antibakteriyel ilaglara kars1 gecirgenliginin
az olmasmdan kaynaklanir. ikinci mekanizma sadece E. faecium’da bulunur. E.
faecium aac6’-li geni tarafindan kodlanan 6’ asetiltransferaz (AAC-6’) enzimine
sahiptir. Bu enzim aminoglikozid yapisindaki bir amino grubunun asetil CoA’ya
bagimh olarak asetilasyonuna yol acar. Bdylece sitoplazmaya gecen ila¢ inaktive
edilir. Enzim kanamisin, netilmisin, sisomisin, isepamisin ve tobramisini modifiye

eder. Ancak gentamisine etkisi yoktur (Lefort ez al., 2000).

Aminoglikozid grubu antibakteriyel ilaclar, beta-laktam antibiyotik ya da
vankomisin gibi hiicre duvari sentezini engelleyen antibiyotikler ile kombine
edilecek olursa, zedelenen hiicre duvarindan bu gruptaki antibakteriyeller daha
kolay gececeginden MIK degerleri onemli 6lciide diisecektir. Enterokoklara karst,
beta-laktam veya glikopeptid grubu antibakteriyel ilaglar ile aminoglikozid grubu
ilaglarin kombinasyonunun sinerjistik mekanizmasi bu sekilde aciklanmaktadir

(Basustaoglu, 2004).

Enterokoklar linkozomid grubu antibiyotiklere de yiiksek diizeyde intrensek

olarak direnclidir (Sardan, 2004 ; Lefort et al., 2000).

1.2.2. Ekstrensek (Kazanilms) Diren¢

Kazanilmis direng, genellikle bir DNA mutasyonu ya da yeni bir DNA
segmentinin transferi sonucunda gelisir. Enterokoklarda yeni DNA segmenti

transferinden en sik sorumlu olan mekanizma konjugasyondur (Sardan, 2004).

1.2.2.1. Beta-Laktam Antibiyotiklere Kazamilmis Diren¢

Enterokoklarin iki ayr1 diren¢ mekanizmasi ile beta-laktam antibiyotiklere direng
kazandig1 saptanmistir. Bunlardan biri E. faecium suslarinda goriilen, kromozomal
olan ve penisilin afinitesinin azalmasi sonucu PBP 5’in miktarinin artmasi ile

ortaya ¢ikan direnctir (Derbentli, 1998).
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Ikinci direng mekanizmasi ise beta-laktamaz iiretimidir. Beta laktamaz olusturan
sus ilk olarak 1981 yilinda ABD’de tanimlanmustir (Derbentli, 1998; Lefort et al.,
2000). Bu 1983 yilinda Murray ve arkadaglar1 tarafindan bir makalede
yayimlanmistir (Murray ve Mederski-Samuraj, 1983).

1.2.2.2. Aminoglikozid Antibiyotiklere Kazanilmis Yiiksek Diizeyde

Direnc¢

Enterokoklarda kazamilmis yiiksek diizeyde aminoglikozid direnci (YDAD)
yaygindir. YDAD 3 temel mekanizma ile meydana gelir (Lefort et al., 2000).

1. Ribozomal baglanma bolgesinde degisiklik
2. Aminoglikozid transportunun degismesi

3. Aminoglikozid modifiye edici enzim iiretimi

Bir ribozomal proteinde olusan tek bir aminoasit degisikligi, o ribozomun
antibiyotige kars1 diisiik afinite gostermesine neden olur. Enterokoklarda bildirilen
ve ribozomal baglanma bolgesinde degisiklikle olan bu direng, klinik olarak
oldukca nadirdir ve diger aminoglikozidlere karst capraz  direng

olusturmamaktadir (Unal ve ark., 2004).

Aminoglikozid transportunun degismesi ile olusan diren¢ de nadir goriilmekte ve

kromozomal genlerle kontrol edilmektedir (Lefort ez al., 2000).

Enterokoklarda YDAD’nde en sik goriilen mekanizma aminoglikozid modifiye
edici enzim iretimidir. Bu enzimleri kodlayan genler plazmid ve transpozon

kaynaklidirlar (Lefort et al., 2000; Unal ve ark., 2004).

Aminoglikozid modifiye edici enzimler, sitoplazmaya gecen ilaclar1 inaktive
edecek miktarlarda sitoplazmada bulunurlar. Ug tip aminoglikozid modifiye edici

enzim bulunmaktadir; bunlar asetiltransferaz, adeniltransferaz, fosfotransferaz *dir
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(Unal ve ark., 2004). YDAD saptamak i¢in disk difiizyon, agar diliisyon ve broth

mikrodiliisyon yontemleri kullanilmaktadir .

1.2.2.3. Glikopeptid Antibiyotiklere Karsi1 Direng

Glikopeptid antibiyotikler, hiicre duvar1 sentezinde peptidoglikan polimerlerini
olusturacak Onciil maddelerden olan D-ala-D-ala terminal ucuna baglanir ve hiicre
duvart sentezini bozarlar. VRE (Vankomisine Direngli Enterokoklar) ise ligaz
enzimi ile D-ala-D-ala ucunun yapisini degistirir ve D-ala-D-laktat veya Dala-D-
serin meydana getirir. Boylece bu uca vankomisin baglanma yetenegi cok azalir
ve hiicre duvar sentezi devam eder. Direncin siniflandirilmasi dnceleri izolatlarin
MIK degerlerine gore yapilmaktaydi. Giiniimiizde ise smiflandirma spesifik ligaz
genlerinin varligina gore yapilmaktadir. vanA, vanB, ve vanD tipi direng; D-ala-
D- laktat, vanC ve vanE tipi diren¢ ise D-ala-D- serin iiretimi ile iliskilidir

(Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004).

Enterokoklarda glikopeptid antibiyotiklere direng, ilk kez 1988 yilinda Uttley ve
arkadaslar1 tarafindan bildirilmis ve daha sonra tiim diinyada goriilmeye

baslanmistir (Uttley et al., 1988).

Ulkemizde ilk VRE olgusu 1998 yilinda Vural ve arkadaslar1 tarafindan
Antalya’dan bildirilmistir (Vural ve ark., 1999). Daha sonra Ongen ve arkadaslari,
Basustaoglu ve arkadaslar ¢esitli hastanelerden bir¢ok arastirici tarafindan olgular

ve epidemiler bildirilmistir (Ongen ve ark., 1999; Basustaoglu ve ark., 2000).

Enterokoklarda bugiine kadar glikopeptidler icin tanimlanmis alt1 direng fenotipi

mevcuttur. VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG fenotipidir.

VanA tipi diren¢: Vankomisin ve teikoplanine yiiksek diizeyde direncin
(Vankomisin i¢in >64 mg/mL, teikoplanin i¢in >16 mg/mL) oldugu direng tipidir.

VanA tipi direncin olusmas: icin gerekli genler 7nl546 transpozonu iizerinde,
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ilgili elemanlar ise Tn5482 transpozonu iizerinde yer alir. VanA geni ilk olarak E.
faecium’da tespit edilmistir. Ancak E. faecalis, E. durans, E. gallinarum, E.
avium, E. mundtii, E. casseliflavus, E. raffinosus gibi diger enterokok tiirlerinde

de saptanmustir.

Vankomisin direncinin regiilasyonu ve olusumunda rol alan diger genler (VanR,
VanS, VanH, VanX, VanY, VanZ) ve VanA geni Tn 1546 transpozonu iizerinde yer

almaktadir. E. faecium’da ise bu gen plazmid iizerindedir (Unal ve ark., 2004).

VanA tipi diren¢ en sik karsilasilan direnctir. Vankomisin tarafindan yiiksek,
teikoplanin tarafindan ise zayif indiiklenebilir Ozellikte, yiiksek diizeyde bir
direngtir. Indiiklenebilir VanA direncinde, yalnizca vankomisin varliginda olusan
PBP’lerin artis1 sonucunda beta-laktam antibiyotiklere karst bir duyarlilik
meydana gelir. Bu da vankomisin direngli enterokoklarin tadavisinde vankomisin

beta-laktam kombinasyonunun basarisini agiklamaktadir (Basustaoglu, 2004).

VanB tipi diren¢: Enterokoklarda VanB tipi glikopeptid direnci VanA ligaza
yapisal olarak benzerlik gosteren VanB ligaz1 ile olusur. Kromozomal
yerlesimlidir, ancak transpozon (Tn 1547, Tn 5382) veya plazmid iizerinde de
olabilir ve transfer edilebilir. Genetik olarak VanA ve VanB benzer olmakla
birlikte aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. VanA’da mevcut genlerden alti
tanesi VanZ hari¢ VanB’de mevcuttur. VanB gen kiimesinde gorevi tam olarak
anlasilamayan VanW geni mevcuttur. Bu tip diren¢ vankomisine degisik diizeyde
direng gosterir (MIK 4 - >1024 mg/mL), teikoplanine duyarlidir (MIiK 0.5-2
mg/mL). Vankomisin tarafindan indiiklenebilen bir direngtir. Teikoplanin ise
indiikleyemez. Ancak vankomisin ile indiiklenen kokenler teikoplanine de direng
gosterebilirler. vanB sadece E. faecium ve E. faecalis’te saptanmistir (Unal ve

ark., 2004; Sardan, 2004).

VanC tipi diren¢: Bu grupta vankomisine diisiik diizeyde diren¢ s6zkonusudur.

Bu tip direncin E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens suslarinda varligi
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bildirilmistir. Bu direng tipinin ii¢ alt tipi bulunmaktadir: VanC-1, VanC-2, VanC-
3. Bu genlerin tiire spesifik oldugu diistiniilmektedir (E. gallinarum-vanC-1, E.
casseliflavus-vanC-2 ve E. flavescens-vanC-3). VanC tipi dirence sahip olan
suglar teikoplanine duyarhidir. Yapisal olarak indiiklenemez ve transfer

edilemezler (Unal ve ark., 2004; Basustaoglu, 2004).

VanD tipi direnc: Sadece E.faecium’da bildirilmistir. VanD geni izolatlar
yapisal olarak hem vankomisine (MIK 64-128 mg/mL) hem de teikoplanine (MIK
4-64 mg/mL) direnclidir. VanD geni kromozomaldir ve konjugasyon ile transfer

edilemez (Unal ve ark., 2004; Basustaoglu, 2004).

VankE tipi direng: E. faecalis BM4405 izolatinda tanimlanmistir. Diisiik diizeyde
vankomisin direnci (MIK 16mg/mL) vardir. Teikoplanine duyarhdir (MIK 0.5
mg/mL). VanE geni kromozom {izerine lokalizedir ve transfer edilemedigi
bilinmektedir. Bu yeni diren¢ fenotipi VanC tipi dirence ile benzerlik gosterir.
Ancak VanE tipi direncin genetik belirleyicisi farklidir ve intrensek bir direng tipi

degildir (Unal ve ark., 2004; Basustaoglu, 2004).

VanG tipi diren¢: Bu direng tipi ilk olarak E. faecalis WCH9 susunda
tammlanmustir. Tipik olarak vankomisine diisiik diizeyde direncli (MIK 12-16
mg/mL), teikoplanine ise duyarlidir (MiK 0.5 mg/mL).

Enterokoklarda glikopeptid direncinin en korkulan yam laboratuar veya klinik
kosullarda bu direngten sorumlu genlerin diger Gram pozitif bakterilere

aktarilabilme olasiligidir (Basustaoglu, 2004; Sardan, 2004).

Diger Antibiyotikler: Diren¢ genlerinin bir enterokoktan digerine transferi ilk
olarak 1964 yilinda gosterilmistir (kloramfenikol direnci). Yapilan c¢esitli
caligmalarda enterokoklarin %20-42’sinin kloramfenikole direngli oldugu ve
direncten en sik sorumlu mekanizmanin kloramfenikol asetiltransferaz iiretimi

oldugu bildirilmistir (Sardan, 2004).
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Eritromisin direnci enterokoklarda goriilen diger bir direnc tiiriidiir ve genellikle
ermB geni ile iliskilidir. Bu gen, ribozomal RNA’nin metilasyonundan
sorumludur. Metilasyon nedeni ile eritromisin ribozomlara baglanamaz. Ayni
mekanizma, klindamisine yiiksek diizeyde direncten de sorumludur (Sardan,

2004).

Tetrasiklin direnci, enterokoklarda konjugasyon yoluyla kazanilan direncin en
tipik orneklerindendir (Sardan, 2004). Ayrica rifampin, kinopristin-dalfopristin ve
linezolide kars1 da direng gelisebilir (Robert ve Mollering, 2005).

Enterokoklar, insanlarda, esas olarak gastrointestinal florada bulunmalar1 nedeni
ile gerek hastane gerekse hastane disi ortamda endojen kaynakli enfeksiyonlara
yol a¢cmaktadirlar. Bu nedenle insanlarda, hayvanlarda ve dogadaki enterokok
populasyonlar1 hakkinda direncleri ve bunlar1 aktarabilme yetenekleri gibi

konularda daha fazla bilgiye acilen ihtiyag vardir.

Calismamiz Aydin ili ¢evresinde insan, hayvan ve doga iicgeninde yer alan
enterokoklardaki diren¢ dagilimini, simdiye kadar degerlendirilen klinik

taramalarin haricinde ortaya koymasi nedeniyle ayr1 bir 6nem tasimaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

Tez calismamizda kullanilan Enterokok suslarinin izole edildikleri ¢evreler ve bu

cevrelerden alinan numuneler agsagida listelenmistir:

1. Biiyiik Menderes Nehri iizerindeki iki farkli bolgeden su 6rnegi

2. Biiyiik Menderes Nehriyle beslenen ve tarimsal araziyi sulama amach
kullanilan kanallardan su 6rnekleri

3. Ayni kaynaktan su kanallariyla beslenen tarimsal arazideki toprak
ornekleri

4. Tarimsal olarak kullanilmayan Adnan Menderes Universitesi merkez
kampus yerleskesindeki arazi topragi ornekleri

5. Nazilli ve Umurlu ilgelerinde bulunan ve ¢ikis sularini Menderes
Nehrine veren iki ayr1 aritim tesisinin giris ve ¢ikis sular1 ornekleri

6. Aydin Belediyesi mezbahasinda kesilen kiiciikkbag ve biiylikbas
hayvanin rektum ve ¢cekumundan alinan 6rnekler

7. Aydin ili cevresinde bulunan bazi sicak su kaynaklari ve bu
kaynaklarin kullanildig: tesislerde yer alan havuzlardan su 6rnekleri

8. Aydin Belediyesi ¢cop tasima kamyonlarinda biriken ¢Op sizinti suyu

ornekleridir.
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2.1.1. Enterokok Izolasyonu ve Identifikasyonunda

Kullanmilan Besiyerleri

m-Enterococcus Agar (DIFCO)

Kazein Peptonu 150¢g
Soya Peptonu 50¢g
Maya Ekstrakti 50¢g
Dekstroz 20¢g
Dipotasyum Fosfat 40¢g
Sodyum Azid 04¢g
2,3,5-Trifenil Tetrazolyum Klorid 0.1g
Agar 100 g
Toplam: 41.5 g/litre

Ticari besiyerine 1 It. 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
dokiildii.

Enterococcosel™ Agar (Bile Esculin Azide Agar) (DIFCO)

Pankreatik Kazein 170 g
Hayvansal Pepton 30¢g
Maya Ekstrakti 50g
Oxgall 100 g
Sodyum Kloriir 50¢g
Sodyum Sitrat 10g
Eskulin 10g
Demir (III) Amonyum Sitrat 05¢g
Sodyum Azid 025¢
Agar 135¢

Toplam: 56 g/litre
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Ticari besiyerine 1 1t. 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

dokiildii.

Phosphate Buffer Saline

Sodyum Kiloriir (NaCl)
Potasyum Kloriir (KCI)
Di Sodyum Fosfat
KH,PO4

80¢g
2g
144 ¢
24¢g

Formiile gore hazirlanan tampon balon jojede 1000 ml. ’ye tamamland: ve pH 7.4

+ 0.2 ‘ye ayarlandi.

Brain Heart Infusion Broth (OXOID)

Beyin Ekstrakti
Kalp Ekstrakti
Pepton

D (+) glikoz
Sodyum Kloriir
Di Sodyum Fosfat
Toplam:

125 ¢
50¢g
100 g
20¢g
50¢g
25¢g

37 g/litre

Ticari besiyeri 1 It. distile suya ilave edilip eritildi. pH degeri 7.4 £ 0.2 ‘ye

ayarland1.121 °C’de 15 dk. otoklavda sterilize edildi ve steril petri kutularina

dokiildii.
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Brain Heart Infusion Agar (OXOID)

Beyin Ekstrakti 125¢
Kalp Ekstrakt 50¢g
Pepton 100 g
D (+) glikoz 20¢g
Sodyum Kloriir 50¢g

Di Sodyum Fosfat 25¢g
Agar 100 g
Toplam: 37 gllitre

Ticari besiyeri 1 lt. distile suya ilave edilip eritildi. pH degeri 7.4 + 0.2 ‘ye
ayarland1.121 °C’de 15 dk. otoklavda sterilize edildi ve steril petri kutularina
dokiildii.

2.2. YONTEM

2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Aragtirmamiz i¢in Onceden belirlenmis cevrelerden su, toprak, ¢op suyu ve
mezbaha Ornekleri alindi. Ornekler +4 °C’de muhafaza edilerek laboratuara

ulastirildiktan sonra izolasyona baslandi.

Su ornekleri, 6nceden steril edilmis 250 ml’lik cam numune alma siselerine alindi.
Tarimsal arazilerdeki toprak Ornekleri steril plastik kaplara alindi. Toprak
ornekleri alinirken spatul kullanildi ve spatul 6rnek alimindan hemen once alkolle

silinip yakildi.
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Mezbahadan alinan biiylikbas ve kiicilk bas hayvanlarin ¢ekum ve rektum
ornekleri steril plastik kaplara alindi. Ornek alimrken steril bisturu ucu
kullanilarak hayvanin ¢cekum ve rektum bolgesinden doku pargalar1 kesildi. Cop

tasima kamyonlarinda biriken sizint1 suyu steril plastik numune kabina alindi.

2.2.2. Enterokoklarn izolasyonu

2.2.2.1. Su Orneklerinden Enterokok izolasyonu

Laboratuara getirilen su orneklerinin PBS icerisinde 10" ‘den 10° ‘ya kadar
seyreltmeleri hazirlandi. Her bir seyreltmeden zenginlestirme icin hazirlanan 5 ml
‘lik Brain Heart Infusion Broth tiiplerine 1 ’er ml inokiile edildi. 37 °C’de 48 saat
inkiibe edilen orneklerden 100 ul alinip m-Enterococcus Agar plaklarina L baget
ile yayild1 ve 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.

Bu inkiibasyon sonunda renkleri pembeden kahverengine kadar degisebilen
kolonilerden secilip isim verildi ve dogrulma amaciyla Enterococcosel™ Agar
(Bile Esculin Azide Agar) ‘a ekimleri yapildi. 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyonun

sonunda koyukahverengi renkli koloniler degerlendirmeye alindi.

Eskulin hidrolizi ve safra tuzlarina direng, enterokoklarin tipik karakteristigi
oldugundan, eskulin hidrolizi dogrulanan izolatlarin % 6,5 NaCl igerikli Brain
Heart Infusion Broth besiyerinde 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
tireme yetenekleri kontrol edildi. Bu dogrulamanin ardindan izolatlarin 10 °C’de
ve 45 °C’de Brain Heart Infusion Broth besiyerinde 48 saatlik inkiibasyonda
gelisimlerine, katalaz testine ve Gram boyanma oOzelliklerine bakildi.
Enterokoklara uygun ozellikleri gosteren izolatlar Enterococcus spp. olarak
ayrildi. Enterokoklar tiir diizeyinde API20 STREP (bioMerieux) kullanilarak

tanimlandi.
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2.2.2.2. Toprak Orneklerinden Enterokok izolasyonu

Laboratuara getirilen toprak Orneklerinden aseptik kosullarda 1 g tartilip PBS
icerisinde 10 ‘den 10 ‘ya kadar seyreltmeleri hazirlandi. Her bir seyreltmeden
zenginlestirme i¢in hazirlanan 5 ml. ‘lik Brain Heart Infusion Broth tiiplerine 1 "er
ml inokiile edildi. 37 °C’de 48 saat gelisen Orneklerden 100 pl alinip m-
Enterococcus Agar plaklarina L baget ile yayildi ve 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi.

Bu inkiibasyon sonunda renkleri pembeden kahverengine kadar degisebilen
kolonilerden segilip isim verilerek dogrulma amacli Enterococcosel™ Agar (Bile
Esculin Azide Agar) ‘a ekimleri yapildi. 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyonun

sonunda koyu kahverengi renkli koloniler degerlendirmeye alindi.

Eskulin hidrolizi ve safra tuzlarina direng, enterokoklarin tipik karakteristigi
oldugundan, eskulin hidrolizi dogrulanan izolatlarin % 6,5 NaCl icerikli Brain
Heart Infusion Broth besiyerinde 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
tireyebilmeleri kontrol edildi. Bu dogrulamanin ardindan izolatlarin 10 °C’de ve
45 °C’de Brain Heart Infusion Broth besiyerinde 48 saatlik inkiibasyonda
gelisimlerine, katalaz testine ve Gram boyanma oOzelliklerine bakildi.
Enterokoklara uygun ozellikleri gosteren izolatlar Enterococcus sp. olarak ayrildi.

Enterokoklar tiir diizeyinde API20 STREP (bioMerieux) kullanilarak tanimlandi.

2.2.2.3. Mezbaha Orneklerinden Enterokok izolasyonu

Laboratuara getirilen ¢ekum ve rektum dokusundan kesilen orneklerden aseptik
kosullarda 1 g tartilip PBS icerisinde 10" ‘den 10° ‘ya kadar seyreltmeleri
hazirlandi. Her bir seyreltmeden zenginlestirme i¢in hazirlanan 5 ml ‘lik Brain
Heart Infusion Broth tiiplerine 1 ’er ml inokiile edildi. 37 °C’de 48 saat gelisen
orneklerden 100 ul alinip m-Enterococcus Agar plaklarina L baget ile yayildi ve

37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.
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Bu inkiibasyon sonunda renkleri pembeden kahverengine kadar degisebilen
kolonilerden segilip isim verilerek dogrulma amacli Enterococcosel™ Agar (Bile
Esculin Azide Agar) ‘a ekimleri yapildi. 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyonun

sonunda koyukahverengi renkli koloniler degerlendirmeye alindi.

Eskulin hidrolizi ve safra tuzlarina direng, enterokoklarin tipik karakteristigi
oldugundan, eskulin hidrolizi dogrulanan izolatlarin % 6,5 NaCl icerikli Brain
Heart Infusion Broth besiyerinde 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
tireyebilmeleri kontrol edildi. Bu dogrulamanin ardindan izolatlarin 10 °C’de ve
45 °C’de Brain Heart Infusion Broth besiyerinde 48 saatlik inkiibasyonda
gelisimlerine, katalaz testine ve Gram boyanma oOzelliklerine bakildi.
Enterokoklara uygun o6zellikleri gosteren izolatlar Enterococcus sp. olarak ayrildi.

Enterokoklar tiir diizeyinde API20 STREP (bioMerieux) kullanilarak tanimlandi.

2.2.2.4. Cop Sizint1 Suyundan Enterokok izolasyonu

Belediye ¢op kamyonlarinda biriken ¢Op sizinti suyu Ornekleri i¢in de normal su
orneklerinde uygulanan yontem uygulandi. Bunun i¢in laboratuara getirilen ¢op
sizinti suyu orneklerinin PBS icerisinde 10" ‘den 10° ‘ya kadar seyreltmeleri
hazirlandi. Her bir seyreltmeden zenginlestirme ic¢in hazirlanan 5 ml ‘lik Brain
Heart Infusion Broth tiiplerine 1 ’er ml inokiile edildi. 37 °C’de 48 saat gelisen
orneklerden 100 ul alinip m-Enterococcus Agar plaklarina L baget ile yayild1 ve
37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.

Bu inkiibasyon sonunda renkleri pembeden kahverengine kadar degisebilen
kolonilerden segilip isim verilerek dogrulma amacli Enterococcosel™ Agar (Bile
Esculin Azide Agar) ‘a ekimleri yapildi. 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyonun

sonunda koyukahverengi renkli koloniler degerlendirmeye alindi.

Eskulin hidrolizi ve safra tuzlarina direng, enterokoklarin tipik karakteristigi

oldugundan, eskulin hidrolizi dogrulanan izolatlarin % 6,5 NaCl icgerikli Brain
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Heart Infusion Broth besiyerinde 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
tireyebilmeleri kontrol edildi. Bu dogrulamanin ardindan izolatlarin 10 °C’de ve
45 °C’de Brain Heart Infusion Broth besiyerinde 48 saatlik inkiibasyonda
gelisimlerine, katalaz testine ve Gram boyanma Ozelliklerine bakildi.
Enterokoklara uygun ozellikleri gosteren izolatlar Enterococcus sp. olarak ayrildi.

Enterokoklar tiir diizeyinde API20 STREP (bioMerieux) kullanilarak tanimlandi.

2.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Calismamizda ¢esitli cevrelerden izole edilen enterokok izolatlarina NCCLS M2-
A8 onerileri dogrultusunda disk diffuzyon yontemi uygulandi ve degerlendirme
ayn1 standardin M100-S13 Ek Tablolar kitap¢iginda yaymlanmis olan kriterlere
gore tespit edildi. Disklerin her kullanim 6ncesinde E. faecalis ATCC 51299 ve E.
faecalis ATCC 29212 suslan ile kalite kontrolleri yapildi (Facklam and Sahm,
1995; NCCLS, 2003).

Tim izolatlarin Norfloksasin, Kloramfenikol, Tetrasiklin, Gentamisin,
Eritromisin, Rifampisin, Vankomisin, Doksisiklin, Penisilin, Teikoplanin,
Klindamisin, Pirlimisin ve Ampisilin test diskleri kullanilarak bakterilerin

antibiyotiklere kars1 duyarliliklar tespit edildi.

Bakterilerin 24 saatlik taze Kkiiltiirlerinden 0.5 McFarland standardina esdeger
bulaniklilikta siispansiyon hazirlandi. . Bakteri siispansiyonlar1 15 dk. icerisinde
Miiller Hinton Agara Onerildigi sekilde yayildi ve c¢alismaya dahil edilen
antibiyotik diskleri aralarinda en az 25 mm. olacak sekilde yerlestirildi. Plaklar 24
saat 37 °C’de aerobik kosulda inkiibe edildikten sonra zon c¢aplarina bakilarak
(Cizelge 2.1.1) degerlendirildi (Facklam ve Sahm, 1995; NCCLS, 2003).
Klindamisin ve Pirlimisin antibiyotiklerine enterokoklar dogal direncli
olduklarindan zon c¢aplarn belirtilmemistir. Gentamisin diski i¢in zon cap1

degerleri CA-SFM ‘den alinmistir (CA-SFM, 2007).



-26 -

Cizelge 2.1. : Antibiyogramlar sonucu elde edilen zon caplar1 (NCCLS, 2003

ve CA-SFM, 2007)

Antibiyotik Disk Icerigi Zon Caplar1 (mm)
Direncli Orta Duyarh

Ampisilin 10 pg <16 - >17
Doksisiklin 30 ng <12 13-15 >16
Eritromisin 15 pg <13 14-22 >23
Gentamisin 120 pg <11 11-16 >17
Klindamisin 2 ug

Kloramfenikol 30 ug <12 13-17 >18
Norfloksasin 10 pg <12 13-16 >17
Penisilin 10 units <14 - >15
Pirlimisin 2 ug

Rifampisin Sug <16 17-19 >20
Teikoplanin 30 pg <10 11-13 >14
Tetrasiklin 30 pg <14 15-18 >19
Vankomisin 30 pg <14 15-16 >17
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Cizelge 2.2. : Denenen antibiyotiklerin yer aldig1 gruplar

Antibiyotik Yer Aldig1 Antibiyotik Grubu

Ampisilin

Penisilinler
Penisilin
Eritromisin Makrolidler
Gentamisin Aminoglikozidler
Klindamisin

Linkozamidler
Pirlimisin
Norfloksasin Florokinolonlar
Doksisiklin

Tetrasiklinler
Tetrasiklin
Rifampisin Ansaminler
Teikoplanin

Glikopeptidler
Vankomisin
Kloramfenikol Fenikoller

Linkozamidlere inaktivasyon yoluyla diren¢ varligi Gots’ testi ile yapildi. Bu
amagla indikator mikroorganizma olarak Micrococcus luteus ATCC 9341
kullanildi. Brain Heart Infusion Agar plaklar iizerine indikatdr mikroorganizma
yayildiktan sonra her plak i¢in 4 adet ¢izgi halinde Enterokok izolati denendi. Bu
plaklarin tam ortasina Linkozamid grubu antibiyotigi olan Klindamisin diski

yerlestirildi. Daha sonra inkiibasyona birakilarak inaktivasyon varlig1 gozlendi.
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3. BULGULAR

3.1. CEVRESEL ENTEROKOKLARIN TANISI VE
BIiYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Bu calismada, Biiyiik Menderes nehri iizerindeki iki farkli bolgeden, Biiyiik
Menderes nehriyle beslenen ve tarimsal araziyi sulama amach kullanilan kanallar
ile bu bolgede yer alan tarimsal arazideki topraktan, tarimsal olarak kullanilmayan
arazi topragindan, Nazilli ve Umurlu’ da bulunan ve cikis sularint Menderes
nehrine veren iki ayr1 aritim tesisinden, Aydin Belediyesi mezbahasinda kesilen
kiiciikbas ve biiylikbas hayvanin rektum ve ¢ekumundan, Aydin ili ¢evresinde
bulunan sicak su kaynaklarindan ve bunlarin kullanildigi tesislerde yer alan
havuzlardan, Aydin Belediyesi ¢op tasima kamyonlarinda biriken ¢Op sizinti

suyundan ornekler alindi.

Yukarda belirtilen cesitli cevresel kaynaklardan 50 enterokok susu izole edildi ve
bunlarin disk difiizyon yontemi kullanilarak cesitli antibiyotiklere kars1 duyarlilik

degerleri arastirildi.

Ornekler alindiktan sonra laboratuar analizleri sonucunda Gram pozitif kok
seklinde goriilen, katalaz negatif, 10 °C’de ve 45 °C’de aerobik kosullarda iireme
yeteneginde olan, % 6.5 NaCl icerikli besiyerinde gelisebilen izolatlar
Enterococcus sp. olarak ayrildi ve cizelge 3.1 ‘de gosterildigi sekilde

isimlendirildi.

Cizelge 3.1: Cevresel orneklerin kaynaklar1 ve izolatlarin kodlar1

Cesitli Cevresel Orneklerin Alindig1 Yerler Elde Edilen Izolata
Verilen Kod

Menderes Nehri lizerindeki iki farkli bolgeden M1, M2, M3, M4
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Menderes Nehriyle beslenen ve tarimsal araziyi | MS1, MS2, MS3
sulama amach kullanilan kanallardan

Su kanallariyla beslenen tarimsal arazi topragindan NT1, NT2
Tarimsal olarak kullanilmayan arazi topragindan KTI1, KT2
Nazilli Aritim Tesisi Giris Suyu NG, NG1

Nazilli Aritim Tesisi Cikis Suyu

NC, NC1, NC2, NC3

Umurlu Aritim Tesisi Giris Suyu UG, UGI1, UG2
Umurlu Aritim Tesisi Cikis Suyu UC, UC1, UC2
Aydin Belediyesi Mezbahasinda Kiiciik Bas Hayvan | MKR-1, MKR-2

Rektumundan

Aydin Belediyesi Mezbahasinda Kiiciik Bag Hayvan

Cekumumundan

MKC-1, MKC-2, MKC-3

Aydin Belediyesi Mezbahasinda Biiyilk Bas Hayvan

Rektumundan

MBR-1, MBR-2, MBR-3

Aydin Belediyesi Mezbahasinda Biiyilk Bas Hayvan

Cekumumundan

MBC-1, MBC-2, MBC3

Aydin ili cevresinde bulunan Ilica sicak su

kaynaklarindan

LC-M1, LC-M2, LC-M3,
LC-M4, LC-M5, LC-M6,
LC-M7, LC-T1, LC-T2

Aydm 1ili cevresinde bulunan Saraykdy/Kizildere

sicak su kaynaklarindan

K1, K2

Aydin Belediyesi ¢op tasima kamyonlarinda biriken

¢Op s1zint1 suyundan

AS1, AS2, AS3

Cizelge 3.1 de gosterildigi sekilde isimlendirilen ve Enterococcus sp.. olarak
ayrilan izolatlar API 20 STREP (bioMerieux) kiti kullanilarak tanilandi. API 20
STREP ‘te yer alan biyokimyasal test sonuglar1 APILAB Plus API 20 Strep V6.0

veritaban1  programi  kullanilarak izolatlarin

gerceklestirildi.

tir

diizeyinde ayrimlari




Cizelge 3.2. : Biiyiik Menderes Nehrinden izole edilen ¢evresel izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

Ornegin Kaynag: Biiyilk Menderes Nehri

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.3. : Biiyilk Menderes Nehrinden izole edilen cevresel izolatlarin APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Biiyiik Menderes Nehri
Identifikasyon icin Kullamlan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat _Izolatin APILAB Plus ile

Ad1 Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *

M1 Enterococcus faecium % 94,7
M2 Enterococcus faecium % 94,7
M3-A Enterococcus faecium % 99,6
M3-B Enterococcus faecium % 90,3 Enterococcus gallinarum % 4,9
M3-C Enterococcus faecium 9% 99,9
M4 Enterococcus faecium 9% 90,4

a Diger Olasi Tan1 ve Yiizdesi
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Cizelge 3.4. : Biiyiik Menderes Nehriyle beslenen ve tarimsal araziyi sulama amaclh kullanilan kanallardan izole edilen

cevresel izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

Ornegin Kaynag: Biiyiik Menderes Nehriyle Beslenen ve Tarimsal Araziyi Sulama Amagli Kullanilan Kanallar
Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
. — HOW IR || 7.0 o B | =
Lolat |2 17 & 12 &3 = z <@g e B s E R IE R IE R Z S
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MS3 + |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- | F| ||+ |+ |||+ |- -]+ +

-32 -



Cizelge 3.5. : Biiyiik Menderes Nehriyle beslenen ve tarimsal araziyi sulama amagli kullanilan kanallardan izole edilen

cevresel izolatlarin APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Biiyilk Menderes Nehriyle Beslenen ve Tarimsal Araziyi Sulama Amagli

Kullanilan Kanallar

Identifikasyon icin Kullamilan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat _Izolatin APILAB Plus ile
Ad1 Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *
MS1 Enterococcus faecium 9% 99,9
MS2 Enterococcus faecium 9% 99,9
MS3 Enterococcus faecium % 99,6

a Diger Olas1 Tan1 ve Yiizdesi
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Cizelge 3.6. : Biiyiik Menderes Nehri sulama kanallariyla beslenen tarimsal arazi topragindan izole edilen ¢evresel

izolatlarin biyokimyasal ozellikleri

Ornegin Kaynag: Biiyilk Menderes Nehri Sulama Kanallariyla Beslenen Tarimsal Arazi Toprag

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.7. : Biiylik Menderes Nehri sulama kanallariyla beslenen tarimsal arazi topragindan izole edilen ¢evresel

izolatlarin APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Biiyiik Menderes Nehri Sulama Kanallariyla Beslenen Tarimsal Arazi

Topragi

Identifikasyon icin Kullamilan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat izolatin APILAB Plus ile
Ad1 Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *
NT1 Enterococcus faecium % 85,2 Enterococcus gallinarum % 14,6
NT2 Enterococcus faecium % 99,9

a Diger Olas1 Tani ve Yiizdesi
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Cizelge 3.8. : Tarimsal olarak kullanilmayan {iniversite kampusii ¢cevresindeki arazi topragindan izole edilen ¢evresel

izolatlarin biyokimyasal ozellikleri

Ornegin Kaynag: Tarimsal Olarak Kullanilmayan Universite Kampusii Cevresindeki Arazi Toprag

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.9. : Tarimsal olarak kullanilmayan {iniversite kampusii ¢cevresindeki arazi topragindan izole edilen ¢evresel

izolatlarin APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Tarimsal Olarak Kullanilmayan Universite Kampusii Cevresindeki Arazi

Topragi

Identifikasyon icin Kullamilan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat izolatin APILAB Plus ile
Ad1 Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *
KT1 Enterococcus durans % 90,9 %
KT2 Enterococcus faecium % 84,9

a Diger Olas1 Tani ve Yiizdesi
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Cizelge 3.10. : Umurlu Antim Tesisinden izole edilen ¢evresel izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

Ornegin Kaynag: Umurlu Aritim Tesisi

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)

i = & 5o R PP 7 I B ! >

e P ER R FRERREEEEE FRERREEREEE

1 :
= | @ O > = B [ = z © 8

N |2

o

a
UG + | - |+ |+ |+ |+ -]+ ]|+ + | - |+ |+ |+ |+ |+ |-+ |+ -] -]+ -
UG1 + | - |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|-|-|+] -
UG2 + | - |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|-|+]|+] -
UC + | - |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ ]|+ + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -] -]+ -
UC1 + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+ + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|-|-|+] -
UC2 + |- |+ |+ |+ |F+]| -]+ ]|+ + | -+ |+ |+ |+ |+ |-+ ]+ -] -|-]-

-38 -




Cizelge 3.11. : Umurlu Aritim Tesisinden izole edilen cevresel izolatlarin APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Umurlu Aritim Tesisi
Identifikasyon icin Kullamlan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0
izolat _Izolatin APILAB Plus ile
Adi Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *

UG Enterococcus faecium 9 94,2

UG1 Enterococcus faecium % 98,6

UG2 Enterococcus faecium % 98,6

[8[@ Enterococcus faecium % 98,6

UC1 Enterococcus faecium 9% 99,9

uc2 Enterococcus faecium % 96,6

! Diger Olas1 Tani ve Yiizdesi
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Cizelge 3.12. : Nazilli Aritim Tesisinden izole edilen ¢evresel izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

Ornegin Kaynag: Nazilli Aritim Tesisi

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.13. : Nazilli Aritim Tesisinden izole edilen ¢evresel izolatlarin APILAB Plus Programi ile identifikasyonu

Ornegin Kaynagi: Nazilli Aritim Tesisi
Identifikasyon icin Kullamlan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat _Izolatin APILAB Plus ile

Adi Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *

NG Enterococcus faecium % 98,3
NGI1 Enterococcus faecium % 98,6
NC Enterococcus faecalis % 95,9 Enterococcus faecium % 3,8
NC1 Enterococcus faecium % 99,2
NC2 Enterococcus faecium % 94,9 Enterococcus gallinarum % 4,9
NC3 Enterococcus gallinarum % 77,3 Enterococcus faecium % 22,6

a Diger Olas1 Tan1 ve Yiizdesi
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Cizelge 3.14. : Aydin Ili ¢cevresinde bulunan Ilica sicak su kaynagindan izole edilen cevresel izolatlarin biyokimyasal

ozellikleri

Ornegin Kaynag: Aydin ili Cevresinde Bulunan Ilica Sicak Su Kaynagi

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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LC-M4 | + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| -|+|-|+]|+]|+|+|+|-|+]+]|+]|+]|+]-
LC-MS |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| -|+|-|+]|+]|+|+|+|-|+]|+]|+]|+]|+]-
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LC-T1 |+ | - |+ |+ |+ |+ |- |+ |+|-|-|+]|-]|+]|-|+|+|+]|+]|+|+|+]|+]|+]-
LC-T2 |+ | - |+ |+ |+ |+ |-+ |+|-|-|+]|-]|+]|-|+|+|+|+]|+|+|+]|+]|+]-
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Cizelge 3.15. : Aydin ili cevresinde bulunan Ilica sicak su kaynagindan izole edilen gevresel izolatlarin APILAB Plus

Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Aydi ili Cevresinde Bulunan Ilica Sicak Su Kaynagi
Identifikasyon icin Kullamlan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat _izolatin APILAB Plus ile Diger *
Ad1 Identifikasyonu ve Yiizdesi
LC-M1 Enterococcus gallinarum % 11,3 Enterococcus faecium % 22,6
LC-M2 Enterococcus faecium % 94,7
LC-M3 Enterococcus gallinarum % 95,5 Enterococcus faecium % 4,3

LC-M4 Enterococcus gallinarum 9 99,7

LC-M5 Enterococcus gallinarum 9 99,7

LC-M6 Enterococcus faecium 9 99,7

LC-M7 Enterococcus faecium % 96,8

LC-T1 Enterococcus faecium % 52,3 Enterococcus avium % 40,3
Aerococcus viridans % 7,0

LC-T2 Enterococcus faecium % 52,3 Enterococcus avium % 40,3
Aerococcus viridans % 7,0

a Diger Olasi Tani ve Yiizdesi
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Cizelge 3.16. : Aydin ili cevresinde bulunan Kizildere/Saraykdy sicak su kaynagindan izole edilen ¢evresel izolatlarin

biyokimyasal ozellikleri

Ornegin Kaynag: Aydin ili Cevresinde Bulunan Kizildere/Saraykdy Sicak Su Kaynagi
Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.17. : Aydin ili cevresinde bulunan Kizildere/Saraykoy sicak su kaynagindan izole edilen gevresel izolatlarin

APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Aydin ili Cevresinde Bulunan Kizildere/Saraykoy Sicak Su Kaynagi

Identifikasyon icin Kullamlan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat . izolatin APILAB Plus ile
Adi Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *
K1 Enterococcus durans % 90,9
K2 Enterococcus faecium % 84,9

a Diger Olas1 Tan1 ve Yiizdesi
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Cizelge 3.18. : Aydin Belediyesi ¢op tasima kamyonlarinda biriken ¢op s1zint1 suyundan izole edilen ¢evresel izolatlarin

biyokimyasal ozellikleri

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Cop Tasima Kamyonlarinda Biriken Cop Sizint1 Suyu
Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.19. : Aydin Belediyesi ¢0p tasima kamyonlarinda biriken ¢6p sizinti suyundan izole edilen ¢evresel izolatlarin

APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Cop Tasima Kamyonlarinda Biriken Cép Sizint1 Suyu
Identifikasyon icin Kullamilan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0
izolat izolatin APILAB Plus ile
Adi Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *

AS1 Enterococcus faecalis % 99,2

AS?2 Enterococcus faecium % 77,6 Enterococcus faecalis % 11,4
Aerococcus viridans % 6,5

AS3 Enterococcus avium % 87,0 Aerococcus viridans % 12,7

! Diger Olas1 Tan: ve Yiizdesi

-47 -



Cizelge 3.20. : Aydin Belediyesi mezbahasinda kiigiikbas hayvan ¢cekum ve rektum 6rneginden izole edilen cevresel

izolatlarin biyokimyasal ozellikleri

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Mezbahasinda Kiiciik Bas Hayvan Cekum ve Rektum Ornegi

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.21. : Aydin Belediyesi mezbahasinda kiigiikbas hayvan cekum ve rektum 6rneginden izole edilen cevresel

izolatlarin APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Mezbahasinda Kiiciik Bas Hayvan Cekum ve Rektum
Ornegi
Identifikasyon icin Kullamlan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat _Izolatin APILAB Plus ile

Ad1 Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *

MKRI1 Enterococcus faecium % 73,1 Enterococcus gallinarum % 26,8
MKR2 Enterococcus faecium % 73,1 Enterococcus gallinarum % 26,8
MKC1 Enterococcus faecium % 98,7
MKC2 Enterococcus faecium % 96,0
MKC3 Enterococcus faecium % 97,0

a Diger Olas1 Tani ve Yiizdesi
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Cizelge 3.22. : Aydin Belediyesi mezbahasinda biiyiikbas hayvan cekum ve rektum 6rneginden izole edilen ¢cevresel

izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Mezbahasinda Biiyiik Bag Hayvan Cekum ve Rektum Ornegi

Identifikasyon icin Kullamlan Kit: API 20 Strep (bioMérieux)
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Cizelge 3.23. : Aydin Belediyesi mezbahasinda biiylikbas hayvan ¢ekum ve rektum 6rneginden izole edilen gevresel

izolatlarin APILAB Plus Programu ile Identifikasyonu

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Mezbahasinda Biiyiik Bas Hayvan Cekum ve Rektum
Ornegi
Identifikasyon icin Kullamlan Veri Tabam: APILAB Plus API 20 Strep V6.0

izolat _Izolatin APILAB Plus ile

Ad1 Identifikasyonu ve Yiizdesi Diger *

MBRI1 Enterococcus faecium % 89,8 Enterococcus gallinarum % 8,7
MBR2 Enterococcus gallinarum % 77,3 Enterococcus faecium % 22,6
MBR3 Enterococcus gallinarum % 96,3 Enterococcus faecium % 3,6
MB(C1 Enterococcus faecium % 96,8
MBC2 Enterococcus faecium % 94,7
MBC3 Enterococcus faecium % 98,5

a Diger Olas1 Tan1 ve Yiizdesi
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Calismamizda cesitli cevresel kaynaklardan izole edilen 50 adet enterokokun 38

tanesini (% 76) Enterococcus faecium, 7 tanesini (%14) Enterococcus gallinarum,

2 tanesini (%4) Enterococcus faecalis, 2 tanesini (%4) Enterococcus durans, 1

tanesini (%2) Enterococcus avium olarak tespit edildi.

Cizelge 3.24. : Cesitli cevrelerden izole edilen Enterokoklarin tiir dagilimlari

Enterococcus faecium M1, M2, M3-A, M3-B, M3-C, M4, MS1, MS2,
MS3, NT1, NT2, KT2, UG, UG1, UG2, UC, UCI,
UC2, NG, NG1, NC1, NC2, LC-M2, LC-M6,
LC-M7 LC-T1, LC-T2, K2, AS2, MKR1, MKR2,
MKC1, MKC2, MKC3, MBR1, MBC1, MBC2,
MBC3

Enterococcus faecalis NC, AS1

Enterococcus gallinarum

MC3, LC-M1, LC-M3, LC-M4, LC-M5, MBR?2,
MBR3

Enterococcus avium

AS3

Enterococcus durans

KTI1, K1

Sekil 3.1. : Cesitli ¢cevrelerden izole edilen Enterokoklarin yiizde dagilimlari

Tirlerin yiizde dagilhmi

Enterococcus
faecium, %76

Enterococcus
gallinarum, %14

Enterococcus
faecalis, %4

Enterococcus
durans, %4

Enterococcus
avium, %2
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Cizelge 3.25. : Cesitli cevrelerden izole edilen Enterokoklarin tiir diizeyinde

dagilimi
Tiirler Say1
Enterococcus faecium 38
Enterococcus faecalis 2
Enterococcus gallinarum 7
Enterococcus avium 1
Enterococcus durans 2

3.2. ANTIBiYOTIiK DUYARLILIK TESTLERI

Calismamizda cesitli cevrelerden izole edilen tiim izolatlarin Norfloksasin,
Kloramfenikol, Tetrasiklin, Gentamisin, Eritromisin, Rifampisin, Vankomisin,
Doksisiklin, Penisilin, Teikoplanin, Klindamisin, Pirlimisin ve Ampisilin test

diskleri kullanilarak direncleri tespit edildi.



Cizelge 3.26. : Biiylik Menderes Nehrinden izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklari

Ornegin Kaynag: Biiyiik Menderes Nehri

Norfloksasin
(10pg)

Kloramfenikol
(30pg)

Rifampisin
Cug)

Tetrasiklin
(30 png)

Gentamisin
(120pg)

Vankomisin
(10 pg)

Doksisiklin
(30pg)

23

24

Teikoplanin
(30 pg)

16

14

17

29

26

27

17

17

16

Penisilin
(10 units)

16

15

19

20

25

20

Ampisilin
(10 pg)

Pirlimisin
(2 pg)

Klindamisin
(2pg)

Eritromisin

22

1

M

20

M2

25

M3-A

20

M3-B

27

M3-C

22

M4

[ ] Hassas

[ ] Az Hassas

. Direncli
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Cizelge 3.27. : Biiyiilk Menderes Nehriyle Beslenen ve Tarimsal Araziyi Sulama Amacli Kullanilan Kanallardan izole edilen

suslarin antibiyotik duyarliliklar

Ornegin Kaynag: Biiyiik Menderes Nehriyle Beslenen ve Tarimsal Araziyi Sulama Amach Kullanilan Kanallar
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Cizelge 3.28. : Biiyilkk Menderes Nehri Sulama Kanallariyla Beslenen Tarimsal Arazi Topragindan izole edilen suslarin

antibiyotik duyarliliklari

Ornegin Kaynag: Biiyilk Menderes Nehri Sulama Kanallariyla Beslenen Tarimsal Arazi Toprag
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Cizelge 3.29. : Tarimsal Olarak Kullamlmayan Universite Kampusii Cevresindeki Arazi Topragindan izole edilen suslarin

antibiyotik duyarliliklari

Ornegin Kaynag: Tarimsal Olarak Kullanilmayan Universite Kampusii Cevresindeki Arazi Toprag
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Cizelge 3.30. : Umurlu Aritim Tesisinden izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklar:

Ornegin Kayna

Umurlu Aritim Tesisi

g1

Norfloksasin
(10pg)

Kloramfenikol
(30ug)

Rifampisin
Gug)

Tetrasiklin
(30 pg)

Gentamisin
(120pg)

Vankomisin
(10 pg)

Doksisiklin
(30pg)

Teikoplanin
(30 pg)

Penisilin
(10 units)

Ampisilin
(10 pg)

Pirlimisin
(2 pg)

Klindamisin
(2pg)

Eritromisin

|:| Az Hassas D Hassas

. Direncli
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Cizelge 3.31. : Nazilli Aritim Tesisinden izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklar

Ornegin Kaynag: Nazilli Aritim Tesisi

Norfloksasin
(10pg)

Kloramfenikol
(30pug)

Rifampisin
Gug)

Tetrasiklin
(30 pug)

Gentamisin
(120pg)

Vankomisin
(10 pg)

Doksisiklin
(30pg)

Teikoplanin
(30 pg)

Penisilin
(10 units)

Ampisilin
(10 pg)

Pirlimisin
(2 pg)

Klindamisin
(2pg)

Eritromisin

|:| Az Hassas D Hassas

. Direncli
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Cizelge 3.32. : Aydin Ili Cevresinde Bulunan Ilica Sicak Su Kaynagindan izole edilen suslarm antibiyotik duyarliliklart

Ornegin Kaynag: Aydi ili Cevresinde Bulunan Ilica Sicak Su Kaynag:
o e = — =
EEFERPEREEERSEEREREE RE DS EE RS
S, 5 z. = |F B = = g |- 2 |- E =, =1 =
£ z. = =7 E. 5 Z. Z. = = S 2
= =) = 5 = = =5
S
22 20 18 1
27 19 22
29 19 24
25 20 22
26 18 20
25 18 20
22 19 21
26 19 22
26 17 22

. Direncli |:| Az Hassas D Hassas
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: Aydin Ili Cevresinde Bulunan Kizildere/Saraykoy Sicak Su Kaynagindan izole edilen suslarin antibiyotik

Cizelge 3.33.

duyarlhiliklart

Ornegin Kaynag: Aydin ili Cevresinde Bulunan Kizildere/Saraykdy Sicak Su Kaynag

Norfloksasin
(10ug)

24

23

Kloramfenikol
(30pg)

21

21

Rifampisin
Gug)

21

Tetrasiklin
(30 pg)

20

22

Gentamisin
(120pg)

17

17

Vankomisin
(10 pg)

21

20

Doksisiklin
(30pg)

25

23

Teikoplanin
(30 pg)

15

16

Penisilin
(10 units)

20

22

Ampisilin
(10 pg)

Pirlimisin
(2 pg)

Klindamisin
(2pg)

Eritromisin

24

25

20

22

K1

K2

D Hassas

D Az Hassas

. Direncli
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Cizelge 3.34. : Aydin Belediyesi Cop Tasima Kamyonlarinda Biriken Cop Sizinti Suyundan izole edilen suglarin antibiyotik

duyarliliklari

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Cop Tasima Kamyonlarinda Biriken Cop Sizint1 Suyu
=3~ RS EEEEREE EEREEE RES2 B8 &8
s, 5 Z. = |75 = S S &~ B |- E 2. =4 =
2, z = S S, 3 z: 2, = =- <] £
= E' = = : %. E-

=

AS1 20 26 18 16 20 18 22 20 28 20 21
AS2 32 32 30 20 25 30 32 30 25 26 22
AS3 30 32 30 20 16 30 30 - 20 26 20

. Direncli D Az Hassas D Hassas
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Cizelge 3.35. : Aydin Belediyesi Mezbahasinda Kiiciik Bas Hayvan Cekum ve Rektum Orneklerinden izole edilen suslarin

antibiyotik duyarliliklari

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Mezbahasinda Kiiciik Bag Hayvan Cekum ve Rektum Ornegi
FEREREBE B 282 E 5 38 28 728 5¢
RIS EREREER EE RS R EEEERECERE EE

2| 8 Z -5 |FF | F = - 8§ & B |- E s 2 =
Z. Z: S == S = Z. Z = B g 2
=i =3 5 5 = 2.

E =i

MKR1 18 24 26 17 26 19 20 24 20 24 21

MKR2 18 28 22 20 27 18 22 24 20 20 20

MKC1 20 20 18 18 25 18 22 20 30 16 28

MKC2 22 30 24 19 26 16 24 26 24 19

MKC3 22 22 22 18 24 17 22 26 22 20

. Direncli D Az Hassas D Hassas
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Cizelge 3.36. : Aydin Belediyesi Mezbahasinda Biiyiik Bas Hayvan Cekum ve Rektum Orneklerinden izole edilen suslarin

antibiyotik duyarliliklari

Ornegin Kaynag: Aydin Belediyesi Mezbahasinda Biiyiik Bag Hayvan Cekum ve Rektum Ornegi

e ZEEEFEEIGiEzfciEf cEpE g
®m2-ae B EPTIEE RERCRE ETEE RE |® 5 B E |0 B
5| 5 -2 |FF|TF = -5 8 |- |7% 2 =

| d i o [ wn
z | % 77 = | §| E| | F| 8| g &
s 5 = = = = 5

=2

MBR1 22 20 18 26 22 16 18 20 18 22 21 20 22
17 23 18 21 24 22 18
16 22 20 22 20 22 17
16 20 19 22 22 20 15
16 23 20 20 24 20 15
17 20 20 26 24 22 23

. Direncli D Az Hassas D Hassas
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Cizelge 3.37. : 50 Enterokok susunda antibiyotik duyarlilig1 (%).

Direngli Az Hassas Hassas
Eritromisin 34 52 14
Klindamisin 86 ) 14
Pirlimisin 94 - 6
Ampisilin 24 - 76
Penisilin 30 i 70
Teikoplanin ) 20 80
Doksisiklin 12 2 86
Vankomisin 8 24 68
Gentamisin - 2 98
Tetrasiklin 22 34 44
Rifampisin 60 4 36
Kloramfenikol - 4 96
Norfloksasin 12 20 68

50 enterokok susunun 17°si (%34) eritromisine, 43’
(%94) pirlimisine, 12’1 (%24) ampisiline, 15’1 (%30) penisiline, 6’s1 (%12)
doksisikline, 4’ii (%8) vankomisine, 11’1 (%22) tetrasikline, 30’u (%60) rifampisine,

6’s1 (%12) norfloksasine direncli bulundu.

i (%86) klindamisine, 47’si

Suslartmizin higbirinde teikoplanin, kloramfenikol ve gentamisin direnci saptanmadi.

38 E. faecium susunun 14’ (%37) eritromisine, 29’u (%76) klindamisine, 29’u

(%76) pirlimisine, 8’1 (%21) ampisiline,

12’si (%32) penisiline, 5’1 (%13)

doksisikline, , 8’1 (%21) tetrasikline, 22’si (%58) rifampisine ve 6’s1 (%16)

norfloksasine direncli ve 3’li (%8) vankomisine orta diizeyde direngli olarak tespit

edildi.
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2 E. faecalis susunun 1’1 (%50) eritromisine, 2’si (%100) klindamisine, 2’si (%100)
pirlimisine, 1’1 (%50) rifampisine direncli olarak ve 1’1 (%50) vankomisine orta

diizeyde direncli olarak tespit edildi.

7 E. gallinarum susunun 2’°si (%?29) eritromisine, 5’1 (%71) klindamisine, 5’1 (%71)
pirlimisine, 3’ (%43) ampisiline, 3’1 (%43) penisiline, 1’1 (%14) tetrasikline ve 6’s1

(%86) ritampisine direngli olrak tespit edildi.

1 E. avium susu klindamisine, pirlimisine ve tetrasikline direngli olarak tespit edildi.
2 E. durans susunun 2’si (%100) klindamisine ve 2’si (%100) pirlimisine direngli

olarak tespit edildi.

3.3. GOTS’ TESTI ILE LINKOZAMIDLERE
INAKTiVASYON YOLUYLA DIiRENC VARLIGININ
TESPITi

Bu amagla indikator mikroorganizma olarak kullanilan Micrococcus luteus ATCC
9341 Brain Heart Infusion Agar plaklar1 {izerine yayildiktan sonra her plak icin 4
adet c¢izgi halinde Enterokok izolati denendi ve her bir plak ortasina Klindamisin
diski yerlestirildi. 37 °C ‘de 24 saat inkiibasyon sonucunda MS1, MS2, MS3, UC,
NCI1, UG2, MKC-2, MKC-3 ve MBC-1 izolatlarinda Klindamisine inaktivasyon

yoluyla direng varlig1 saptandi.



Sekil 3.3.1 : MS1, MS2 ve UC izolatlarinda Klindamisine inaktivasyon

yoluyla direng varligi
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4. TARTISMA VE SONUC

Enterokoklar insan ve hayvan gastrointestinal sisteminin {yesidirler ve bu
ozelliklerinden dolay1 giiniimiizden yiiz yil 6nce Fransiz arastirmaci Thiercelin
tarafindan “enterocoque” olarak adlandirilmislardir. Enterokoklarin dogal direngli
olduklar1 sefalosporinlerin yogun olarak kullanildigi 1970°li yillardan bu yana
hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda oranlar1 giderek artis gostermistir (Scott,

2000).

Enterokoklar, sindirim sistemi ve kadin genital sisteminin normal florasinda bulunur
ve enterokokkal enfeksiyonlarin cogu endojen kaynaklidir (Koneman ez al., 2005).

Enterokoklar1 énemli kilan nedenlerden birisi de antimikrobik maddelere direngli
olmalar1 ve bu direnci baska mikroorganizmalara aktarilabilme yetenekleridir.
Enterokoklar diisiik diizeyde beta laktam grubu antibiyotiklere ve aminoglikozidlere
dogal direnclidirler. Beta laktamlara yiiksek diizeyde diren¢ ise PBP-5 ‘deki
mutasyonlara bagh gelisir. E. faecalis linkozamidlere (klindamisin) dogal direnclidir.
Enterokoklar plazmid veya transpozonla tasinan genler edinerek aminoglikozidlere
yiiksek diizeyde diren¢ kazanabilmektedirler. Streptograminlere, makrolidlere,
tetrasiklinlere ve ozellikle glikopeptitlere diren¢ kazanmalar1 halinde, hastanelerde

tedavi asamasinda sorun yaratma egiliminde olan mikroorganizmalardir.

Vankomisinlere direnc¢li enterokoklar (VRE) ilk kez 1986’da Leclercq ve grubu
tarafindan izole edilmis ve son yillarda 6zellikle ABD’de yayilmistir. ABD’de daha
sonra saptanmasina ragmen, bu iilkede VRE enfeksiyonlar1 ¢cok hizli bir yayilim
gostermistir. Oyle ki, ilk kez 1990’da vankomisine direngli E. faecium izole edilen
bir merkezde sadece 2 y1l sonra E. faecium izolatlarinin %53’1i vankomisine direngli
hale gelmislerdir (Mato et al., 1996). Parerenteral streptogramin olan quinupristin-
dalfopristin VRE’lerin tedavisi icin onerilmis ancak vankomisin, streptogramin ve
makrolidlere diren¢ genlerini ayni mobil genetik eleman {izerinde tasiyan

enterokoklar rapor edilmistir (Bozdogan, 1999).
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Enterokoklarda diren¢ gelisiminde en onemli faktorlerden birisi hayvan gidalarinda
katki maddesi olarak antibiyotiklerin kullaniminin yayginlasmasidir. Hayvansal gida,
disk1 kontaminasyonuyla ¢evrede su ve toprakta enterokoklarin yayilmasi ile insana

direncli bakteriler bulasabilmektedir (Gilmore, 2002).

Enterokoklarin ve 6zellikle diren¢ oranlarinin diinyada ve iilkemizde artiyor olmasi
bizi de bir¢ok ¢evreden enterokok suslarinin antibiyotik duyarliliklarini arastirmaya
yoneltti. Ayrica simdiye dek yapilan calisamlarda, genelde klinik Enterokok klinik
izolatlari, diren¢ durumlart ve mekanizmalart agisindan incelenmistir. Cevresel
izolatlarla yapilan bu tiir calismalara daha az rastlanmaktadir. Ancak, kaynaklari
farkli da olsa bu tiir izolatlarin da antibiyotik direnglerinin belirlenmesi ve bu direnci

olusturan ve aktarilmalarini saglayan mekanizmalarin aydinlatilmas: 6nemlidir.

Suslarin  Norfloksasin, Kloramfenikol, Tetrasiklin, Gentamisin, Eritromisin,
Rifampisin, Vankomisin, Doksisiklin, Penisilin, Teikoplanin, Klindamisin, Pirlimisin
ve Ampisilin duyarliliklar1 disk difiizyon yontemiyle arastirildi. Gentamisin direnci
icin 120 pug’lik yiiksek diizeyde aminoglikozit iceren disk kullanildi. Izole edilen 50
enterokok susunun 17°si (%34) eritromisine, 39’ u (%78) klindamisine, 39’u (%78)
pirlimisine, 11’1 (%22) ampisiline, 15’1 (%30) penisiline, 5’1 (%10) doksisikline, 4’
(%8) vankomisine, 10’u (%?20) tetrasikline, 29’u (%58) rifampisine, 6’s1 (%12)

norfloksasine direngli bulundu.

E. faecalis (%85-90) ve E. faecium (%5-10) klinik izolasyonu en fazla olan
enterokok tiirleridir. E. casseliflavus ve E. avium gibi diger enterokok tiirleri de
giderek artan oranlarda saptanmaktadir. Calismamizda cesitli cevresel kaynaklardan
izole edilen 50 adet enterokokun 38 tanesini (% 76) Enterococcus faecium, 7 tanesini
(%14) Enterococcus gallinarum, 2 tanesini (%4) Enterococcus faecalis, 2 tanesini
(%4) Enterococcus durans, 1 tanesini (%2) Enterococcus avium olarak tespit ettik.
Sekercioglu ve arkadaslarinin (1998) yaptiklar1 caligmada, 30 enterokok susunun %
50 ‘si E. faecalis, % 47 ‘si E. faecium ve % 3 ‘i E. avium olarak saptanmistir. Torun
ve arkadaglarinin (1999) 111 enterokokla yaptig1 daha genis olcekli calismada ise; E.

faecalis oram1 %77, E.faecium oram ise %23 bulunmustur. Yiice ve arkadaslarinin
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(1999) 51’1 idrar, 7°si yara ve 2’si kan kiiltiiriinden olusan 60 materyalden elde
ettikleri enterokoklarla yaptiklart calismada E. faecalis % 93 gibi yiiksek oranda

saptanirken, E. faecium oran1 %7 bulunmustur.

Son zamanlarda yapilan calismalarda, E. faecium’un daha sik izole edildigi, E.
faecalis’in E. faecium’ a oranimin 3.7/1’den 1.9/1°e diistiigii belirtilmektedir
(Stimerkan, 2002). Bizim calismamizda da suslarin % 76’s1 E. faecium, % 4’ii E.

faecalis bulunmustur.

Tenover ve arkadaslar1 1993 yilinda yaptilar1 calismada, enterokoklarda disk
difiizyon yontemiyle glikopeptid direncini saptamanin gii¢ oldugunu bildirmislerdir.
Yamane ve arkadaslarmin 1997 yilinda yaptiklari bir arastirmada, disk difiizyon
yonteminin vankomisine direncli enterokok ve vankomisine duyarli enterokok
ayrimini yapmada yetersiz kaldigini, eger direncgli veya orta duyarh bir sus saptanirsa
mutlaka PCR ile VanA, VanB direnci bakilmas1 gerektigini bildirmislerdir.
Calismamizda glikopeptid direnci icin vankomisin ve teikoplanin dahil olmak iizere

diger direng varliklarin1 da disk difiizyon yontemi ile arastirdik.

Ulkemizde VRE’larin seyrek goriilmesi de ¢calismamuzi destekler niteliktedir.Yine de
son yillarda iilkemizde glikopeptid direngli enterokoklar 1998 yilindan itibaren
bildirilmeye baslanmistir. 1998’de Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nde
ilk VRE susu E. faecium olarak bildirilmistir (Vural ve ark., 1999).

Morinigo et al. (1990), Bravo ve Vincente (1992), Berdard (1989), Araujo et al.
(1990) ile Muniz et al. (1998) yaptiklar1 ¢alismalarda membran filtrasyon teknigi ile
deniz kiyilarindan ve nehirlerin yerlesim bolgelerinden alinan su 6rneklerinde E.
faecalis izolasyonu iizerine calisma yapmislardir. Yaptiklari calisma sonucunda
deniz kiyilarinin 6zellikle fekal atiklar ile kontaminasyon riski bulunan bolgelerinde
yaz aylarinda insan saghigi acisindan risk olusturabilecek diizeyde E. faecalis izole
etmiglerdir. Akarsularin sehir yerlesim yerlerinde yapilan c¢alismalarda ise

akarsulardan 6nemli diizeyde E. faecalis izole etmislerdir.
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Bizim calismamizda tarimsal sulama amacli olarak 6nemli derecede kullanilan
Biiyilk Menderes Nehrinden yapilan orneklemelerde bircok direng fenotipine sahip

enterokoklar izole edilmistir.

Suslarimizda yiiksek diizey aminoglikozid direnci (YDAD) varligim arastirmak icin
120 pg’lik gentamisin iceren diskler kullanmilmustir. Cesitli ¢evresel kaynaklardan
izole ettigimiz enterokok suslarinin hi¢birinde gentamisin direnci saptanmamaistir.

Esen ve arkadaslarinin (2001) disk diftizyon yontemiyle yiiksek diizey aminoglikozid
iceren disklerle yaptiklari benzer ¢alismada YDAD orani %43, aym yontemle
Gokahmetoglu ve arkadaslarinin (1999) calismasinda ise E. faecalis’de %33 E.
faecium’da %71, Mirovic¢ ve arkadaslarinin (2000) calismasinda E. faecalis’de %52
E. faecium’da %68,7, Toutoza ve arkadaslarinin ¢alismasinda E. faecalis’de %28 E.

Sfaecium’da %47 bulunmustur.

Calismamizda izole edilen 38 (%76) E. faecium susunun 6’s1 (%16) norfloksasine
direncgli bulundu. E. faecalis, E. gallinarum, E. avium ve E. durans suslarinda
kinolon direnci saptanmadi. Torun ve arkadaslar1 (1999) disk difiizyon yontemiyle
kinolon direncini klinik izolatlarda %39, Moaddab ve arkadaslar1 (1999) ise %25
gibi bir degerde bulmuslardir.

Calismamizda cevreden izole edilen enterokoklardaki antibiyotiklere direng diizeyini
tespit ederek, yerel/bolgesel bir alandaki c¢esitli c¢evresel kaynaklardaki
enterokoklarin diren¢ dagilimlar1 hakkinda aydinlatict bir gosterge olusturdugumuzu

diistiniiyoruz.

Izole edilen suslar arasinda test edilen antibiyotiklerin tiimiine hassas olan sus
bulunmamaktadir. Suslar en az bir antibiyotige direncli bulunmustur. Ayrica
aktarilabilir diren¢ orani (rifampisin, Beta-laktamlar ve kinolonlar disindakilerde)
cevre kaynakli enterokoklarda diren¢ genlerini patojen bakterilere aktarma riskini

gostermektedir.
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Her nekadar ge¢mis yillarda Enterokoklar iizerinde yapilan bircok calisma mevcut
olmasina ragmen c¢evre Enterokoklar1 pek arastinlmamistir. Salginlara veya hayati
tehlike yaratan solunum yolu infeksiyonlarina yol agmalar1 nedeniyle Enterokoklarin
son yillarda 6nemleri daha da artmistir. Ciinkii bu siirecte bazi1 Enterokoklarin bir¢ok
antibiyotige karst diren¢ kazandigi ortaya cikmistir ve tedavi edilmeleri zor olan

enfeksiyonlar olusturmaktadirlar.

Bu nedenle insanlarda, hayvanlarda ve dogadaki enterokok populasyonlar1 hakkinda
direncleri ve bunlar1 aktarabilme yetenekleri gibi konularda daha fazla bilgiye acilen

ihtiya¢ vardir.

Calismamiz Aydin ili c¢evresinde insan, hayvan ve doga ili¢cgeninde yer alan
enterokoklardaki diren¢ dagilimini, simdiye kadar degerlendirilen klinik taramalarin

haricinde ortaya koymasi nedeniyle ayr1 bir onem tagimaktadir.
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