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Balik kokenli Enterococcus faecalis suslarimin antibiyotik
direnclilikleri
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Ozet: insan ve hayvanlarda komensal olarak bulunan enterokoklar, belirli kosullarda hastaliklara neden olabilirler. Kiiltiir
balik¢iligimin gelismesi ve artmasi ile baliklarda diger bakteriyel infeksiyonlarla birlikte enterokokkal infeksiyonlar da biiyiik bir
problem olmaya baslamiglardir. Enterokoklar, dogadaki genis dagilimlari, yiiksek diizeyde antibiyotik direnclilikleri ve neden
olduklart infeksiyonlardaki yiiksek mortaliteleri ile ilgi ¢eken mikroorganizmalardir. Bu c¢aligmada, baliklardan izole edilen
Enterokoklarin vankomisin ve diger antibiyotiklere karsi direncliliklerinin belirlenmesi amaglandi. Calismamizda Ege Bolgesinde
hasta ve Olii baliklardan izole edilen 26 Enterococcus faecalis susu kullanildi. E. faecalis suslarmin siprofloksasin, eritromisin,
tetrasiklin, streptomisin, ampisilin, gentamisin, penisilin ve vankomisin duyarliliklar1 agar-disk difiizyon teknigi ile incelendi.
Vankomisin direngli enterokoklarin (VRE) vankomisin direng fenotipleri agar dilusyon ydntemi ile belirlendi. Incelenen E. faecalis
suslari, siprofloksasin, eritromisin, tetrasiklin, streptomisin, ampisilin, gentamisin, penisilin ve vankomisine sirastyla %34.6, %3.8,
%3.8, %96.1, %11.5, %92.3, %11.5 ve %3.8 oraminda direncli bulundu. Incelenen 26 sustan 1’inin (%3.8) vankomisine direngli
oldugu saptandi. Bu susun vankomisin direng fenotipinin vanA oldugu belirlendi. Bu bulgular, baliklarda streptomisin, gentamisin ve
siprofloksasine direncli suslarin yaygin olarak bulundugunu; diisiik oranda da olsa vankomisine direngli sus bulunmasi, baliklarin
VRE kaynag: olarak dikkate alinmasi gerektigini gosterdi.
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Antimicrobial resistance in Enterococcus faecalis from fishes

Summary: Enterococci, which are found as commensal in animals and human, can cause infections in definite conditions.
The improvement and increment of aquaculture cause to happen a big problem for not only the other bacterial infections but also
enterococcal infections in fishes. Enterococci are interesting microorganisms owing the wide range of distribution in nature, high
level of antimicrobial resistance, and high mortality rates in enterococcal infections. The aim of this study was to determine the
resistance to vancomycin and other antimicrobials in fish isolates of enterococci. Twenty six Enterococcus faecalis strains which
were isolated in sick and dead fishes were used in study. Ciprofloxacin, erythromycin, tetracycline, streptomycin, ampicillin,
gentamicin, penicillin, and vancomycin susceptibility of E.faecalis strains were examined with agar disc diffusion techniques. The
vancomycin resistance phenotype of vancomycin resistant enterococci (VRE) was determined by agar dilution method.
Ciprofloxacin, erythromycin, tetracycline, streptomycin, ampicillin, gentamicin, penicillin and vancomycin resistance of E.faecalis
strains were found as 34.6%, 3.8%, 3.8%, 96.1%, 11.5%, 92.3%, 11.5%, and 3.8%, respectively. One of the 26 E.faecalis strains
(3.8%) was found as vancomycin resistant (VRE) and the vancomycin resistance phenotype of this strain was determined as VanA.
These findings showed that ciprofloxacin, streptomycin and gentamicin resistant E.faecalis strains were prevalent in fishes. Despite
of the low proportion, the presence of a vancomycin resistant E.faecalis strain suggested that fishes must be considered as VRE
source.
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Giris

Enterokoklar genis bir konak¢i dagilimina sahip-
tirler. Cesitli hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal
kanalinda, agzinda, genital ve {iriner sisteminde ve derisi
tizerinde bulunabilirler (4,16). Canli organizmalar diginda,
ylizey sularindan, akarsulardan, lagim sularindan,
topraktan ve ¢esitli besin maddelerinden enterokok
izolasyonu yapilmistir (10,13). Veteriner hekimlik
alaninda enterokoklar tizerindeki ilgi son yillara kadar,
insan hekimligine gore daha az olmustur. Bunda, salgin

veya epidemilere neden olmamalari, hayvanlarin nosoko-
mial infeksiyonlara nisbeten daha direngli olmalar1 rol
oynamaktadir.  Ancak, insanlarda  enterokoklarin
O6neminin anlagilmast ve Ozellikle vankomisin direngli
enterokoklarin bulasmasinda hayvanlarin rolii ortaya
ciktiktan sonra bazi arastirmalar yapilmistir. Bunun sonu-
cunda, cesitli hayvanlarin sporadik infeksiyonlarindan,
ozellikle kiigiik hayvanlarin veya ev hayvanlariin
nosokomial infeksiyonlarindan enterokoklar izole
edilmeye baslanmistir (5,17). Ayrica, Enterococcus
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seriolicida tatli su baliklarinda septisemik infeksiyona
neden olmaktadir (17). Giiniimiizde bakteriyel balik
patojenlerinin epizootiyolojisi hakkinda bilgi ¢ok azdir.
Baliklarda bulagmanin direkt temasla ya da kontamine
balik yemleriyle olabilecegi diistiniilmektedir (17).

Enterokoklarin yol agtiklart infeksiyonlarin ciddi
boyutlara ulagsmasinin, 6liim oraninin yiiksek olmasinin
ve dolayisiyla lizerlerinde gittikce artan ilginin en 6nemli
nedeni antibiyotik direnglilikleridir (8,18,19). Entero-
koklar klinik mikrobiyolojide antibiyotik direngliliginin
en c¢ok izlendigi mikroorganizmalarin basinda gelmekte-
dir. Baz1 vakalarda, enterokok susunun gogul direngliligi
nedeniyle hi¢ bir tedavi segenegi
Enterokok suslari, ampisilin ve sefalosporin gibi f-
laktamlara, diisiik konsantrasyondaki aminoglikozidlere,
klindamisine, florokinolonlara ve trimethoprime intrinsik
olarak direnclidirler (3,12). Glikopeptid yapisindaki
antimikrobiyal maddelerden olan vankomisin, diger
antibiyotiklere direngli enterokok suslarindan ileri gelen
ciddi infeksiyonlarda bagvurulacak son tedavi segenegi-
dir. Ancak enterokoklarda gittikge artan vankomisin
direngliligi nedeniyle antimikrobiyal tedavi basarisiz
olmakta ve bu da infeksiyonlardaki yiiksek 6liim oraninin
baglica nedenlerinden birisi olarak gosterilmektedir
(8,11). Fenotipik 6zelliklerine gére VanA, VanB, VanC,
VanD ve VanE olmak {izere 5 tip vankomisin direngliligi
tamimlanmistir  (3). Bu fenotipler vankomisin ve
teikoplaninin belirli MIC smirlar1 i¢ine giren suslari
kapsamaktadir (11).

Son yillarda diinyanin farkl yerlerinden sporadik ve
epidemik balik hastaliklarina neden olan gram pozitif
koklar rapor edilmistir. Kiiltiir balik¢iliginin gelismesi ve
artmasi ile birlikte baliklarda diger bakteriyel infeksi-
yonlarla birlikte enterokokkal infeksiyonlarda diinya
¢apinda biiyiik bir problem olmaya baglamislardir (2,7,9).
Enterokokkosis, hemorajik septisemi ile karakterizedir.
Tipik klinik  belirtiler ise, bilateral eksoftalmi,
operkulumda ve kaudal yiizge¢ kan damarlarinda goriilen
petesilerdir (1).

Ulkemizde Ege bolgesinde hem yurt icine hemde
yurt disina yonelik iiretim yapan isletmeler bulunmak-
tadir. Her gecen giin artan kiiltiir balik¢iliginda, biiyiik
ekonomik kayiplara neden olan hastaliklar giindeme
gelmektedir. Bu arastirmada, bolgedeki isletmelerden
temin edilen baliklardan izole edilen Enterokok
suslarinin vankomisine ve bazi antibiyotiklere karsi
direnglilik durumlarinin belirlenmesi amaglanmustir.

kalmamaktadir.

Materyal ve Metot
Enterokok suslar
Calismada, Ege bdlgesinde canli ve 6li baliklardan

izole edilen 26 E.faccalis susu kullanildi. Suslar
kullanilincaya kadar -20 °C’de sakland.

Besiyerleri ve antibiyotik diskleri

Suglarin {iretilmesinde ve pasajlarinda Brain-Heart
Infusion (BHI) agar (Difco), BHI buyyon, antibiyotik
duyarlilik testlerinde Mueller-Hinton agar (Difco),
suslarin saklanmasi i¢in Nutrient Broth No.2 (Oxoid)
kullanild1.Disk difuzyon testinde, vankomisin (30 pg),
streptomisin (10 pg), tetrasiklin (30 pg), siprofloksasin
(5 pg), eritromisin (15pg), ampisilin (10pg ), penisilin
(10 ng), gentamisin (10 pg) diskleri kullanildi.

Antibiyotik duyarhhk testleri

Baliklardan izole edilen enterokok
antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile
incelendi. Disk difuzyon testinde, incelenen suslarin BHI
buyyondaki 24 saatlik kiiltiirlerinden 0.1 ml alinarak
Mueller-Hinton agara cam bagetle yayildi ve iizerine
antibiyotik diskleri yerlestirildi. Besiyerleri oda 1sisinda
30 dakika siireyle difuzyona birakildiktan sonra, 37°C’de
18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, diskler
cevresindeki inhibisyon zonlart 6l¢iilerek, disk difiizyon
testi standartlarina gdre degerlendirme yapildi. Buna
gore, vankomisin i¢in 9 mm ve alti direngli, 12mm ve
iistli duyarly; streptomisin igin, 11 mm ve alt1 direngli, 15
mm ve Ustli duyarli; tetrasiklin i¢in, 14 mm ve alti
direngli, 19 mm ve iistii duyarly; siprofloksasin icin, 15
mm ve alti direngli, 21 mm ve {istii duyarli; eritromisin
icin, 13 mm ve alt1 direngli, 23 mm ve istii duyarls,
ampisilin i¢in 16mm ve altt direngli,17 mm ve {sti
duyarli, penisilin i¢in 14mm ve alt1 direngli, 15 mm ve
iistll duyarli, gentamisin i¢in12 mm ve alti direngli,15
mm ve TUsti duyarl,13-14 mm intermedier olarak
degerlendirildi.

suslarimin

Vankomisin diren¢ fenotipinin belirlenmesi

Vankomisinin ve teikoplaninin distile su i¢inde iki
katli sulandirmalart yapildi. Bu dilusyonlardan 0.1 ml
almarak, son konsantrasyonlar1 vankomisin i¢in 0.5-1024
pg/ml ve teikoplanin igin 0.25-128 pg/ml olacak sekilde
50°C’de bekletilen Mueller-Hinton agarm 10 ml’sine
katildi. Besiyeri petri kutularina dokiildiikten sonra oda
isisinda 2 saat bekletildi. Incelenen suslarin BHI
buyyondaki 18 saatlik kiiltiirlerinden Mueller-Hinton
agara nokta seklinde ekimler yapildi. Besiyerleri 37°C’de
24 saat inkube edildikten sonra, iremeler incelendi.
Ureme goriilmeyen son antibiyotik dilusyonu MIC olarak
belirlendi. Bu testte vankomisin MIC >64 pg/ml, teikop-
lanin MIC >2 pg/ml bulunan suslar VanA fenotipi olarak
degerlendirildi (3).

Bulgular
Baliklardan izole edilen 26 enterokok susunun
antibiyotiklere duyarliliklart disk difiizyon yontemi ile
belirlendi. incelenen E.faecalis suslari, siprofloksasin,
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eritromisin, tetrasiklin, streptomisin, ampisilin, gentami-
sin, penisilin, vankomisin‘e sirastyla %34.6, %3.8, %3.8,
%96.1, %11.5, %92.3, %I11.5, %3.8 oraninda direngli
bulundu (Tablo). Eritromisin ile yapilan antibiyotik
duyarlilik testlerinde intermedier zon veren suslarin
coklugu dikkat ¢ekti. Coklu antibiyotik direnci
bakimindan suslarin %42.3’1 g, %3.8’1 yedi antibiyoti-
ge direngli bulundu.

Incelenen 26 sustan 1’inin (%3.8) vankomisine
direngli oldugu saptandi.Bu susun direng fenotipi
Vankomisin MIC 512(pug/ml) ve Teikoplanin MIC
8(ug/ml) degerlerine gore VanA olarak belirlendi. Bu sus
ayrica, ampisilin diginda incelenen tiim antibiyotiklere
direngli bulundu.

Tablo. Balik kokenli 26 E.faecalis susunun antibiyotik
duyarlilik profilleri.

Tablo. Antimicrobial susceptibility patterns of 26 E.faecalis
strains from fish.

Antibiyotik duyarlilik

Suslar
E.faecalis 1
E.faecalis 2
E.faecalis 3
E.faecalis 4
E faecalis 5
E.faecalis 6
E.faecalis 7
E.faecalis 8
E.faecalis 9
E.faecalis 10
E.faecalis 11
E.faecalis 12
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E.faecalis 14
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R, direncli; S, duyarls; I, intermedier zon

Tartisma ve Sonuc¢

Gilinlimiizde balik yetistiriciligi onemli bir sektor
haline gelmistir. Son yillarda balik hastaliklarinda
goriilen sporadik ve epidemik infeksiyonlarin 6nemli bir
kismmnin  Gram pozitif koklardan kaynaklandigi
saptanmustir.  Yapilan taksonomik calismalarda balik
hastaliklarina neden olan farkli Gram pozitif kok tiirleri
bulundugu belirtilmigtir. Bu tiirlere 6rnek olarak
Streptococcus iniae, S. difficile, Lactococcus piscium,
Vagococcus salmoninarum ve Enterococcus seriolicida
verilmistir  (6). Balik orjinli streptokok ya da
enterokoklarm 6zelliklerini gésteren Gram pozitif koklar
arasinda olduke¢a yiiksek diizeyde fenotipik heterojenite
bulunmustur. Eldar ve ark. (7), alabaliklardan fenotipik
ve serolojik ozelliklerine gore Enterococcus tiirleri izole
etmislerdir. Enterokoklarla infekte baliklarda septisemi
ve Oliimler gorildiigi bildirilmistir (2).

Enterokoklarin en ilgi ¢eken karakterlerinden birisi,
cesitli antibiyotiklere kars1 gosterdikleri yiiksek orandaki
direnclilikleridir. Bu fenomen ayni zamanda, klinik
enterokok infeksiyonlarindaki yiiksek mortalitenin
nedenlerinden birisi olarak gosterilmektedir (3). Bu
calismada, baliklardan izole edilen Enterokok suslarinin
antibiyotik direng 6zellikleri belirlendi.

Calismada kullanilan streptomisin, siprofloksasin,
tetrasiklin, eritromisin, ampisilin, gentamisin, penisilin
ve vankomisin gibi antibiyotiklerden en az birine direngli
enterokok tiirii veya tlirleri mutlaka bulundu. Tiim
enterokok suslarinin en ¢ok direnglilik gosterdigi antibi-
yotikler ise streptomisin,gentamisin ve siprofloksasin
oldu. Tetrasiklin, eritromisin ve vankomisine direnglilik
nisbeten daha diisiik oranda bulundu. Ayrica, eritromisin
ile yapilan testlerde intermedier zon veren suslarin
fazlaligi, bu antibiyotik i¢in 6ngoériilen intermedier zon
capmin oldukca genis olmasina baglandi. Peterson ve
ark. yaptiklar1 calisgmada E. faecalis’in streptomisine
yiiksek diizeyde direngli oldugunu belirtmislerdir (15).
Thal ve ark. gesitli hayvanlardan izole ettikleri
enterokoklarin, 6zellikle de E.faecium suslarinin ampisi-
lin, streptomisin ve gentamisine tek veya c¢oklu sekilde
direngli olduklarini bildirmislerdir (19). Ayrica Tayland’da
yapilan bir ¢caligmada balik orijinli enterokok suslari (.
casseliflavus, E. faecalis, E. faecium) karsilastirildiginda
en yiiksek eritromisin ve oksitetrasiklin  direnci
E faeciumda bulunmustur (14). Balik orijinli suslarin,
antibiyotiklere direncliligini sistematik sekilde arastiran

baska c¢alisjma bulunamadigi i¢in daha detayli
karsilagtirma yapmak miimkiin olmamustir.
Diger  antibiyotiklerin  disinda,  vankomisin

direncliliginin enterokoklar i¢in 6zel bir yeri vardir.
Ciinkii, ¢ogul direngli enterokok suslarindan ileri gelen
infeksiyonlarda vankomisin son tedavi segenegidir.
Calismamizda vankomisine direngli tek sus VanA
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fenotipinde yer aldi. E. faecalis belirtilen fenotipin ana
tastyicist olarak bilindiginden (3), elde edilen bulgular
temel bilgilere uyumlu bulundu.

Bu calismadan elde edilen bulgular ve smirlt sayida
da olsa literatiir bilgisi, antibiyotik direngliliginin balik
enterokok suslarinda da varoldugunu gdstermektedir. Bu
bulgular baliklarda  streptomisin, gentamisin  ve
siprofloksasine direngli suslarin yaygm olarak bulun-
dugunu ve diisiik oranda da olsa vankomisine direngli sus
bulunmasi, baliklarm VRE kaynagi olarak dikkate
almmasi gerektigini gosterdi.
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