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Ozet: Bu calismada Akdeniz’den izole edilen 158 adet Enterococcus faecalis bakterilerinin 15 farkl
antibiyotige ve dort farkli agir metale karsi direncliligi sirasiyla agar difiizyon ve agar diliisyon
yontemleriyle arastirtlmigtir. Gentamisine (%98.7), siproflaksine (%77.8), imipeneme (%77.2) ve
levofloksasine (%72.8) kars: yiiksek antibiyotik direngliligi bulunurken, en az direnglilik ise vankomisine
(%3.2) minosikline (%13.3) ve kinopristin-dalfopristine (%13.3) kars1 bulunmustur. Coklu antibiyotik
direnglilik (CAD) indeksleri  0.2-0.93 arasinda degismektedir. Birgok izolat farkli agir metal
derisimlerine tolerans gostermistir. Bu sonuglar Dogu Akdeniz’in dnemli miktarda antibiyotik ve agir
metal direngliligi tasiyan Enterococcus faecalis barindirdigini ve bununda halk sagligi agisindan
potansiyel bir risk tasidigini gostermektedir.
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Antibiotic and Heavy Metal Resistance of Enterococcus faecalis
Isolated from Eastern Mediterranean Sea

Abstract: In this study the resistance of 158 Enterococcus faecalis isolates recovered from Mediterranean
Sea to 15 different antibiotics and four heavy metals was investigated by agar diffusion and agar dilution
methods respectively. A high incidence of resistance to gentamicine (98.7%), ciprofloxacin (77.8%),
imipenem (77.2%) and levofloxacin (72.8%), as well as almost an absence of resistance to vancomycin
(3.2%), minocycline (13.3 %) and quinupristin-dalfopristin (13.3%) was found among the isolates.
Multiple antibiotic resistance (MAR) index ranging from 0.2 to 0.93. Most isolates were showed
tolerance to different concentrations of heavy metals. These results suggest that Eastern Mediterranean
Sea has important proportion of antibiotic and heavy metal resistant Enterococcus faecalis and these
bacteria can be responsible a potential risk for public health.
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1. Giris

Enterokok cinsi bakteriler 10-45°C’de iireyebilen, %6.5 NaCI’lii ortamlarda tiremeyi
stirdiirebilen, 60°C’de 30 dakika canli kalabilen bakterilerdir. Ayrica yiiksek pH’da (pH
9.6) %40 safra tuzu iceren ortamlarda iireyebilirler. Fakiiltatif anaerob bakterilerdir.
Sitokrom enzimleri olmadigindan katalaz negatiftirler [1].

Bugiine kadar 32 farkl tiirii bulunan Enterokoklardan E. faecalis ve E. faecium en

onemli tiirler olup insanlarin sindirim sisteminin dogal florasinda bulunmaktadirlar.
Enterokoklar diski kaynakli ve kotii cevre kosullarina karsi dayanikli olmalari nedeniyle
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genellikle gida, bitki, su ve topraktan izole edilmektedirler [2]. Enterokoklar genis bir
konak¢1 dagilimina sahiptirler. Cesitli hayvanlarin ve insanlarin sindirim sisteminde,
agzinda, lireme ve bosaltim sisteminde ve derisi iizerinde bulunabilirler [3]. Canli
organizmalar diginda, yiizey sularindan, akarsulardan, lagim sularindan, topraktan ve
cesitli besin maddelerinden enterokok izolasyonu yapilmistir [4, 5].

Enterokoklarin hastalik yapma 0zelligi az olmasina ragmen, toplum kaynakli ve
ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda onemli etkenlerdir. E. faecalis ve E.
faeciumun bazi suslan tarafindan iiretilen sitolizin insan ve hayvan eritrositleri i¢in
hemolizin aktivitesi gosterir. Ayrica E. faecalis bakterilerinde goriilen biyofilm olusumu
bu mikroorganizmalarin bosaltim sistemine ve kalp kapaklarmma kolonize olmasini
kolaylagtirmaktadir. Bununla birlikte son yillarda Enterokok tiirlerinde amfisilin ve
penisiline kars1 artan direng tedavilerde bu antibiyotiklerin kullanimini sinirlamistir [6].

Giiniimiizde bakteriyel balik patojenlerinin bulagsma yollar1 hakkinda bilgi ¢ok azdir.
Baliklarda bulagmanin direkt temasla ya da mikroorganizma bulagsmis balik yemleriyle
olabilecegi diisiiniilmektedir [7]. Kiiltiir balik¢iliginin gelismesi ve artmasi ile birlikte
baliklarda diger bakteriyel enfeksiyonlarla birlikte Enterokokkal enfeksiyonlarda diinya
capinda biiytik bir problem olmaya baglamiglardir [8].

Bu calismada, Iskenderun Kérfezi kiyr seridi boyunca almnan su orneklerinde
Enterococcus faecalis bakterilerinin izole edilmesi, bunlarin antibiyotik ve agir metal
direnclilik profillerinin ¢ikarilmast amaglanmaistir.

2. Materyal ve Metot

Iskenderun Kérfezi kiyr seridi boyunca farkli noktalardan steril bakteriyolojik su
numune sisesi kullanilarak deniz yiizeyinden 20 cm asagidan deniz suyu Ornekleri
alimmig (100ml) ve soguk zincir korunarak 4 saat igerisinde laboratuvara getirilmistir
[9]. Deniz suyu oOrneklerinden alinan 1 ml su 6rnegi, steril saf su igerisinde seri
sulandirma ile Enterococcus selektif Agar a ekim yapilarak izolasyon saglanmistir. gr/lt
olarak bilesimi: Tripton (Merck) 20; maya o6ziitii (Difco) 5; dekstroz (Merck) 2;
dipotasyumfosfat (Merck) 4; sodyum azit (Merck) 0.4; agar (Difco) 10; 2,3,5-trifenil
tetrazolyum klorid (Sigma) 0.1. Besi yeri igerigi incelendigi zaman alisilageldik
bilesenler diginda goze carpan Sodyum azit Gram negatif bakterilerin besi yeri
ortaminda gelisimini engellerken 2,3,5-trifenil tetrazolyum klorid ise Enterococcus
faecalis tarafindan parcalanarak pembe-kirmizi renkli pigment olusturarak siipheli
kolonilerin se¢imine olanak saglar. Siipheli kolonilerin Gram boyama ve mikroskobik
goriintlilerine ilave olarak pH 9.6’da, %6.5 NaCl'li besi yerinde gelisme
gostermeleriyle izolasyon iglemi tamamlanarak bakterilerin antibiyotik direnglilik
testlerinin ve tanimlamanin yapilabilmesi i¢in Plate count agarda (PCA) (Merck) stok
kiiltiirleri  hazirlanmigtir.  Selektif izolasyonu takiben bakterilerin teshisinin
dogrulanmasi amaciyla VITEK II (Biomerieux, Fransa) tanimlama sistemi kullanilarak
islem gerceklestirilmistir.

Antibakteriyal hassasiyet testleri Mueller-Hinton agar (Difco) kullanilarak disk
diflizyon yontemi ile gergeklestirilmistir [10]. Calismamizda kullanilan antibiyotik
diskleri ve etki degerlikleri su sekildedir. Ampisilin (AM, 10 pg), eritromisin (E, 15
ng), gentamisin (GM, 10 pg), imipenem (IPM, 10 ng), kinopristin\dalfopristin (SYN,
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15 pg), kloramfenikol (C, 30 ng), levofloksasin (LVX, 5 pg), linezolid (LZD, 30 pg),
minosiklin (MI, 30 pg), nitrofurantoin (FM, 300 ng), penisilin (P, 10 pg), rifampin
(RA, 5 pg), siproflaksasin (CIP, 5 pg), tetrasiklin (TE, 30 ng), vankomisin (VA, 30 pg).
Enterococcus faecalis ATTC 29212 kontrol organizma olarak kullanilmistir. Tiim
antibiyotik diskleri, Becton Dickinson (BBL, MD, Amerika) dan temin edilmistir. Her
bakteri izolat1 i¢in 12.5 pg/ml den 3200 pg/ml’ye kadar degisen konsantrasyonlarda
Cd+?, Cu+*, Pb+* ve Mn+* agir metallerini ihtiva eden Mueller-Hinton agar (Difco)
kullanilarak minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Kullanilan dort farkl
agir metal tuzu su formiillere sahiptir; CdCl,.2H,0, CuSO4.5H,O, Pb(NO3), ve
MnCl,.2H20 (Merck). izolatlarn minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK)
degerleri referans olarak kullanilan Escherichia coli K-12’nin MIK degerini gegmisse
direncli olarak sayilmiglardir [11].

3. Bulgular

Calismamizda toplam 158 adet Enterococcus faecalis izole edilmis, bunlarin 15 farklhi
antibiyotige ve 4 farkli agir metale karsi direnclilikleri arastirilmistir. En yliksek
antibiyotik direngliligi gentamisine (%98.7), siproflaksine (%77.8), imipeneme (77.2)
ve levofloksasine (%72.8) karst bulunurken, en az direnglilik ise vankomisine (%3.2)
minosikline (%13.3) ve kinopristin-dalfopristine (%13.3) kars1 bulunmustur. Linezolide
kars1 hicbir izolat direnclilik gosterememistir (Sekil 1). CAD indeksleri arastirildiginda,
CAD indekslerinin 0.2-0.93 arasinda degisiklik gosterdigi, iki izolatin en fazla 14 farkli
antibiyotige direnclilik gosterdigi saptanmistir (Sekil 2). Izolatlarin agir metallere karsi
gosterdigi tolerans, referans bakteri E. coli K-12’nin MIK degerine gore hesaplanmustir.
Referans bakterinin MIK degerleri Tablo 1°de verilmistir. Buna gore tiim izolatlar
referans bakterinin tolerans gosterdigi kadmiyum ve manganez konsantrasyonlarini
gecip bu iki agir metale kars1 %100 tolerans gosterirken, bakira %72.8 ve kursuna kars1
%37.3 oraninda tolerans gdstermislerdir (Sekil 3).
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Tablo 1. Referans bakteri E. coli K-12 susunun agir metallere karst MiK degerleri

Agir metal MIK Degeri
Kadmiyum 100 pg/mL
Bakir 200 pg/mL
Kursun 1600 pg/mL
Manganez 1600 pg/mL
120 -
100 -
S
X 80 -
=
S 60
=
3 40 -
S
” 20-
0 T T T 1
€ ) z 5
= & @ £
: 3 =
< =
Agir metaller
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4. Tartisma ve Sonug¢

Yapilan calismada farkli antibiyotik siniflarina karsi direnglilik farkli bulunmustur. En
yliksek direnclilik gentamisine kars1 tespit edilmistir. SAVASAN vd. [12] balik kokenli
Enterococcus faecalis suglarimin antibiyotik direnglilikleri {izerine yapmis olduklari
calismada izolatlarin, siprofloksasin, eritromisin, tetrasiklin, streptomisin, ampisilin,
gentamisin, penisilin ve vankomisine sirasiyla %34.6, %3.8, %3.8, %96.1, %11.5,
%92.3, %11.5 ve %3.8 oraninda direncli olduklarin1 bulmuslardir. Gentamisine direng
bu caligmada da yiiksek c¢ikmistir. Yine bu calismaya benzer olarak calismamizda
vankomisine direnglilik ¢ok diisiik ¢ikmistir. Ancak enterokoklarda gittikce artan
vankomisin direncliligi nedeniyle antimikrobiyal tedavi basarisiz olmakta ve bu da
enfeksiyonlardaki yiiksek Oliim oranmin baslica nedenlerinden birisi olarak
gosterilmektedir [13].

Farkli calismalar penisiline karst olan direngliligi farkli degerlerde gostermektedir.
AKINCI vd. [14] yapmis olduklar1 calismada kan, idrar, yara, apse gibi materyallerden
70 enterokok izole ederek, bunlarin %70’ini E. faecalis olarak belirlemislerdir ve
suslarinin tiimiinii penisiline kars1 hassas bulmuslardir. Yugoslavya’da MIROVIC vd.
[15] yaptiklart ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen E. faecalis suslarinda
penisilin diren¢g oranim1 %0.9, TOUTOUZA vd. [16] ise izole ettikleri E. faecalis
suslarinda penisilin direnci oranimi %75.8 olarak saptamiglardir. Caligmamizdaki
%27.2°s1 penisiline kars1 direngli olarak saptanmistir. Antibiyotiklerin uygunsuz ve
gelisiglizel kullanimi ile gerek toplum kokenli gerekse hastane kokenli direngli
mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlarda ciddi tedavi sorunlar1 yaganmaktadir. Bir
antibiyotige direncli olan etken kisa siirede birden ¢ok ilaca karsi da direng kazanmakta
ve bu cogul direngli mikroorganizmalar hizla ortama yayilmaktadir [17]. Hastane,
endiistriyel ve zirai atiklarin verildigi sularin direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasinda
biiylik rol oynadigi, bilinmektedir. Antibiyotiklere ve agir metallere direncli bakterilerin
ozellikle sucul ortamlarda gen transfer yontemleriyle hassas bakterilere antibiyotik ve
agir metal direngliligi kazandirmaktadir. Plazmitler ve transpozonlar bu olayda en
biiylik genetik etkenlerdir.

Coklu antibiyotik direngliliklerine bakildiginda 28 (%17.7) izolatin on farkl
antibiyotige kars1 direnglilik gosterdigi saptanmistir. MATYAR vd. [18] deniz
suyundan izole ettikleri bakterilerde izolatlarin %16.7’sinin dort farkli antibiyotige karsi
direncli olduklarin1 bulmuslardir. Birgok toksikolojik ¢alismada farkli ortamlardan izole
edilen bakterilerin agir metal hassasiyeti ve ya direncliligi arastirilmistir [19, 20]. Cogu
calisma g¢evredeki agir metallerin mikrobiyal topluluklarda ¢esitli modifikasyona sebep
oldugunu ortaya koymaktadir [21].

Iskenderun Kérfezi liman &zelligi olmasi nedeniyle ticarette anahtar rol oynayan bir
bolgemizdir. Korfez kiyisinda kurulmus demir ¢elik fabrikalari, giibre fabrikasi, rafineri
ve termik santral korfezin endiistriyel olarak kirlenmesinde biiyiik rol oynamaktadir.
Calismamizda izole edilen toplam 158 izolatin tamami kadmiyum ve manganeze karsi
direncli olarak saptanmistir. Kursun ve bakira kars1 goriilen direng degerleri ise sirasiyla
%37.3 ve %72.8’dur. Bakir mikroorganizmalarin ¢ogu icin gerekli bir kofaktddiir,
bununla birlikte (Cu®") serbest iyonik formu yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir. Bu
cift etki altinda, bakterilerin orta seviyelerdeki hiicre i¢i konsantrasyonlarda
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yasayabilme yetenegi soz konusudur. Baz tiirlerde bakir direngliliinin genetigi, civa
direngliligi kadar iyi anlagilamamis olmasina ragmen, operonlar igindeki genler
tanimlanarak (6rnegin; E. coli, Enterococcus hirea,) bu genlerin regiilasyonunun,
pompa sistemi ve bakir baglama sistemleri ile yakindan ilgili oldugu ortaya konmustur.
Son yillarda hizli niifus artist ve hizli endiistrilesme sonucu 6zellikle sucul ortamda
toksik agir metal seviyesinin arttigin1 gosteren bir¢cok ¢aligmanin yapilmistir [22, 23].

Calismamizda elde ettigimiz bulgular dogrultusunda Iskenderun Kérfezi deniz suyunun
barindirdig1 E. faecalis bakterilerin yiiksek diizeyde coklu antibiyotik direngliligi
tagimasi, ayrica agir metallere karsi yiiksek oranda tolerans gostermeleri korfez suyunun
hastane ve endiistriyel atiklarla fazla miktarda kirlenmis olabileceginin gostergesidir. Bu
bakterilerin 6zellikle tedavide sik kullanilan antibiyotiklere kars1 direngli olmalar1 sorun
teskil edebilir. Bolge yerel yonetiminin ve bdlge halkinin antibiyotik kullanimi
acisindan uzman kisiler ya da hekimler tarafindan bilgilendirilerek bilingli antibiyotik
kullanimi1  saglanabilir. Ulkemizde ¢ogu zaman, basta iist solunum yolu
enfeksiyonlarinda hekime danisilmadan eczanelerden antibiyotik alinmasinin Oniine
gecilmesi baska bir 6nlem olarak sayilabilir. Ayrica endiistriyel atiklarin sucul ortamlara
verilmesinde daha dikkatli olunmasi ya da bu yolu segenler i¢in yaptirimlar getirilmesi
bagka bir 6nlem olarak sayilabilir.
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