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Ozet: Bu calismada, Van ili ve ilgelerinde halk elinde yetistiriciligi yapilan tavuklardan ve Van Golit Havzasmim degisik nok-
talarinda insanlarla iligki halinde olan marti popiilasyonlarindan alinan digki 6rnekleri enterokok tiirleri agisindan incelendi. Bu amag-
la 500 tavuk ve 500 mart1 olmak tizere toplam 1000 adet digk1 drnegi toplandi. Tavuk diski 6rneklerinden 192 (%38.4) ve mart1 diski
orneklerinden ise 119 (%23.8) olmak iizere toplam 311 (%31.1) adet enterokok izole edildi. Tavuk orijinli izolatlarin 41 (%21.3)’1
Enterococcus faecalis, 110 (%57.3)’u E. faecium, 9 (%4.7)’u E. casseliflavus/gallinarum, 27 (%14.1)’si E. hirae, 5 (%2.6)’i E.
durans olarak identifiye edilirken; mart1 orijinlilerin 78 (%65.5)’i E. faecalis, 21 (%17.6)’i E. faecium, 10 (%8.4)’u E. hirae, 7
(%5.9)’si E. casseliflavus/gallinarum, 2 (%1.7)’si E. raffinosus, 1 (%0.8)’i E. durans olarak tanimland1. Fenotipik analiz, antibiyog-
ram testi (disk difiizyon yontemi) ile yapildi. Genotipik olarak ise 16S rRNA, 16S ve 23S arasi bolgeler, esp, vanA, vanB ve vanC
(C-1,C-2, C-3) genleri analiz edildi. Tiim izolatlarin antibiyotik direnglilikleri dikkate alindiginda, en fazla direnglilik sefadroksil
(%99.5) en az direnglilik ise imipenem (%0.8) kars1 saptandi. izolatlarm 9 (%2.9)"u fenotipik olarak vankomisine direncli bulunur-
ken, 20 (%6.4)’sinde genotipik olarak vankomisin direnglilik geni (van) belirlendi. Bunlardan 6 E. faecalis (1’1 tavuk, 5’i mart1 ori-
jinli) ve 3 E. faecium (mart1 orijinli) izolatinin vanA, 6 E. casseliflavus/gallinarium izolatinin vanC1 (2’si tavuk, 4’{i mart1 orijinli) ve
5 E. casseliflavus/gallinarium (tavuk orijinli) izolatinin ise vanC2/3 geni tasidig tespit edildi. Mart1 izolatlarinda vanC2/3 genlerine
raslanilamazken, tavuk ve marti orijinli tiim izolatlar vanB geni agisindan negatif bulundu. Sonug olarak, bu arastirma ile bélgemizde
ilk kez vankomisin direngli enterokok tiirlerinin varlig1 ortaya konuldu.

Anahtar sozciikler: Antibiyogram, enterokok, marti, tavuk, VRE.

Phenotypic and genotypic analysis for antibiotic resistance of Enterococcus species with chicken and
gull origin

Summary: In this study, faecal samples of backyard chickens in the city of Van and its districts and gulls in contact with
humans in Van Lake basin have been obtained and examined for Enterecoccus species. For this purpose, 1000 faecal samples have
been obtained as 500 from chickens and 500 from gulls. In the study, Entrerecoccus has been isolated and identified from a total of
311 (31.1%) faecal samples as 192 (38.4%) from chickens and 119 (23.8%) from gulls. 41 (21.3%) of chicken-origin isolates have
been identified as Enterococcus faecalis, 110 (57.3%) as E. faecium, 9 (4.7%) as E. casseliflavus/gallinarum, 27 (14.1%) as E. hirae,
5 (2.6%) E. durans while 78 (65.5%) of gull-origin isolates have been identified as E. faecalis, 21 (17.6%) as E. faecium, 10 (8.4%)
as E. hirae, 7 (5.9%) as E. casseliflavus/gallinarum, 2 (1.7%) as E. raffinosus and 1 (0.8%) as E. durans. Phenotypically antibiotic
susceptibility testing (disc diffusion method) was performed for analysis. Genotypically 16S rRNA, 16S and 23S intergenic
transcribed spacer region, esp, vanA, vanB and vanC (C-1, C-2, C-3) was analyzed genes. When antibiotic resistance of whole
isolates have been taken into consideration; the highest level of resistance was determined to cefadroxil (99.5%) while the lowest
resistance was determined to imipenem (0.8%). While 9 (2.9%) of the isolates have been determined as resistant to vancomycin;
genotypically vancomycin resistance gene (van) has been determined 20 (6.4%) of the isolates. 6 of E. faecalis (1 chicken, 5 gull
origin) and 3 of E. faecium (gull origin) isolates have been determined as carrying vanA, 6 E. casseliflavus/gallinarum as carrying
vanC1 (2 chicken, 4 gull origin) and 5 E. casseliflavus/gallinarium (chicken origin) as carrying vanC2/3 gene. In gull isolates, while
vanC2/3 gene was not determined in gull isolates; all chicken and gull origin isolates have been found negative for vanB gene. As a
result, for the first time in our region, this research has revealed the presence of vancomycin-resistant Enterococcus species.

Keywords: Antibiogram, chicken, Enterecoccus, gull, VRE.

Giris ler; toprakta, suda ve atik sularda, bitkilerde, gidalarda,
Enterokoklar, Gram pozitif ve katalaz negatif koklar hayvanlarin ve insanlarin deri, gastrointestinal ve tiroge-
olup, ekosistem icinde memeliler, kuslar, reptiller, insekt- nital sistemlerinin dogal florasinda yer alirlar (9, 22).

* Bu makale doktora tezinden tUretilmistir.
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Enterokoklar firsat¢1 patojenler olup beslenme ve
bakim sartlariin uygun olmadig1 hayvanlarda septisemi,
triner sistem enfeksiyonu, endokarditis, ishal ve dis
kulak yolu enfeksiyonuna neden olabilirler. Kanatli hay-
vanlarda E. faecalis, E. durans ve E. hirae tiirlerinin
akciger hipertansiyon sendromu, eklem bozukluklari,
bakteriyemi, ensefalomalazi, nodrolojik bozukluklar ve
endokarditis ile iligkili enfeksiyonlara neden olduklar1
bildirilmigtir (13).

Enterokoklarda yiiksek diizey aminoglikozid, peni-
silin ve vankomisin direnci ortaya ¢ikmaktadir. Bu du-
rum, insanlardaki enterokoklara bagl enfeksiyonlarin
tedavisini daha da karmagik hale getirmektedir. Direngli
enterokok enfeksiyonlariin tedavisinde uygulanabilecek
kisitli sayida antibiyotik bulunmakta ve bunlarin etkinligi
heniiz tam olarak kanitlanamamaktadir (2). Bununla
birlikte enterokoklar diger Gram pozitif bakterilerin
duyarli oldugu birgok antibiyotige kismen veya tamamen
direnglidir. Bu sebeple insan ve hayvanlarda enterokok
enfeksiyonlarmin tedavisi, karsilasilan en énemli sorun-
lardan biridir (8, 23).

Enterokoklarin antibiyotiklere direng mekanizmasi
dogal ve kazanilmis direng olmak iizere iki ana grupta
incelenmektedir. Dogal direng, tiire ve cinse 6zgii olmak-
la birlikte enterokok tiirlerinin tamaminda goriilen kro-
mozomal direnci ifade etmektedir. Kazanilmig direng ise;
genellikle DNA mutasyonlari, transpozon, plazmid veya
patojenite adalar1 gibi yeni bir DNA segmentinin genoma
transferi sonucu gelismektedir (22). Kazanilmis direncin
belirlemesinde 6nemli olan genler vanA, vanB, vanC
(C1-C2-C3) genleridir. Bunun yaninda vanD, vanE,
vanG, vanL, vanM ve vanN diren¢ genleri de belirlenen
yeni direng genleridir (20, 39).

Yiiksek molekiiler agirliga sahip, enterokok yiizey
proteini (esp), 153 kb biiylkliigiindeki bir patojenite
adasinda yer alan esp geninde kodlanir ve bu gen konju-
gasyonla enterokok tiirleri arasinda aktarilabilir. Esp
proteini kolonizasyon, immun cevaptan kacis ve biyofilm
olusturma o6zelligi kazandirmasi bakimindan &nemlidir
(38).

Bu ¢alismada, Van ili ve ¢evresindeki kanatli hay-
van yetistiriciliginin yapildig1 tavuklarda ve Van Golii
Havzasinda serbest olarak yasayan martilara ait diski
orneklerinde enterokok tiirlerinin varligi ve yayginliginin
belirlenmesi ile elde edilen izolatlarin ¢esitli antibiyotik-
lere direnglilikleri arastirildi. Ayrica, aragtirmada tavuk
ve martilardan izole edilen enterokok tiirleri antibiyotik
direng profilleri bakimindan fenotipik ve vankomisin
direnclilik genleri agisindan ise genotipik olarak ilk kez
incelendi.

Materyal ve Metot
Bakteriyel izolasyon ve identifikasyon: Calismada,
enterokok tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu ama-

cryla Haziran-Eyliil 2013 tarihleri arasinda, tavuklardan
500 ve martilardan 500 olmak iizere toplam 1000 diski
ornegi toplandi. Digki Ornekleri azide dextrose broth
(ADB, Merck) igerisinde soguk zincirde tagindi.

Ornekler 37°C’de 24-48 saat inkubasyondan sonra,
bile eskuline agara (BEA, Himedia) ekilerek ayni sartlar-
da inkiibe edildi. Eskulin pozitif (siyah renkli) koloniler-
den, Gram pozitif kok, katalaz negatif ve PYR
(L-pyrrolidonyl-beta-naphthylamide) testi pozitif olanlar
%7 koyun kanli agara ekilerek saflastirildi. PYR testi, D
grubu streptokoklardan enterokoklar1 ayirmak icin kulla-
mld1. izole edilen suslar, tiir tayini ve sonrasinda molekii-
ler karakterizasyon i¢in %10’luk brain heart infiision
broth’da (BHIB, Plasmatec) -20°C’de saklandi. izole
edilen enterokok siipheli bakterilerin cins ve tiir tayinleri
Fahr ve ark. (11) yaptig1 yontem kullanilarak, BD Pho-
nenix otomotik mikrobiyoloji sistemleri (Becton Dickin-
son, USA) ile gram pozitif panellerde yapildi. Yapilan
fenotipik ve genotipik testlerin tamaminda standartlari
yakalamak i¢in E. faecium BM 4147 (vanA), E. faecalis
V583 (vanB), E. gallinarum BM 4174 (vanCl), E.
casseliflavus ATCC 25788 (vanC2) vankomisin direngli
ve E. faecalis MMH594 (esp) referans suslar1 kullanildu.

Antibiyotik duyarlilik testi: Enterokok suslarinin 32
farkli anatibiyotige duyarlilik/direnclilik durumlari Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (5) tarafindan
onerilen disk diflizyon metoduna gore yapildi.

DNA ekstraksiyonu: Triptic soy agar (TSA, Plasma-
tec) iireyen izolatlardan genomik DNA eldesi i¢in kolon
temelli hazir kit (DNA mini kit, Qiagen, Hilden,
Germany) kullanildi. Elde edilen DNA’lar 50 pl sulan-
dirma tamponuyula diliie edildi ve calisilincaya kadar
-20°C’de saklandi (25).

Molekiiler karakterizasyon: Enterokok tiirlerinin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) molekiiler karakteri-
zasyonu gerceklestirildi. Izolatlarin cins diizeyinde dog-
rulanmas1 Kariyama ve ark. (17) bildirdikleri PZR yon-
temi ile 16S rRNA (320bp) hedef alinarak gergeklestiril-
di. Izolatlarin tiir diizeyinde dogrulanmasi Fortina ve ark.
(12) bildirdikleri yontem ile 16S ve 23S rRNA arasindaki
yaklasik 400bp, 380bp, 300 bp biiyikliigiinde bolgeler
(intergenic transcribed spacer region) hedef alinarak PZR
ile yapildi. Fortina ve ark. (12) yaptiklari ¢alismada tiir
diizeyinde yaklagik amplikon biyiikliikleri E. italicus
400, 380, 300; E. faecalis 400bp, 300bp; E. durans
400bp, 370bp; E. sulfurens 400bp, 300bp; E. avium
400bp, 310bp; E. saccharolyticus 400bp, 300bp olarak
bildirilmistir. Bu ¢aligmada tavuk ve martt kaynakli ente-
rokoklarda ilk kez bu yontem uygulanmistir. Calismada
kullanilan oligoniikleotid primerler Tablo 1’de verilmis-
tir.

Hedef gen bolgelerini ¢ogaltmak i¢in, PCR reaksi-
yonunda hazir amplifikasyon karisimi (TopTaq Master-
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Tablo 1: Bu ¢alismada kullanilan oligoniikleotid primerler.
Tablo 1: Oligonucleotide primers used in this study.
Gen Primer sekansi (5°, 3”) Uriin Hacmi Mspl enzim Referans
(bp) tirtinleri (bp)
vanA Al1-5’-GGG AAA ACG ACA ATT GC-3° 732 231, 184, 163, 28, 35
A2-5’-GTA CAA TGC GGC AGT TA-3’ 131/133
vanB B1-5’-CAA AGC TCC GCA GCT TGC ATG-3 484 188/189, 160, 28, 35
B2-5’-TGC ATC CAA GCA CCC GAT ATAC-3 136
vanC-1 C1-5’-GCT GAA ATA TGA AGT AAT GAC CA-3’ 811 230/237 28, 35
C2-5’-CGG CAT GGT GTT GAT TTC GTT-3’
vanC-2, vanC-3 C3D1-5’-CTC CTACGATTC TCT TG-3’ 439 338,91 28, 35
C3D2-5’-CGA GCA AGA CCT TTA AG-3’
16S rRNA F 5’-GGA TTA GAT ACC CTG GTAGTC C-3° 320 - 17
R 5’-TCG TTG CGG GAC TTA ACC CAAC-3’
16SrRNA G1/L1  L1-5-CAA GGC ATC CAC CGT-3’ 400, 380, 300 - 12
G1-5’-GAA GTC GTA ACA AGG-3’
esp F 5’-TTGCTAATGCTAGTCCACGACC-3’ 932 - 33

R 5’-GCGTCAACACTTGCATTGCCGA-3’

Mix, Qiagen, Hilden, Germany) kullanildi. Amplifikas-
yon kosullart; 94°C’de 15 dk baslangi¢ denatiirasyonun
ardindan, 35 dongii olmak {izere; 94°C'de 30 sn, 55°C’de
90 sn, 72°C’de 90 sn ve 72°C'de 10 dk olarak uygulandi.
Elde edilen amplifikasyon driinleri %1.5’luk agaroz
jelde, 15 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez-
den sonra jel, 0.5 pg/ml etidyum bromiir iceren 1xXTBE
tamponu i¢inde boyanarak ve bantlar UV transillumina-
tor ile gorintiilendi.

Enterokokal yiizey adhezyon molekiilii geninin (esp)
tespiti: Enterokokal yiizey adhezyon molekiilii geni (esp,
932bhp) tespiti, Sedgley ve ark. (34) kullandiklar1 yontem
ile yapildi. Bu amagla, PZR reaksiyonunda hazir amplifi-
kasyon karisimi (Qiagen, Hilden, Germany) kullanildi ve
primer baglanma 1sis1 55°C olmak iizere amplifikasyon
yapildi. Amplifikasyon {irlinleri jelde elektroforeze tabi
tutularak 0.5 pg/ml etidyum bromiir iceren 1xTBE tam-
ponu i¢cinde boyandi ve bantlar UV transilluminator ile
goriintiilendi.

mPZR-RFLP ile vanA, vanB, vanCl ve vanC2/3
genlerinin tespiti: Enterokok tiirlerinin vankomisin di-
reng genleri, Patel ve ark. (29) ile Torres ve ark. (36)’nin
bildirdikleri yonteme gore arastirildi. Direng genlerini
multipleks olarak cogaltacak primer karigimi, her bir
primerin final konsantrasyonu 0.2 pM olacak sekilde
hazirlandi. Multipleks PZR reaksiyonu igin hazir ampli-
fikasyon karisimi (Qiagen Multiplex PCR Kit, Hilden,
Germany) kullanildi ve primerlerin baglanma 1silar1 60°C
olarak ayarlandi. RFLP yontemi i¢in, 1pl Mspl (10U/ml)
ve 5Sul 10X restriksiyon enzim buffer (Promega)’dan
olmak iizere her bir PZR tiipiine eklendi. Tiipler, 13.200g
20 sn tutulduktan sonra karigim 37°C bir gece inkubas-
yona birakildi. Amplifikasyon iirlinleri %1.5’luk agaroz

jel elektroforezine tabi tutularak 0.5 pg/ml etidyum bro-
miir igeren tamponda boyandi ve bantlar UV transillumi-
nator ile goriintiilendi. Elde edilen amplikon biiyiikliikleri
vanA 231bp, 184bp, 163bp, 131/133bp; vanB
188/189bp, 160bp, 136bp; vanC-1 230/237bp; vanC2/3
338bp, 91bp olarak tespit edilmesi hedeflendi. PCR yon-
temiyle elde edilen amplikon biiyiikliiklerinin ise vanA
732bp, vanB 484bp, vanC-1 811bp ve vanC2/3 439bp
olarak tespit edilmesi hedeflendi. Calismada kullanilan
oligoniikleotid primerler Tablo 1°de verilmistir.

Istatistiksel analiz:. 1zole ve identifiye edilen ente-
rokok tiirlerinin izolasyon oranlarinin karsilastirilmasin-
da Z testinden (40) yararlanildi. Oranlarin karsilagtiril-
masinda p<0.05 degeri istatistiksel agidan anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Lzolasyon ve identifikasyon sonuglari: Tavuk ve
marti digki drneklerinden izole ve identifiye edilen ente-
rokok tiirlerinin dagilimi ve izolasyon oranlarinin karsi-
lastirilmalt sonuglart Tablo 2’de sunuldu. Toplam izolat
sayis1 ve tir diizeyindeki dagilimin olusturdugu farklilik-
lar dikkat g¢ekicidir. Tavuk digkilarindan yapilan izolas-
yon sonucunda baskin tiiriin %57.3 oranla E. faecium
oldugu goriildi. Mart1 digkilarindan yapilan izolasyon
sonucunda ise baskin tiiriin %65.5 oraniyla E. faecalis
oldugu saptandi.

Antibiyogram testi sonuglari: izolatlarin 32 farkli
antibiyotige direng/duyarlilik sonuglar1 Tablo 3’de veril-
di. Tavuk ve mart1 kokenli izolatlarin benzer olarak yiik-
sek oranda sefadroksil (CFR)’e direng gosterdigi tespit
edildi.
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Tablo 2: Tavuk ve mart1 digki 6rneklerinden izole edilen enterokok tiirleri.
Table 2: Chicken and gulls enterococcus species isolated from stool samples.

Enterokok tiirti Tavuk (n=500) Mart1 (n=500)

izolat say1s1 (%) Izolat say1s1 (%) p degeri
Enterococcus faecalis 41 (21,3) 78 (65,5) <0,001
Enterococcus faecium 110 (57,3) 21 (17,6) <0,001
Enterococcus hirae 27 (14,1) 10 (8,4) 0,133
Enterococcus casseliflavus/gallinarum 9(4,7) 7 (5,8) 0,646
Enterococcus raffinosus - 2 (1,6) 0,072
Enterococcus durans 5(2,6) 1(0,8) 0,271
Toplam izolat sayist 192 (38,4) 119 (23,8) 0,001

Tablo 3: Tavuk ve mart1 orijinli enterokok izolatlarinin antibiyogram sonuglart
Table 3: Antibiotic susceptibility results of the chicken and gulls origin enterococci

L Tavuk (n=192) Mart1 (n=119) Toplam (n=311)
Antibiyotik R (%) 1 (%) S (%) R (%) 1 (%) S (%) R | S
VA 1(0,5) 7(35) 184 (96) 8(6.7) 4(33) 107 (90) 9 11 291
TEC 1(05) - 191(995)  8(6,7) - 111(933) 9 - 301
LEV 119 (62) 199.9)  54(281)  27(227) 22(185)  70(588) 146 41 124
PRL 93 (48,4) - 99 (516)  22(185) - 97815 115 - 196
c 78 (41,6) 48(25)  66(334)  38(32)  38(32) 43(36) 116 86 109
MEM 145(756)  25(13)  22(114)  52(437) 20(168)  47(395) 197 45 69
IPM 4(2,1) 7(36)  181(943)  1(08) 1(08)  117(%84) 5 8 298
K 185(963)  4(21) 3(1,6) 107(90)  7(58) 542 202 11 8
p 107 (55,7) ; 85(443) 19 (16) - 100(84) 126 - 185
oX 188 (97,9) - 41  115(967)  1(08) 3(25) 303 1 7
cz 189 (98,4) - 3(1,6) 92(77.3) 15(126) 12(101) 281 18 104
CXM 186 (95,9) 2(1) 6(3,1) 88 (74)  21(176)  10(84) 274 23 16
CFR 191(995)  1(05) - 118 (99,2) - 108 309 1 1
FOX 139(723)  9(47) 44(23)  95(799)  8(67)  16(134) 234 17 60
CEP 154 (80,2) 37 (19,3) 1(05) 56 (47) 51 (43) 12(10) 210 88 13
CEC 69(359)  113(588)  10(53)  49(412) 51(428  19(16) 118 164 29
FEP 177(922)  13(6,8) 2(1) 97815  13(109)  9(7.6) 274 26 11
KF 184 (958)  8(42) - 9 (81)  23(19) - 280 31 -
TOB 180(938)  1(05) 1167  105(882)  4(34) 1084) 285 5 21
CPD 94 (49) ; 98 (51)  113(949)  2(L7) 4(34) 207 2 102
CTX 164 (854)  11(57) 1789  86(723) 21(176) 12(10,1) 250 32 29
CPR 77(40,1)  78(406)  37(193)  40(336) 5(42)  74(622) 117 83 111
S 160 (833) 27 (14,1) 526  111(932)  2(17) 6(51) 2711 29 11
SXT 155(80,7)  1(05) 36(188) 78(656) 1(08)  40(336) 233 2 76
70X 179(932)  9(47) 42,0) 87(731) 17(143) 15(126) 266 26 19
TE 36(188)  29(151)  127(661)  75(63) 6 (32) 38 (5) 111 35 165
AM 63 (32,8) - 129(67,2)  2(L6) - 117(984) 65 - 246
B 5 (2,6) 17(89)  170(885) 28(235) 33(277) 58(488) 33 50 228
E 118 (615)  26(135)  48(25)  52(437)  50(42)  17(143) 170 76 65
FA 37 (19,3) 1(05)  154(802) 19 (16) - 100(84) 56 1 254
CN 123(64)  41(214)  28(146)  98(823) 12(10,1)  9(76) 221 53 37
AK 167 (87) 2(1) 23 (12) 113 (95) - 6 (5) 280 2 29

VA: vankomisin; TEC: teikoplanin; LEV: levofloksasin; PRL: piperasillin; C: kloramfenikol; MEM: meropenem; IPM: imipenem;
K: kanamisin; P: penisillin; OX: oksasillin; CZ: sefazolin; CXM:sefuroksim; CFR: sefadroksil; FOX: sefoksitin; CEP: sefoperazon;
CEC: sefklor; FEP: sefepim; KF: sefalothin; TOB: tobramisin; CPD: sefpodoksim; CTX: sefotaksim; CPR: sefprozil; S: streptomi-
sin; SXT: trimetoprim/sulfametoksazol; ZOX: seftizoksim; TE: tetrasiklin; AM: ampisilin; B: basitrasin; E: eritromisin; FA: fusidik
asid; CN: gentamisin; AK: amikasin.

VA: vancomycin; TEC: teicoplanin; LEV: levofloxacin; PRL: piperacillin; C: chloramphenicol; MEM: meropenem; IPM: imipenem;
K: kanamycin; P: penicillin; OX: oksasill's; CZ: cefazolin; CXM: cefuroxime; CFR: cefadroxil; FOX: cefoxitin; CEP: cefoperazone;
CEC: The sefkl; FEP: cefepime; KF: sefaloth's; TOBIN: tobramycin; CPD: cefpodoxime; CTX: cefotaxime; CPR: cefprozil;
Q: streptomycin; SXT: trimethoprim / sulfamethoxazole; ZOX: ceftizoxime; TA: tetracyclines; AM: ampicillin; B: bacitracin; E:
erythromycin; FA: fusidic acid; CN: gentamicin; EC: amikacin.
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400 bp
380 hp
300 bp

Sekil 1: E. facium (380 bp, 300 bp) ve E. hirae (400bp, 380 bp) izolatlarina ait intergenic transcribed spacer-PZR goriintiisi. M
marker (100bp): 1, 2, 3, 4, 8, 10, 12 ve 13 E. faecium; 5,6, 7 ve 9 E. hirae; 11 negatif kontrol (PZR suyu).

Figure 1: Intergenic transcribed spacer-PCR image of E. facium (380 bp, 300 bp) and E. hirae (400 bp, 380 bp) isolates. M marker
(100bp): 1, 2, 3, 4, 8, 10, 12 ve 13 E. faecium; 5,6, 7 ve 9 E. hirae; 11 negative control (PCR water).

M12345678910UR1BUISI1T1BM M123 456783 0NHRBUSBTBM

B

- 'mnp

123 456789101028 UM

1234567 89%501u0Y

Sekil 2: A)Tavuk orjinli E. casseliflavus/gallinarum (811 bp) vanC1 PZR goriintiisii. M marker (100 bp):1, 2, 3, 4, 5 ve 6 E. fa-
ecium;7 E. casseliflavus/gallinarum; 8, 9 E. hirae;10, 11 E. faecalis; 12 negatif kontrol (PZR suyu); 13 E. gallinarum BM 4174
B)Tavuk orjinli E. casseliflavus/gallinarum (439 bp) vanC2/3 PZR gériintiisii. M marker (100 bp): 1, 2, 3 ve 4 E. hirae; 5 E. casselif-
lavus/gallinarum; 6, 7, 8, 9 ve 10 E. faecalis; 11 ve 12 E. faecium; 13 negatif kontrol (PZR suyu); 14 E. casseliflavus ATCC 25788
Figure 2: A) vanC1 PZR image E. casseliflavus/gallinarum (811 bp) with chicken origin. M marker (100 bp):1, 2, 3, 4, 5 ve 6 E.
faecium;7 E. casseliflavus/gallinarum; 8, 9 E. hirae;10, 11 E. faecalis; 12 negative control (PCR water); 13 E. gallinarum BM 4174
B) vanC2/3 PCR image E. casseliflavus/gallinarum (439 bp) with chicken origin. M marker (100 bp): 1, 2, 3 ve 4 E. hirae; 5 E.
casseliflavus/gallinarum; 6, 7, 8, 9 ve 10 E. faecalis; 11 ve 12 E. faecium; 13 negative control (PCR water); 14 E. casseliflavus
ATCC 25788

Molekiiler Karakterizasyon: Tum izolatlarin cins
ve tiir dlizeyindeki tiplendirilmesi, 16S rRNA (320bp) ile
168 ve 23S rRNA arasindaki yaklasik 400bp, 380bp, 300
bp biiylikliigiinde bolgeler (intergenic transcribed spacer
region) hedef alinarak fenotipik identifikasyon genotipik
olarak dogrulandi. Intergenic transcribed spacer-PZR ile

her bir enterokok tiiriiniin farkl biiytikliikklerde iki bant
olusturdugu belirlendi. Bu bantlarin yaklasik 400bp,
380bp ve 300bp biiyiikliiklerde oldugu goriildii (Sekil 1).
Tiirlere gore elde edilen amplikon biiyiikliiklerinin yakla-
sik olarak E. faecium 380bp, 300bp; E. hirae 400bp,
380bp; E. faecalis 400bp, 300bp; E. durans 400bp,
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Sekil 3. Mart1 orjinli E. faecalis ve E. faecium vanA PZR goriintiisii. M marker (100 bp): 1, 5, 10 ve 11 E. hirae; 2, 3,6, 8 ve 9 E.
faecalis; 4, 12 E. faecium; 7 E. casseliflavus/gallinarum; 13 E. faecium BM 4147.
Figure 3: vanA PZR image E. faecalis and E. faecium with gull origin. M marker (100 bp): 1, 5, 10 ve 11 E. hirae; 2, 3,6, 8 ve 9 E.
faecalis; 4, 12 E. faecium; 7 E. casseliflavus/gallinarum; 13 E. faecium BM 4147.

370bp; E. raffinosus 400bp, 360bp oldugu tespit edildi.
Enterokok tiirlerinin 16S rRNA ile yapilan PZR analizin-
de ise 320bp biiyiikliigiinde tek bant olustugu goriildii.

esp Geni Analiz Sonuglari: 1zole ve identifiye edi-
len 311 enterokok izolatinin tamami esp geni agisindan
negatif olarak bulundu.

mMPZR-RFLP ile vanA, vanB, vanCl ve vanC2/3
genlerinin tespiti: Tavuk orijinli 192 enterokok izolatin-
dan 8’inin van geni tasidigt mPZR-RFLP ile ortaya ko-
nuldu. Bunlardan, 1 izolatin vanA geni, 2 izolatin vanC1
geni ve 5 izolatin ise vanC2/3 geni tasidigi saptandi.
vanA geni tastyan izolatin E. faecalis, vanC1 ve vanC2/3
geni tagtyan izolatlarin ise E.casseliflavus/gallinarium
oldugu belirlendi (Sekil 2). Benzer sekilde, mart1 diski
orneklerinden izole edilen 119 enterokoktan 12’sinin van
geni tasidigy tespit edildi. Bunlardan 8’inin vanA ve 4
izolatin vanC1 geni tasidig1 belirlendi. vanA geni tasiyan
8 izolatin 5’inin E. faecalis ve 3’iniin de E. faecium
oldugu gorildi (Sekil 3). vanCl geni tasiyan 4 izolatin
tamamu E. casseliflavus/gallinarium olarak tanimlandi.

Istatistiksel analiz: Tavuk ve mart1 diski ornekle-
rinden izole edilen enterokok tiirlerinin yapilan istatistik
analizleri sonucunda E. faecalis, E. faecium ve toplam
izolat sayis1 bakimindan tiirler aras1 fark istatistik olarak
anlamli bulunmustur (Tablo 1).

Tartisma ve Sonu¢

Enterokoklar, insan ve hayvanlarda sindirim sistemi
mikroflorasinin  6nemli bir pargasini olusturmaktadir.
Kot bakim, beslenme sartlari ve uygunsuz antibiyotik
kullanimi, mikrofloranin bozulmasina ve immiin sistemin
zayiflamasiyla birlikte ¢esitli enterokokal enfeksiyonlara
yol agmaktadir. Bu enfeksiyonlar kanatlilarin bir arada
bulundugu kiimes veya ticari kanatl isletmelerinde, ahir
ve agillarda, kopek yetistirme giftliklerinde ve hastane
ortamlarinda siklikla gériilmektedir (26, 27, 28).

Enterokok tiirlerinin gesitli kanatli tiirlerinde varli-
g1, yaygmhigi, genetik yapilari, viriilens faktorleri ve
antibiyotik direnglilikleri birgok arastirma ile ortaya
konulmustur. Bu arastirmalar sonucunda tavuklarin,
vankomisin diren¢ genleri tagiyan enterokoklar bakimin-
dan en Onemli tasiyict oldugu belirlenmistir (14, 27).
Bununla birlikte, bu direng genlerinin en ¢ok E. faecalis,
E. faecium, E. durans, E. gallinarum ve E. hirae tiirleri
tarafindan tasindig1 rapor edilmistir (19, 21).

Tirkiye’deki tavuk popiilasyonlarinda yapilan ca-
lismalarda en sik izole edilen enterokok tiirlerinin E.
faecalis (%34) ve E. faecium (%60) oldugu bildirilmigtir
(9, 10). Bu ¢aligmada da en yaygun tiriin E. faecium
(%57.3), ikinci en yaygin tiriin ise E. faecalis (%21.3)
oldugu belirlendi. Bununla beraber E. hirae (%14.1), E.
casseliflavus/gallinarum (%4.7) ve E. durans (%2.6)
etkenleri de izole ve identifiye edildi. Bu tiirlerin insan-
larda enfeksiyonlara yol actigi da yapilan ¢alismalarla
ortaya konulmustur (35, 38).

Tavuklardan izole edilen enterokok tiirlerinde yapi-
lan gesitli ¢aligmalarda, farkli antibiyotiklere karsi direng
meydana geldigi ve bu direncin iilke, bolge ve isletme
diizeyinde degiskenlik gosterdigi vurgulanmistir (1, 9).
Insan ve hayvan sagliginda hem koruma hem de tedavi
amaciyla kullanilan bu antibiyotiklere karsi gelisen di-
rencin varligl birgok ¢aligmada belirlenmis, en yaygin
goriilen antibiyotik direngliliginin tetrasiklin (%80),
eritromisin (%59), streptomisine (%22) ve gentamisin
(%7) karst oldugu bildirilmistir (18, 33). Bu ¢alismada,
enterokoklarda en yiiksek direncin sirasiyla sefadroksil
(%99.5), sefazolin (%98.4) ve kanamisin (%96.3) karst
oldugu, tetrasiklin (%18.8) kars1 diren¢ oraninin diger
iilkelere gore diigiik oldugu ve streptomisin (%83.3) ile
gentamisin (%64) karst ise diren¢ oranlarmin yiiksek
oldugu belirlendi. Tavuklardan elde edilen enterokoklarin
diren¢ dagilim oranlarinin iilkelere gore farklilik goster-
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mesi, antibiyotik kullanim politikalarinin ve tedavi amac-
It kullanilan antibiyotiklerin farkli olmasindan kaynakla-
nabilmektedir. Caligmada segilen antibiyotiklerin birgogu
insanlarda goriillen enterokok enfeksiyonlarimin tedavi-
sinde de kullanilmaktadir. Tavuk kaynakli enterokok
tirlerinin ¢evresel kontaminasyon yoluyla veya gida
kaynakli olarak insanlara bulagtigi diisiiniildiigiinde, bu
antibiyotiklere kars1 gelisen diren¢ oranlarinin bu galis-
mada belirlenmesi son derece dnemli olmustur.

Fenotipik olarak identifiye edilen enterokok tiirleri-
nin genotipik dogrulanmasinda PZR esasl analizler yay-
gin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle 5S rRNA, 16S
rRNA ve 23S rRNA genlerinin belirlenmesiyle kiiltiir
dogrulamasi yapilmaktadir (4, 10). Bu caligmada ise
tavuk ve martilardan elde edilen enterokoklarda tiirlerin
genotipik dogrulanmast 16S rRNA ile 16S ve 23S genleri
arasindaki bolgelerin hedef alindigi PZR yontemi ile
basarili bir sekilde yapildi. Bu yontemler ilk kez yabani
martilardan elde edilen enterokok tiirlerinde uygulandi.
Izolatlarin cins ve tiir diizeyindeki adlandirmalarmin,
geleneksel izolasyon yontemleri kullanilarak 3-4 giinde
yapilirken PZR analizi ile 1-2 saatte yapilabildigi belir-
lendi.

esp geni, bakteriyemi, endokarditis ve iiriner sistem
enfeksiyonlart ile iliskili enterokoklarda yiiksek oranda
bulunmaktadir (30). Dogru ve ark. (10) yaptiklar calis-
mada, tavuklardan elde edilen E. faecium izolatlarmin
%1.5 oraninda esp geni tasidigini, E. faecalis izolatlari-
nin ise hicbirinin esp geni tagimadiginm bildirmislerdir.
Bununla birlikte Trivedi ve ark. (37) yaptiklar1 ¢aligma-
da, izole ettikleri enterokok tiirlerinde esp gen oranlarini
E. faecalis’de %10, E. faecium’da %4, E. casselifla-
vus’da %33, E. mundtii’de %50 ve E. durans’da %100
oraninda oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismada PZR
yontemi ile yapilan esp geni tastyicilig1 taramasinda 192
enterokok tlirtiniin higbirinin bu geni tagimadigi tespit
edildi. esp geni oranlarinin farklilik gostermesinde, ¢a-
lismalarin farkli cografik bolgelerde yapilmasi ve buna
bagli mikrobiyal kolonizasyonun farkli olmasinin etkili
oldugu distiniilmustiir.

Vankomisin  direngli ~ enterokoklar ~ (VRE),
1980’lerin sonundan itibaren goriilmeye baslanmustir (4).
Kazanilmig bagisiklikta simdiye kadar vanA, vanB, vanC
(C1-C2-C3) genlerinin yaninda yeni izole edilen vanD,
vanE, vanG, vanM ve vanN genlerinin rol oynadig: orta-
ya konulmustur (3, 6, 20, 39). Kola# ve ark. (18) yaptik-
lar1 calismada, Cek Cumhuriyeti’ndeki tavuklarda tespit
ettikleri VRE izolatlarinin %54.5’inin vanA pozitif E.
faecium, %27.3’liniin ise vanB pozitif E. faecium ve E.
faecalis suslar1 oldugunu bildirmislerdir. Manson ve ark.
(24) yaptiklar1 ¢aligmada, Yeni Zelanda’daki broylerler-
den elde ettikleri vankomisin direngli izolatlarin vanA
geni tagidigini bildirmislerdir. Aragtirmacilar izolatlarin

%81.8’inin E. faecalis, %13.6’simin E. faecium ve
%4.5’inin ise E. durans oldugu belirlemislerdir. Bu ¢a-
lismada 1 E. faecalis izolatinin vanA geni tagidigi tespit
edildi. Bununla birlikte 7 izolatin vanCl (n=2) ve
vanC2/3 (n=5) geni tasidig1 belirlendi. 2000 yilina kadar
avoparsin gibi kanathi biiyiitme yem katki maddeleri
Avrupa ve Asya iilkelerinde yaygin olarak kullanilmigtir.
Ulkemizde ise 1997 yilinda bu katki maddelerinin kulla-
nim1 yasaklanmistir. Bu maddelerin kullanildigr dénem-
de vankomisin direngli enterokok oranlari yiiksek bu-
lunmustur. Diinya iilkelerinde yapilan ¢aligmalar ile bu
caligmadaki sonuglarin farkli olmasinin sebebinin bu
durumdan kaynaklandigi distiniilmektedir.

Insanlar ve evcil hayvanlar arasindaki antibiyotige
direngli bakteri gegisi ve bu bakterilerin gen ozellikleri
arasindaki farkliliklar gesitli ¢aligmalarla ortaya konul-
mustur (7, 16). Fakat yabani hayvanlara antibiyotik di-
rencinin gegcisi noktasinda énemli goriilen ¢evresel kon-
taminasyon ile ilgili bilgiler sinirhidir (33). Giilhan ve
ark. (15) Van goli havzasindaki sulak alanlarda yaptikla-
11 ¢alismada, yabani 6rdek ve martilardaki digki drnekle-
rinden E. faecium (%6.4) ve E.faecalis (%2) izole ve
identifiye ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar bol-
gede cevresel kontaminasyonun varligini tespit ettiklerini
ve yabani 6rdek ve martilarin bu kontaminasyonun se-
bepleri arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Enterokok tiirlerinin varligi ¢esitli yabani kanatli
hayvanlarda detayli sekilde arastirilmistir (28, 33). Bu
arastirmalar sonucunda yabani kanatlilarin VRE baki-
mindan 6nemli bir tasiyici oldugu belirtilmistir (32, 33).
Bununla birlikte bu direng genlerinin en ¢ok E. faecalis,
E. faecium, E. durans ve E. gallinarum tiirleri tarafindan
tagindig1 rapor edilmistir (15, 33). Bu konuda Radhouani
ve ark. (31) yaptiklari galigmada, akbabalardan (Buteo
buteo) aldiklar1 diski 6rneklerinde VRE belirlemisler ve
izolatlarin %33’iiniin E. faecium, %66’sinin ise E. du-
rans oldugunu rapor etmislerdir. Ulkemizde Giilhan ve
ark. (15) yaptiklar1 ¢alismada, yabani 6rdek ve martilara
ait 357 digk1 6rneginde 23 (%6.4) E. faecium ve 7 (%2)
E. faecalis izole ettiklerini rapor etmislerdir. Bu ¢aligma-
da ise Van Golii Havzasi’ndaki sulak alanlarda 500 ya-
bani mart1 digki orneginde enterokok etken izolasyonu
yapildi. Yapilan izolasyon sonucunda 119 enterokok tiirii
elde edildi. Bu etkenlerin yapilan identifikasyonunda 78
(%65.5) E. faecalis, 21 (%17.6) E. faecium, 10 (%8.4) E.
hirae, 7 (%5.9) E. casseliflavus/gallinarium, 2 (%1.7) E.
raffinosus ve 1 (%0.8) E. durans tespit edildi. Yapilan
calismalardaki izolasyon oranlarindaki bu farkliligin,
secilen kanath hayvan tiirli ve kullanilan farkli izolasyon
yontemleri ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Yabani kanatlilardan izole edilen enterokok tiirle-
rinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda, farkli antibiyotiklere
kars1 diren¢ meydana geldigi belirtilmistir (28, 37). Bu
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konuyla ilgili Radhouani ve ark. (31) yaptiklar1 ¢alisma-
da, vanA geni igeren izolatlarin tamaminin vankomisine
ve teikoplanine yiiksek direngli oldugu, bununla birlikte
tiim izolatlarin tetrasikline ve eritromisine direngli oldu-
gu tespit edilmistir. Arastirmacilar bu suslarin %83.3 niin
siprofloksasin ve ampisiline ayni anda direngli oldugunu,
%16.6’simn1in ise kanamisine direngli oldugunu bildirmis-
lerdir. Oravcova ve ark. (28) yaptiklari ¢alismada, elde
ettikleri izolatlardan %71’inin bir veya daha fazla ilaca
direng gosterdigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, izolat-
larin %32.3’{iniin gentamisine ve %30.6’sinin tetrasikline
kars1 direncli oldugu bildirmislerdir. Bu ¢aligmada, en
yiiksek direncin sefadroksil (%99.2), amikasine (%95) ve
sefpodoksim (%92.4), oldugu ortaya konuldu. En diisiik
direncin ise imipeneme (%0.8) ve ampisiline (%1.6)
oldugu tespit edildi. Antibiyotik direnglerindeki bu fark-
liligin, yabani kanatlilarin bulunduklar1 kontamine ¢evre-
de farkli antibiyotiklere direngli enterokok tiirlerine ma-
ruz kalma durumlari ile iligkili oldugu disiiniilmektedir.

Yabani kanatlilarda viriilens faktorleriyle ilgili ce-
sitli ¢aligmalar yapilmistir (15, 31). Radhouani ve ark.
(31) tarafindan yapilan ¢alismada, enterokok tiirlerine ait
virulans faktorleri degerlendirilmis, higbir izolatin esp
geni tasimadigi belirlenmistir. Giilhan ve ark. (15) yap-
tiklar1 ¢alismada, yabani 6rdek ve martilardan elde ettik-
leri enterokok tiirlerinde cesitli viriilens faktorleriyle
ilgili aragtirmalar yapmuslar, elde ettikleri E. faecium
izolatlarinin %78.3’1iniin jelatinaz, %17.4’liniin sitolizin,
%38.7’sinin agregasyon faktor; E. faecalis izolatlarinin
%57.1°1nin jelatinaz ve sitoloizin, %14.3’{inlin agregas-
yon faktor agisindan pozitif bulmuslardir. Arastirmacilar
elde ettikleri enterokok izolatlarinda esp geni varligini
aragtirmamislardir. Bu ¢alismada yabani martilardaki esp
geni molekiiler olarak ilk kez analiz edildi. PZR yontemi
ile yapilan esp geni taramasinda 119 izolatin higbirinin
bu geni tagimadigi belirlendi. Diinya capinda yabani
kanatlilarda bulunan sonuglar ile bu ¢alismadaki sonuglar
arasinda bir farklilik goriilmemistir. Yaban hayat igeri-
sinde esp geni tasiyan enterokok tiirlerine maruz kalma
durumunun ¢ok az oldugu diistiiniilmektedir.

Yabani kanatlilarda, tavuklarda oldugu gibi vanA,
vanB, vanC (C1-C2-C3) genleri gesitli g¢aligmalarda
arastirllmistir (28, 31). Radhouani ve ark. (31) yaptiklari
calismada, %18.2 VRE izole edilmis, E. durans’in baskin
tir oldugu ortaya konulmus ve izolatlarin vanA geni
tasidig1 rapor edilmistir. Bununla paralel olarak Oravco-
va ve ark. (28) yaptiklari ¢alismada, elde ettikleri izolat-
larin %75.8’inde vanCl1, %12.9’unda vanA, %]1.6’sinda
ise vanC2 geni tespit etmislerdir. Arasgtirmacilar vanA
geni tespit edilen VRE izolatlarmin tamamimmn E. fa-
ecium oldugunu bildirmislerdir. Ayrica izolatlarin higbi-
rinin vanB geni tagimadigini ortaya koymuslardir. Bu
calismada 5 (%41.7) E. faecalis ve 3 (%25) E. faecium
izolatimin, vanA ve 4 (%33) E. casseliflavus/gallinarium

izolatinin vanC1 geni tasidigi tespit edildi. Bununla bir-
likte izolatlarin higbirinin vanB ve vanC2/3 genlerini
icermedigi belirlendi. Diinya ¢apinda martilarla ilgili ilk
kez vankomisin direng geni tasiyicilik oranlari ortaya
konulmustur. Bundan dolay1 elde edilen oranlar farkli
yabani kanatli hayvanlara ait bulgularla tartigilmistir.
Yabani kanatl hayvanlarin arasindaki sonug farkliliklari-
nin maruz kaldiklar1 hayvan ile insan populasyonlar1 ve
beslenme sekilleri sonucunda olustugu diistiniilmektedir.

Marti ve tavuk digkilarindan izole edilen enterokok
tirlerinin gosterdikleri farkliliklar, istatistiksel sonuglar
dikkate alinarak calismada ortaya konuldu. Tavuk diski
orneklerinden 192 enterokok tiirii izole edilirken marti
diskt orneklerinden 119 enterokok tiirii izole edildi. Bu
farkliligin yapilan istatiksel analiz sonucu 6énemli oldugu
ortaya konuldu. Tavuk ve martilardan izole edilen E.
faecium (%57.3, %17.6) ve E. faecalis (%21.3, %65.5)
oranlar1 arasinda farkliligin yapilan istatiksel analiz so-
nucu 6nemli oldugu ortaya konuldu. Istatiksel analiz
sonucunda olusan bu farkliligin yasam sekli, beslenme,
farkli bolgelerdeki insan ve hayvan popiilasyonlarina
maruz kalma durumu gibi faktorlerin etkili oldugu diisii-
niilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Van Golii Havzasi ve
cevresinde bulunan koy tavuklart ve martilarin ¢oklu
antibiyotik direngli enterokok yoniinden 6nemli tastyici-
lar oldugu belirlendi. Koy tavuklar: ve martilardan izole
edilen antibiyotiklere direngli enterokok suslarinda farkli
van genlerinin varlig1 ortaya konuldu. Antibiyotik direng
genlerine sahip enterokok tiirlerinin, digki ile kontamine
tavuk gidalar1 ve mart1 digkisina temas yoluyla insanlara
aktarabilecegi riski ongoriildii. Martilarin uzun mesafeler
ucabilmesi, su ve karada yasamasi, diger yabani hayvan-
larla ayn1 ortami paylagsmasi ve insan popiilasyonuyla en
cok iligski kuran hayvanlar olmasi bu riski daha da artira-
cagl disiiniildi. Koy tavuklart ve yabani kanatlilarda
antibiyotiklere kars1 direncin olusmasi ve bakterilerdeki
antibiyotik direngliliginin engellenmesi i¢in, ¢cok merkez-
li epidemiyolojik ¢alismalar yapilarak patojen ve flora
bakterilerindeki antibiyotik diren¢ durumunun siirekli
takip edilmesi gerekmektedir.
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