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Anadolu Mandasi Diskilarindan Enterekok Tiirlerinin Izolasyonu ve
Antibiyotik Direncliliklerinin Tespiti*

Sezen AK!, Timur Giilhan?

'Bafra lice Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii, Bafra, Samsun
’Ondokuz Mays Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Samsun

Gelis Tarihi / Received: 13.02.2018, Kabul Tarihi / Accepted: 13.04.2018

Ozet: Enterokoklar normal sindirim sistemi florasinda bulunmakla birlikte, 6zellikle Enterococcus faecalis ve E. fae-
cium gibi tiirler, insan ve ¢ok sayida hayvan tiiriinde 6nemli hastaliklar olusturmaktadir. Mandalarin diger hayvanlarda
oldugu gibi bazi hastaliklarin duyarli hayvan popiilasyonlarina ve insanlara bulastirilmasinda rol oynadiklari bilinmek-
tedir. Bu ¢alismada Samsun ili ve il¢elerinde yetistiriciligi yapilan Anadolu mandalarina ait 1000 disk1 6rnegi enterokok
tiirleri yoniinden selektif zenginlestirme standart kiiltiirel metodu ile incelendi. Orneklerin 100’iinden (%10) E. faecalis,
92’sinden (%9.2) E. faecium, 48’inden (%4.8) E. hirae ve 32’sinden (%3.2) de E. durans olmak iizere, toplam 272
(%27.2) enterokok izole ve identifiye edildi. izolatlar vankomisin ve teikoplanine %2.9, trimetofrin-siilfamethaksole
%3.7, ampisiline %5.1, penisiline %7.4, sefoperazone %38.8, basitrasine %15.4, streptomisine %19.9, amikasin ve gen-
tamisine %20.6, tetrasikline %26.5 ve eritromisine %33.8 oraninda direngli bulundu. izolatlarm 126’sinda (%46.3) iki
ve daha fazla antibiyotige direng tespit edilmesi, ¢ogul antibiyotik direngliligi agisindan énemli olarak degerlendirildi.
Bu aragtirma ile bolgemizde ilk kez Anadolu mandalarina ait digki 6rnekleri enterokok tiirleri agisindan incelendi.
Arastirmadan elde edilen verilerin, yoremizde yapilacak benzer galismalara kaynak teskil edebilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Anadolu mandasi, Antibiyotik direnci, Digki, Enterokok

Isolation of Enterococci Species From Anatolian Buffaloes and Determination of Antibiotic
Resistances

Abstract: Although enterococci found in the normal gastrointestinal flora, especially species such as Enterococcus fae-
calis and E. faecium, cause important infections in people and a large number of animals. Buffaloes as in other animals
known to play a role in certain diseases transmitted to susceptible animals and human populations. In this study, 1000
fecal samples collected from Anatolian buffaloes in breeding Samsun and around were examined for Enterococcus spe-
cies using selective enrichment standard cultural methods. In total 272 (27.2%) Enterococcus including 100 (10%) E.
faecalis, 92 (9.2%) E. faecium, 48 (4.8%) E. hirae and 32 (3.2%) E. durans were isolated and identified from samples.
The isolated strains were found to be resistance to vancomycin and teicoplanin 2.9%, trimethoprim+sulfamethoxazole
3.7%, ampicillin 5.1%, penicillin 7.4%, cefoperazone 8.8%, bacitracin 15.4%, streptomycin 19.9%, amicasin and gen-
tamicin 20.6%, tetracycline 26.5% and erythromycin 33.8%. Of 272 isolates in 126 (46.3%) detecting resistance to two
or more antibiotics was considered significant in terms of multiple antibiotic resistance. Fecal samples obtained from
Anatolian buffaloes were examined first time in our region respect to Enterococcus species. We concluded that the data
obtained this research can constitute a resource to similar studies in our region.
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Giris

Enterokoklar gida endiistrisinde starter kiiltiir ola-
rak da kullanilan 6nemli bir bakteri grubunu olus-
turmaktadir [13]. Enterokok cinsi igerisinde 20°den
fazla tiir bulunmaktadir. Pek ¢ogu probiyotik olarak
kullanilabilecek kadar zararsiz bakteriler olmakla
birlikte bazilari ciddi hastaliklara neden olabilmek-
tedir [7]. Enterokok tiirleri ¢evresel sartlara daya-
nikliligi ile ¢evresel kontaminant bakterilerin basin-

da gelmektedir. Diski ile kontamine ¢ig veya az 1s1-
sal islem gormiis gidalarin tiiketilmesi sonucu sindi-
rim sistemi enfeksiyonlart goriilmektedir [8]. Ayrica
pek cok enterokok tiirii sahip oldugu cesitli viriilens
faktorleri ve antibiyotiklere direnclilik karakterleri
acisindan insanlardaki hastane enfeksiyonlariin
baslica etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir [21].
Enterokoklar normal sindirim sistemi florasinda bu-
lunmakla birlikte, 6zellikle Enterococcus faecalis
ve E. faecium gibi tiirlerin, insan ve ¢ok sayida hay-
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van tiirlinde baz1 6nemli enfeksiyonlara yol agtiklari
ortaya konulmustur. Bazi enterokok tiirlerinin zoo-
notik dneme sahip oldugu belirlenmistir [18].

Manda (Bubalus bubalis), et, siit ve ¢eki hayva-
n1 olarak diinya capinda, 6zellikle belirli iilkelerde
yaygin olarak, yetistirilen bir hayvandir. Evcil ve
yabani formlardan kdken alan mandalarin yakla-
sik 74 rk1 bulunmaktadir. Bu 1rklar kabaca, batak-
lik ve irmak mandalar1 olarak ikiye ayrilmaktadir.
Bataklik mandalar1 yiik hayvani olarak kullanilir-
ken, irmak mandalar1 et ve siit yonlii yetistirilmek-
tedir. Tirkiye’deki mandalar, irmak mandalarinin
bir alt grubu olan Akdeniz mandalarindan kodken
almakta ve Anadolu mandasi olarak tanimlanmak-
tadir. Diinya capinda yaklasik olarak 177 milyon
manda bulunmaktadir. Ulkemizde 158.000 civarin-
da manda yetistirildigi, Samsun ilinde ise yaklasik
20. 000 manda bulundugu bildirilmektedir [2].

Bu calisma, Samsun ili ve il¢elerinde halk
elinde yogun olarak yetistiriciligi yapilmakta olan
Anadolu mandalarina ait digki 6rneklerinde entero-
kok tiirlerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestiril-
di. Enterokok tiirlerinin manda popiilasyonlarinda
sikhig1, yayginhigi ve dagilimi arastirildi. Izolatlarin
farkli tiirden antibiyotik gruplarina olan direnglilik/
duyarhilik 6zellikleri ortaya konuldu.

Materyal ve Metot

Diski Ornekleri: Calismanin materyalini Samsun
ilcelerindeki Anadolu mandalarina ait 1000 adet
diski 6rnegi olusturdu. Bu amagla alinan digk: sa-
yilart ve merkezler Sekil 1 ve Tablo 1’de sunuldu.

Vezirkoprii

Sekil 1. Anadolu mandasi diski 6rneklerinin toplandigi
merkezler

Tablo 1. Anadolu mandas1 diski 6rneklerinin toplandig
merkezler ve diski sayilari

Merkez Manda sayis1 Alian diski sayisi
Bafra 8765 386
Vezirkoprii 2869 140
Alagam 1936 100
Carsamba 1857 80
Terme 1496 80
Ondokuz May1s 1116 50
Kavak 428 30
Ladik 408 20
Asarcik 335 20
Salipazari 206 20
Tekkekdy 148 20
Yakakent 79 20
Atakum 62 10
Canik 42 10
Ilkadim 20 10
Ayvacik 6 4
Toplam 19.773 1000

Besiyerleri ve Test Kiti: Diski drneklerinde
enterokok izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla
azide dextrose broth (ADB, Difco), bile esculine
agar (BEA, Difco), blood agar base (Oxoid), bra-
in heart infusion broth (BHIB, Oxoid), triptic soy
agar (TSA, Oxoid) ve mueller-hinton agar (MHA,
Oxoid) besiyerleri kullanildi. Besi yerleri pros-
pektiislerine uygun olarak hazirlandi. Ayrica siip-
heli kolonilerin L-Pyrrolidonyl-3-Naphthylamide
(PYR) aktivitelerinin belirlenmesinde PYR strip
test kiti (Bioanalyse, Tiirkiye) kullanildi.

izolasyon ve Identifikasyon: Disk1 6rnekle-
rinden enterokok tiirlerinin selektif izolasyonu ama-
cryla digkr 6rnekleri transport ve 6n zenginlestirme
ADB igerisinde 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyondan
sonra, bu besiyerinden bile esculin agar (BEA)’a
ekimler yapilarak ayni sartlarda inkiibasyona bira-
kildi. Eskulin pozitif (siyah renkli) kolonilerden,
Gram pozitif, PYR pozitif, katalaz negatif, kok mor-
folojisinde olanlar % 7 koyun kanli agara ekilerek
saflastirildi. Izolatlar, tiir tayini ve sonrasinda anti-
biyotik duyarliliklarinin belirlenmesi ig¢in % 10’luk
BHI’de -20 °C’de saklandi. izolatlarin tiir diizeyin-
de identifikasyonu amactyla %6.5’luk NaCl’de tire-
me, %0.1 tetrazoliumda iireme, hareket, potasyum
telliirit (%0.04) rediiksiyonu ve arjinin hidrolizi ile
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arabinoz, arbutin, sorbitol, sorboz, sukroz, laktoz,
mannitol, inulin, raffinoz fermantasyon testleri kon-
vansiyonel yontemlere gore yapildi [26].

Antibiyotik Duyarlihk Testi: izolatlarin van-
komisin (30 pg), teikoplanin (30 pg), ampisilin (10

dii. Izolatlarn ¢oklu antibiyotik direng patternleri
Tablo 4’de sunuldu.

Tablo 2. Enterokok tiirlerinin izole edildigi merkezlere
gore dagilimi

ug), amikasin (30 pg), basitrasin (10 ug), eritromi- 2 S 3 S S
sin (15 pg), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg), Merkez 2 S& S§ s £ e £

N Lo 2 &< ST = S =
penisillin (10 pg), sefaperazon (75 pg), streptomisin z : : S g =
(10 pg), tetrasiklin (30 pg), ve trimetofrin-siilfamet- - =
haksol (1.25 ve 23.75 ug) antibiyotiklerine direngli- ~ Bafra 386 20(5.2) 14(3.6) 12(3.1) 10(2.6) 56(14.5)
lik/duyarlilik durumlarinin belirlenmesinde standart ~ Vezirkdprii 140 10(7.1) 8(5.7) 6(4.3) 4(2.9)  28(20)
disk difiizyon teknigi kullanildi [4]. Alacam 100  8(8)  10(10) 4(4) 4(4)  26(26)

Carsamba 80 10(12.5) 8(10)  4(5) 4(5)  26(26)

Bulgular Terme 80 8(10) 10(12.5) 4(5) 2(2.5)  24(30)
: L : o Ondokuz g 100y 8(16)  24)  4®)  24(48)
Izolasyon ve Identifikasyon Sonuclari: [zole edi-  Mayis
len enterokok tiirlerinin digki 6rneklerinin saglandi-  Kavak 30 6(20) 8(26.7) 4(13.3) 2(6.7) 20(66.7)
&1 merkezlere gore dagilimi ve digki sayilari Tablo  Ladik 20 4(20)  4(20) 2(10) 2(10)  12(60)
2’de sunuldu. Asarcik 20 4(20)  2(10)  2(10) 8(40)

Antibiyogram Testi Sonuclar: izole edilen  Salipazan 20  4(20)  4(20) 4(20) 12(60)
enterokok tiirlerinin 12 farkli antibiyotige duyarli-  Tekkekdy 20  4(20)  4(20)  2(10) 10(50)
lik/direnclilik sonuglari Tablo 3°de gosterildi. Izole  Yakakent 20  4(20)  4(20) 2(10) 10(50)
edilen enterokok tiirlerinde ¢ogul antibiyotik di-  Atakum 10 220)  2(20) 4(40)
rengliligi degerlendirildiginde; 272 sustan 126’sin-  canik 10 220)  2(20) 4(40)
da (%46.3) iki ve daha fazla antibiyotife diren¢ jjadim 10 20200 220) 4(40)
tespi‘F edildi. Test edi%en 12 a“ntibiyotik'aen 9’una Ayvack 4 2(50)  2(50) 4(100)
2, 8%ine 2, T’sine 2, 57ine 4, 4’line 10, 3’lne 30 ve o 1000 100010) 920.2) 48(4.8) 3263.2) 272 272)
2’sine de 76 izolatin birlikte direncli oldugu goriil-
Tablo 3. Enterokok tiirlerinin antibiyotik diren¢/duyarlilik patternleri

2 s “»

= Ss 3 - S . S ~ EQ

> S S SRS S ® RN s

LIS 1 i1 it

< S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R (%)
1 VA  96(96) 4(4) 90(97.8) 2(2.2)  48(100) 0(0) 30(93.8) 2(6.2)  264(97.1) 8(2.9)
2 TED 96(96) 4(4)  90(97.8) 2(2.2)  48(100) 0(0) 30(93.8) 2(62)  264(97.1) 8(2.9)
3 AM  90(90) 10(10) 92(100) 0(0) 46(95.8) 2(42)  30(93.8) 2(6.2)  258(94.9) 14(5.1)
4 AN 74(74) 26(26) 80(87) 12(13)  36(75) 12(25) 26(81.3) 6(18.7) 216(79.4) 56(20.6)
5 B 80(80) 20(20) 88(95.7) 4(4.3)  38(79.2) 10(20.8) 24(75) 8(25)  230(84.6) 42(15.4)
6 E  70(70) 30(30) 60(65.2) 32(34.8) 34(70.8) 14(29.2) 20(62.5) 12(37.5) 184(66.2) 88(33.8)
7 GM  76(76) 24(24) 78(84.8) 14(15.2) 38(79.2) 10(20.8) 24(75) 8(25)  216(79.4) 56(20.6)
8 P 84(84) 6(6) 84(91.3) 8(8.7)  44(91.7) 4(83)  28(87.5) 4(12.5) 252(92.6) 20(7.4)
9 CFP 98(98) 2(2)  86(93.5) 6(6.5)  42(87.5) 6(12.5) 22(68.8) 10(31.2) 248(91.2) 24(8.8)
10 S 74(74) 26(26) 82(89.1) 10(10.9) 40(83.3) 8(16.7) 20(62.5) 12(37.5) 218(80.1) 54(19.9)
11 TE 70(70) 30(30) 76(82.6) 16(17.4) 32(66.7) 16(33.3) 22(68.8) 10(31.2) 200(73.5) 72(26.5)
12 SXT 98(98) 2(2) 90(97.8) 2(2.2)  46(95.8) 2(4.2)  28(87.5) 4(12.5) 262(96.3) 10(3.7)
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Tablo 4. izole edilen enterokok tiirlerinde belirlenen cogul antibiyotik direng patternleri

Antibiyotik Sayis1  Antibiyotik Direnc¢ Fenotipi Toplam (n=272)

E. faecalis
(n=100)
E. faecium
(n=92)

E. durans
(n=32)

E. hirae
(n=48)

VA-AM-B-E-GM-P-CFP-S-SXT
AM-AN-GM-P-CFP-S-TE-SXT
AN-B-E-GM-CFP-S-SXT
AM-AN-E-P-S
AN-B-GM-S-TE
AM-AN-E-GM
AN-B-GM-TE
4 AN-GM-S-TE
AN-E-GM-S
B-GM-P-TE
TEI-B-TE
AM-E-TE
AM-GM-S
AN-B-TE
AN-P-TE
AN-CFP-TE
AN-S-TE
B-E-GM

B-E-P
B-GM-TE
B-S-TE
E-CFP-SXT
VA-TEI

TEI-S
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126
%50  %26.1 %62.5 %68.8 %46.3

Toplam
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Vankomisin (VA, 30 pg), Teikoplanin (TEI,
30 pg), Ampisilin (AM, 10 pg), Amikasin (AN,
30 pg), Basitrasin (B, 10 pg), Eritromisin (E, 15
ng), Gentamisin (GM, 10 pg), Penisilin (P, 10 pg),
Sefoperazon (CFP, 75 pg), Streptomisin (S, 10 pg),
Tetrasiklin (TE, 30 pg), Trimetofrin-Siilfamethaksol
(SXT, 1.25 ve 23.75 pg)

Tartisma

Enterokoklar insan ve hayvan barsak florasinin bir
pargast olmalari, gida sektortinde bazi tiirlerin ¢ok
giivenli olmasa da kullaniliyor olmasina ragmen,
zaman zaman Onemli hastalik vakalarindan izole
edilmektedirler. Enterokok tiirlerinin farkli kay-
naklardan izolasyonu ve karakterizasyonu amacrty-
la ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir [3, 6, 7, 10, 11].
Ancak mandalarda enterokok tiirlerinin belirlenme-
sine yonelik calisma sayis1 yetersizdir.

Yabani ve evcil mandalarda zoonoz karaktere
de sahip pek ¢ok etkenin varlig1 ve yayginligi aras-
tirlmastir [12, 17, 16, 19, 20].

Yapilan literatiir incelemesinde, manda diskila-
rindan enterokok tiirlerinin tespitine yonelik c¢alis-
ma sayisinin ¢ok sinirli oldugu goriilmektedir [14,
23]. Diger yandan, yiiriitiilen ¢aligmalar daha ¢ok
manda siitlerinden enterokok tiirlerinin belirlen-
mesine yoneliktir [1, 5, 9, 22, 24, 25]. Mandalarda
yapilan caligmalarin sinirli kalmasmin belki de en
onemli nedenleri; mandalarin spesifik cografik bol-
gelerde lokalize olmasi ve popiilasyonunun iilkeden
iilkeye degiskenlik gdstermesinden kaynaklanabilir.

Yaban hayatindaki mandalarda gerceklesti-
rilen bir ¢alismada [23] incelenen 2 adet disk1 or-
neginden 1’inden (%50) E. hirae izole edilmistir.
Benzer bir arastirmada [14], 35 manda digkisindan
23’1 (%65.7) Enterococcus faecium, 4’1 (%11.4) E.
hirae ve 2’si (%5.7) E. faecalis olmak iizere top-
lam 29 enterokok tiirii izole edilmistir. izolatlarm
15’1 tetrasikline, 10’u siilfamataksasol+trimetopri-
me, 14’linlin eritromisine, 10’unun gentamisine ve
12’sinin de ampisiline direngli oldugu bildirilmistir.

Bu arastirmada, incelenen 1000 diski 6rnegi-
nin 100’tnden (%10) E. faecalis, 92’sinden (%9.2)
E. faecium, 48’inden (%4.8) E. hirae ve 32’sin-
den (%3.2) da E. durans olmak iizere, toplam
272 (%27.2) enterokok izole ve identifiye edildi.
[zolatlar vankomisin ve teikoplanine %2.9, trime-

tofrin-stilfamethaksole %3.7, ampisiline %5.1, peni-
siline %7.4, sefoperazone %38.8, basitrasine %15.4,
streptomisine %19.9, amikasin ve gentamisine %20
.6, tetrasikline %26.5 ve eritromisine %33.8 oranin-
da direncli bulundu. 272 izolatin 126’sinda (%46.3)
iki ve daha fazla antibiyotige direng tespit edilmesi,
cogul antibiyotik direncliligi acisindan énemli ola-
rak degerlendirildi.

Manda digkilarindan enterokok tiirlerinin ay-
rintili olarak aragtirildigi caligmaya rastlanilamadigi
i¢cin bolgemizdeki manda populasyonlarindan izole
edilen enterokok tiirleri ve izolasyon oranlar1 detay-
I1 olarak tartigilamadi. Ancak, konuyla ilgili bilgiye
ulasilan iki literatiir [14, 23] verisindeki oranlarin,
bu calisma bulgularinda daha yiiksek oldugu goriil-
dii. Bu ¢alismada manda diskilariin klinik olarak
saglikli hayvan populasyonlarindan elde edilmis ol-
masi, diger iki ¢alisma verileri ile farklilig1 agikla-
yabilir. Diger yandan ¢aligmalarda kullanilan metot
ve Ornek toplanan cografik bolge farkliliklari so-
nuglari etkileyebilmektedir.

Antibiyotiklere direncli enterokok kdkenli has-
tane enfeksiyonlar1 giincelligini korumaktadir [15].
Bu agidan antibiyotiklere direngli diger bakterilerle
miicadelede oldugu gibi uygun koruma ve kontrol
programlarinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
Antibiyotiklere direngli enterokok tiirlerinin in-
sanlara bulastirilmasinda, insanlarla yakin temas
halinde olan hayvanlar énemli rol oynamaktadir.
Etkenlerde belirlenen ¢ogul antibiyotik direnglilik-
leri, sadece kendi aralarinda degil diger etkenlere
de direngliligin genetik olarak aktarilmasi, artan
patojen Ozelliklerinin insan ve hayvan saghigini ya-
kindan ilgilendirmesi nedeniyle konu ile ilgili daha
ayrintili ¢aligmalarin yapilmasimi zorunlu hale ge-
tirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile bolgemizde ilk kez
Anadolu Mandalarina ait disk1 6rneklerinde entero-
kok tiirlerinin tespiti ve antibiyotik duyarlilik pat-
ternleri incelendi. Bolgemizde yetistiriciligi yapilan
mandalarda enterokok tiirlerinin dagilimi ve ¢esitli-
ligi ortaya konuldu. Diger hayvan tiirlerinde yapilan
calismalarda oldugu gibi baskin enterokok tiirlerin,
E. faecalis ve E. faecium oldugu goriildii. izolatlar
arasinda en fazla direngliligin eritromisin ve tetra-
sikline oldugu belirlendi. Izole edilen 272 entero-
kok susunun 126’sinda (%46.3) iki ve daha fazla
antibiyotige direng tespit edilmesi, cogul antibiyo-
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tik direncliligi agisindan 6nemli olarak degerlendi-
rildi. Daha ileri diizey ¢alismalar ile mandalardan
izole edilen bakterilerin direng patternlerini ortaya
konulmas1 gerektigi kanisina varildi.

Tesekkiir
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