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Oz: Bu ¢aliymada, tavuklarda vankomisin direngli enterokoklarin saptanmast ve bu direnci kodlayan genlerinin belirlenmesi amactyla 300 tavuk althg:
ve kloakal swab incelenmistir. Ornekler Enterococcosel sivi besiyeri ve agara ekildi, elde edilen 107 siipheli izolatin PZR ile cins diizeyinde identifikasyonlar:
yapildi. Enterococcus spp. olarak saptanan izolatlarimin (n=98) fenotipik olarak vankomisin direngleri disk difuzyon ve makro dilusyon yontemleri ile incelend;.
Disk difiizyon yontemi ile 49°u direngli, 48’i orta duyarli saptanan izolatlarin vankomisin MIC degerleri incelendiginde, 5'i direngli (MIK>64 ug/ml), 83’ii orta
duyarl (MIK=8-16 ug/ml) ve 9’u duyarl (MIK<4 ug/ml) olarak bulundu. Vankomisin MIK sonucuna gore diren¢li ve orta duyarli ¢ikan izolatlarin (n=88),
teikoplanin MIK degerleri belirlendi; 2 si diren¢li (MIK>32 ug/ml) ve 86 st duyarl (MIK<8 ug/ml) olarak bulundu. Vankonmisin’e direngli ve orta duyarl oldugu
belirlenen izolatlarimin, PZR ile vankomisinle iliskili diren¢ genleri ve tiir diizeyinde identifikasyonlar: yapildi. PZR sonucunda izolatlarin 5 inin vanA geni tasyyan
E. faecium, 29 'unun vanCl geni tasiyan E. gallinarum, 54’ iiniin vanC2/3 geni tastyan E.casseliflavus olduklar: belirlendi.

Anahtar sozciikler: Diski, Enterococcus spp., PZR, Tavuk, Vankomisin Direnci.

Investigation of Vancomycin-Resistant Enterococci and The Distribution of The Vancomycin Resistance
Associated Genes in Chickens

Abstract: In this study, chicken litter and cloacal swabs (n=300) were investigated for the detection of vancomycin-resistant enterococci and
determination of resistance associated genes. The samples were cultured in Enterococcocel broth and on Enterococcocel agar. One hundred seven presumptive
isolates were examined by PCR at the genus level. For the determination of vancomycin resistance of Enterococcus spp. isolates (n=98), disc diffusion and macro
dilution methods were performed. According to disc diffusion test, 49 isolates were resistant and 48 were intermediate and according to the macro-dilution tests, 5
of the isolates were found to be resistant (MIC>64 ug/ml), 83 of them were intermediate (MIC=8-16 pg/ml) and 9 of them susceptible (MIC<4 ug/ml). Vancomycin
resistant and intermediate isolates were examined for detection of MIC value for teicoplanin (n=88); 2 were resistant (MIC>32 ug/ml) and 86 susceptible (MIC<8
ug/ml). Finally, vancomycin resistant and intermediate isolates were examined by PCR for the detection of vancomycin resistance associated genes and
identification at species level. As a result of PCR, 5 of the isolates were vanA gene carrying E. faecium, 29 were E. gallinarum with vanC1 gene and 54 were E.
casseliflavus with vanC2/3 gene.

Keywords: Chicken, Enterococcus spp., Faeces, PCR, Vancomycin resistance.

GIRiS vanN ve vanM. VanA ve VanB direnci sonradan kazanilmis direng olarak
tanimlanmaktadir. En sik saptanan vand geni olup ozellikle E. faecalis ve
Enterokoklar insan ve hayvanlarin normal bagirsak florasmim E. faecium’ da gorilir. E. gallinarum, E. casseliflavus ve E. flavescens
iyesi, ayn1 zamanda toprak, gida ve sulardan yaygin olarak izole edilebilen suslar1 ise intrinsik olarak diisiik seviyede vankomisin direncine sahiptirler.
Gram pozitif bakterilerdir (Bagcigil ve ark., 2015; Akgiil ve ark., 2016). Bunlar vanC geninde tasmirlar ve teikoplaine duyarlidirlar. Enterokoklar
Fekal kontaminasyonun indikatorii olan enterokoklar, kesim sirasinda diger mikroorganizmalardan genetik bilginin alinmasiyla vankomisine
olusabilen karkas kontaminasyonu sonucunda tiikketime hazir triinlerle diren¢ olusturabilirler. Bu diren¢ c¢ogunlukla E. faecium ve E. faecalis
insanlara bulasabilmektedirler. Ozellikle hastane infeksiyonlarma neden suslarinda goriiliirse de, E. avium, E. durans ve diger bazi enterokok
olduklari i¢in dnemleri giderek artmaktadir (Ertiirk ve ark., 2012; Peter ve tiirlerinde de gozlenmektedir (Akgiil ve ark., 2016; Bagcigil ve ark., 2015;
ark., 2012; Ke ve ark., 1999). Enterokoklarda dogal (intrinsik) ve Jung ve ark., 2007; Seo ve ark., 2005).
kazanilmis (ekstrinsik) olmak {iizere iki sekilde antimikrobiyal direng
gelisebilmektedir. Dogal diren¢ sefalosporin, beta laktam, siilfanomid, Bu c¢alismada, tavuk diskilarindaki vankomisin direngli
diisik diizeyde klindamisin ve aminoglikozidlere, kazanilmis direng enterokoklarm varligimin incelenmesi, vankomisin direncini kodlayan
aminoglikozid, penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol ve vankomisine karsi genlerin arastirilmas: ve tavuklardaki dagilim farkliliklarmin saptanmasi
gelisebilmektedir (Akgiil ve ark., 2016; Giilhan ve ark., 2015; Dilik ve amaglanmustir.
Istanbulluoglu, 2010; Seo ve ark., 2005). Glikopeptidlerden virjinyamisin
ve avoparsin, ¢iftlik hayvanlarinda yem katki maddesi olarak kullanilmistir. MATERYAL ve METOT
Ayrica vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptid tiirevleri insanlarda
enterokok infeksiyonlarinin tedavisinde kullamlmaktadir (Unal ve ark., Ornekler: istanbul ve Balikesir illerinin merkez ve ilgelerindeki,
2010; van den Braak ve ark., 1998). Avoparsinin hayvan biiyiitme yemi 12 yumurtac tavuk ve 6 broyler kiimeslerinden, Kasim 2012 — Mayis 2013
olarak kullanilmasi vankomisine direngli enterokoklarin (VRE) gelismesine tarihleri arasinda 300 adet, tavuk althg1 ve kloakal swab toplandi. Bu
neden oldugu goriilmiis, bu yiizden 1997 yilinda Avrupa’ da, 1999 yilinda orneklerin 220’si yumurtaci tavuklara ait kloakal swab, 80’1 broylerlere ait
ise Tiirkiye’ de yem katkisi olarak kullanilmas: yasaklanmistir (Jung ve diskili altlik 6rnekleriydi. Diskili bir altlik 6rnegi, kiimes iginden 6 farkli
ark., 2007; Dilik ve istanbulluoglu, 2010). noktadan 6rnek alinarak olusturuldu. Toplanan 6rnekler soguk zincir altinda
laboratuvara ulastirildi. Orneklerin toplanmast ile ilgili olarak Istanbul
Enterkoklarda vankomisin direnci birgok gen tarafindan Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi alinmistir (karar
kodlanmaktadir: vand, vanB, vanCl, vanC2/C3, vanD, vanE, van G, vanL, n0:2012/81).
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Vankomisin Direncli Enterokoklarin Izolasyonu: Kloakal
swablar 6pg/ml vankomisin igeren Enterococcosel sivi besiyerine (BBL
L007453) ekildi. Altlik 6rnekleri 1:9 oraninda steril fizyolojik tuzlu su ile
homojenize edildi ve 5’er ml’si ayn1 sekilde siv1 besiyerine ekildi. Kiiltiirler
37°C’de 24 saat inkube edildi. Renk degisimi goriilen sivi kiiltiirlerden,
6pg/ml vankomisin igeren Enterococcosel agarlara (BBL L007376) pasajlar
yapildi, 37°C’de 24 saat inkubasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
eskiilini hidrolize eden siyah renkteki koloniler secilerek %7 koyun kani
ilave edilmis Nutrient agara (BD Difco 269100) pasajlanarak saf kiiltiirler
elde edildi. Katalaz negatif, eskiilini hidrolize eden, %6,5 NaCl’ de iireyen
Gram pozitif koklar siipheli izolat olarak degerlendirildi (Cortes ve ark.,
2006).

Enterococcus spp. spesifik primer kullanilarak PZR ile cins
diizeyinde identifikasyonlar1 yapildi (Ke ve ark., 1999). DNA ekstraksiyonu
Kariyama ve ark., (2000)’nin yoéntemine gore yapildi. Kisaca, Tripton Soy
s1v1 besiyerine (Oxoid CMO0129) ekimleri yapilan siipheli izolatlar 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakildi. Siv1 kiiltiirden 50 pl alinarak, esit hacimde
%?7,5 chelex 100 igeren tiiplere konuldu. 100°C’de 10 dakika inkube edildi,
13500 rpm’de 1,5 dakika santriftij edildi ve slipernatantin 2,5 pl’ si PZR
karigiminda hedef DNA olarak kullanildi. 10 mM Tris HCI (pH 8,3), 50
mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM her bir niikleotitden (dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP), 0,5 pmol herbir primerden ve 1U Taq DNA polimeraz
(FIREPol® DNA Polymerase, Solis BioDyne) katilarak 50 pl’ lik PZR
karigim1  hazirlandi.  Amplifikasyon kosullar1 95°C 3 dakika 6n
detaniirasyonu takiben, 95°C 30 saniye denatiirasyon, 55°C 30 saniye
baglanma, 72°C 1 dakika uzamayi igeren 35 dongii ve 72°C’ de7 dakika
son uzama olarak uygulandi (MaxyGene Gradient Therm-1000). PZR
iirtinleri etidyum bromiir ilave edilmis %1,5 agaroz jelde (B Low EEO Bio
Basic Inc.) 0,5 x Tris-borate-EDTA buffer ile yiriitildi. 112 bp
uzunlugunda PZR {iriinleri pozitif olarak degerlendirildi (Ke ve ark., 1999;
Tablo 1).

Glikopeptitlere Duyarhilik Deneyleri: Cins diizeyinde enterokok
olarak tanimlanan suslarin fenotipik olarak glikopeptidlere duyarhiliklari,
CLSI standartlarina uygun olarak vankomisin (30 pg, Oxoid) diski
kullanilarak disk difiizyon yontemiyle dogrulandi. Disk diffiizyon
yonteminde orta duyarli ve direngli ¢ikan izolatlarin vankomisin ve

Tablo 1. Calismada kullanilan primer dizileri.
Table 1. Primer sequencesused in the study.
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teikoplanin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri, katyonu
ayarlanmig Mueller Hinton sivi besiyerinde, makrodilusyon yontemiyle
saptandi. Bu ydntemde; vankomisin (Sigma Aldrich) igin MIK smir
degerleri <4 pg/ml duyarli, 8-16 pg/ml orta derecede duyarli, >32 pg/ml
direngli; teikoplanin (Sanofi Aventis) igin MIK smir degeri <8 pg/ml
duyarli, 16 pg/ml orta duyarli, >32 pg/ml direngli olarak kabul edildi.
Kontrol suslar olarak S. aureus ATCC 25923 ve E. faecalis ATCC 29212
kullanild1 (CLSI, 2013).

Vankomisin direnci ile iliskili genlerin saptanmast ve tiir
diizeyinde identifikasyonlarin yapilmasi: Vankomisin direngli izolatlarin
direngle iligkili genleri ve es zamanli olarak klinik 6nemi olan ya da siklikla
izole edilen dort tiirin de identifikasyonu PZR ile yapildi (Kariyama ve
ark., 2000; Elsayed ve ark., 2001). izolatlar 6 pg/ml vankomisin igeren
Brain Heart Infusion sivi besiyerine ekildi, 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi,
Kariyama ve ark. (2000)’nin, yontemine gore DNA ekstraksiyonu
tamamlandi. Toplam 25 pl’ lik PZR karnisimi; 5 pmol vand primeri, 2,5
pmol her bir vanCI, vanC2/C3 ve rrs primerleri, 2,5 pmol E. faecalis
spesifik primer, 1,25 pmol vanB ve E. faecium spesifik primerleri, 10 mM
Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM her bir
deoksiriboniikletid trifosfatdan (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) ve 0,625 U
Taq DNA polimeraz (FIREPol® DNA Polymerase, Solis BioDyne) olacak
sekilde hazirlandi.

Amplifikasyon kosullar1 94°C 5 dakika On detaniirasyonu
takiben, 94°C 1 dakika denatiirasyon, 54°C 1 dakika baglanma, 72°C 1
dakika uzamayi iceren 30 dongii ve 72°C’ de 10 dakika son uzama olarak
uyguland1 (MaxyGene Gradient Therm-1000). Amplifikasyon sonrasinda
elde edilen triinler etidyum bromiir ilave edilmis % 1,5 agaroz jelde (B
Low EEO Bio Basic Inc.) 0,5 x Tris-borate-EDTA buffer ile yiiriitiildii.
Kontrol olarak, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 kiiltiir koleksiyonunda bulunan E. faecalis ATCC 29212, E.
faecium BM4147 (VanA), E. faecalis V583 (VanB), E. gallinarum BM4174
(VanCl), E. casseliflavus DSMZ 20680 (VanC2/C3), E. faecium CCUG542
(vankomisin duyarlt), Staphylococcus aureus ATCC 25923 kullanildi.
Calismada kullanilan tiim primerler Tablo 1’de verilmistir.

Gen Primer (5” -3”) Bant uzunlugu (bp) Referans
TACTGACAAACCATTCATGATG
Enterococcus spp. AACTTCGTCACCAACGCGAAC 112 Ke ve ark., 1999
TACTGACAAACCATTCATGATG .
vanA AACTTCGTCACCAACGCGAAC 1030 Kariyama ve ark., 2000
vanB %égig:&%%i‘:iﬁéiggégg 536 Elsayed ve ark., 2001
vanCl GGTATCAAGGAAACCTC 322
(E. gallinarum) CTTCCGCCATCATAGCT
vanC2/C3 CGGGGAAGATGGCAGTAT 484
(E. casseliflavus) CGCAGGGACGGTGATTTT
. ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG .
E. faecalis ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT 941 Kariyama ve ark., 2000
E. faecium TTGAGGCAGACCAGATTGACG 658
’ TATGACAGCGACTCCGATTCC
GGATTAGATACCCTGGTAGTCC
rrs(165 RNA) TCGTTGCGGGACTTAACCCAAC 320
Vankomisin direngli ya da orta duyarli saptanan 88 izolatin
BULGULAR multipleks PZR sonucunda, izolatlarin5’i vand geni tasiyan E. faecium,

Kiiltiir ve bunu takiben yapilan PZR sonucunda 220 yumurtact
tavuk Orneginden 75 (%34,09)’inde, 80 broyler Orneginden 23
(%28,75) tinde olmak tizere toplam 98 Enterococcus spp. tanimlandi. Disk
difizyon yontemi ile vankomisin direnclilikleri arastirilan bu izolatlarmn
49°u direngli, 48’1 orta duyarli olarak saptandi. Fenotipik olarak duyarli
oldugu belirlenen yumurtaci hayvanlardan elde edilen bir izolat ¢aligmadan
¢ikarildi. Disk diflizyon ile direngli ve orta duyarli bulunan izolatlarin
(n=97) vankomisin MiK degerleri incelendiginde, 88 izolatin direngli ya da
orta duyarli oldugu saptandi. Vankomisin duyarli bulunan 9 izolat bu
asamadan sonra caligmadan ¢ikarildi. Son olarak izolatlarin (n=88)
teikoplanin MIK degerleri incelendiginde de 2’sinin direngli ve kalan
86’smin da teikoplanin duyarli olduklari saptandi. izolatlarin antibiyotik
duyarlilik test sonuglar: ve yetistiricilik tiplerine gére dagilimi Tablo 2” de
verilmigtir.
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29’u vanCl geni tasiyan E. gallinarum, 54’4 vanC2/3 geni tastyan E.
casseliflavus olduklar1 belirlendi, higbir izolatta vanB geni saptanmadi.
(Tablo 3).

Tablo 2. izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.
Table 2. Antimicrobial susceptibility results of isolates.
Disk Diffuzyon MIK
Vankomisin (=98)  Vankomisin (=98)°  Teikoplanin (n=88)°

Yetistiricilik tipi

R 1 S R 1 g R 1 g
Yumurtacy 36 38 1* 5 61 8* 2 o] 64
Broyler 13 10 0 0 22 1% 0 4] 22
Toplam 49 48 1 5 83 9 2 0 86

*Duyarh olarak belirlenen ve ¢alismadan ¢ikartilan izolatlar, R: direngli, I: orta duyarly, S: duyarl,
MiK: minimum inhibisyon konsantrasyonu.
°Bir dnceki testte duyarli bulunan izolatlar bir sonraki asamada ¢alismadan ¢ikarildi.
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Tablo 3. Yetistiricilik tipine gore izolatlarin tiir dagilimi.
Table 3. Species distribution of isolates according to rearing type.
Yetistiricilik tipi 1zole edilen tiir ve saptanan direnc ile iligkili gen

E faeciumtvanA  E gallingrum+vanCl  E casseliflavus+vanC2/3
Yurnurtaci (n=66) 5 (%7,50) 20 (%3030 41(2%62,20)
Broyler (n=22) 0 (%0) 9 (%40,90) 13 (%59.10
Toplam (n=(88) 5(%7,50) 29 (%32,96) 54 (%61,36)
TARTISMA ve SONUC

Vankomisin direngli enterokoklar (VRE) en sik karsilasilan
hastane infeksiyonlarindan biri olmasi, etkenin hayvanlar ve hayvansal
iritinlerden izole edilmesi ve bu nedenle hayvanlarin bir rezervuar
olabilecegi goriisii, bu bakteriye verilen 6nemin artmasina neden olmustur.
Bu nedenle iilkemizde kanathilardan ve farkli hayvan tiirlerinden izole
edilmis enterokoklarin konu edildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Bagcigil ve
ark., 2015; Bagcigil ve ark., 2016; Giilhan ve ark., 2015; Oktay ve ark.,
2009). Tavuklarin diskilarinda yer alan VRE’ lerin insanlara gegisinde
besinlere yeterince 1s1l islem uygulanmasi, hijyen ve sanitasyon kurallarina
uyulmasi, etkenlerin insanlara bulagsmasmi sinirlayabilmektedir. Ancak
hayvan {retim yeri ve giftlik ¢alisanlarinda yapilan c¢alismalarda bu
etkenlerin hem flora bakterisi hem de infeksiyon etkeni olarak izole edildigi
bildirilmistir (van den Bogaard ve Stobberingh, 2000). Bu durum etkeni
daha da 6nemli bir hale getirmektedir.

Kanatli hayvan tiirlerinde, hem fenotipik hem de genotipik
olarak VRE tiirlerinin arastirildigi  bircok ¢aligma mevcuttur. Bu
¢aligmalarin bir kismu tiim enterokok tiirlerinin izolasyonu ve bunu takiben
antibiyotik direngliliklerin saptanmasina yonelik iken, bazilar1 ise sadece
yiiksek diizey vankomisin direncini isaret eden 6zellikle VanA tipi dirence
sahip enterokoklarin saptanmasina yonelik olarak planlanmistir. Poeta ve
ark. (2006), 152 kanatli izolatinda, Oktay ve ark. (2009), 37 E. faecalis ve
11 E. faecium izolatinda fenotipik olarak vankomisin direnci
saptamamislardir. Jung ve ark. (2007), 508 kanath diskisindan, 7 adet vand
geni tagtyan E. faecium, 76 adet vanC1 geni tasiyan E. gallinarum ve 7 adet
vanC2 geni tasiyan E. casseliflavus saptamiglardir. Ayni ¢aligmada tavuk
etinden ise vand geni tastyan E. faecium izolasyon oraninin ¢ok daha
yiiksek oldugu belirtilmistir. Bortolaila ve ark. (2015), 100 broyler
kiimesinde sadece vankomisin direngli E. faecium’un aragtirmuglar ve
kiimeslerin 47’sinde saptamislardir. Serum ve ark. (2006), 109 tavuk
digkisindan  glikopeptid direngli enterokoklar1 (GDE) arastirmug ve
%88,1’inden GDE izole etmis ve bu izolatlarin %87,4° iinlin E. faecium,
geri kalaninin Enterococcus spp. olarak tanimlandigini bildirmislerdir. Unal
ve ark. (2010), fenotipik olarak vankomisin saptadiklari 1 E. faecium
izolatinin, vand geni tasidigmi bildirmislerdir. Akgil ve ark. (2016),
tavuklara ait 192 enterokok izolatindan 8’inin fenotipik olarak vankomisine
direngli ve orta duyarli olduklarmi ve bu izolatlar1 genotipik olarak 1’ini
vanA geni tastyan E. faecalis, 2’sini vanC1 geni tasiyan E. casseliflavus/E.
gallinarum ve 5’ini de vanC2/3 geni tastyan E. casseliflavus/E. gallinarum
olarak belirlemislerdir. Bu ¢aligmada hem fenotipik hem de genotipik
olarak VRE tiirleri arastirilmig ve 5 adet vand geni tasiyan E. faecium, 29
adet vanCI geni tastyan E. gallinarum ve 54 adet vanC2/3 geni tastyan E.
casseliflavus izole edilmistir. Izole edilen enterokoklarm tiir ve sayilarmin
farkli olmasi, ¢aligmalarin degisik cografik bolgelerde yapilmasi, farkli
yetistiricilik tiirlerinin olmasi, izolasyon yontemlerinin ya da antibiyotik
direncinin saptanmasinda kullanilan yontemlerin farkli olmasi, O6rnek
¢esidinin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

VRE’nin epidemiyolojisi agisindan Avrupa iilkeleri ile Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) arasinda dikkat ¢ekici farkliliklar bulunmaktadir.
Avrupa iilkelerinde VRE rezervuart olarak c¢ogunlukla hayvanlar ve
kanalizasyon sistemi sorumlu tutulmaktadir, ABD’de VRE kolonizasyonu,
hastane disinda sik goriilmemekte ve nozokomiyal bir sorun oldugu kabul
edilmektedir. Avrupa iilkeleri ve ABD arasindaki bu epidemiyolojik
farkliligin, Avrupa iilkelerinde hayvan yemlerine kiimes hayvanlarmm
bliyime ve gelisimini hizlandiran ve bir glikopeptid antibiyotik olan
avoparsin ilave edilmesiyle iliskili oldugu diistiniilmektedir (Jung ve ark.,
2007; Seo ve ark., 2005). ABD’de ise avoparsin, hayvan yemleri i¢in lisans
almis bir katki maddesi olmadigr igin kullanilmamaktadir. Seo ve ark.
(2005), domuz ve kanath disk1 6rneklerinden 6 adet vand geni tastyan 5 E.
faecium ve 1 E. faecalis saptamiglardir. Bunlarin 3’i avoparsin kullanilan,
diger 3’1 de avoparsin kullanilmayan kanatl ¢iftliklerinden izole edildigini
bildirmislerdir. Dilik ve Istanbulluoglu, (2010) ise broylerlere ait kloakal
stvablardan izole ettikleri enterokok suslarinin vankomisin direncini %0,4
olarak bildirmistir. Unal ve ark. (2010), broylerlere ait 400 sivab &rneginin
sadece 1’inde vand geni tastyan E. faecium izole etmislerdir. Bagcigil ve
ark. (2015), tavuk altlik ve rektal sivablarindan 3 adet vand geni tasiyan E.
faecium saptamiglardir. Bu ¢alismada 5 adet vand geni tasiyan E. faecium
izole edilmistir. Ulkemizde ciftliklerden antibiyotik kullanimi hakkinda
diizgiin veri almak her zaman miimkiin olmamakla birlikte, ozellikle
antibiyotik kullanim yasaginin uygulanmasina baslamasindan &nceki
yillarda yapilan g¢aligmalarda ve bu g¢aligmada izole edilen VRE’lerin,
avoparsinin uzun yillar hayvan biiylitme yemi olarak kullanilmis
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olmasindan kaynaklanabilecegi goz ardi edilmemelidir. Ancak avoparsin
kullanim1 olmaksizin domuzlar da vand geninin tagmabildigi ve avoparsin
kullanimu ile iliskili olmayabilecegide bildirilmistir (Seo ve ark., 2005; Jung
ve ark., 2007).

Vankomisin direncinin saptanmasinda Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) standartlarinda birkac¢ yontem onerilmektedir ve
farkli arastiricilar laboratuvar imkanlarina gére de farkli yontemleri tercih
etmektedirler. Bunun diginda giiniimiizde bazi otomatize sistemler de
kullanilmaya baslanmistir. Ancak Dombradi ve ark. (2010), yaptiklari
calismalarinda otomatize sistemdeki bazi sorunlardan dolay1 bazi suslarda
yanliy pozitif sonuglar elde edilebilecegi, dolayisiyla sonuglarm MIK
degerlerini gegerli test yontemleriyle (E-Test ya da mikrodilusyon)
degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada yanlis pozitifligi
ortadan kaldirmak amaciyla daha uzun ve zahmetli bir yontem olmasina
kargin makrodilusyon yontemi kullanilmistir.

Vankomisin direnci arastirmalarinin  yapildigi ¢aligmalarda
inceleme oOrnekleri de amaca goére degisiklik gostermektedir. Hastane
infeksiyonlarinda, klinik olgularda infeksiyonun vyerlestigi bdlgelerden
alinan ornekler incelenirken, sagicilik, kolonizasyon, hayvan kaynakli bir
risk olusumunun arastirilmas: gibi epidemiyolojik verilerin saptanmasina
yonelik c¢alismalarda ise daha cok etkenin primer olarak bulundugu
bagirsak igerigi ve diski 6rekleri incelenmesi onerilmektedir (Bortolaia ve
ark. 2015; Ertiirk ve ark., 2012). Bu ¢alismada enterokoklarm hayvanlardan
insanlara gegisinde de ¢ok dnemli bir kontaminasyon kaynag olarak bilinen
digki 6rnegi incelenmistir. Diski materyali igerisindeki cesitli etmenler
PZR’1 olumsuz etkiledigi, ayrica digki, bakteriyel yonden de oldukca
kontamine bir inceleme 6rnegi oldugu i¢in bu caligmada oncelikle etken
izolasyonu ve bunu takiben PZR ile molekiiler olarak inceleme yapilmistir.

Enterokoklarda vankomisin direnci farkli gen bdlgeleri
tarafindan kodlanabilmektedir ve buna bagl olarak farkli direng tipleri
goriilmektedir. VanA tipi direngte, etken hem vankomisin hem de
teikoplanine direngli iken, VanB ve VanC tiplerinde sadece vankomisine
diren¢ gézlenmektedir. Genel olarak vankomisin direngli E. gallinarum’ un
vanC geni tasidigy bildirilmekteyse de, vand ve vanC genlerinin ikisini de
birlikte tastyan E. gallinarum suslari da rapor edilmistir. Bu nedenle
etkenin izolasyonunu takiben fenotipik olarak vankomisine direngli
oldugunu saptadiktan sonra bunu kodlayan genin saptanmasi
epidemiyoloijik agidan &nemlidir (Bonten ve ark., 2001; Coombs ve ark.,
1999; Seo ve ark., 2005). Bu nedenle bu ¢aligmada da birgok arastirmada
yapildig1 iizere izolasyonu takiben izolatlar spesifik primerler ile
vankomisin direncini saptamaya yonelik PZR ile incelendi. Yapilan PZR
sonucunda vanCl ve vanC2/3 direng genlerini tasiyan izolatlarin hi¢birinde
vanA ya da vanB gen bolgeleri saptanmadi. Ancak bu ¢aligmada yumurtaci
tavuklara ait vand geni tastyan 5 E. faecium izolatnm, sadece 2’sinin
teikoplanine direngli oldugu gézlemlenmis ve bu tip sonuglart elde eden
caligmalara (Bagcigil ve ark., 2015; Gu ve ark., 2009; Park ve ark., 2008;
Cetinkaya, 2000) benzer sekilde, bu izolatlar da vanB fenotipi tasiyan vand
genotipli izolatlar olarak siniflandirilmistir.

Avrupa’da insanlardan izole edilen E. faecium suslarinda vanA
ve vanB tipi direng en yaygin gériilen direngtir. Ulkemizde insanlardan
izole edilen VRE kokenleri incelendiginde E. faecium’un yaygin oldugu ve
vanA geni tasidiklar saptannustir (Unal ve ark., 2010), vanCI ya da vanC2
geni tastyan izolatlardan kaynaklanan salginlar, olgular bildirilmemistir.Bu
caligmada diisiik oranda da olsa vand geni tasiyan E. faecium izole
edilmistir. van den Braak ve ark., (1998) vanCI geni tastyan E. gallinarum
tirlerinin  insanlarda infeksiyona neden oldugunu bildirmislerdir.
Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda vanC geni tastyan izolatlar bildirilmistir
(Akgil ve ark., 2016; Bagcigil ve ark., 2015; Bagcigil ve ark., 2016). Bu
calismada da vanClgeni tasiyan E. gallinarum ve vanC2/3 geni tasiyan E.
casseliflavus tiirleri izole edilmistir. Ulkemizde heniiz vanC genotipli
izolatlarin neden oldugu insan infeksiyonlar1 bildirilmemis olsa bile bu
izolatlarin infeksiyona neden olma riski g6z ardi edilemez. Bu nedenle
insan ve hayvan izolatlarinin karsilastirildig: daha fazla calisma yapilmasi
gerektigi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada tavuk diski 6rneklerinde degisen
oranlarda vankomisin direngli enterokoklar izole edilmistir. vand geni
tastyan E. faecium izolasyon oranmin diisik olmasi umut verici bir sonug
olarak degerlendirilebilir. Ancak kanatli hayvan iriinlerinin kesim
esnasinda ya da sonrasindaki etin islenmesi asamalarindaki digki
kontaminasyonu riski disiiniildigiinde hayvanlardaki antibiyotik direngli
bakterilerin sagilimi yoniindeki ¢aligmalarinin devamliligi halk saglig
acisindan ¢ok onemlidir.
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