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OZET

Bu calismada, Ankara ve Bolu illerinde bulunan broiler pili¢ ¢iftliklerinden alinan yem ve pili¢ kesimhanelerinden
alinan et érnekleri ile siit Uretimi yapan sigir ciftliklerinden alinan yem ve toplama tanki siit drnekleriyle calisildi. izole
edilen 31 Enterococcus faecium ve 34 Enterococcus faecalis suglarinin ampisilin, penisilin, eritromisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, rifampisin, siprofloksasin, levofloksasin, vankomisin, teikoplanin, nitrofrantoin, gentamisin, streptomisin
ve kuinupristin/dalfopristin diskleri kullanilarak antibiyotik direngliliklerine bakildi. Vankomisin direngliligi, 31 E. faecium
susundan 4’linde (%12.9) ve 34 E. faecalis susundan 3’linde (%8.8) bulundu.

Anahtar Kelimeler: Enterokok, Antibiyotik direngliligi, Yem, Stt

Antibiotic Resistance of Enterococcus spp. Isolated from Food and Feed Samples
ABSTRACT

In this study different feed materials from broiler chicken establishments, meat samples from chicken slaughterhouses
and milk samples of tank bulk from dairy farms in Ankara and Bolu (Turkey) regions were evaluated. Isolated
Enterococcus faecium (31) and Enterococcus faecalis (34) strains were examined for their antibiotic resistance
against ampicillin, penicillin, erythromycin, tetracycline, chloramphenicol, rifampicin, ciprofloxacin, levofloxacin,
vancomycin, teicoplanin, nitrofurantoin, gentamicin, streptomycin and quinupristin/dalfopristin antibiotics. Vancomycin
resistance were found in 4 (12.9 %) and 3 (8.8 %) out of 31 E. faecium and 34 E. faecalis strains, respectively.

Key Words: Enterococci, Antibiotic resistance, Feed, Milk

GiRiS kontamine oldugu anlamina gelmemektedir. E.
faecalis’in fekal ve fekal olmayan turlerini biyokimyasal
Enterokoklar, laktik asit bakterileri icerisinde yer alan bir testlerle ayirmanin mimkin oldugu bilinmektedir [12].
bakteri grubu olup Gram pozitif, fakdltatif anaerobik, 65°C’de 30 dakikalik 1sil islemde canli kalabilirler [17].
katalaz [-], sporsuz, hareketsiz, oval-kok formunda, .
diplokok ya da zincir gérinimundeki bakterilerdir [3, 12, Onceleri Streptococcus cinsi iginde yer alan ve Lancefild
22]. Dogal cevreleri insan ve hayvanlarin bagirsak serolojik D grubuna ait olan bu cins, “fekal steptokoklar”
sistemleri olmasina ragmen, canl organizmalar diginda, olarak kabul edilmekteydi. 1984 yilinda DNA hibritlesme
sularda, toprakta ve c¢esiti besin maddelerinde ve 16S RNA sekans c¢alismalari sonucunda
bulunabilirler [8, 16, 22]. Bu nedenle gidalarda Streptococcus faecium ve Streptococcus faecalis
enterokoklarin bulunmasi gidanin digki ile dogrudan tdrlerinin diger streptoklardan 6énemli derecede farkli
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oldugu tespit edilmis ve Schleifer ve Balz [22] tarafindan
Enterococcus cinsi olarak ayriimigtir [4].

Klasik enterokoklar gida endustrisinde kullanilan isitma,
kurutma, dondurma gibi islemler ile temizlik ve
dezenfeksiyon maddelerine karsi nispeten direnclidir. Bu
nedenle islem gérmis gidalar ézellikle de dondurulmus
gidalar igin koliform bakterilere kiyasla daha iyi bir
sanitasyon ve/veya fekal kontaminasyon indikatori olma
6zelligine sahiptirler. Bir gidada bulunan enterokok
sayisinin yorumlanmasi o gidaya uygulanan iglemle
yakindan iligkilidir. DisUk enterokok sayim sonuclari
islem gbrmemis gidalar i¢in 6nemsiz kabul edilirken
dondurulmus, pisirilmis veya islem gérmis diger bazi
gidalarda 6nemli olabilir. Sit igletmelerinde siklikla
rastlanildiyi  gibi  yetersiz sanitasyon uygulamalari
nedeni ile enterokoklar, isletmelerde alet ve
ekipmanlarin ylzeylerinde yerlesik flora haline gelerek
buralardan surekli olarak gidalara bulasabilirler [12].

Enterokoklar, tek baslarina sigirlarda mastitise sebep
olabildikleri  gibi  diger patojenlerle birlikte de
bulunabilmektedirler. Sigir mastitislerinde etiyolojik ajan
olarak orani %0-21.2 arasinda degisiklik géstermektedir
[18]. Kanath karkaslarinda, sUtte ve hayvan
rasyonlarinda da etkenlere rastlanmaktadir [2, 6, 23]. E.
faecalis ve E. faecium, silaj inokUlantlari olarak
kullanilabilmektedir [12]. Bu calismada, yemlerden,
tavuklardan ve sitten izole edilen Enterokoklarin
antibiyotik duyarliliklarinin tespiti amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Ankara ve Bolu bdlgesinde bulunan broiler pilig
giftliklerinden alinan yem ve pilic kesimhanelerinden
alinan et 6rnekleri ve ayni zamanda sit Uretimi yapan
sigir ciftliklerinden alinan yem ve toplama tanki siit

Enterococcus spp. izolasyon ve identifikasyonu

Ornekler soguk zincir altinda laboratuvara getirilerek
10g tartiimig 90mL maximum recovery diluent (MRD) ile
sulandirilarak homojenize edilmistir. Homojenizasyonu
takiben seri dilisyonlar yapilarak Slanetz Bartley (SB)
agara 100pL aktariimis ve Drigalski spatili ile
yaylimistir. TUm petriler 37°C’de 24 saat inklibasyona
birakilarak, tipik kolonilerden 3 adet segilerek Nutrient
Agara (NA) aktariimis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. NA’da Ureyen Enterococcus spp. API Strep
ile biyokimyasal olarak identifiye edilmistir.

Antibiyotik Direncliligin Belirlenmesi

Antibiyotik direncliligin belirlenmesi amaciyla NA’da
Ureyen kolonilerden alinarak Brain Heart Infusion (BHI)
broth’a pasaji yapiimis ve 37°C’de 18 saat inklibasyona
birakildiktan sonra MRD igersinde 0.5 Mac Farland
olacak sekilde ayarlanarak Mueller Hinton Agar (MHA)
yuzeyine 100pL aktarilarak drigalski spatlll ile yayillmig
ve kurumay! takiben ampisilin, penisilin, eritromisin,

tetrasiklin, kloramfenikol, rifampisin, siprofloksasin,
levofloksasin, vankomisin, teikoplanin, nitrofrantoin,
gentamisin, streptomisin ve kuinupristin/dalfopristin

diskleri yerlestirilmistir. Antibiyotik direnglilik testleri ikili
paralel ekim ile gergeklestiriimis ve tim petriler 37°C’de
24 saat inkilbasyona birakilmistir. inkilbasyonu takiben
disklerin etrafindaki zonlar &lgllerek kaydedilmis ve iki
paralel ekim sonucunun ortalamasi alinarak Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) 2012 [1] kirlma
noktalarina gére degerlendirilmigtir.

PCR: PCR, Lemcke ve Bilte’nin [13] yontemi modifiye
edilerek yapiimistir. Kontrol sus olarak E. faecalis ATCC
29212 ve E. faecium ATCC 19434 kullanildi. Bu
yéntemle VanA ve VanB direng genleri arastiriidi.

ornekleriyle calisiimisgtir. Bu kapsamda 8 adet pili¢ yemi, Arastirmada  kullanilan  primerler ~ Tablo 1’de
40 adet pili¢ eti, 30 adet toplama tanki st érnegi, 10 gOsterilmektedir.
adet st sigin yemi érnegi ile calisiimigtir.
Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler
Gen Amplikon  Primer Oligonlikleotid Sekansi
VanA 377bp vanAl TCT GCA ATA GAG ATAGCC GC
vanB | GG AGT AGC TAT CCC AGC ATT
VanB 529bp vanB | GCT CCG CAG CCT GCA TGG ACA
vanB I ACG ATG CCG CCATCC TCC TGC

BULGULAR

Toplam 88 adet 6rnegi olusturan, yem, sit ve tavuk
etinden ekimler sonucunda izole edilen Enterococcus
spp. izolatlari, APl Strep ile biyokimyasal olarak
identifiye edildi, 31 adet E. faecium ve 34 adet E.
faecalis susunun antibiyotiklere duyarliliklari disk
difiizyon ydntemi ile belirlendi. izole edilen 31 adet E.
faecium susunun 4 tanesi st sigin yemlerinden, 10
tanesi tank sutlinden, 1 tanesi broiler yem 6rneginden
ve 16 tanesi tavuk etinden izole edildi. Ayni sekilde izole
edilen 34 adet E. faecalis susunun 3 tanesi sit sigir
yemlerinden, 11 tanesi tank sutlinden, 3 tanesi broiler
yem ¢rneginden ve 17 tanesi tavuk etinden izole edildi
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(Tablo 2). izole edilen suslarin antibiyotiklere direnglilik
oranlari belirlendi (Tablo 3).

incelenen E. faecium suslarinin vankomisin direngliligine
bakildiginda, yalnizca tavuk etinden izole edilen 16
susun 4’Unde (%25) direnclilik belirlendi. Diger
numunelerden izole edilen suslarda direng gelisimi
bulunmadi (Tablo 2). incelenen E. faecalis suslarinin
vankomisin direngliligine bakildiginda, sit tankindan
izole edilen 11 susun 1’inde (% 9), broiler yeminden
izole edilen 3 susun 1’inde (%33.3) ve tavuk etinden
izole edilen 17 susun 1’inde (%5.9) direnclilik belirlendi.
Sit sidin yeminden izole edilen 3 susta direng
bulunmadi (Tablo 2, 3).
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Tablo 3‘te gorilebilecedi gibi Dinya Saghk Orgiti
tarafindan bildirilen kritik 6neme sahip antibiyotiklerden
Ampisillin, Gentamisin, Tetrasiklin ve Siprofloksasin gibi

insan saglig yéninden kullanimi yaygin antibiyotiklere
de direnglilik kaydedilmistir.

Tablo 2. Cesitli numunelerden izole edilen E. faecium ve E. faecalis suglarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari

Siit Sigin Yem Ormegi

Toplama Tanki St

Broiler Yem Ornegi Pilig Eti

Antibiyotik Ornegi
E.faecium E.faecalis E.faecium E.faecalis E.faecium E.faecalis E.faecium E.faecalis

Ampisillin 1/4 0/3 2/10 1/11 0/ 0/3 8/16 117
Penisillin 1/4 0/3 1/10 0/11 0N 1/3 9/16 517
Eritromisin 3/4 2/3 8/10 711 11 1/3 11/16 117
Tetrasiklin 1/4 2/3 4/10 5/11 0/ 1/3 3/16 15/17
Kloramfenikol 1/4 0/3 0/10 2/11 0/ 2/3 3/16 017
Rifampisin 3/4 1/3 9/10 9/11 0/ 1/3 6/16 4/17
Siprofloksasin 2/4 1/3 7110 3/11 0/ 1/3 2/16 2117
Levofloksasin 3/4 2/3 5/10 3/11 0/ 1/3 8/16 317
Vankomisin 0/4 0/3 0/10 1*/11 0N 1*/3 4*/16 1*/17
Teicoplanin 1/4 0/3 0/10 1/11 0/ 0/3 5/16 317
Nitrofurantoin 3/4 0/3 1/10 0/11 0N 0/3 1/16 2117
Gentamisin 0/4 0/3 0/10 0/11 11 0/3 2/16 117
Streptomisin 3/4 0/3 0/10 0/11 0/ 3/3 9/16 7mnm7
Kuinupristin/ 1/4 13 3/10 01 0/ 2/3 4/16 2117

Dalfopristin

Tablo 3. Cesitli numunelerden izole edilen E. faecium ve E. faecalis suglarinin antibiyotik duyarlilik testi oranlari

Sut Sigin Yem Ornegi

Toplama Tanki St

Broiler Yem Ornegi Pili¢ Eti (%)

Antibiyotik (%) Ornegi (%) (%)
E.faecium E.faecalis E.faecium E.faecalis E.faecium E.faecalis E.faecium E.faecalis
Ampisillin 25 0 20 9 0 0 50.0 5.9
Penisillin 25 0 10 0 0 33.3 56.3 294
Eritromisin 75 66.6 80 63 100 33.3 68.8 5.9
Tetrasiklin 25 66.6 40 45 0 33.3 18.8 88.2
Kloramfenikol 25 0 0 18 0 66.6 18.8 0
Rifampisin 75 33.3 90 81 0 33.3 37.5 235
Siprofloksasin 50 33.3 70 27 0 33.3 12.5 11.8
Levofloksasin 75 66.6 50 27 0 33.3 50.0 17.7
Vankomisin 0 0 0 9 0 33.3 25.0 5.9
Teicoplanin 25 0 0 9 0 0 31.3 17.7
Nitrofurantoin 75 0 10 0 0 0 6.3 11.8
Gentamisin 0 0 0 0 100 0 12.5 5.9
Streptomisin 75 0 0 0 0 100 56.3 411
E:‘I?gg:i'sstti'r:‘/ 25 33.3 30 0 0 66.6 25.0 11.8
Molekiler olarak vankomisin direngliligine bakildiginda, Sit Orneklerinden, Devriese ve ark. [5] vyaptidi

vankomisinde direncli bulunan tim susglarin VanA direng
genine sahip oldugu gérlldi. VanB direng genine
rastlanmadi (Sekil 1).

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada cesitli érneklerden izole ve identifiye
edilen  enterokoklarin  antibiyotik  direngliliklerine
bakilmigtir. Enterokoklarin izolasyonu ve
identifikasyonlari yapilan calismalarda farklilik
gbstermektedir. Bu kapsamda 6zel kromojenik
besiyerleri  kullanilabildigi gibi, daha az selekiif
besiyerleri de kullanilabilmektedir.
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calismada E. faecium oranini %6 ve E. faecalis oranini
%20 bulmustur. Fracalanzza ve ark. [6] 127 enterokok
izole etmisler ve bunlarin %77.9'u E. faecalis, % 1'i E.
faecium geri kalanlar ise diger enterokoklar olarak
identifiye etmislerdir. Tenhagen ve ark. [25] E. faecium
oraninl % 45.2 ve E. faecalis oranini %54.8 bulmustur.
Nam ve ark. [18] 105 enterokok izole etmis ve bunlarin
47’sini (%43.9) E. faecalis, 39'unu (%37.1) E. faecium,
geri kalanlar ise diger enterokoklar olarak identifiye
etmistir.

Tavuk etinden Fracalanzza ve ark. [6] 167 enterokok
izole etmisler ve bunlarin %50.9'u E. faecalis, %3l E.
faecium geri kalanlari ise diger enterokoklar olarak
identifiye etmiglerdir. Turtura ve Lorenzelli [26] izole
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ettikleri enterokoklardan %51.6 oraninda E. faecalis,
%17.2 oraninda E. faecium belirlemiglerdir. Hayes ve
ark. [10] 311 enterokokun 245'ini (%79) E. faecium,
da diger

51'ini (%16.3) E. faecalis, geri kalanini

enterokoklar olarak adlandirmiglardir. Simje ve ark. [24]
43 etten 25'inde (%58.1) enterokok izole etmisgtir.
Bunlarin 230 (%92) E. faecium, 2’'si (%8) digerleri
olarak bildirmislerdir.

Sekil 1. VanA direncinin jeldeki gérintuleri. 1. Pozitif Kontrol,

2. Negatif Kontrol, 3-9. VanA direnci saptanan suslar.

Broiler yemlerinde Martins da Costa ve ark. [14] 23 yem
6rnegi  incelenmis ve tamaminda  enterokok
bulunmustur. Petersson-Wolfe ve ark. [20] 6 farkli sidir
yemiyle yaptiklan bir calismada 4 tanesinden E.
faecium, 2 tanesinden E. faecalis izole etmigledir.
Calismamizda izole edilen enterokoklardan E. faecalis,
E. faecium’'a gore biraz daha fazla oranda bulunmustur.
Bunu destekleyen bir¢ok ¢calisma mevcuttur.

Antibiyotik duyarliik yénlinden yapilan calismalarda
farkliliklar dikkati cekmektedir. Stt érneklerinden yapilan
calismalarda Nam ve ark. [18] E. faecium suslarinda
%83 oraninda tetrasikline, %66 penisiline, %63.8
eritromisine, %25.5 gentamisine E. faecalis suslarinda
%61.5 oraninda penisiline, %56.4 eritromisine, %51.2
tetrasikline, %43.5 gentamisine, direncliligi
belirlemiglerdir. Her iki bakteride de ampisiline ve
vankomisine karsi diren¢ belirlenememisgtir.

Fracalanzza ve ark. [6] tavuk eti ve sigir sdtinden
yaptiklari calismada izole ettikleri enterokoklardan en
cok direngliligin  %31.2 ile tetrasikline oldugunu
bulmuslardir. Bunu %24.1 ile eritromisin, %11.3 ile
streptomisin, %4.3 ile kloramfenikol, %3.9 ile gentamisin
takip etmistir. Vankomisine kargi direng gézlenmedigini
bildirmiglerdir. Bu c¢alismada izole edilen E. faecium
suslarinin  tetrasikline direngliligi %80, E. faecalis
suglarinin ise %32.6 oldugunu bildirmislerdir.

Graham ve ark. [7] kanath yemlerinden yaptiklar bir
calismada E. faecium’a Kkarsl eritromisinde %70,
tetrasiklinde %40 ve penisilinde %10 oraninda direng
oldugunu, E. faecalisa karsl eritromisinde %70,
tetrasiklinde %50 ve penisilinde %5 oraninda direng
oldugunu bildirmislerdir. Martins da Costa ve ark. [19]
izole ettikleri  enterokoklarin  tetrasikline  %69.1,
rifampisine %58.5, eritromisine %52.9, nitrofrontaine
%36.2, kloramfenikole %4.6, siprofloksasine %3.9,
gentamisine %2.7, vankomisine %1.9 ve ampisiline
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%1.2 oraninda direngli oldugunu bildirmiglerdir.
McDermott ve ark. [15] yilinda E. faecium'a karsl
tetrasiklinde %49, linkomisinde %26, kanamisinde %20,
nitrofrontainde %7, siprofloksasinde %3 oraninda direng
oldugunu bildirmiglerdir.

Yapilan galismalarda enterokoklara kargi direnglilikte
tetrasiklinlerin 6ne ¢iktigi gézlenmektedir. Bu ¢alismada
da buna paralel olarak enterokoklara karsi en fazla
direng tetrasiklinlere karsi bulunmustur.

Pattel ve ark. [19] PCR yoéntemi ile 100 enterekok
susundan vankomisin direngliligine bakmiglar ve
63’linde pozitiflik belirlemislerdir. Bu suslardan 10’unda
VanA, 30'unda Van B, 12 susta Van C-1, 6’sinda Van C-
2/3 ve tlinde Van A+Van C-1 belirlemisler, 4’(nde
tanimlayamamislardir. PCR  ydntemi ile suslarin
%56.7’'sinde Van A, % 23.3'Unde Van B ve % 20’sinde
ise Van C direng tipi saptanmistir.

Hassan ve ark. [9] yaptigi bir ¢calismada, broilerlerden
izole ettikleri 140 enterokok susunun 67’si (%48) E.
faecalis, 36’s1 (%36) E. faecium olarak bulmuslar, 67
susun 15inde, 36 susun 23’Unde VanA direnci
saptamiglardir.  Suslarin  higbirinde VanB direnci
bulamamiglardir.

Ribeiro ve ark. [21] sUt ve peynir numunesinden 25 tane
E. faecalis ve 6 tane E. faecium izole etmislerdir. Bu
suslarin %37’sinde VanA geni pozitif bulunmustur. VanB
genine kars! direng bulunamamistir.

Jung ve ark. [11] 100 tavuk etinin 77’sinde vankomisine
direngli enterokok bulmuslar ve bunlarin 44’inde VanA
direnci tespit etmislerdir. Ayni arastirmacilar 1982 st
Orneginin  7’sinde vankomisine direncli enterokok
bulmuslar fakat hi¢ VanA direnci tespit edememislerdir.
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Vankomisin direngliligi ele alindiginda ¢alismamizda 65
enterokok susundan 7 (%10.7) tanesinde direng tespit
edildi. Bu 7 susun Van A geni pozitif oldugu Van B
genine diren¢ bulunmadidi tespit edildi. Calismamizdan
farkli olarak yapilan birgok c¢alismada vankomisin
direncinin genellikle daha yiksek oldugu bildirilmistir.

CGalisma sonuglarina genel olarak bakildidinda, pilic eti
Orneklerinde daha ylksek direnclilik kaydedilmis olup
bunun vyetistirme asamasindaki birgok asamadan
kaynaklandi§i  dusUnulebilir.  Calismamizdan elde
ettigimiz sonuclarin 6zellikle giftlikten sofraya gida
givenligi kapsaminda halk saghgi riski yoninden, ek
olarak hayvan saghdi ve ekonomik katma deger
yéninden ele alinmasi gerekmektedir. Elde edilen
veriler gOstermektedir ki yukarida adi gegen her (g
baslik yoénlinden enterokoklar risk faktorl olarak géz
Onune alinmalhdir.
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