Animal Health Prod and Hyg (2015) 4(2) : 411 - 414

Animal Health, Production and Hygiene

www.aduveterinaryjournal.com

Arastirma Makalesi

Aydin ilinde Bulunan Yumurtaci Tavuklarda indikator Bakterilerin identifikasyonu ve
Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Gokhan Ege?, Osman Kaya?

1 Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tiirkiye, ?Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dall, Isikli, Aydin, Tiirkiye

OZET

Ozbilgi/Amag: Bu arastirmada Aydin ilindeki yumurtaci tavuk kiimeslerinden toplanan 200 adet kloakal svap 6rneginden
Escherichia coli ve Enterokok tirleri ve antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Materyal ve Metot: Alinan érnekler soguk zincir alinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin
Teshis laboratuarina getirilmis ve besiyerlerine ekimleri yapiimistir. Daha sonra 37 2C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir. Yapilan
Gram boyama sonrasi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler ayirt edilmis ve izole edilen bu bakterilerin biyokimyasal yéntemlere
gore identifikasyonu gergeklestirilmistir. Antibiyotik duyarliliklarinin tespiti igin disk difizyon metodu kullaniimistir.

Bulgular ve Sonug: Alinan érneklerden 21 (% 10)’inden E. faecalis, 24 (% 12)’Unden E. faecium ve 40 (% 20)'indan E. coli izolasyon
ve identifikasyonu biyokimyasal ve karbonhidrat fermentasyon testlerine gére gerceklestirilmistir. Antibiyogram sonuglarina goére
E. faecalis’in tetrasiklin (% 78) ve kanamisine (% 90), E. faecium’un kanamisine (% 67), E. coli’nin ise penisilin-novobiosine (% 100)
yuiksek oranda direngli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, penisilin novobiosin, amoksisilin-klavulanik asit ve gentamisine E. faecalis’in,
penisilin novobiosin ve amoksisilin-klavulanik asite E. faecium’un, florfenikol ve gentamisine karsi E. coli izolatlarinin tamaminin
duyarlh olduklari sonucuna varilmistir. E. faecalis enfeksiyonlarinda penisilin-novobiosin, gentamisin ve amoksisilin- klavulanik asit,
E. faecium enfeksiyonlarinda penisilin-novobiosin ve amoksisilin- klavulanik asit, E. coli enfeksiyonlarda ise gentamisinin tercih
edilmesi, karsilasilan bakteriyel kokenli hastaliklarin etkili bir sekilde tedavi edilmelerine olanak saglayacaktir.

Anahtar Sézciikler: E. coli, E. faecium, E. faecalis, bakteri izolasyonu, antibiyotik direnci

The Identification of Indicator Bacteria and Determination of Their Antibiotic Susceptibility in
Laying Hens in Aydin Province

ABSTRACT

Background/Aim: The aim of this study was determination of isolation and antibiotic susceptibility of E. coli and Enterococcus
species from 200 cloacal samples which were collected from hen laying poultry houses found in Aydin province.

Material and Method: The samples were brought to The Routine Diagnostic Laboratory of Microbiology Department, Veterinary
Faculty, Adnan Menderes University under cold chain. Then was allowed to incubate for 24 hours at 37 2C. After that, Gram positive
and Gram negative bacteria are separated by using Gram Staining and isolated bacterias were identified based on biochemical
assays. Disc diffusion method was used for the detection of antibiotic susceptibilities.

Results and Conclusion: A total of 21 (10 %) E. faecalis, 24 (12 %) E. faecium and 40 (20 %) E. coli isolation and identification were
made from a total, upon biochemical properties and carbonhydrate fermentation tests. According to antibiogram test results it
was revealed that, E. faecalis was highly resistant to tetracyclin (% 78) and kanamycin (% 90), E faecium was was highly resistant
to kanamycin (% 67) and E. coli was highly resistant to penicilin novobiocin (% 100). Besides, it was revealed that E. faecalis
was totally susceptible to penicilin novobiocin, amoxycillin clavulanic acid and gentamicin, E. faecium was totally susceptible
to penicilin novobiocin and amoxycillin clavulanic acid, E. coli isolates were totally susceptible to florfenicol and gentamicin.
Preference of penicillin-novobiocin, gentamicin and amoxycillin-clavulanic acid for E. faecalis infections, penicillin-novobiocin and
amoxycillin-clavulanic acid for E. faecium infections and gentamicin for E. coli infections will allow the effective treatment for
encountered bacterial infection.
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Giris
Patojenik mikroorganizmalar insanlarda
hastaliklara neden olabilmektedirler.

ve hayvanlarda
Cok sayida patojen

bakterinin  bulunmasi  ve bunlarin  dizensiz olarak
sagllmalarindan dolayr direkt tespit edilmeleri zordur.
Bu amagla indikator bakteriler patojenlerin varligini
ortaya koyabilmek igin kullanilmaktadirlar. Hayvanlarin

bagirsak florasinin dogal konakgisi olan indikatér bakteriler
antibiyotiklere direnglilik genlerinin zoonotik patojenlere
aktarilmasina neden olabileceklerinden dolayr da 6nem arz
etmektedirler. Ayrica indikatdr organizmalar analiz maliyetlerini
ve karsilasilabilinecek karmasikliklari azaltmaktadirlar (Caprioli
ve ark 2000). indikatér mikroorganizmalar genel mikrobiyal
indikatorler, fekal indikatorler, indeks ve model organizmalar
olmak Uzere Uge ayrilmaktadirlar. E. coli, kimes hayvanlari,
domuzlar, ruminantlar, kopekler, kediler, atlar ve tavsanlar gibi
cesitli evcil hayvan tlrlerinde enterit ve septisemiye yol agan en
o6nemli patojenlerden biridir (Songer ve Post 2015). Bakteriyel
kokenli kanath hastaliklar arasinda kolibasillozun yaygin bir
sekilde gozlenen hastaliklardan birisi oldugu bilinmektedir
(Barnes ve ark 2008). Avrupa’daki yumurtaci tavuk giftliklerinde
1990 yillarinda septisemiye bagli 6limler siklikla gorilen
vakalardan olmustur. (Vandekerchove ve ark 2004). E. coli
kanath hayvanlarin intestinal florasinin dogal konakgisi olsa
da sadece bazi APEC (Avian Patojenik E. coli) suslari hastalik
olusturma yetenegine sahiptir. APEC’in neden oldugu ¢ogu
hastaligin gevresel kosullar ve konaga bagh sekillenen sekonder
enfeksiyonlar olduklari bilinmektedir. Bu faktorler elimine
edildigi takdirde kolibasillozun kiimes hayvanlarinda neden
olabilecegi ekonomik kayiplarin biylik oranda azaltilabilecegi
diisiintilmektedir (Dho-Moulin ve Fairbrother 1999). E. coli’nin
serolojik siniflandiriimasinda lipopolisakkaritteki O antijeni ile
flagelladaki H antijeni esas alinmaktadir. O antijeni serogrubu,
H antijeni ise serotipi belirtmektedir. Ayrica siniflandirma
icin kapsuler antijen (K) de kullaniimaktadir (Songer ve Post
2015). Kanatlilarin kolibasillozis enfeksiyonlarinda genellikle
O antijeninin 01, 02 ve 078 serogruplari siklikla izole edilen
serogruplar olmuslardir (Dho-Moulin ve Fairbrother 1999).
Patojenik E. coli tirleri enfeksiyon tipine goére intestinal ve
ekstraintestinal E. coli patotipleri olarak ayriimaktadir. Diyareye
neden olanintestinal patojenik E. coli (IPEC)’ler, enterotoksijenik
E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), enterohemorajik
E. coli (EHEC), enteroinvazif E. coli (EIEC) ve enteroaggregatif
E. coli (EAEC) olarak siniflandirimaktadirlar. Ekstraintestinal
patojenik E. coli tirleri ise kendi igine Uropatojenik E. coli
(UPEC), septisemiye neden olan E. coli (SePEC), yeni doganlarda
menenjite neden olan E. coli (NMEC) ve kanatli patojenik E. coli
(APEC) olarak ayrilirlar (Kohler ve Dobrindt 2011). Entecococcus
spp. diinya genelinde yayilim gésteren evcil hayvanlarda enterit,
septisemi, mastitis, solunum ve iiriner sistem hastaliklarina
neden olan bakteriler olarak bilinmektedirler. (Songer ve Post
2015). E. faecalis ve E. faecium fermantasyon yoluyla laktik asit
Ureten bakteri olduklarindan bazi peynirlerin tiretiminde starter
kiltir olarak gida sanayisinde kullanilmaktadirlar. Enterokoklar
gida endustrisinde kullanilan isitma, kurutma, dondurma gibi
islemler ve dezenfektanlara karsi direnglidirler. Bu sebepten
dolayr o6zellikle islem goérmis gidalarda koliform bakterilere
gore daha iyi bir fekal kontaminasyon indikatort 6zelligine
sahiptirler. Kanathlarda siklikla izole edilen Enterokok tiirleri
mannitol, sorbitol, L-arabinoz, siikroz ve rafinoz fermentasyon
ozellikleri ile kristal viyole ihtiva eden MacConkey agar da
GUrememeleri ile ayrilmaktadirlar (Wages 1998). Gegmiste
yem katki maddesi olarak yumurtaci ve etlik pilic yemlerine
katilan antibiyotikler bagirsak btlunluginin saglanmasi ve
modern hibritlerin genetik potansiyellerinden maksimum
seviye de yararlanilmasi amaciyla kullaniimaktaydilar (Bozkurt
ve ark 2008). ilk kez Starr ve Reynolds (1951), deneysel amagli
streptomisin ihtiva eden yem karmasi ile beslenen hindilerde

antibiyotik direncinin oldugunu bildirmislerdir. Barnes (1958),
tetrasiklinlerin  bliylitme faktori olarak kullaniimasina
bagli olarak tavuklarda antibiyotik direncinin oldugunu
belirtmisdir. Hayvanlardan insanlara antibiyotik direngliliginin
aktarilabilecegini ise ilk kez Swann (1969) bildirmistir.
Antibiyotiklerin gok uzun bir slre bilingsizce yem katki maddesi
olarak kullanilmalari direngli bakterilerin gelisebilecegi ve
hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin yetersiz kalacagl
dislincesinin olusmasina neden olmustur (Castanon 2007).
Avrupa Birligi Komisyonu artan antibiyotik direncine bagh
olarak biylimeyi ve performansi destekleyici olarak hayvan
yemlerinde kullanilan antibiyotiklerin 1 Ocak 2006 yilindan
itibaren kullanimini yasaklamistir. Ulkemizde ise antibiyotiklerin
kullanimi 21 Ocak 2006 tarih ve 26056 sayili resmi gazetede
yayimlanan teblige (No: 2006/1) gére tamamen yasaklamistir.
Bu galismada, bagirsak florasinin dogal konakgi ve indikator
bakteri olan E. coli, E. faecium ve E. faecalis turlerinin izolasyonu
ve antibiyotiklere duyarliliklarinin belirlenmesi hedeflenmistir.
E. coli, E. faecium ve E. faecalis intestinal sisteme kolonize
olabilmeleri, diskiyla gevreye sacilabilmeleri ve insan sagligi
acisindan da risk olusturabilmeleri agisindan o6nem arz
etmektedirler. Bu sebepten dolayi gelisen kanatli sektoriinde
karsilagilacak  bakteriyel kokenli enfeksiyonlarda tedavi
amach dogru antibiyotiklerin segilmesi Uzerinde hassasiyetle
durulmasi gereken bir durumdur.

Materyal ve Metot
Ornekler

Arastirmada Aydin ilindeki 5 farkli yumurtaci tavuk kiimesinden
alinan 200 adet kloakal svap oOrnegi Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin Teshis
laboratuvarina getirilmis ve besiyerlerine ekimleri yapilmistir.
Arastirmanin yapilmasi agisindan Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 12.08.2014 tarihi ve
VI. Oturum 64583101/2014/092 sayih karara gore sakinca
gorilmemistir.

E. coli ve Enterococcus tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonu

Toplanan numuneler, % 5 koyun kanli agar ve Eosin Methylene
Blue (EMB) agara ekilerek 37°C’de 24 saat inkube edilmistir.
Kanliagarda tireyen kolonilerden 6ze ile alinarak Enterococcosel
agara ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkube edilmistir. EMB
ve Enterococcosel agarda Ureyen kolonilerden preparatlar
hazirlanarak Gram boyama yapilmistir. Boyama sonucunda
belirlenen Gram negatif basillerin oldugu kolonilere indol,
Metil kirmizisi, Voges Proskauer ve Simons Citrate testleri
uygulanmistir.  Gram pozitif koklarin bulundugu kolonilere
ise katalaz ve Pirolidonil Arilamidaz (PYR) testi yapilmistir.
Enterokok tiirlerinin ayrimi igin ise mannitol, sorbitol ve L
arabinoz fermentasyon testleri uygulanmistir (Winn ve ark
2006).

Antimikrobiyal Duyarllik Testi

Antibiyotik duyarllik testinde Mieller-Hinton Agar kullanilarak
disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Antibiyotik duyarlilik
testlerinde penisilin-novobiosin, tetrasiklin, enrofloksasin,
trimetopmrim-sulfometoksazol, florfenikol, amoksisilin-
klavulanik asit, gentamisin ve kanamisin antimikrobiyel
ajanlarini ihtiva eden diskler kullanilmistir. idenfitiye edilen
kaltarlerin saf kulttrlerinden bir 6ze dolusu alinarak 5 ml
Brain-Heart Broth sivi besiyerine inokulasyon yapildiktan
sonra besiyerleri 37°C'de 24 saat inkubasyona birakilmistir.
inkubasyon sonrasi antibiyotik disklerinin etrafindaki inhibisyon
zon caplar oOlgllmis ve bakteriyel etkenlerin antibiyotik
duyarhhklari belirlenmistir (CLSI 2012).
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Tablo 2: Bakteriyel izolatlarin antibiyotik duyarllik oranlari

Table 2: The antibiotic susceptibilities of the bacterial isolates

E. feacalis E. faecium E. coli
Antibiyotikler (n=21) (n=24) (n=40)
S I R S 1 R S I R
Penisilin-novobiosin 21 = - 24 - - = = 40
Tetrasiklin 5 - 16 15 4 5 30 - 10
Enrofloksasin 10 6 5 14 7 3 32 4 4
Bulgular ve digski o6rnekleri alarak E. coli’yi izole etmeye calismiglar

Toplam 200 adet kloakal svap 6rneginin 21 (% 10) adedinden
E. faecalis, 24 (% 12) adedinden E. faecium ve 40 (% 20)
adedinden E. coli izolasyonu gerceklestiriimistir. Orneklerde
bulunan toplam bakteri sayisi Tablo 1’de gosterilmistir.

izolasyon sonrasi yapilan antibiyogram sonuglarina gére E.
faecalis’in tetrasiklin (% 78) ve kanamisine (% 90), E. faecium’un
kanamisine (% 67), E. coli’nin ise penisilin-novobiosine (%
100) yiksek oranda direngli oldugu tespit edilmistir. Calisma
sonunda penisilin novobiosin, amoksisilin-klavulanik asit ve
gentamisine E. faecalis’in, penisilin-novobiosin ve amoksisilin-
klavulanik asite E. faecium’un, florfenikol ve gentamisine karsi
E. coli izolatlarinin tamaminin duyarli olduklari sonucuna
varilmistir.

Tartisma ve Sonug

Gelisen antibiyotik direngliliginin halk sagligi agisindan dnemli
bir sorun oldugu bilinen bir gercektir. Gidalar araciligiyla
hayvanlardan insanlara direngli bakterilerin gecebilecegi ile
ilgili birgok hipotez ortaya atilmistir (Harisberger ve ark 2010).

Antibiyotik direngliligi ile ilgili gegmisten giiniimize birgok
calismayapilmistir. Chenve ark (2014), Cin’ in 17 farkl sehrindeki
yumurtaci kimeslerde vyiurittikleri bir ¢alismada 1993-2013
yillari arasinda enfekte kiimeslerden karaciger, dalak, kan

Tablo 2: Bakteriyel izolatlarin antibiyotik duyarhlk oranlari
Table 2: The antibiotic susceptibilities of the bacterial isolates

ve elde ettikleri pozitif izolatlarin farkli antibiyotiklere olan
direngliliklerini belirlemeye ¢alismiglardir. Calisma sonunda E.
coli'nin ampisiline % 77.2 ve piperasiline % 30, tetrasikline %
90.6, gentamisine % 32.4, trimetoprim-sulfometoksazole ise %
76.9 oraninda direngli olduklari sonucuna varilmistir (Chen ve
ark 2014).

Antibiyotik direngliligi ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada
Yang ve ark (2004), 71 adet tavuktan karaciger 6rnekleri
almislardir. Arastiricilar karaciger érneklerinden izole ettikleri
E. coli suslarinin tamaminin tetrasiklinlere direngli oldugunu,
trimetoprim-sulfometoksazol, enrofloksasin, gentamisin ve
streptomisine direngliligin sirasiyla % 63, % 90, % 30 ve % 80
oldugunu bildirmislerdir. Amoksisilin-klavulanik asite ise bitin
izolatlarin duyarl olduklarini belirtmislerdir (Yang ve ark 2004).

Bogaard ve ark (2002), yapmis olduklari bir ¢alismada etlik
ve yumurtacl kimesleri Enterokok tirlerini izole etmeye
calismislardir. Arastiricilar almis olduklari 6rneklerde Enterokok
tdrlerini identifiye ederek yumurtaci piliglerin % 96’sinin,
etlik piliglerin % 100’Gnin Enterokok tirleri yoninden pozitif
oldugunu belirtmislerdir.

Miles ve ark (2006), tavuklar ile yaptiklari bir calismada
elde ettikleri E. coli izolatlarinin antibiyotik direngliliklerini
belirlemeye calismislardir. izolatlarin % 71.6 oraninda

E. feacalis E. faecium E. coli

Antibiyotikler (n=21) (n=24) (n=40)

S 1 R S ) R S I R
Penisilin-novobiosin 21 - = 24 = = = - 40
Tetrasiklin 5 - 16 15 4 5 30 = 10
Enrofloksasin 10 6 5 14 7 3 32 4 4
Trimetoprim-Sulfometoksazol 16 - 5 16 - 8 30 - 10
Florfenikol 18 3 - 16 8 - 40 - -
Amoksisilin-klavulanik asit 21 - - 24 - - 36 4 -
Gentamisin 21 - - 20 - 4 40 = =
Kanamisin - 2 19 4 4 16 30 - 10
S: Duyarli S:Susceptible

I: Orta derecede duyarh
R: Direngli

I: Intermediate susceptible
R: Resistant
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enrofloksasine, % 17.6 oraninda ise tetrasiklinlere duyarli
olduklarini belirtmislerdir. Ayrica bitiin izolatlarin gentamisine
% 100 oraninda duyarh olduklarini bildirmislerdir.

EFSA (2015), Avrupa ulkelerinde E. coli, E faecalis ve E
feacium’un farkl antibiyotiklere karsi diregliliklerini hazirlamig
olduklari bir raporda sunmustur. Bu rapora gore Fransa’daki
kiimeslerde E. coli'nin gentamisin, tetrasiklin ve streptomisine
direnglilikleri sirasiyla % 1, % 65.8, % 36.8, Almanya’da % 8.3, %
35.2, %54.4, isvicre’de % 0.5, % 23.8, % 15.3, Norvec¢'de % 2.2,
% 7, % 0 oldugu bildirilmistir.

Bu galismada ise E. faecalis’in penisilin-novobiosine duyarhhg
% 100, tetrasikline % 24, enrofloksasine % 48, trimetoprim-
sulfometoksazole % 76, florfenikole % 86, amoksisilin-klavulanik
asite % 100, gentamisine % 100 duyarli bulunmus ve kanamisine
ise E. faecalis'in % 90 direngli oldugu sonucuna varilmistir.
E. faecium’un penisilin-novobiosine % 100, tetrasikline %
63, enrofloksasine % 58, trimetoprim-sulfometoksazole %
67, florfenikole % 67, amoksisilin-klavulanik asite % 100,
gentamisine % 83 ve kanamisine % 17 duyarh oldugu sonucu
elde edilmistir. E. coli’nin tetrasikline % 75, enrofloksasine
% 80, trimetoprim-sulfometoksazole % 75, florfenikole %
100, amoksisilin-klavulanik asite % 90, gentamisine % 100 ve
kanamisine % 75 duyarli bulunurken, penisilin-novobiosine ise
% 100 direngli oldugu belirlenmistir. Miles ve ark (2006)'nin
bulgularinin bizim ¢alismamiz da elde edilen sonuglar ile
benzerlik gosterdigi saptanmistir.

EFSA (2015)'nin sunmus oldugu raporda da Fransa, Almanya,
isvicre ve Norveg de E. coli suglarinin gentamisine direnglilikleri
sirasiyla % 1, % 8.3, % 0.5, % 2.2'dir. Bizim ¢alismamizda da
elde edilen butiin izolatlar gentamisin’e duyarli bulunmustur
ve Fransa, Almanya, Isvicre ve Norveg’deki sonuglarla benzerlik
gosterdigi gorilmektedir. Tetrasikline karsi saptanan direnglilik
ise Fransa’da % 65.8, Almanya’da %35.2, isvicre’de % 23.8,
Norveg'de ise % 7’ dir. Bu galisma sonunda da tetrasiklinlere
direnclilik % 25 bulunmustur ve Isvigre’deki sonuglarin bizim
galismamiz ile benzerlik gosterdigi gdzlenmektedir.

Bu ¢alismada E. faecium’un tetrasikline direngliligi % 21
bulunmus olup ve lisvicre'deki veriler (% 31 direnglilik) ile
benzesmektedir. Bu ¢alismada E. faecalis’in ise tetrasikline
direncliligi % 76 tespit edilmis olup Hollanda’daki (% 80.5)
bulgularla benzerlik gosterdigi gériilmektedir.

E. coli, E. faecalis ve E. faecium kanatli hayvanlarin intestinal
sisteminin dogal konakgisi olmalari, digki ile gevreye sagilmalari
ve antibiyotik direncini diger bakterilere aktarabilmelerinden
dolayl veteriner hekimlikte onem arz etmektedir. Sonug
olarak E. faecalis’ in neden oldugu enfeksiyonlarda penisilin-
novobiosin, gentamisin ve amoksisilin, E. faecium’da
penisilin-novobiosin ve amoksisilin, E. coli’'nin neden oldugu
enfeksiyonlarda ise gentamisinin Oncelikli olarak tercih
edilmesi, karsilasilan bakteriyel kdkenli hastaliklarin etkili bir
sekilde tedavi edilmelerine olanak saglayacaktr.
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