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DAGILIMI VE ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARI

SHORT COMMUNICATION:
SPECIES DISTRIBUTION AND ANTIBIOTIC RESISTANCE OF ENTEROCOCCI
ISOLATED FROM CATTLE FARMERS AND CATTLES

Ergun METE?*, Ilknur KALELI*

OZET: Bu calismanin amaci, Denizli ve gevresinde besici ve sigirlardan
alinan rektal surintd ve digki 6rneklerinden izole edilen enterokoklarda tr
dagihminin ve antibiyotik duyarliiginin belirlenmesi ve vankomisine direng
varliginin arastinimasidir. Tim érnekler vankomisin iceren (6 ug/ml) ve icermeyen
Enterococcosel agar (ECA) ve Enterococcosel sivi besiyerine (ECB) ekilmis ve
kalttrler 37°C’de ECA icin 24 saat, ECB icin 48 saat inkUibe edilmistir. Calismaya
alinan 111 besicinin 96’sindan (%86.4) ve 72 sigirin 65’inden (%90.2) enterokok
tarleri izole edilmigtir. Hem insan hem de hayvanlardan en sik izole edilen tarler
E.faecalis (siraslyla, %39.6 ve %32.3), E.faecium (sirasiyla, %28.1 ve %24.6) ve
E.raffinosus (siraslyla, %8.3 ve %13.8) olup ilk (¢ sirayi almislardir. izolatlarin
hicbirisinde vankomisin ve teikoplanin direnci saptanmamigtir. Besicilerden
yuksek diizey streptomisine (300 ug) direngli bir E.faecium susu, sigirlardan ise
yuksek dluzey gentamisine (120 ng) direncli alti sus (2 E.faecalis, 2 E.durans, 2
E.hirae) izole edilmistir. Enferococcus spp. izolasyonu agisindan rektal sartntu
ve diski 6rnekleri arasinda anlamli bir fark bulunmamis (p>0.05), buna karsin
ECB besiyeri Enterococcus spp. izolasyonu icin ECA besiyerine gére daha
duyarll bulunmustur (p=0.001). Bu calismada vankomisine direncli enterokok
izole edilememesinin nedeninin, Glkemizde avoparsin kullaniminin yasaklanmis
olmasina bagli olabilecegi dustndlmektedir.

Anahtar sézclikler: Enterokok, besici, sigir, antimikrobiyal direng.

ABSTRACT: The aim of this study was to detect the species distribution
and antibiotic resistance of enterococci with a special view for vancomycin
resistance, isolated from stool and rectal swab samples of cattle farmers
and cattles in Denizli region, Turkey. All the specimens were inoculated onto
Enterococcosel agar plate and into Enterococcosel broth supplemented with
and without vancomycin (6 ng/ml). The agar plates were incubated at 37°C for
24 hours, while broth cultures were incubated at 37°C for 48 hours. Enterococcus
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Spp. were isolated from 96 (86.4%) of 111 farmers’ and 65 (90.2%) of 72 cattles’
specimens. The most commonly isolated species from both humans and
animals were E.faecalis (39.6% and %32.3%, respectively), E.faecium (28.1%
and 24.6%, respectively) and E.raffinosus (8.3% and 13.8%, respectively). None
of the isolates were found to be resistant to vancomycin and teicoplanin. One
high-level streptomycin (300 pg) resistant E.faecium, and six (2 E.faecalis, 2
E.durans, 2 E.hirae) high-level gentamicin (120 ug) resistant strains have been
isolated from the specimens of cattle farmers and cattles, respectively. There was
no significant difference between the rectal swabs and stool specimens for the
isolation of Enterococcus spp. (p>0.05). Enterococcosel broth was found to be
more sensitive than Enterococcosel agar for the isolation of Enterococcus spp.
(p=0.001). It was concluded that the lack of vancomycin resistant enterococci
may be related to the prohibition of avoparcin use in our country.
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GIiRIS

Enterokoklar insanda énemli nozokomiyal patojenlerdir. Vankomisin direngli
enterokoklar (VRE) ilk olarak 1986 yilinda Avrupa’da ve 1987 yilinda da ABD’'de
izole edilmiglerdir. O zamandan beri cesitli Ulkelerde VRE rapor edilmektedir'2.
Avrupa’daki toplumlarda VRE'nin fekal tasiyicilik orani ABD'den daha yUksektir*s.
Ozellikle Avrupa’'da cesitli hayvan yemlerinde blytime faktorii olarak bir glikopeptid
olan avoparsin’in kullanimi, VRE suslarinin besin zinciri yoluyla hayvanlardan
insanlara yayllmasina yol agcmistir®®. Turkiye'de ise avoparsin iceren yem katki
maddelerinin ithali ve kullanimi 30 Haziran 1999 tarihinde Tarim ve Koyisleri
Bakanligrnin bir tebligi ile yasaklanmistir®. Ulkemizde yasadin basladidi tarihten
once besici ve hayvanlarda vankomisin direncini arastiran bir calismaya ulagilabilen
kaynaklarda rastlanmamistir.

Bu calismada, besicilerden ve sigirlardan izole edilen enterokoklarda
vankomisin direncinin varligi, enterokok suslarinin dagilimi, suslarin kati ve sivi
besiyerlerindeki Gremelerinin degerlendiriimesi ve diger antibiyotiklere duyarlliklarinin
arastirlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, 111 besici (sigir yetistiricisi) ve 72 sigirdan alinan digki ve rektal
sUrtnta ornekleri dahil edildi. Rektal strtintt érnekleri 1 ml %0.9 NaCl ile stspanse
edildi, diski 6rekleri ise %10 oraninda (0.5 gr diski, 4.5 ml %0.9 NaCl.) dilue
edildi. Tum ornekler vankomisin iceren (6 pg/ml) ve icermeyen Enterococcosel
agar (ECA) ve Enterococcosel sivi (ECB) besiyerlerine ekildi. Vankomisinli besiyeri,
VRE izolasyonunu kolaylagtirmak amaciyla kullanildi. Ekimler 37°C’de ECA icin 24
saat, ECB i¢in 48 saat inkube edildi. ECB inkubasyonu sonunda eskulini hidrolize
ederek koyu kahverengi-siyah renk degisimi olan ve olmayan kultdrlerden 0.1 ml
alinarak ECA besiyerine pasajlandi ve 24 saat inkibasyona birakildi. Enterokoklarin
tanimlanmasinda koloni morfolojisi, koyun kanl agardaki hemoliz karakterleri,
Gram boyama, katalaz testi, %40 safrali eskulin hidrolizi, 10°C ve 45°C’de tUreme
Ozellikleri, %6.5 NaCl besiyerinde Ureme yetenegi ve PYR testleri yapildi.
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Enterokok olarak saptanan suslar igin; arginin dihidrolaz aktivitesi, mannitol,
sorboz, sukroz, rafinoz, laktoz, arabinoz ve sorbitolden asit olusturmalari, piruvat
kullanimi, hareket ve pigment olusum &zelliklerine gére tir aynmlar yapild. izole
edilen enterokoklarin antibiyotik duyarhliklar [Vankomisin (30 pg), teikoplanin
(80 nQ), penisilin (10 1U), gentamisin (120 pg), streptomisin (300 pg), siprofloksasin
(5 ng) ve tetrasiklin (30 ng)] Kirby-Bauer disk difizyon yéntemiyle arastiridi.
Beta-laktamaz aktiviteleri ise nitrosefin diski ile saptandi’.

Istatistiksel analizler, SPSS 10.0 kullanilarak x? kare McNemar testiyle yapild.

BULGULAR

Bu calismada besicilerin 96’sindan (%86.4) ve sigirlarin 65'inden (%90.2)
enterokok turleri izole edilmistir (Tablo I). izolasyon oraninin ECB besiyerinde ECA
besiyerine gore daha yuksek oldugu saptanmis (p=0.001), rektal strdntd ve digk
ornekleri arasinda Enterococcus spp. izolasyon sikligi bakimindan fark bulunmamistir
(p>00.5) (Tablo Il). Eskulini hidrolize etmeyen ve renk degisimi olmayan ECB
besiyerlerinden yapilan pasajlarda Enterococcus spp. Urememistir.

Tablo I: izole Edilen Enterokok Tirlerinin Besici ve Sigirlardaki Dagilimi

Besiciler Sigirlar
Enterococcus spp. Say! (%) Say! (%)
E.faecalis 38 (39.6) 21 (32.3)
E.faecium 27 (28.1) 16 (24.6)
E.raffinosus 8 (8.3) 9 (13.8)
E.durans 7 (7.3) 5(7.7)
E.hirae 7 (7.3) 4 (6.2)
E.avium 5 (5.2 4 (6.2)
E.pseudoavium 3 (3.1) 3 (4.6)
E.dispar 1(1.0) 3 (4.6)
Toplam 96 (100) 65 (100)

Tablo I izolq Edilen Enterokoklarin Besiyeri Tipi ve
Orneklere Goére Dagilimlari

Besiciler Sigirlar

Besiyeri Sayl (%) Sayl (%)
Rektal suruntt ECA 1 (54.9) 4 (47.2)
ECB 6 (86.4) 4 (88.8)
Diski ECA 2 (55.8) 8 (562.8)
ECB 6 (86.4) 5 (90.2)

Galismada, vankomisin ve teikoplanine direncli enterokok susu izole
edilmemistir. Besicilerden izole edilen suslarin hepsi yuksek duzey (120 ng)
gentamisine duyarl bulunmus, yuksek duzey (300 pg) streptomisine direng ise
sadece bir E.faecium susunda (%1.04) saptanmistir. insan izolatlarinin 8’ (%8.3)
(5 E.faecium, 2 E.durans, 1 E.hirae ) penisiline, 3'0 (%3.1) siprofloksasine
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(2 E.faecium, 1 E.hirae) ve 28’i (%29.2) (11 E.faecalis, 6 E.faecium,
3 E.hirae, 3 E.pseudoavium, 2 E.durans, 2 E.raffinosus, 1 E.avium) tetrasikline
direncli bulunmustur.

Sigirlardan izole edilen 65 susun 6’sinda (%9.2) (2 E.faecalis, 2 E.durans,
2 E.hirae) yuksek duzey gentamisin direnci, 10’'unda ise (%15.4) (3 E.faecalls,
4 E.faecium, 1 E.raffinosus, 1 E.avium, 1 E.dispar) siprofloksasin direnci saptanmis,
sigir izolatlarinin higbirisinde yUksek dizey streptomisin, penisilin ve tetrasiklin
direnci izlenmemigtir.

TARTISMA

Avrupa’da VRE kolonizasyonundaki artisin, hayvanlarda gelisme ve verimi
artirmak igin yem katkisi olarak glikopeptid yapisindaki avoparsinin kullaniimasiyla
iligkili oldugu gosterilmistir. Avrupa’da 1997 yilina kadar Avrupa’da yogun avoparsin
kullanimi, vankomisine direngli suslarin hayvanlardan insanlara gecisine yol agmis
ve kesimhane ve ciftlik calisanlarinda VRE kolonizasyonunda buayuk bir artis
saptanmigtir’#%89_ Tlrkiye'de ise avoparsin iceren yem katki maddelerinin ithali
ve kullanimi 1999 yilindan beri yasaktir®. Ancak bu tarihten dnce ve sonra besici
ve hayvanlarda avoparsin kullanimi ve buna bagl vankomisin direncini arastiran
calismalara ulagllabilen kaynaklarda rastlanmamistir.

Ulkemizde yapilan calismalarda en sik rastlanilan enterokok tiirlerinin E.faecalis
ve E.faecium oldugu bildiriimektedir'®'”. Calismamizda besicilerden izole edilen
toplam enterokok suslarinin %39.6’sinin E.faecalis, %28.1'inin E.faecium oldugu
izlenmistir. Sigirlarda ise bu oranlar sirasiyla; %32.3 ve %24.6'dir. Avrupa’da, sigirlarda
enterokok tlr dagilimin arastinldigi calismalarda, E.hirae isveg ve Danimarka’da’®,
E.casseliflavus ise Almanya'® ve Costa Rica’da® ilk sirayr almaktadir.

Calismamizda ECB besiyeri Enterococcus spp. izolasyonu icin ECA besiyerine
gére daha duyarl bulunmustur (p=0.001). Farkli besiyerlerinin karsilastiridig
calismalarda, en yuksek enterokok izolasyon oraninin ECB besiyeri ile saglandigi
bildiriimektedir?'?2, ECB besiyeri, eskulin hidrolizi temelinde ¢alisir. Van Horn ve
arkadaslar?!, ECB ile yalanci eskulin negatifligine rastlamamiglar ve 2 gunluk
inkiibasyon sonunda eskulin negatif olan besiyerlerinin, kati plaga pasaj yapiimasina
gerek olmaksizin negatif olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir. Calismamizda
da, ECB besiyerleri 48 saatlik inkUbasyon sonunda degerlendiriimis ve eskulin
negatif olup pasajda enterokok Uremesi olan ve eskulin pozitif olup Uremesi
olmayan o6rnege rastlanmamistir. Rektal surdntd ve diski 6rnekleri arasinda
Enterococcus spp. izolasyon sikhigi bakimindan fark saptanmamis olmasi da,
Weinstein ve arkadaslarinin® bulgulariyla uyumludur.

Besicilerden izole edilen tUm enterokok suslarinin yuksek duzey gentamisine
duyarll oldugu belirlenmistir. Yiksek duzey streptomisine direncli bulunan bir
(%1.08) izolat vankomisin ve teikoplanine duyarli, ancak diger antibiyotiklere
de direncli olarak bulunmustur. Sigirlardan izole edilen suslarin %9.2’sinde ise
yuksek duzey gentamisin direnci saptanmig, ancak yuksek duzey streptomisin
direncine rastlanmamistir. Ulkemizde yapilan cesitli klinik calismalarda, yiiksek
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dlzey gentamisin direnci %13-30, yuksek duzey streptomisin direnci ise %18-22
arasindaki oranlarda bildiriimektedir'*52425 Calismamizda, sigir izolatlarinda %15.4
gibi yuksek bir siprofloksasin direnc oraninin saptanmasi, hayvancilikta terapotik
amacli olarak enrofloksasin kullaniminin yaygin olmasina baglanabilir?®.

Sonug olarak, galismamizda besicilerden ve sigirlardan alinan 6rneklerde

VRE kolonizasyonuna rastlanmamis, bu durumun Ulkemizde 1999 yilindan beri
avoparsin kullaniminin yasaklanmasinin bir sonucu oldugu disundlmus ve enterokok
izolasyonu icin ECA besiyerine direk ekim yerine Enterococcosel sivi besiyerinde
zenginlestirmeden sonra ekilmesinin uygun olacagi kanaatine varilmistir,
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