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Amac: Bu calismada, ¢ok ytliksek 16S rRNA benzerligi nedeniyle birbi-
riyle siklikla karistirilan Enterococcus durans ve Enterococcus hirae’nin
mastitisli sigir siit 6rneklerinden izolasyon ve identifikasyonu ayrica
izolatlarin antibiyotik direnclilik profillerinin belirlenmesi amaglandi.

Gerec ve Yontem: Calisma materyalini 620 klinik veya subklinik mas-
titisli stit 6rnegi olusturdu. Enterokok izolasyonu klasik konvansiyo-
nel yontemler ve selektif besiyerleri kullanilarak gerceklestirildi. Cins
ve tiir diizeyinde identifikasyonlar polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile dogrulandi. Sekiz antimikrobiyal ajana kars1 direng disk difiizyon
yontemi ile aragtirildi.

Bulgular: Calismada %15.2 (94/620) oraninda Enterococcus spp. izo-
le edilirken; bunlarin %9.6’sinin (9/94) Enterococcus hirae ve %5.3
(5/94)iniin Enterococcus durans oldugu belirlendi. Toplam 14 izola-
tin ampisilin, penisilin, vankomisin, siprofloksasin ve kloramfenikole
duyarh olduklari belirlendi. Ancak izolatlarin %57.1'i (8/14) tetrasik-
lin, %42.9'u (6/14) eritromisin, %21.4't (3/14) gentamisin direngliy-
di.

Oneri: Enterococcus durans ve Enterococcus hirae gibi klinik 6nemleri
gittikce artan enterokok tiirlerinin identifikasyonunda tiir spesifik pri-
merler kullanilarak gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonunun
(PZR) faydali oldugu sonucuna varildi. Enterococcus faecalis ve Ente-
rococcus faecium disindaki enterokok tiirlerine de 6nem verilmeli ve
antimikrobiyal direncin izlenmesi yalnizca bu iki ana tir ile kisitlan-
mamalidir. Bu iki enterokok tiiriiniin virulens faktorleri ve antibiyotik
direng genlerinin belirlenmesi tizerine yapilacak olan ¢alismalarin bu
mikroorganizmalarin patogenezlerinin daha iyi anlasilmasina katki
saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Enterococcus durans, Enterococcus hirae, masti-
tis, polimeraz zincir reaksiyonu

Abstract

Aim: In this study, it was aimed to isolation and identification of En-
terococcus durans and Enterococcus hirae which are frequently mixed
with each other due to very high 16S rRNA similarity from mastitis
cow milk samples and also to determine antibiotic resistance profiles
of isolates.

Materials and Methods: The study material was consisted of 620 cli-
nical or subclinical mastitis milk samples. Enterococci isolation was
performed using conventional microbological methods and selective
agars. Identifications based on genus and species were also confirmed
by polymerase chain reaction (PCR). Resistance against to eight anti-
microbial agents was investigated by the disk diffusion method.

Results: In the study 15.2% (94/620) Enterococcus spp. isolated;
9.6% (9/94) of them which were Enterococcus hirae and 5.3% (5/94)
were Enterococcus durans. A total of 14 isolates were found to be sus-
ceptible to ampicillin, penicillin, vancomycin, ciprofloxacin and chlo-
ramphenicol. 57.1% (8/14), 42.9% (6/14) and 21.4% (3/14) were
resistant to tetracycline, erythromycin and gentamycin, respectively.

Conclusion: It has been concluded that the polymerase chain reaction
using species-specific primers is useful for the identification of frequ-
ently isolated enterococci from mastitic cattle milk samples. More at-
tention should be paid to enterococci species other than Enterococcus
faecalis and Enterococcus faecium and the monitoring of antimicrobi-
al resistance should not be restricted to these two main species. Stu-
dies on the identification of virulence factors and antibiotic resistance
genes of these two enterococci are thought to contribute to a better
understanding of the pathogenesis of these microorganisms.

Keywords: Enterococcus hirae, Enterococcus durans, mastitis, polyme-
rase chain reaction
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Enterokoklar, sadece hastane enfeksiyonlarinin énde gelen
sebeplerinden degil ayn1 zamanda antimikrobiyal direncin
yayginlastirilmasinda ve siirdiiriilmesinde ciddi role sahip
olmalar1 agisindan da 6nemli bakterilerdir (Baele ve ark
2000). Son on yilda, enterokoklarin neden oldugu nozokomi-
yal enfeksiyonlarin sayisinda giiglii bir artis olmustur. Klinik
vakalarin cogundan Enterococcus faecium (E. faecium) ve En-
terococcus faecalis (E. faecalis) sorumlu olmakla birlikte; En-
terococcus durans (E. durans) ve Enterococcus hirae (E. hirae)
enfeksiyonlari icin artan bir insidans rapor edilmistir (Nam
ve ark 2010, Erbas ve ark 2016, Wu ve ark 2016).

Enterokok tiirlerinin dogal yasam alanlar1 insan ve sicakkan-
It hayvanlarin bagirsaklaridir. Bununla birlikte, diger dogal
yasam alanlar1 disinda pek ¢ok yerde drnegin hayvansal
gidalarda ve sularda bulunabilirler (Franz ve ark 1999). E.
durans, preruminant buzagilar ve genc tavuklar harig, evcil
hayvanlarin bagirsak florasinda ¢ok nadir goriliirken; E. hi-
rae ¢esitli evcil hayvan tiirlerinde bagirsak florasinda siklikla
goriiliir (Devriese ve ark 1987). E. hirae civcivlerde septisemi
ve beyinde fokal nekroza, papaganlarda da septisemiye ne-
den olabilir. E. hirae veya E. durans’in yavru fareler, taylar ve
sipalar, kedi/koépek yavrulari, danalar, tavuklar ve stitten ke-
silmemis yavru domuzlardaki bagirsak hastaliklari ile iligkili
olduklari bildirilmistir (Devriese ve ark 2002).

Enterokok tiirleri arasinda ytiksek fenotipik ve biyokimya-
sal benzerlikler ile anormal fenotipleri olan suslarin varli-
g1 bu bakteri tliriniin biyokimyasal yontemler kullanilarak
identifikasyonunu zorlastirmaktadir. D-alanine: D-alanine
ligase (ddl) genlerinin (Evers ve ark 1994) polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile saptanmasi, rRNA sekansina dayali test
(Devriese ve ark 2002), groES geninin (Tsai ve ark 2005)
dogrudan dizilmesi, ticari olarak temin edilebilen API 20 S
seritleri (BioMerieux) gibi pek ¢ok sistem enterokok tiirleri-
nin tanimlanmasi igin kullanilmistir (Daly ve ark 1991), an-
cak bu sistemler agirlikli olarak klinik izolatlarin %90'indan
fazlasini olusturan E. faecalis ve E. faecium'un tanimlanmasi-
na odaklanmistir. Bir¢ok laboratuvar enterokoklari tiir diize-
yinde rutin olarak tanimlayamadig i¢in E. durans ve E. hirae
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gibi diger tiirler siklikla gozden kagmaktadir.

Enterokoklar uzama faktoriinii (elongation factor, EF-Tu)
kodlayan tuf genini hedefleyen primerler kullanilarak ger-
ceklestirilen PZR ile cins diizeyinde basarili bir sekilde tes-
pit edilmektedir (Ke ve ark 1999). Uzama Faktorii EF-Tu'yu
kodlayan tuf geni, peptid zinciri olusumunda yer alir ve
bakteriyel genomun vazgecilmez bir unsurudur (Grunberg-
Manago 1996). Bu 6zellikler onu tanisal amagh bir se¢cim he-
defi haline getirmistir. tuf geninin hedef sekans olarak gérev
yaptig1 PZR tabanl testler ilk olarak Mycoplasma fermentans
(Berg ve ark 1999) ve Mycoplasma pneumoniae (Luneber ve
ark 1993) i¢in gelistirilmis olmakla birlikte; bu genin ente-
rokoklar1 da cins diizeyinde miikemmel hassasiyet ve kabul
edilebilir 6zgiinliikte tespit edebildigi bildirilmektedir (Ke ve
ark 1999). Bununla birlikte, siiperoksit dismutaz (sodA) geni
de E. durans ve E. hirae gibi farkli enterokok tiirlerini belir-
leyebilmek i¢in potansiyel bir hedef olarak tanimlanmistir
(Jackson ve ark 2004). Bu identifikasyon, Gram pozitif kok-
larda manganeze bagh siiperoksit dismutazi kodlayan sodA
geninin i¢ kismini kullanarak gergeklestirilmektedir (Poyart
ve ark 2000).

Enterokok tiirlerinin biyokimyasal yontemler kullanilarak
yapilan identifikasyonlar1 olduke¢a zor ve zaman alicidir. Bu-
nunla birlikte, E. hirae ve E. durans’it %98’den fazla 16S rRNA
benzerligi nedeni ile birbirinden fenotipik 6zelliklerine gore
ayirt etmek daha da giigtiir. E. hirae, melibiyoz ve sukrozdan
asit iretirken, E. durans her iki test icin negatif olarak kabul
edilmektedir (Devriese ve ark 2002). Tiim bu nedenlerden
dolayy, bu iki bakterinin identifikasyonu rutin teshis labora-
tuvarlarinda genellikle yapilmamaktadir. Bu ¢alismada, ¢ok
yliksek 16S rRNA benzerligi nedeniyle birbiriyle siklikla ka-
ristirilan E. durans ve E. hirae'nin mastitisli sigir siit 6rnekle-
rinden izolasyon ve identifikasyonu ayrica izolatlarin antibi-
yotik direnglilik profillerinin belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem
Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fa-

kiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na son iki yil igerisinde
getirilen ve ¢esitli calismalar i¢cin toplanmis olan 59 klinik ve

Tablo 1. Kullanilan primerlerler dizileri, amplikon uzunluklari, hedef genleri

Primer Sekans (5’-3") Amplikon uzunlugu (bp) Hedef Gen Kaynak

Entl TACTGACAAACCATTCATGATG 112 tuf Ke ve ark 1999
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

DU1 CCTACTGATATTAAGACAGC 295 sodA

DU2 TAATCCTAAGATAGGTGTTTG Jackson ve ark 2004
HI1 CTTTCTGATATGGATGCTGTC 187 sodA

HI2 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG
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Tablo 2. Kullanilan antibiyotikler, disk i¢erikleri, yorumlari ve izolatlarin antibiyotik duyarllik ve diren¢ durumlari

Antimikrobiyal ila¢ Disk icerigi Yorum SONUC

S R S I R

> < N (%) N (%) N (%)
Penisilin
1 Ampisilin 10 pg 17 16 14 (100.0) 0(0.0) 0(0.0)
2 Penisilin 101U 15 14 14 (100.0) 0(0.0) 0(0.0)
Glikopeptid
3 Vankomisin 30 pg 17 14 14 (100.0) 0(0.0) 0(0.0)
Makrolit
4 Eritromisin 15 g 23 13 7 (50.0) 1(7.2) 6 (42.9)
Tetrasiklin
5 Tetrasiklin 30 ug 19 14 5(35.7) 1(7.2) 8(57.1)
Kinolon
6 Siprofloksasin 5pug 21 15 14(100.0) 0(0.0) 0(0.0)
Fenikol
7 Kloramfenikol 30 pg 18 12 14 (100.0) 0(0.0) 0(0.0)
Aminoglikozid
8 Gentamisin 120 pg 6 10 10 (71.4) 1(7.2) 3(21.4)

263 subklinik mastitisli olmak tizere toplam 322 inekten ali-
nan 620 siit drnegi kullanildi. Calismada siit 6rnekleri vete-
riner hekimler tarafindan alindi. Alinan siit érnekleri soguk
zincir altinda laboratuvara getirip ekimleri hemen yapildi.
Klinik mastitis teshisi meme loblarinin fiziksel muayenesi
ile (meme loblarinda siskinlik, sicaklik, agri, kizariklik ya da
sulu, kanly, pihtili siit vs.) yapilirken, subklinik mastitis teghi-
sinde Kalifornia Mastitis Testi (CMT) kullanildi. CMT ile po-
zitif reaksiyon (1+, 2+, 3+) veren ineklerin siitleri calismaya
dahil edildi. Calismadaki ineklerin hepsi laktasyon donemin-
de olup, son bir ayda antibiyotik tedavisi almamis Holstayn
irki ineklerdi.

Referans suslar

Calismada enterokoklarin cins diizeyinde belirlenmesinde
pozitif kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu,
negatif kontrol olarak Escherichia coli ATCC 25922 susu kul-
lanildi. izolatlarinin tiir diizeyinde belirlenmesinde pozitif
kontrol olarak E. durans ve E. hirae sekanslanmis saha izo-
latlar1 kullanildi.

Besiyerleri

Siit 6rneklerinden selektif olarak Enterococcus spp.’nin izo-
lasyonu amaciyla Chromocult® Enterococci Broth (EB)
(Merck), BBLTM Enterococcosel Agar (EA) (BD), suslarin pa-
sajlanmasinda Brain Heart Infusion Agar (BHIA) (Merck), or-
ganizmalarin tuz toleranslarini tespit etmek icin %6.5 NaCl

iceren Nutrient Broth (NB) (Oxoid), antibiyotik duyarlilik
testinde Nutrient Broth (NB) ve Mueller Hinton Agar (MHA),
suslarin saklanmasinda %20 gliserinli Brain Heart Infusion
Broth (BHIB) (Merck) kullanildi.

Primerler

Calismada kullanilan tiim primerlerin, dizileri, amplikon bii-
yuklikleri, hedef genleri, kaynaklari Tablo 1.de verilmistir.

Antibiyotik diskleri

Calismada izolatlarin antibiyotik direngliliklerinin belirlen-
mesinde ampisilin (Oxoid, 10 pg), penisilin (Oxoid,10 IU),
vankomisin (Oxoid,30 pg), eritromisin (Oxoid,15 pg), tetra-
siklin (Oxoid,30 pg), siprofloksasin (Oxoid,5 pg), kloramfe-
nikol (Oxo0id,30 pg), gentamisin (Oxoid,120 pg) disklerinden
faydalanildi. Calismada kullanilan antibiyotikler, disk icerik-
leri, yorumlari Tablo 2’de gosterilmistir.

Enterekok izolasyonu

Mastitisli sigirlardan alinan siit 6rnekleri laboratuvara ge-
tirildikten sonra, ilk olarak EB 6ze dolusu inokule edildiler.
Buyyonlar aerobik kosullarda 37°C’de, besiyerinin parlak
sar1 rengi mavi-yesil renge dontisiinceye kadar, yaklasik 24-
72 saat bekletildi. Mavi-yesil renk olan buyyonlardan bir 6ze
dolusu alinarak selektif EA besiyerine ekimleri yapildi. Besi-
yeri 372C’de aerobik kosullarda 24-48 saat inkube edildi. St-
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Sekil 1. PZR tiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisti 1: Enterococcus spp.
saha izolat1 2: Pozitif kontrol (112 bp, E. faecalis ATCC 29212) 3: Negatif kontrol
(E. coli ATCC 25922) M: 100 bp DNA ladder (Vivantis)

Sekil 2. PZR triinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiist 1: E. hirae saha
izolat1 (187 bp) Enterococcus spp. saha izolat1 2: Negatif kontrol (E. coli ATCC
25922) 3: E. durans saha izolat1 (295 bp) 4: Negatif kontrol (E. coli ATCC
25922) 5: Pozitif kontrol E. hirae sekanslanmis saha izolat1 (187 bp) 6: Pozitif
kontrol E. durans sekanslanmis saha izolati (295 bp) M: 100 bp DNA ladder
(Vivantis)

renin sonunda iireyen siyah, koyu kahverengi koloniler Ente-
rococcus spp. yoniinden siipheli kabul edilerek, incelenmek
lizere tekrar EA'a pasajlandi (Herkmen ve Tiirkyillmaz 2016).

Identifikasyon

Enterokoklarin cins diizeyinde ayrimi i¢in ekilen selektif be-
siyerinde siyah, koyu kahverengi lireyen enterokok siipheli
kolonilere Gram boyama, %6.5 tuz iceren NB’da lireme ve
katalaz testleri yapildi (Quinn ve ark 2004). Gram pozitif kok
seklinde goriilen, %6.5 tuz iceren NB’da tlireyebilen ve kata-
laz negatif olan kolonilerin identifikasyonlari i¢cin EA pasajla-
r1 yapildi ve 372C’de 24-48 saat inkube edildi. Stire sonunda
slipheli koloniler molekiiler yontemler kullanilarak identifi-
ye edilinceye kadar -202’de %20 gliserinli BHIB icerisinde
saklandi. Elde edilen enterokok stipheli izolatlar1 cins diize-
yinde ve bunlar igerisindeki E. durans ve E. hirae izolatlarini
da tiir diizeyinde identifiye edebilmek icin spesifik primer
ciftleri kullanilarak PZR yapild1.

DNA izolasyonu

Enterokok izolatlarindan genomik DNA izolasyonu ticari bir
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kiti (InstaGene Matrix, Almanya) kullanilarak tretici firma-
nin énerdigi sekilde gerceklestirildi. izolatlardan elde edilen
genomik DNAlar %1’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri spekt-
rofotometre ile yapildi. Spektrofotometrede DNA'larin 260
nm ve 280 nm’deki absorbanslari1 (0D260 ve 0D280) hesap-
landi ve 0D260/0D280 orani 1.8-2.0 arasinda olan DNA’larin
saf olarak degerlendirilip PZR’da kullanildi (Sambrook ve ark
1989).

PZR

Fenotipik olarak enterokok olarak degerlendirilen izolatlarin
identifikasyonlar1 PZR ile yapildi. PZR kosullarinin optimi-
zasyonundan sonra enterkok cinsine 6zgl tuf, E. durans ve
E. hirae'ye 6zgii sodA gen sekansini olusturan primer ciftleri
kullanilarak amplifikasyon gerceklestirildi. Calismada kul-
lanilan primerlerlerin dizileri, amplikon uzunluklari, hedef
genleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tiim PZR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢cin PZR amplifikasyonu
30 pl toplam hacminde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi
tampon ¢ozeltisi 1X, magnesium kloriir (MgCl2) 2 mM, dNTP
0.2 mM, primer (her biri i¢in) 0.4 pmol, Taq DNA polymerase
1.5 U ve 2 pl hedef DNA olacak sekilde gerceklestirildi. DNA
amplifikasyonu termal dongii cihazinda (Boeco, Germany);
94°C’de 3 dak. baslangi¢c denatiirasyonu takiben; 30 siklus
94°C’de 15 sn. denatiirasyon, 55°C (tuf) ve 57°C (sodA) 15 sn.
baglanma,72°C 30 sn. uzama ve 72 °C’'de 7 dak. son uzama ile
gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasinda elde edilen ampli-
konlar Safe View (ABM, Kanada) ilave edilmis %2’lik agaroz
jel elektroforezde yiiriitildii. Bu genlere 6zgii DNA bantlari
UV transiluminator yardimiyla gorintiilenerek degerlendi-
rildi.

Antibiyotik direncliliginin belirlenmesi

Genotipik olarak E. durans ve E. hirae oldugu dogrulanan
izolatlara Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (CLSI
2014)'niin 6nerdigi sekilde Kirby-Bauer disk difftizyon yon-
temi kullanilarak antibiyotik duyarlilik testi yapildi. Bunun
icin izolatlar NB’da canlandirildiktan sonra brothtaki bakte-
ri kiiltiirti %0.9'luk NaCl iginde 0.5 McFarland (1x108 kob/
ml) bulanikligina esit olacak sekilde ayarlandi. 1x108 kob/ml
konsantrasyondaki bakteriden 0,1 ml alinarak sivap ile besi-
yerine yayildi. Besiyeri kuruduktan sonra antibiyotik diskleri
agar ylzeyi ile temas edecek sekilde ve aralarindaki mesafe
24 mm’den yakin olmayacak bicimde petrilere yerlestirildi.
Daha sonra 35+22C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon so-
nunda her bir izolat i¢in disk etrafindaki inhibisyon zon ¢ap-
lar1 6lgtilerek CLSI'nin belirledigi degerlendirme Kkriterleri
esas alinarak sonuglar yorumlandi.
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Bu ¢alismada 620 mastitisli siit 6rneginin incelenmesi sonu-
cunda EA'da referans susla (E. faecalis ATCC 29212) benzer
gorliiniimii olan bakteri kolonileri secildi. Klasik biyokimya-
sal testler uygulandiktan sonra toplamda %15.2 (94/620)
enterokok stipheli izolat elde edildi.

Enterokok cinsine 6zgii tuf gen sekansini olusturan primer
cifti ve 94 enterokok stipheli izolatin DNA’s1 kullanilarak ger-
ceklestirilen amplifikasyon islemi sonrasinda 112 bp uzun-
lugunda amplikon elde edilerek, klasik yontemler ile izolas-
yonu yapilmis olan bakterilerin hepsinin, genotipik olarak da
enterokok tiirti oldugu dogrulandi. PZR iiriinlerinin agaroz
jel elektroforez goriintiileri Sekil 1’de gosterilmistir.

E. durans ve E. hirae’ye 6zgli sodA gen sekansini olusturan
primer cifti ve 94 enterokok izolatinin DNA’s1 kullanilarak
gerceklestirilen amplifikasyon islemi sonrasinda izolatlarin
%9.6 (9/94)’s1 E. hirae ve %5.3 (5/94)’ E. durans olarak
identifiye edildiler. PZR iirtinlerinin agaroz jel elektroforez
goriintiileri Sekil 2’de gosterilmistir.

Calismada molekiiler olarak E. durans ve E. hirae oldugu
tespit edilen toplam 14 izolatin 8 antibiyotige kars1 diren-
cliliklerinin agar disk difiizyon yontemi ile incelenmesi
sonucunda izolatlarin hepsinin ampisilin, penisilin, vank-
omisin, siprofloksasin ve kloramfenikol duyarli olduklari
belirlenirken; izolatlarin %57.1 (8/14)’i tetrasiklin, %42.9
(6/14)'u eritromisin, %21.4 (3/14)’li gentamisin direngliydi.
izolatlarin antibiyotik duyarhlik ve diren¢ durumlari Tablo
2’de gosterilmistir.

Tartisma

E. durans suslari insan kaninda siklikla 3-hemolitik etkinlik
gosterdigiicin (Devriese ve Pot 1995) bu tiire bagli septisemik
enfeksiyonlardan dnemli bir tehdit olarak algilanmaktadir. Bu
nedenle, enfeksiyona neden olan enterokok suslarinin dogru
bir sekilde tespit edilmesi 6nemlidir. Ne yazik ki, fenotipik
ozelliklere dayali otomatik sistemler, nadiren karsilasilan
enterokok tiirlerinin tanimlanmasinda genellikle iyi sonug
vermezler. Daha dnce yapilan ¢alismalarda E. durans'a ait
suslarin konvansiyonel testlerle tanimlanmasinda hata-
lar bildirilmistir (Singer ve ark 1996, Tsakris ve ark 1998).
RAPD-PCR, SARA-PCR (Knijff ve ark 2001) ya da SDS-PAGE
gibi molekiiler yontemlerin daha giivenilir oldugu fakat ayni
zamanda zahmetli oldugu goésterilmistir. Ayrica, bu testler,
incelenecek ¢ok sayida susu igeren sayisal analizle kiimelen-
meyi gerektirir. Amplifikasyon, klonlama ve gen sekan-
slama (Ozawa ve ark 2000) ve tRNA intergenik spacer PCR
(Baele ve ark 2000) gibi daha yeni ancak pahali ve zaman
alic teknikler de bildirilmistir. Ote yandan, cins ve tiirlere
6zgii primerler kullanilarak gerceklestirilen PZR, enterokok
izolatlarinin hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasini
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saglayan degerli bir yontemdir. Bu ¢alismada, artan klinik
onemi olan E. durans ve E. hirae'nin mastitisli sigir stitler-
indeki gorilme sikligini belirleyebilmek icin tiir spesifik
primerler ile identifikasyon yapilmistir. Tir spesifik prim-
erler kullanilarak gergeklestirilen PZR'1n dzellikle fenotipik
testlerle ayirt edilmesi zor tiirlerin tanimlanmasi igin gerekli
karmasik molekiiler kiimeleme teknikleri ve klasik mikrobi-
yolojik testlerin yerini almaya baslayacag: diistiniilmektedir.

Yurdumuzda ve diinyada mastitislere neden olan bakterileri
belirleyebilmek amaci ile yapilmis ¢alismalarda ¢alismanin
yapildig bolgeye gore farkli izolasyon oranlari bildirilmistir.
Diyarbakir'da %3.73 E. faecalis izasyonu bildirilirken
(Yesilmen ve ark 2012); Kirikkale’de enterokok izolasyon
orani %4.22 olarak rapor edilmis ve bunlarin %33.3’liniin
E. faecium, %33.3’tiniin E. hirae, %22.2'sinin E. faecalis,
%11.1’inin E. solitarius oldugu tespit edilmistir (Macun ve
ark 2011). Afyon’da enterokok izolasyon oraninin %10.9
oldugu, bunlarin %53.4’liniin E. faecalis ve %18.6’sinin
da E. faecium oldugunu saptanmistir (Kuyucuoglu 2011).
Aydin’da enterokok izolasyon orani %15.6 oldugu, bunlar-
dan %11.7’sinin E. hirae ve %7.5’'inin E. durans oldugu rapor
edilmistir (Erbas ve ark 2016). Kore’de toplam 105 enterokok
izolasyonu yapilmis ve bunlarin %44.8'i E. faecalis, %37.1 E.
fecium, %5.7 E. gallinarum ,%5.7 E. avium, %4.8, E. hirae
ve %1.9’unun E. durans oldugu bildirilmistir (Nam ve ark
2010). Uganda’da yapilan bir ¢alismada ise sig1r siitlerinden
izole edilen 16 enterokokun %25'’i E. hirae ve %6.25'1 E. du-
rans olarak identifiye edilmistir (Kateete ve ark 2013). Cin’de
2016 yilinda yapilan bir ¢alismada, mastitis tanis1 konulan
siit sigirlarindan toplanan 280 siit drneginde enterokoklarin
yayginligl incelenmis, 60 enterokok izole ve identifiye
edilmis; bu 60 izolatin % 68.3’li E. hirae, % 25.0'i E. faecium,
% 3.3’0 E. mundtii ve E. durans olarak bildirilmistir (Wu ve
ark 2016). Tiim bu ¢alismalardan enterokoklarin mastitis
etiyolojisinde rol oynadiklar1 ve nadir goriilen E. durans ve
E. hirae’nin klinik 6nemlerinin veteriner sahada da artmaya
basladig1 sdylenebilir.

Mastitislerin tedavisindeki basari uygulanan antibiyotige,
antibiyotigin uygulanma gsekline ve siiresine bagh
olarak degismektedir. Bu ¢alismada E. durans ve E. hirae
izolatlarimiz %57.1 tetrasiklin, %42.9 eritromisin, %21.4
gentamisin direnci gosterdi. Kore de yapilan bir ¢alismada
ise E. hirae ve E. durans izolatlarinin %82.9’'unun penisi-
line direngli oldugu bildirilirken; %14.9’unun ampisilin ve
vankomisine, %6.4’linlin tetrasikline, %25.5’inin siproflok-
sasine direngli oldugu tespit edilmistir (Wu ve ark 2016).
Yapilan calismalarda mastitislerde izole edilen etkenlerin
tedavisinde kullanilacak antibiyotiklerin diren¢ durumun-
da farkhiliklar gozlenmektedir. Bu farkliliklarin bdlgesel
sus dagilimindan ve daha 6nce yapilan bilingsiz ve yanlis
tedavilerden kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir. Bizim
calismamizdaki, enterokok izolatlarinin hepsinin ampisiline
duyarli oldugu bulgusu, sigir mastitisi ile ilgili yapilan daha
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onceki ¢alismalarla uyumlu bulunmustur (Tenhagen ve ark
2006, Nam ve ark 2010). Genellikle ampisilinin enterokok
enfeksiyonlarini tedavi etmek icin tercih edilen ilaglardan
birisidir (Guiney ve Urwin 1993).

Bu ¢alismada en diisiik oranda gentamisin direnci belirlen-
di. Izolatlarin %21.4'ii gentamisine yiiksek seviyeli (120
ug) direncli idi. Bu calismadaki gentamisin direnci Cin'de
(%55) (Wu ve ark 2016) bildirildigi kadar yiiksek olmasa
da gentamisin direngli enterokok izolatlarinin izlenmesi
gerekmektedir. Gentamisin direngli izolatlar daha 6nce
tanimlanmis ve muhtemelen klinik veya komensal bakteril-
erden siitten izole edilen enterokoklara gen transferi ihtimali
olabilecegi bildirilmistir (Lopes ve ark 2005).

Kore’de yapilan bir calismada (Nam ve ark 2010) E. hirae
ve E. gallinarum izolatlarinda E. faecium ve E. faecalis kadar
yliksek direng gortlmiistiir. Kore’deki bu ¢alismada, izolatlar
vankomisine orta derecede direncli olan iki E. hirae susundan
sadece birinin ampisiline direnc¢ gosteren izolat oldugu dik-
kat gekicidir. Bu tiire ait izolatlarin ayrica penisilin, tetrasik-
lin ve eritromisin'e karsi da direngleri yiiksektir. E. hirae'nin
hayvanlarda enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir ve
bu mikroorganizma insanlardan alinan klinik izolatlarda na-
diren goriliir (Park ve ark 2000) 6zellikle sigirlarda nispeten
daha yaygin olduklari icin bu tiire daha fazla dikkat edilmeli-
dir (Anderson ve ark 2008). Bu ¢calismada elde edilen toplam
14 izolatin ampisilin, penisilin, vankomisin, siprofloksasin,
ve kloramfenikole duyarli olduklari belirlenmekle birlikte;
izolatlarda %57.1'i tetrasiklin, %42.9'u eritromisin, %21.4’i
gentamisin direncli tespit edilmesi bu antibiyotiklere karsi
direncin artik olusmaya basladiginin bir isareti olarak
degerlendirildi.

Oneriler

Sonug olarak, laboratuvarlarda genellikle identifikasyonlari
g0z ardi edilen E. hirae ve E. durans gibi enterokok tiirlerinin
klinik olarak dnemlerinin artmaya basladigini, simdilik E.
faecium ve E. faecalis kadar yiiksek antimikrobiyal direncli
olmasalar da zamanla tehlikeli olabileceklerini séyleyebiliriz.
Dahasi, tavuklara in vitro vankomisin direnci transferinin E.
durans'tan E. faecium'a (Cercenado ve ark 1995), E. hirae'den
E. faecalis'e ve E. faecium'a (Robredo ve ark 1999) miimkiin
oldugunun gosterildigi yayinlarin ortaya ¢ikmasi bu iki bak-
terinin de 6nemini artirmistir. Ozellikle insan hekimliginde
onemli kabul edilen antibiyotiklere kars1 direng geni tasiyan
bu tiirler, potansiyel halk saghg: tehdididir. E. faecium ve E.
faecalis disindaki enterokok tiirlerine de daha fazla dikkat
edilmeli ve antimikrobiyal direncin izlenmesi yalnizca bu iki
ana tiire kisitlanmamalidir. Bu iki enterokok tiiriiniin viru-
lens faktorleri ve antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesi
iizerine yapilacak olan ¢alismalarin bu mikroorganizmalarin
patogenezlerinin daha iyi anlasilmasina katki saglayacagi
diistiniilmektedir.
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