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Amag: Enterokoklarin intrinsik antibiyotik direnci olmasi ve ek antibiyotik direncini hizla kazanabilme
kapasiteleri, enfeksiyonlari tedavi etmeyi zorlastinr. Hayvanlarda enterokok enfeksiyonlari ender olarak
antimikrobiyal ajanlar ile tedavi edilir. Bununla birlikte, diger enfeksiyonlarin tedavisi siresince, biyime
promotérleri veya profilaktik olarak antibiyotik kullanildiginda enterokoklar, gastrointestinal sistemdeki
varliklarindan dolayi, antimikrobiyallere maruz kalirlar. Bu ¢alismada, besicilerden ve sigirlardan izole edilen
enterokok suslarinin antibiyotik direnglerinin bélgesel dagilim farklarinin incelenmesi amaglanmistir.

Yéntem: Calismaya alinan érnekler Denizli ve gevresinde, 4 farkli bélgeden (21 farkli yerlesim yeri) toplanmustir.
Yetmis iki sigir ve 111 besiciden alinan rektal siiriintii ve diski 6rnekleri izolasyon icin Enterococcosel Agar (ECA)
ve Enterococcosel Broth (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) besiyerlerine ekildi. Enterokoklarin
tanimlanmasinda koloni morfolojisi, koyun kanli agardaki hemoliz karakterleri, Gram boyama, katalaz testi,
%40 safrali eskdlin hidrolizi, 10°C ve 45°C’de ireme oOzellikleri, %6.5 NaCl besiyerinde lreme yetenedi ve
pyrrolidonyl-beta-naphthylamide testleri yapildi. izole edilen enterokoklarin antibiyotik duyarliliklari Kirby-
Bauer disk difiizyon yéntemi ile Mueller Hinton agar besiyeri kullanilarak arastirildi. Betalaktam antibiyotikler
[(penisilin (10 1U), ampisilin (10 ug), sefaklor (30 ug), sefalotin (30 ug)] aminoglikozidler [(yiiksek diizey
gentamisin (120 ug), yliksek diizey streptomisin (300 ug)], kinolon [siprofloksasin (5 ug)] ve tetrasiklin (30 ug)
duyarliliklari incelenmistir.

Bulgular: Bu ¢alismada toplam 161 (96 besici, 65 sigir) enterokok susu izole edilmistir. Besicilerden elde edilen
izolatlarda Il., Ill. ve IV. bélgede siprofloksasin direnci; I. bélgeye gore daha yiiksek bulunmustur. Sigirlardan
elde edilen izolatlarda ise I. ve Il. bélgede betalaktam ve siprofloksasin direnci; Ill. ve IV. bélgeye gére daha
yliksek bulunmustur. Sigir izolatlarinin higbirinde tetrasiklin direnci saptanmamustir.

Sonug: Sunulan arastirmada elde edilen verilere gére bélgesel veteriner hekimlikte antibiyotik kullaniminin ¢ok
farkli olabilecegi, kullanilan antibiyotik yapisina gére besici ve sigir izolatlarinda farkli direng gériilebilecegi
ongorilmustur.

Anahtar kelimeler: Enterokok, besici ve sigir, antimikrobiyal direng
ABSTRACT

Objective: The intrinsic antibiotic resistance of enterococci and their ability to rapidly gain additional antibiotic
resistance make it difficult to treat infections. In animals, enterococcal infections are rarely treated with
antimicrobial agents. However, during the treatment of other infections, when growth promoters or
prophylactic antibiotics are used, enterococci in the gastrointestinal tract are exposed to the antimicrobials.
The aim of this study was to investigate the differences in regional distribution of antibiotic-resistant
Enterococci strains isolated from cattle and cattle farmers in Denizli, Turkey.

Method: Samples collected from four regions (21 settlements) in and around Denizli. Rectal swabs and stool
specimens from 72 cattle and 111 cattle farmers were sown on Enterococcosel Agar (ECA) and Enterococcosel
Broth medium (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) for isolation of bacteria. Colony morphology,
haemolysis characteristics in sheep blood agar, Gram staining, catalase test, 40% biliary hydrolysis, 10°C and
45°C reproduction characteristics, 6.5% NaCl growth ability and pyrrolidonyl-beta-naphthylamide tests were
performed to identify enterococci. The antibiotic susceptibility of the isolated enterococci was investigated
using the Kirby-Bauer disk diffusion method and Mueller-Hinton agar medium. Sensitivities to beta-lactam
antibiotics (penicillin, 10 IU; ampicillin, 10 ug; cefaclor, 30 ug; and cephalothin, 30 ug), aminoglycosides (high
concentrations of gentamicin, [120 ugj]; and streptomycin, [300 ug]), quinolone (ciprofloxacin, 5 ug) and
tetracycline (30 ug) were examined.

Results: A total of 161 Enterococcus strains were isolated in this study, 96 from cattle farmers and 65 from
cattle. Ciprofloxacin resistance in isolates from cattle farmers was found to be higher in Regions Il, Ill, and IV
than in Region |I. Beta-lactam and ciprofloxacin resistance in isolates from cattle was found to be higher in
Regions | and Il than in Regions Il and IV. Tetracycline resistance was not found in any of the bovine isolates.
Conclusion: According to the data obtained in the study, it was predicted that the use of antibiotics in
veterinary medicine varies widely by region, and that different antibiotic resistances may be seen in isolates
from cattle farmers and cattle according to the antibiotics used in each region.

Keywords: Enterococci, cattle farmer and cattle, antimicrobial resistance
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GiRiS

Enterokoklar, insan gastrointestinal kanalindan kay-
naklanan ve belirli kosullar altinda insanlarda ciddi
enfeksiyonlara neden olabilen yaygin kommensal
bakterilerdir®. Firsatgi patojen olarak endokardit,
septisemi, gibi ciddi enfeksiyonlara neden olurlar®.
Son zamanlarda en sik izole edilen nozokomiyal pato-
jenler arasindadir®. Enterokoklarin intrinsik antibi-
yotik direnci ve ek antibiyotik direncini hizla kazana-
bilme kapasiteleri, enfeksiyonlari tedavi etmeyi zor-
lastirir ve bu nedenle énemli bir enfeksiyon kontrol
yuki olusturur®, Antibiyotik direnci, diinya genelin-
deki insan sagligina yonelik 6nde gelen bir tehdittir
ve bu da saghk bakim maliyetini biytk olgtde artirir.
Enterokoklar, 1970’lerde ve 1980’lerde kan dolasimi,
idrar yollari ve cerrahi yaralarda antibiyotik direngli
enfeksiyon nedenlerinden biri olarak 06nem
kazanmigtir®,

Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisi zordur.
Monoterapi, genellikle B-laktamlar gibi bakterisidal
olan ajanlarda bile bakteriostatik aktivite saglar.
Enterokok enfeksiyonlarinin tedavisinde kilavuzlar
enterokok endokarditi icin ilk secenek olarak kombi-
nasyon tedavisini dnermektedir. Duyarli kokenlere
karsi, bakterisidal aktivite elde etmek igin siklikla
ampisilin ve bir aminoglikozit kombinasyonu kullani-
lir. Bununla birlikte, aminoglikozidlere yiiksek diizey
direng bircok llkede yaygindir. Eger bunlara direng
var ise glikopeptid antibiyotigin secilmesi gereklidir.
Ancak suslarin ¢ogu kez ¢oklu antibiyotik direncine
sahip olmasi ve yiiksek diizey aminoglikozid direnci-
nin (YDAD) varligina ilaveten, giderek artan oranda
bildirilen vankomisin direnci tedavide 6nemli sorun
olarak karsimiza gtkmaktadir®.

Hayvanlarda enterokok enfeksiyonlari ender olarak
antimikrobiyal ajanlar ile tedavi edilir. Bununla birlik-
te, diger enfeksiyonlarin tedavisi sliresince, bliyiime
promotorleri veya profilaktik olarak antibiyotik kulla-
nildiginda enterokoklar gastrointestinal yolaginin
Uyeleri olarak antimikrobiyallere maruz kalirlar”). Bu
calismada besicilerden ve sigirlardan izole edilen

enterokok suslarinin antibiyotik direnclerinin bolge-
sel dagilim farklari incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, 111 besici (sigir yetistiricisi) ve 72
sigirdan alinan rektal siriintl ve digki 6rneklerinden
izole edilen enterokok suslari incelenmistir. Ornekler
Denizli ve cevresinde, 4 farkli bolgeden (21 farkli
yerlesim yerinden) toplanmistir. Bolgeler cografik
yapl, saglik ve veteriner hizmetlerindeki farkliliklara
gore gruplandiriimistir. Bolgeler ana ozelliklerine
gore gruplandirildiginda her bdlge icin ayri trafik ana
karayolunun bulundugu (I. bdlge; Denizli izmir kara-
yolu cevresi ve Menderes vadisi; Il. bolge; Denizli-
Usak karayolu ve Cal, Civril, Baklan ovasi; Ill. bolge;
Denizli-Ankara karayolu, Gardak-Acigdl ovasi; IV.
Bolge; Denizli-Mugla-Antalya karayollari ve Acipayam,
Tavas ovalari) yerler géz 6nline alinarak ayrilmistir.
Bu nedenle bolgeler arasi veterinerlik tedavi hizmet-
lerinin gecisi bulunmadig1 disintlmustar.

Diski 6rnekleri kuru ve temiz diski toplama kaplarina
alindi. Steril pamuklu ekivyonlarla alinan rektal
sirintl 6rnekleri 3 ml fosfat tamponlu su (PBS) igine
konuldu. Alinan tiim ornekler iki saat icinde labora-
tuvara getirildi ve ekimleri yapildi®, Tam o6rnekler
Enterococcosel agar (ECA) ve Enterococcosel sivi
(ECB) (BD, Maryland, ABD) besiyerlerine ekildi.
Ekimler 37°C’de ECA igin 24 saat, ECB icin 48 saat
inkiibe edildi. ECB inkiibasyonu sonunda eskdlini
hidrolize ederek koyu kahverengi-siyah renk degisimi
olan ve olmayan kiltirlerden 0.1 ml alinarak ECA
besiyerine pasajlanarak 24 saat inkiibasyona birakil-
di. Enterokoklarin tanimlanmasinda koloni morfoloji-
si, koyun kanli agardaki hemoliz karakterleri, Gram
boyama, katalaz testi, %40 safrali eskilin hidrolizi,
10°C ve 45°C'de Ureme ozellikleri, %6.5 NaCl besiye-
rinde Ureme vyetenegi ve Pyrrolidonyl-beta-
Naphthylamide (PYR) testleri yapildi®.

Enterokok olarak saptanan suslar icin; arginin dihid-

rolaz aktivitesi, mannitol, sorboz, siikroz, rafinoz,
laktoz, arabinoz ve sorbitolden asit olusturmalari,
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piruvat kullanimi, hareket ve pigment olusum 6zellik-
lerine gore tir ayrimlari yapildi®,

izole edilen enterokoklarin antibiyotik duyarliliklari
“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
Onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemi ile Mueller Hinton agar besiyeri kullanilarak
arastinldi®®, Vankomisin (30 pg), teikoplanin (30 pg),
Betalaktam antibiyotikler [(penisilin (10 IU), ampisi-
lin (10 pg), sefaklor (30 ug), sefalotin (30 pg)] ami-
noglikozidler [(ylksek diizey gentamisin (120 pg),
yiksek diizey streptomisin (300 pg)], siprofloksasin
(5 pg) ve tetrasiklin (30 pg) duyarhliklari incelenmis-
tir. Beta-laktamaz aktiviteleri ise nitrosefin diski ile
saptandi. istatistiksel analiz, SPSS (Windows Ver
21.0, SPSS Inc., ABD) kullanilarak yapildi. Direng
oranlari x* kare ve Fisher kesin x? testi ile karsilastiril-
di ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Bu calismada, toplam 161 (96 besici, 65 sigir) entero-
kok susu izole edilmistir. Calismaya alinan érneklerin
dagihmi Tablo 1’de verilmistir.

Besicilerden izole edilen kdkenlerin hepsinde beta-
laktam, aminoglikozid ve siprofloksasin direnci sigir-
lardan izole edilen kdkenlere gbre daha yilksek
bulunmustur. Sigirlarda tetrasiklin direnci saptanma-
mistir (Tablo 2).

Besicilerden elde edilen izolatlarda siprofloksasin
direnci Il., lll ve IV. bolgede I. bdlgeye gore daha yiik-
sek bulunmustur (Tablo 3).

Tablo 1. izole edilen enterokok suslarinin bolgelere gére dagilimi.
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Tablo 2. Besici ve sigirlardan izole edilen enterokoklarin antibiyo-
tiklere direng¢ durumlari (N=toplam kdken sayisi, n=Direngli
kéken sayisi).

Besici Sigir Toplam p

(N=96) (N=65) (N=161)

n (%) n (%) n (%)
Betalaktamlar* 51 (53) 21(32.3) 72(44.7) <0.01
Aminoglikozid"® 1(1) 6(9.2) 7 (4.3) <0.05
Siprofloksasin 75 (78) 10 (15.4) 85(52.6) <0.01
Tetrasiklin 33 (34) 0 33 (20.5) -

*Betalaktam: Ampisilin, Sefaklor, Sefalotin; YD: Gentamisin ve
Streptomisin Yiiksek Diizey

Tablo 3. Besicilerden elde edilen izolatlarin bélgelere gore direng
(n) durumlari.

I. bolge Il. bélge il bélge IV. bélge Toplam p

(n=21) (n=24) (n=25) (n=26)
Betalaktamlar* 11 (52.4) 14 (58.3) 14 (56) 12(53.8) 51 0.83
Aminoglikozid™ 0 1(4.2) 0 0 1 -
Siprofloksasin 10 (47.6) 19(79.2) 22(88) 24(92.3) 75 <0.01
Tetrasiklin 5(23.8) 7(29.2) 13(52) 8(30.8) 33 0.17

*Betalaktam: Ampisilin, Sefaklor, Sefalotin; YD: Gentamisin ve
Streptomisin Yiiksek Diizey

Sigirlardan elde edilen izolatlarda ise I. ve Il. bolgede
betalaktam direnci; Ill. ve IV. bolgeye gore daha yiik-
sek bulunmustur. Sigir izolatlarinda siprofloksasin
direnci I. ve Il. bolgede lll. ve IV. bolgeye gore daha
yliksek bulunmustur. Sigir izolatlarinin higbirinde
tetrasiklin direnci saptanmamistir (Tablo 4).

Tablo 4. Sigirlardan elde edilen izolatlarin bolgelere gére direng
(n) durumlari.

I. bolge II. bolge Il bolge IV. bolge p**

(n=16) (n=18) (n=17) (n=14)
Betalaktamlar* 7 (43.7) 11(61.1) 1(5.9) 2(14.3) <0.01
Aminoglikozid® 2 (12.5) 2(11.1) 0 2 (14.3) -
Siprofloksasin 5(31.3) 4(22.2) 0 1(7.1) <0.05*
Tetrasiklin 0 0 0 0 -

*Betalaktam: Ampisilin, Sefaklor, Sefalotin; YD: Gentamisin ve
Streptomisin Yiiksek Diizey; **Fisher Exact test

Besici Sigir Toplam
Bolge Ornek izolasyon Ornek izolasyon Ornek izolasyon
| 28 21 18 16 46 37
1l 28 24 18 18 46 42
1 27 25 18 17 45 42
\% 28 26 18 14 46 40
Toplam 111 96 72 65 183 161
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TARTISMA

Enterokoklar toprakta, suda, gidalarda, hayvanlarda,
kuslarda ve boceklerde dogal olarak bulunurlar.
insanlarda 6zellikle gastrointestinal sistem ve genito-
Uriner sistemde vyerlesirler. insan diskisindan elde
edilen enterokok tirleri cografya ve beslenmeye
bagl degisiklikler gosterirler'®,

Hayvan tirlerinde kullanilan antibiyotik miktarinin
yayginhgina gére bakteri direnci degismektedir. Tavuk
ve domuzlarda antibiyotik kullanimi daha yaygin
oldugu icin izole edilen bakterilerde diren¢ diizeyi
sigirlardan izole edilenlere gore daha vyiksek
bulunmustur®14),

Thal ve ark.*® cesitli hayvanlardan izole ettikleri
enterokoklarin 6zellikle de Enterococcus faecium
suglarinin ampisilin, streptomisin ve gentamisine tek
veya coklu sekilde direngli olduklarini bildirmislerdir.
Avrupa’da ¢ok merkezli bir calismada, domuzlarda ve
tavuklarda sigirlara gore E. faecium ve Enterococcus
faecalis icin ¢ok yliksek oranlarda tetrasiklin direnci-
ne (%67.4-78.3) rastlanmistir®®, Daniel ve ark.“”
Malezya’da yaptiklari calismada, ciftlik hayvanlarinda
tetrasiklin direncini %62 ve penisilin direncini %40,
siproflaksasin direncini %30, gentamisin direncini
%30 olarak bulmuslardir. Malezya’nin 2 farkh bolge-
sini antibiyotik direnci agisindan karsilastirdiklarinda
ise, penisilin (%46 ve %25) ve siprofloksasin direncin-
de (%45 ve %23) bolgesel farkhhk saptamiglardir.
Ulkeler ve bélgeler arasinda antibiyotik segciminden
kaynaklanan antibiyotik diren¢ farkliliklari vardir.
Ornegin, Japonya’da domuzlardan izole edilen bakte-
rilerdeki yuksek tetrasiklin direncinin nedeni tedavi-
de siklikla tetrasiklin kullanilmasidir®),

Antimikrobiyallere direng, direngli bakterilerin iletil-
mesi veya mobil DNA elementlerinin yatay gen trans-
feri ile hayvanlardan insanlara aktarilabilir. Direng
genleri genellikle bulasici plazmitler, transpozonlar,
gen kasetleri veya diger mobil genetik elementlerde
bulunur. Suglar, turler ve hatta cinsler arasinda
direncli genlerin yatay transferi nedeniyle, hayvanla-

rin kommensal mikroflorasi, direng¢ genlerinin rezer-
vuari olarak islev gérebilir®. Direncli bakteriler,
hayvan rezervuarlarindan insanlara, yiyecek, su ve
cevrenin diski yoluyla kirletilmesi yoluyla veya hay-
vanlarla dogrudan temas yoluyla bulasabilir??,

Besi hayvanlarinda direngli bakterilerin ortaya ¢ik-
masl, gida zinciri yoluyla hayvanlardan insanlara
gecme olasihigl nedeniyle halk saghgi endisesi
yaratmistir®>22, Antibiyotikler hem insan hem veteri-
nerlikte bakteriyel hastaliga karsi birincil savunmadir.
Direng gen dagihimini yavaslatmak ve yeni direng
genlerinin ortaya ¢cikmasini dnlemek igin hem insan
hem veterinerlikte antibiyotiklerin daha ol¢lli kulla-
nilmasi gerekir. Hayvanlarda antibiyotik direng genle-
rinin kesfedilmesi, bagirsak mikrobiyomlarinin bili-
nen ve yeni antibiyotik direng genlerinin bir deposu
oldugunu ve direncli bakterilerin ve direng genlerinin
insan ve hayvan mikrobiyomlari arasinda paylasildi-
gini ortaya koymustur?3,

Calismamizda, hayvan izolatlarinda betalaktam anti-
biyotiklere direng %32.3, aminoglikozidlere direng
%9.2, siprofloksasine direng %15.4 olarak bulunur-
ken, tetrasikline direncli sus bulunamamistir.

insan izolatlarinda ise betalaktam antibiyotiklere
direng %53, aminoglikozidlere direng %1, siproflok-
sasine direng %78 ve tetrasiklin direnci %34 olarak
bulunmustur.

Besicilerden elde edilen izolatlarda siprofloksasin
direnci I. bolgede diger bolgelere gore daha dusik
bulunmustur. Sigirlardan elde edilen izolatlarda ise
Il. ve IV. bolgede betalaktam direnci; I. ve Il. bolgeye
gore daha dusik bulunmustur. Ayrica sigir izolatlarin-
da siprofloksasin direnci I. ve Il. bélgede daha yiiksek
bulunmustur. Besiciler ile sigirlar arasinda antibiyotik
direnglerinin farkh olmasi hayvanlarda antibiyotik
kullaniminin insanlara gore daha az olmasina ve kul-
lanilan antibiyotik miktarina bagli olabilir.

Sunulan arastirmada elde edilen verilere gore, bolge-
sel veteriner hekimlikte antibiyotik kullaniminin gok
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Sekil 1. Besici ve sigirlardan elde edilen enterekok izolatlarinin bolgelere gore dagilimi.

(BL:fB-Laktam, AG: yiiksek diizey gentamisin, S: yiiksek diizey streptomisin, T: tetrasiklin).

farkli olabilecegi, kullanilan antibiyotik yapisina gére
besici ve sigir izolatlarinda farkh direng gorulebilece-
gi Ongorulmustir.
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