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OZET

TARLA FARESI, RAT VE BEYAZ FARELERDEN ZOONOTIK
ENTEROBACTERIACEAE TURLERININ IZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE ANTIBIYOTIKLERE DUYARLILIK DURUMLARI

UZERINE CALISMALAR

DOGU CINAR, Oya
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Murat YILDIRIM

Subat 2010, 42 sayfa

Bu calismada farkli yasam alanlarinda bulunan beyaz fare, tarla faresi ve
ratlarin bagirsak florasindaki aerobik Enterobacteriaceae tirlerinin izolasyonu
ve identifikasyonu, izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi ve dogal
yasam ile laboratuvar kosullarinin barsak florasi Gzerine etkisinin incelenmesi

amagclandi.

Bu amacla farkli yasam alanlarinda bulunan 15 beyaz ve 29 tarla faresi’nin
duodenum ile kolon’'undan, 65 Wistar rat'inin rektumundan toplam 153 svap

ornegdi alind1.



Calismada bagirsak florasini iceren 153 6rnekten 74 Enterobacteriaceae
izolati elde edildi. Bu izolatlarin 58'i (% 78.4) Escherichia coli, 5'i (% 6.7)
Serratia liquefaciens, 5'i (% 6.7) Citrobacter freundii , 3'G (% 4) Yersinia
enterocolitica, 1'i (%1.4) Shigella spp.,1'i (%1.4) Escherichia fergusonii ,1’i

(%1.4) Arizona spp. olarak tanimlandi.

Laboratuvar sartlarinda yetistirilen beyaz fare ve rat ile yaban hayattan elde
edilen tarla farelerinden izole edilen Enterobacteriaceae tirleri arasinda

farkhliklarin oldugu belirlendi.

Yapilan antibiyogram testi sonucunda bazi enterobakter tlrleri Gzerine basta
trimetoprim+sulfametaksazol olmak Uzere imipenem, netilmisin, piperasillin,
siproflaksin, amoksisilin-klavunalik  asit, amikasin, seftriakson ve
sefuroksim’in etkili oldugu saptandi. Ayrica Shigella spp.’nin seftriakson,
sefuroksim ve amikasin’e, Escherichia fergusoni’nin siproflaksin ve

sefuroksim’e, Arizona spp.’nin amikasin’e %100 direngli oldugu belirlendi.

Bu calismada fare ve ratlarin barsak florasinda en yogun bakteri tlrtinin
E.coli oldugu, dogdal yasam ve laboratuvar kosullarinin hayvan tarlerinin
barsak flora olusumunda 6énemli bir faktdér olarak rol aldigi ve barsak
florasindaki direncli bakterilerin antibiyotik direncinin artmasinda rol

alabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Rat, Beyaz fare, Enterobacteriaceae,

Antibiyotik duyarlihgi



ABSTRACT

STUDIES ON ISOLATION, IDENFICATION AND ANTIBIOTIC SENSITIVITY
OF ZOONOTIC ENTEROBACTERIACEAE IN HARVEST MOUSE, RAT

AND WHITE MICE

DOGU CINAR, Oya

Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr Murat YILDIRIM

February 2010, 42 pages

In this study, we aimed to determined that the isolation and identification of
aerobic Enterobacteriaceae species in white mice, harvest mouse and rats
which were located in different life spaces, on the other hand, the detection of
antibiotic sensitivity of the isolates, finally, the effect of wild life and laboratory

conditions on intestinal flora.

For this purpose, 153 of swap samples were taken from duodeni and colons
of 15 of white mice and 29 of harvest mice and recti of 65 of rats.

In this study, the 74 of Enterobacteriaceae isolates obtained from 153
samples which contained intestinal flora. The 58 of these isolates (78.4 %)

were determined as Escherichia coli. The other determinations were done as



follows; 5 of them (6.7 %) Serratia liquefaciens, 5 of them (6.7 %) Citrobacter
freundii, 3 of them (4 %) Yersinia enterocolitica, 1 of them (1.4 %) Shigella

spp., 1 of them (1.4 %) Escherichia fergusonii, 1 of them (1.4 %) Arizona spp.

The differences were determined in Enterobacteriaceae species between
white mouse and rat which bred in laboratory conditions and harvest mice

which were obtained from wild life.

The antibiogram test revealed that especially trimethoprim +
sulfamethoxasole and imipenem, netilmisin, piperacillin, ciprofloxacine,
amoxicillin — clavulanic acid, amicasin, ceftriaxon and cefuroxim were
effective on some of Enterobacter species. However, Shigella spp. were
detected as resistant (100 %) to ceftriaxon, cefuroxim and amicasin. On the
other hand, Escherichia fergusoni was resistant to ciprofloxacine and

cefuroxim and Arizona spp. was resistant to amicasin at 100 %.

Overall research showed that E.coli was most frequently seen type of
bacteria in intestinal flora of mice and rats, on the other hand, wild life and
laboratory condition were strong factors for composing intestinal flora of
animal species and the resistant bacteria which were located in intestinal

flora may take roles for rising antibiotic resistancy.

Key words: Rat, White mouse, Enterobacteriaceae, Antibiotic sensitivity
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KISALTMALAR DiZziNi

E.coli Escherichia coli
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EMB Eosin Methylen Blue
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IPM imipenem
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PRL Piperasillin
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Ark Arkadaslari
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GF Germ free
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin birbirleri ve ¢evreleri ile olan iligkilerini inceleyen bilim
dalina mikrobiyal ekoloji adi verilir. Butun canlilar, iginde yasadiklari
ekosistemin etkisi altindadir. Canlilarda bagirsaklar mikroorganizmalar igin

ekolojik bir mikroortamdir (1).

Bagirsak ekolojisi, bagirsak ekosisteminde yer alan mikroorganizmalarin
birbirleri ve konakg¢i ile olan iligkilerini inceler. Cevre faktorlerinin
mikroorganizmalar Uzerinde segici bir etkisi bulunmaktadir. Bu c¢evre
faktorleri, ayni kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6zellikler tagiyan mikroorganizma
tirleri Uzerine benzer etkiler olustururken, degdisik 06zelliklere sahip

mikroorganizmalar Uzerine farkl etkiler olusturur (2-4).

Cevre faktorleri ve konakginin sagladigi ortamin fiziksel, kimyasal,
immunolojik ézellikleri, beslenme florayi olusturan mikroorganizmalarin tip ve
sayisini belirlemede 6nemli rol oynar. Bazi beslenme sekilleri bagirsak
ekosistemini etkileyerek bir mikroorganizmanin tGremesine izin verirken, diger
mikroorganizmalarin Uremesini durdurur. Ortamda tek bir besin maddesi
varsa ve bu besin maddesi floradaki tek bir mikroorganizma tarafindan
kullaniliyorsa, florada yalnizca o mikroorganizma baskin olarak ¢ogalir (3-8).
Bir canlinin florasi Uzerine beslenme tipi ve sekli (6zellikle bagirsak florasi

uzerine) ¢ok etkinken, cinsiyetin herhangi bir etkisi bulunmadidi bildirilmigtir

(5).



Beslenme ile canlilarin 6zellikle badirsak florasina bakteri girisi saglanir (8).
Bu bakterilerin ¢ogu, canlinin immun sisteminin etkisiyle ve sindirim
sisteminde bulunan dogal floraya bagh olarak ¢ogalamaz ve ekolojik yapiyi
bozamaz. Canlilar arasindaki farkli beslenme sekillerine baglh olarak 6zellikle

bagirsak florasinda farkl kolonilesmeler gézlenir (2,4,5,8,9).

Dogal flora, canl tdrleri arasinda farkhlik gosterebildigi gibi yasadiklari
bdlgelerdeki gevresel faktorlere badli olarak ayni tirdeki canlilarin florasinda
da farkhliklar bildirilmistir (2). Canlinin psikolojisi, beslenme tirla ve tipi
immun sistem (zerinde etkilidir. immun sistemin infeksiyéz veya non-
infeksiyoz etkenlere bagl olarak baskilanmasi, canlinin dogal flora olusumu

ve flora dengesi Uzerine olumsuz etkileri olacaktir (4,8).

Mikroorganizmalar  arasindaki iligkiler, ortak yasam, mutualizm,
kommensalizm, antagonizm, sinerjizm, parazitizm, opurtunizm ve
kompetisyon olarak adlandirihr (3-5). Mutualizmde, mikroorganizmalar
arasinda karsilikh yarar saglama s6z konusudur. Konakg¢l ve mutualist
mikroorganizmalar yasamlarinda ve dremelerinde birbirlerinin metabolitlerine
gereksinim duyarlar. Komensalizm de mikroorganizmalardan biri faydalanir,
digeri ise ne yarar ne de zarar gorur. Sinergizm de, iki veya daha fazla
mikroorganizma birbirinin  etkisini destekleyerek birlikte olusturduklari
infeksiyonu ifade eder. Antagonizmde, bazi mikroorganizmalarin Uredikleri
ortamda direkt (toksik maddeler, antibiyotikler, antifungal maddeler,
bakteriosinler vs) veya indirekt etkileri (ortamin pH’sinin, ozmotik basincinin,

yuzey geriliminin degismesi, vs) ile diger mikroorganizmalarin Gremesini ve



gelismesini engeller. Parazitizmde, bazi mikroorganizmalar iginde veya
Uzerinde yasadi§i konakglya fayda saglamadan, zarar vererek yasamlarini
surdurdarler (3). Opurtunizmde, bazi mikroorganizmalar, normal sartlar altinda
konakginin sistemlerinde (sindirim sistemi, solunum sistemi vs), patojenik bir
etki gostermemesine ragmen, c¢evresel faktér, beslenme, stres ve bilingsiz
antibiyotik kullanimi sonucu immun sistemin baskilandigi durumlarda patojen
hale donusebilirler. Kompetisyonda, iki etkenin karsilikl rekabete girmesi,

birinin yerini digerinin almasiyla ortaya ¢ikan bir yasam tarzi vardir (3,4).

Mikroorganizmalar arasindaki besinsel iliski, konakgi florasinin ekosistemini
korur ve duzenler. Bunlarin diginda mikroorganizmalarin ¢gogalmasinda belirli
fizikokimyasal faktorlerin de etkisi vardir. Mikroorganizmalarin Gremeleri igin
optimal kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Optimal kosullarin degistigi
durumlar (pH, osmotik basing, oksijen, yuzey gerilimi vs) ve besiyerinde

toksik metabolitlerin birikmesi mikroorganizmalarin Gremesi Uzerine olumsuz

etki olusturabilir (4).

Konakgida vyer alan bazi yapisal ve fizyolojik bariyerler, bir
mikroorganizmanin konakg¢i vicuduna girmesine ve ¢ogalmasina engel olur.
Bu faktorler dogal savunma bariyerlerini icerir (mukus, mide asidi, taycukler,
lokal bagisiklik sistem Ogeleri). Patojen bakterilerin, enfeksiyon
olugturabilmesi igin mukus tabakasindan kurtulmasi ve bagirsak igerigi ile
karisan c¢cok sayida dogal flora bakterileri arasinda hayatta kalabilmesi
gerekir. Dogal florayi olusturan bakteriler siklikla doymamis yag asitleri ile

birlikte sindirim bakterilerine karsi toksik etki yapan bakteriosidal maddeler



uretirler. Clostridium difficili, Campylobacter spp., Salmonella spp. ve
Staphylococcus spp. doymamis yag asitlerinden etkilenen bakteriler arasinda

yer almaktadir (10).

insanlarda ve hayvanlarda yavru diinyaya geldikten kisa bir siire sonra
cevreyle olan etkilesim ve beslenmeye baglh olarak bakteriler bagirsaga
gecerek yerlesir. Bu bakterilerin gelisim suresi canlidan canliya farkhlik

gOstermektedir (3).

1.1. Dogal Flora

Vicudun c¢esitli sistemlerinde yerlesim gosteren, organizmaya zarar
vermeyen, hatta bazi yararlar saglayan ve organizma ile birlikte yasayan
mikroorganizma topluluguna vicudun dogal florasi adi verilir. Bu florada

degisen kosullara bagli olarak patojenler ve firsatgi patojenler yer alabilir (7).

Dogal flora vicudun dis ¢evre ile iletisim kurdugu deri, burun, agiz, sindirim

© Dogal flora

sistemi, Urogenital sistem ve meme mukozasinda bulunur
genig bir bakteri ve mantar grubundan olusur ve bunlar organizmada

hastaliga neden olmaksizin yasarlar (3).

Dogum &ncesi canlilar mikroorganizmalardan ari kabul edilir ve dogum
sonrasi dig cevreyle temasi ile dogal flora sekillenir. Geng¢ hayvanlarin
intestinal florasi eriskin hayvanlardan farklilik gdsterir. intestinal flora cografik

yerlesim bdlgesi, beslenme ve iklim sartlarina bagli olarak degisir (3,6,10).



Normalde steril olan fetus dogum aninda veya dojumdan sonra katildigi
ekosistemde c¢esitli cins ve sayida mikroorganizmayla kargilasir. Bu
mikroorganizmalarin bazilari immun sistem tarafindan yok edilir, bazilari ise
yerlesmeye olanak bulamaz. Bazi mikroorganizmalar ise vucudun cesitli
sistemlerine yerlesir. Bu yerlesen mikroorganizmalar organizma igerisinde
degismeyen topluluklar halinde ve hayat boyunca slren kalici dogal

mikroflorayi olustururlar (8).

1.2. Kalici Flora

Vucudun belirli bir sisteminde var olan, cesitli dis faktorlerin etkisiyle ortadan
kaldirilsa bile kisa veya uzun bir sure sonra kendini yenileyen floradir. Kalici
floradaki mikroorganizmalar, bulunduklari sistemden bagka bir sisteme
gecmedikce, aralarindaki denge bozulmadik¢ga ve organizmanin savunma
gucu ¢ok zayiflamadikga hastalik yapmazlar. Bagirsak florasinda ki fakultatif
turler stres, yetersiz beslenme ve immunsupresif hastaliklar gibi faktorlere
bagli olarak immun sistemin baskilanmasi sonucunda ¢esitli enfeksiyonlara
sebep olabilirler. Ayni sekilde fazla antibiyotik kullanimi da bagirsak florasinin
bozulmasina, bunun neticesinde bazi enfeksiyonlarin olugsmasina neden

olabilir (3).

1.3. Gegici Flora

Vucudun belirli bir sisteminde kalici floranin yaninda ¢gogu apatojen ve bazen

patojen mikroorganizmalar gegici florayr olusturur. Bu gegici floradaki



mikroorganizma topluluklari birka¢g saat, glin veya bir iki haftaya kadar
kaldiktan sonra temasta bulunduklari g¢evre, besin, antibiyotik vb. etkinin
ortadan kalkmasiyla kaybolurlar (10). Gegici floranin ortadan kaldiriimasi

durumunda yeniden bu flora olusmaz (6).

1.4. Floranin Organizmadaki Rolii

Florada bulunan mikroorganizmalarin gogu kommensaldir. Bunlar vicudun
Isisindan, neminden ve dokuntl maddelerinden vyararlanirlar ve zarar
vermeksizin yasamlarini surdurarler. Bazi mikroorganizmalarin
kommensallikten daha ileri olarak organizma ile mutuallik halinde
bulunduklari bildirilmistir. Sindirim sisteminde bulunan bazi
mikroorganizmalarin vitaminleri (B ve K vitamini) sentez ettikleri, canlinin
bagirsak enzimlerince sindirilemeyen besin maddelerininin  sindirimini
sagladiklari bilinmektedir. Ayrica yine bagirsakta bulunan bakterilerin,
besinlerin artik maddeleri Uzerine etkili olup, fermantasyon ile basta pH
olmak Uzere ortam kosullarini dengede tutarak, belirli tipteki

mikroorganizmalarin baskin hale gelmesini énleme de rolu vardir (3).

Normal flora, ortam kosullari uygun oldugunda canliya fazla miktarda fayda
saglamaktadir. Kendi ihtiyaci olandan daha fazla vitaminleri sentezler ve
fazlasini disari atar. Bu disari atilan vitaminler de (B ve K vitaminleri) konakgi
tarafindan absorbe edilerek kullanilir. Normal flora antogonistik etkiyle
patojen bakterilerin koloni olusturmasina karsi koruyucu rol oynar. intestinal

bakteriler degisik salgilar Uretirler (yad asidi, peroksidaz vb.) ve bu sekilde



diger bakterilere karsi inhibitdr etki gdsterirler. Normal flora doku gelisimini de
aktif olarak etkileyerek sindirim sistemindeki lenfatik dokularin gelismesini
saglar ve patojenik bakterilere karsi micadelede yardimci olmaktadir (6,8).

Bulagici hastaliklara neden olan mikroorganizmalar alti ana grupta
toplanabilirler. Bunlar bakteriler, mantarlar, protozoonlar, helmintler,
artropodlar ve virtsler olarak gruplandirilabilir. Her grubun farkl bir 6zelligi
vardir (yapisal ve molekuler degisimler, biyokimyasal ve metabolik stratejiler,
yeniden ¢ogalma islemleri vs). Bu 6zellikler mikroorganizmalarin konakgiyla

iliskisini ve hastaliklara nasil neden oldugunu gosterir (6).

1.5. Bagirsak Florasi

Bagirsak florasindaki bakteri tiri sayisi duodenumdan baslayarak gittikgce
sayica artmakta ve kalin bagirsakta en yuksek seviyeye ulasmaktadir. Kalin
bagirsakdaki flora, hemen hemen diski florasinin aynisi olarak saptanmistir
(5,6,8) . ince bagirsak ¢cogalma igin uygun bir ortam degildir. Clinkii buradan
gecis cok hizlidir. ince bagirsakta cogalma yalnizca mukusda (bagirsak
icerigi) gerceklesir. Codalma en ¢ok kalin bagirsakta olur ve bakteriler
sindirim sisteminde kendilerine en uygun yere yerlesirler (4,8). Bagirsakta ilk
kolonizasyon mukusta gercgeklesir ve bakteriler epitel hicrelerine tutunurlar

(8,10).

Bagirsak florasinin % 96-99’ unu anaeroblar ve %1-4’ inu aerob ve fakultatif
anaeroblar  olusturur (11). Mide igerigi yalnizca gegici olarak

mikroorganizmalari besler. Cunku asitik pH etkin bir bariyer olusturur.



Bununla birlikte gastrik mukozadan asite dayanikh laktobasiller ve
streptokoklar gecebilir. ince bagirsaklarda (duodenum) kolonizasyon az
olmakla birlikte (10* organizmal/g) ileum da streptokoklar, laktobasiller,
enterobakteriler ve  bakterioideslerin  timunUn  bulunabildigi  ve
kolonizasyonun arttigi gézlenmektedir. Kalin bagirsakta bakteri sayisi ¢ok
fazla olmakla birlikte (10'° organizma/g) tiir sayisi da gesitlilik gdstermektedir.
Bu tlrler Bacteroides spp., Fusobacterium spp., Streptococcus faecalis,
Escherichia coli (E.coli), Enterobacteria spp., Klebsiella spp., Eubacteria,
Bifidobacteria, Lactobacillus spp., Staphylococcus aureus, Clostridium spp.,
Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp. olarak
bilinmektedir.  Bunlarin  blydk bir bdlimind anaerob  bakteriler

olusturmaktadir (5,6,11).

Dogal floradaki bir bakterinin istilaci bir bakteri ile yer dedistirmesi oldukca
zordur. CuUnkl ortamda ilk bulunan bakterilerdir ve ortama adapte
olmuslardir. istilaci bakterilerin adaptasyonu icin zaman gereklidir ve bu siire
icinde bakterilerinin bir kismi digki ile atilir (12). Bir bakterinin, dogal flora
bakterisi ile yer degistirmesi ancak kademeli bir sekilde gerceklesebilir (13).
Ayni veya farkli tlrler arasindaki flora farklihginin nedeni olarak beslenme,
pH, antibakteriyal sekresyonlar, cografya ve mikroorganizmalarin birbirleri
Uzerine olan etkileri gosterilebilir (2). Dogal florayr olusturan
mikroorganizmalar hastaliklara kargi konakgi direncini énemli dlglde

desteklemektedir (14).



1.6. Normal Floranin Mikroorganizma Florasini Engelleme Etkisi

Patojen bakteriler, vicuda giris yerlerindeki normal flora bakterileriyle
dokulara kolonizasyonda yarig halinde bulunurlar. Bu yarista dokuya penetre
olma ve beslenme bakimindan uUstunluk gosteren kazanir. Bu temele dayali
olarak organizmanin c¢esgitli bdlgelerinde yerlesmis olan mikroorganizma
florasi kendi normal dengesi bozulmadikga o bdlgelere yerlesmek isteyen
patojenik mikroorganizmalar Uzerine olumsuz etki yaparak yerlesmelerini
engeller (3). Bu sebeple beslenme, cevre dedisikligi ve immun sisteminde
olusacak bir yetersizlik ile normal flora yapisinda olusacak herhangi bir
sapma, patojen mikroorganizmalarin dokulara penetre olmasina ve bunun

sonucunda da hastaliklara yol agabilir (15).

Bagirsak bakterileri, tasiyici canliya bazi metabolik faydasi olabilen organik
asitler salgilar. Ayrica bu mikroorganizmalar konakginin yetersiz beslenmesi

sonucunda olusan B ve K vitamini eksikligini trettikleri Grtnlerle giderirler (6).

Hayvan tirlerine bagli olarak, mikroorganizma florasinin sindirim sistemine
yerlesmesi birka¢ haftadan aylara kadar degismektedir. Bu mikrofloranin
olusmasinda en 6nemli faktdr floraylr olusturucak mikroorganizmalar igin
dogru besin kaynagidir. Mikroorganizmalar bagirsak ortamina adapte
olmalari durumunda konakglyla aralarinda kuvvetli bir ekosistem olustururlar
(4,10). Dogal floray! olusturan mikroorganizmalar ortama sonradan katilan

mikroorganizmalar Uzerine inhibe edici etki gosterebilmektedir (2).



Sindirim sistemindeki bakteri toplulugunun yapisini buiylk oranda, sans
(dogumdan kisa slre sonra dogal flora bakterileri, sindirim sistemine
sonradan giren bakterilerden daha fazla sansa sahiptir), enzimler, mukus
tabakasi (barsagin dogal florasina katilabilmek icin, bakteriler bagirsaktaki
mukusu temel besin kayna@i olarak kullanabilmeli), konakginin bagisiklik
sistemi (bakterilerin bagirsak mukozasina kolonize olabilmeleri igin
konakginin bagisikhk sistemi tarafindan kabul gérmeli), mikroorganizmanin
adezyon 6zelligi (mukus hucrelerine yapisma kapasitesi) belirler (10). Bunlar
disinda mukoz tabaka, gastrik asidite, lizozim enzimi, safra tuzlari,
bagirsaklarin peristaltik hareketleri, dogal bagirsak florasi, hepatik engel
sindirim sistemindeki bakteri toplulugunun olugsumunu etkileyen diger

etkenlerdir (16,17).

1.7. Sindirim Sisteminin Kolonilesme Direnci

Kolonilesme direnci (KD), mikroorganizmalarin  sindirim  sistemine
kolonizasyonunda karsilastiklari bir savunma mekanizmasidir. Kolonilesme
direncini etkileyen faktorler; antibiyotik tedavisi, siddetli hastalik durumu ve

beslenmedir (18,20).

Bagirsak enfeksiyonlarina karsi ilk savunma mekanizmasini (KD) olusturur.
KD, anaerobik bakteriler tarafindan kontrol edilir (18,19). Bireyin dogal
florasinin olugsmasinda KD’nin yani sira bagisiklik sisteminin de 6nemli roll

vardir. KD ayni tdre ait bireyler arasinda belirgin bir sekilde farkhlik
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gostermektedir. KD’ nin agizdan alinan mikroorganizmalara kars! inhibe edici

etkisi vardir (10).

Dusik KD, dogal mikrofloradaki nicelik ve nitelikli blylk dedisikliklerden,
mukus salgilanmasinin engellenmesi veya azaltimig mukozal hucre
dejenerasyonu sonucunda olusur. KD dizeyinin dismesi, stres
doénemlerinde, yaslanma sirasinda, siddetli hastalik ve 6zellikle kemoterapi
suresince ya da bundan bir sure sonra ortaya ¢ikabilir. Konakgi organizmanin
iyilesmesi, cogunlukla organizmanin dogal bagirsak florasinin ve bdylece KD’
inin iyilesmesine isaret eder. Genis spektrumlu antibiyotik tedavisindeki
hayvanlarda, 6zellikle de, antibiyotik oral yolla uygulaniyorsa, olduk¢a disuk
KD degerleri beklenir (18-20). Bagirsaklardaki antibiyotik yogunlugu, birgok
KD ile baglantili bakterinin buylimesini bastiracak kadar yluksek hale gelebilir.
Genis spektrumlu antibiyotik tedavisi suresince, hastanin bakterilere ya da
bagirsaklardaki antibiyotik yogunluguna kargi direngli mayalara duyarliligina
dikkat edilmelidir. Duyarli bakteriler, patojenik olmasalar bile, bagirsaktaki
yogun antibiyotik seviyesi nedeniyle dogal florayi olusturan turlerle birlikte
olur. Bagirsak mukozasinda meydana gelen tahribatlar ve yogun antibiyotik
tedavisinin sebep oldugu flora eksikligi ile KD dismektedir (10,18,19). Yogun
antibiyotik tedavisinden sonra 2 hafta igcinde enterobakterilerin normal florayi
olusturduklari bildirilmistir (3). Floraya ilk yerlesen mikroorganizma E.coli ise,
% 90 oraninda dogal floray1 olusturmus ve yeni gelen bakterilere karsi
koymustur (11). E.coli bagirsak igeriginin oksijen miktarini duasurerek,

anaerobik bakterilerin yerlesmesine olanak saglamaktadir (15).
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1.8. Beslenmenin Dogal Floraya Etkisi

Beslenme, floranin igerigini etkileyerek bagirsak bakterileri igin ek besin
kaynagi saglamaktadir. Gidanin igerigi dogal floranin olusmasinda énemli rol
oynar (2). Bagirsak florasinda bulunan dogal bakteri trlerinin gelisimi, alinan
gidaya bagh olarak farkhlik gosterir. Bu nedenle, beslenme bagirsak florasi
icerigini etkileyebilir. Beslenme aliskanlhidina bagl olarak olusan dogal flora
bakterileri, rekabet¢i ya da bagirsak ortamina yeni giren bakteriler igin
toksinler Ureterek bariyer olusturabilir. Bu durum KD'yi pozitif olarak etkiler.
Beslenme bagirsak bariyerini duisurerek daha az rekabetci ve toksik dogal
flora tlrlerinin gelisimine de olanak saglayabilir. Bu durum da KD'’yi negatif
olarak etkilemektedir. Ornegin yeni dogmus hayvanlar, haftalarca disik
proteinli gida ile beslenirse, dogal flora Uzerine etkin immunite azalir. Bu
sartlar altinda hayvanlarin T- hlcre savunma sistemi zayiflar. Gidalarda
protein eksikliginin uzun slre devam etti§i durumlarda, protein miktari
arttirilsa bile, bu tlr gidalarla beslenen hayvanlarda bagirsak flora igeriginin
dengelenmesinde immunitenin gelisimi  engellenecektir (10). Dogum
sonrasinda badirsak florasi sterildir. Ancak zamanla beslenme ve ¢evre

faktorlerine bagl olarak gelisir (20).

1.9. Antibiyotik Direngliligi

Dunyada uretilen antibiyotiklerin %50’si insanlarda, %50’si ise hayvancilikta
kullanilmaktadir. Hayvanlarda kullanilan  antibiyotikler, bakterilerdeki

antimikrobiyal direncin artmasinda risk olusturmaktadir. Saglklh hayvanlarin
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intestinal florasindaki bakteriler diren¢ genleri igin tasiyici rol oynamakta,
dogrudan temas ya da gidalarla insan florasina kolonize olabilmektedirler.
Hatta diren¢g horizontal olarak insan patojenlerine de gecebilmekte ve
enfeksiyonlarin  tedavileri  basarisizlikla  sonuglanabilmektedir  (21).
Antibiyotikler insanlarda ve hayvanlarda baslica enfeksiy6z hastaliklarin
tedavisinde ve bu hastaliklardan korunmada kullanilmaktadir. Bunlarin yani
sira antibiyotikler, hayvanlarda buylmeyi gelistirmek amaciyla ve daha az
miktarlarda da tarimda bitkileri korumak amaciyla kullaniimaktadir. Asiri
miktarda antibiyotik kullanimi sonucu, antibiyotiklerin zit ve yan etki riskleri
artmakta ve toplum kaynakli patojen etkenlerde antibiyotik diren¢ sorunlari
ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica kullanilan antibiyotikler patojenlerin yani sira
normal flora bakterilerine de etki etmektedirler. Sonug¢ olarak, herhangi bir
antibiyotigin lokal konsantrasyonu, duyarl bakteri populasyonu i¢in minumum
inhibitdér konsantrasyon (MiK) dozundan yiiksekse ve direngli klon icin MiK

dozunun altindaysa bu antibiyotik direngli tlrleri segmektedir (22).

insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde asiri antibiyotik kullanimi, biitin
dinyada mikroorganizmalar Uzerinde buyuk bir selektif etki olusturmakta ve
mikroorganizmalar herhangi bir antibiyotikle karsilagtiklari zaman er ya da
gec¢ direng kazanmaktadirlar. Antibiyotik ¢agi basladigindan beri yeni bir
antibiyotik klinik kullanima girdiginde bazi turler duyarli bazilari dogal olarak
direncglidirler. Ancak zamanla duyarli tdrlerde direng gelismekte ve bu

direncin giderek yayginlastigi gorulmektedir (23-25).
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Antimikrobiyal direng¢, mikroorganizmanin hayatta kalabilmesi i¢cin onemlidir.
Bir mikroorganizma, antibiyotiklere karsi ya dogal olarak (intrinsik direnc,
kalitsal direng) direnclidir ya da duyarli iken sonradan mutasyonla veya yeni
genlerin kazanimi ile direncli hale gelmektedir. Gram negatif bakterilerin
cogunun vankomisine ve metisiline, enterokoklarin ise sefalosporinlere duvar

yapilari nedeniyle direngli olmalari, intrinsik dirence 6rnek verilebilir (23,26).

Yeni bir diren¢ geni kazanimasi ile olugsan direng, konjugasyon,
transformasyon ve transdiksiyon mekanizmalari ile verici bir bakteriden alici
bir bakteriye direng geninin horizontal olarak transferi ile olusmaktadir.
Direngli gen kazanimi, konjugasyonda bir protein tlinel araciligiyla,
transformasyonda c¢iplak DNA’nin alinmasiyla ve transdiksiyonda ise viral

fajlar araciligiyla meydana gelmektedir (27).

Konjugasyon en onemli gen transfer mekanizmasidir. Stafilokoklarda (p-
laktamlar), enterobakterilerde (ampisilin, sulfonamid/trimetoprim, gentamisin,
kloramfenikol) ve enterokoklarda (vankomisin) direng konjugasyonla
olusmakta ve tahminen % 85 oraninda tedavide basarisizliga yol agmaktadir

(21).

Bakterilerdeki onemli diren¢ mekanizmalari: 1) Antimikrobiklerin, bakteri
icerisine giriginin engellenmesi veya aktif digari pompalama sistemleri ile
bakteri icerisinde birikimlerinin  engellenmesi, 2) Antimikrobiklerin,

bakterilerdeki hedef bodlgelerinin  degistiriimesi ile  bakterinin  bu
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antimikrobiklere duyarsiz hale getiriimesi. 3) Antimikrobiklerin bakterilerde

uretilen enzimlerle inaktive edilmesi olarak siralanabilir (23).

Bu calismada, Kirikkale yoresinden toplanan tarla fareleri ile Gazi
Universitesi ve Saglik Bakanlhi§i Refik Saydam Hifzissihha Merkezi'nden
temin edilen beyaz fare ve ratlarda bagirsak flora igeriginin aerobik koliform
enterobakter grubu bakteriler ydnidnden incelenmesi, dogal yasam ve
laboratuvar kosullarinin bagirsak florasi tUzerine etkisi ve ¢esitli antibiyotiklere

kargi duyarhliklarinin belirlenmesi amaglandi.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Ornekleme ve elde edilen numuneler

Aragtirmada Nisan 2003 — Temmuz 2004 yillari arasinda Gazi Universitesi
Deney Hayvanlari Unitesi'nden alinan 65 adet rat (Wistar rat) rektal svab
orneginde, 10 adet beyaz farenin (Balb-C) duodenum ve kolon doku
orneginde, Saglik Bakanligi Refik Saydam Hifzissihha Merkezi'nden temin
edilen 5 adet beyaz farenin (Swiss albino) ve Kirikkale yoresi yaban
hayatindan kapanla yakalanan 29 adet tarla faresinin (Apodemus spp.)
duodenum ve kolonundan alinan doku ornekleri olmak Uzere toplam 153 adet

numune g¢aligildi (Cizelge 2.1.).

Ratlardan steril eklvyonlar kullanilarak rektal svap ornekleri alinirken, beyaz
ve tarla fareleri kesim yontemiyle olduruldukten sonra yapilan nekropsi ile
duodenum ve kolon doku Oornekleri alindi. Alinan duodenum ve Kkolon
dokularinin mukozalarina steril eklvyonlar surilerek ornekleme yapildi. Elde

edilen ornekler bakteri izolasyonu i¢in hemen uygun besiyerlerine ekildi.
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Cizelge 2.1. Hayvan tirlerine gore toplanan materyal tirl ve sayisi.

Numune tiri

Kaynaklar Hayvan Tiru Rektal
Duodenum Kolon

swab
Kirikkale Yéresi Tarla faresi 29 29 -
Gazi Un|verS|teT.S| .Dehey Beyaz fare 10 10 -
Hayvanlari Unitesi
Saglik Bakanhgi Refik Saydam -
Hifzissihha Merkezi’ Beyaz fare S S
Gazi Universitesi Deney 65
- Rat - -
Hayvanlari Unitesi
Genel Toplam 153

2.1.2. Besiyerleri

Ratlardan steril ekivyonlar ile alinan badirsak igerigi ile otopsi sonrasi
duodenum ve kolon mukozalarindan ekuvyonla alinan oOrnekler,
Enterobacteriaceae izolasyonu icin Kanl agar, MacConkey agar ve Eosin
Methylen Blue (EMB, Merck) agara direkt olarak ekildi. Ekim vyapilan
besiyerleri 37 °C’de 24-48 saat inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasinda
supheli koloniler makroskopik ve mikroskopik degerlendiriimeye alindi.
izolatlar, koloni morfolojisi ve gram boyama &zellikleri dikkate alinarak,
identifikasyonlari yapilmak tzere % 15 gliserin iceren gliserinli Trypticase
Soy Broth (TSB, Mast Diagnostics) icerisinde —20 ‘C’de saklandi. izolatlarin
biyokimyasal aktivitelerinin saptanmasinda % 7 kan iceren Kanl agar (Mast
Diagnostics), antibiyogram testleri icin ise Mueller-Hinton agar (Mast

Diagnostics) kullanildi. Bu besi vyerleri uretici firmanin direktifleri
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dogrultusunda hazirlandi ve bir gece 37 “C'de bekletilerek sterilite kontrolii

yapildi. Besiyerleri + 4 °C’de saklandi ve 1 hafta icinde kullanildi.

2.1.3. Biyokimyasal Testler

izole edilen koliform grubu bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri Lassen “Uclii
Tap” yontemiyle saptandi. Bu 1., Il. ve lll. tiplerdeki besiyerlerinin icerigi

Cizelge 2.2., Cizelge 2.3., Cizelge 2.4.‘de verilmigtir.

Cizelge 2.2. |.TUp besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Miktar

Pepton 200 g

Lactose 10.0 g.
Glucose 1.0 g
Sodiumthiosulfate 02 g

Ferro ammonium sulfate 03 g.
NaCl 6.0 g.
Agar 17.0 g.
Phenol red (%0.2 lik) 125 ml.
Distile su 1000 ml.

Bir erlen igerisinde hazirlanan I. tip besiyeri erimesi i¢cin benmaride 40 dk
bekletildi. Sure sonunda I. tip besiyerinden 7 ml miktarinda alinarak 10 ml'lik
vida kapakli tiplere dagitildi. Elde edilen tlpler 120 "C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyondan sonra tupler egik bir duzeyin

Uzerine yatirilarak besi yerinin katilagsmasi beklenildi.
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Cizelge 2.3. II.TUp’Un hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Miktar

Pepton (kazein) 50¢g

Neopeptone 5.04g.
Mannitol 20g.
Agar 25g.
Potassium nitrate 1.7 g.
Phenol red (% 0.2 lik) 20 ml.
Distile su 1000 ml

Bir erlen icerisinde hazirlanan Il. tip besiyeri erimesi i¢in benmaride 40 dk
bekletildi. Stre sonunda Il. tip besiyerinden 5 ml miktarinda alinarak 10 ml’lik
vida kapakli tiplere dagitildi. Elde edilen tipler 120 °C’ de 15 dakika

otoklavda sterilize edildi.

Cizelge 2.4. Il.TUp’Gn hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Miktar
L- tryptophane 0.3g.
Potassium dihydrogen 0.1g
Phosphate 0.1g.
Dipotassium hydrogene 01g
Phosphate 0.1g.
NaCl 0.5g.
Ure 20g.
Ethanol (%96) 1 ml.
Phenol red (%0.2 lik) 1.25 ml.
Distile su 1000 mi
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Bir erlen igerisinde hazirlanan lll. tip besiyeri eritildikten sonra filitre edilerek

(Millipore 0.22 u ) 0.8-0.9 ml miktarinda steril tuplere (10x100 mm) dagitildi.

Hazirlanan besiyerleri kullanilincaya kadar +4 °C’ de buzdolabinda bekletildi.

2.1.4. Antibiyogram Testleri

izole ve identifiye edilen Enterobakteri suslarinin antibiyotiklere karsi
duyarlliklarinin saptanmasinda Amikasin (30mcg), Amoksisilin-Klavunalik
asit (20mcg/10), Seftriakson (30mcg), Sefuroksim (30mcg), Siproflaksin (5
mcg), imipenem (10 mcg), Netilmisin (30mcg), Piperasilin (100 mcg),
Trimethoprim+ Sulfamethoksazol (1,25mcg/23,75) antibiyotik diskleri (Oxoid)
disk difuzyon metodu kullanilarak Klinik Labratuvar. Standartlar Enstitisu

(Clinical Laboratory Standart Institue (CLSI)) kriterlerine gore degerlendirildi.

2.2. YOntem

2.2.1. izolasyon ve identifikasyon

Enterobakteri izolasyon ve idantifikasyonu igin canli hayvanlarin steril
ekuvyonla rektumlarindan alinan bagirsak igerigi ile nekropside cikarilan
bagirsagin duedonum ve kolonundan ekuvyonla alinan bagirsak icerigi
bekletiimeden kanl agar, EMB agar ve MacConkey agara direkt olarak ekildi
ve 37 °C de 18-24 saat inkiibe edildi. Ureyen kolonilerden Enterobacteriacea

koloni morfolojisine uyan ve gram negatif 6zelligi gésteren koloniler secilerek
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saflastirmak amaciyla sivi besi yerine (TSB) gecildi. Bu besi ortaminda 18-24
saat Uretilen mikroorganizmalar tekrar kati ortama (Kanli Agar) ekilerek,
secilen kolonilerin saflik kontrolleri yapildi. Kati besi yeri Gzerinde Ureyen saf
kolonilerin oksidaz ve katalaz testleri yapilarak, oksidaz negatif ve katalaz

pozitif olan suslarin biyokimyasal aktiviteleri saptandi. (Sekil 1.1.,Sekil1.2.)
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Sekil 1.1.inkubasyonda kullanilan etiiv

Sekil 1.2.Kanli agarda Enterobacter spp. koloni gérinimu
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izole edilen suslarin biyokimyasal ézelliklerinin incelenmesinde Lassen Uclii
Tip Yontemi kullanildi. Yari kati bir besi yeri olan “BIRINCi TUPE” ekim,
izole edilen Enterobakter suslarinin 18 saatlik TSB kulturlerinden igne uglu
0ze yardimiyla yapildi. EKim yapilan besi yerleri 37 ‘C de 18 saat inkibe

edildi. Bu tupte agsagida agiklanan reaksiyonlar okundu.

I. Tip’lin degerlendirmesi;

Glukoz fermantasyonu: Pozitif hallerde besi yerinin normal kirmizi rengi
tUpun dip kismindan baslayarak sariya dénusmustur. Mikroorganizmanin asit
ve gaz olusumu ile glukozu fermente ettigi hallerde, olusan gaz besi yerini
tUpun dibinden yukari dogru itebilir. Gaz tesekkili az oldugu zaman iginde

hava kabarciklari olusturur.

Laktoz fermantasyonu: Besi yerinin yluzeyinin kirmizidan sariya donuasmesi

ile belirlenir.

H.S olusumu: Besi yerinde ylzeyden baslayip derine dogru ilerleyen

siyahlagsma ile tanimlanir.

ONPG testi: | nolu tlpteki Laktoz fermantasyonu yapiilmamis ise besiyerinin
yuzeyinde Ureyen kuiltur Beta-galoktosidaz arastirilmasi igin kullanilir.
Laktozlu besiyerinden alinan bir 6ze dolusu kiltir (0,25 ml) fizyolojik tuzlu su
ile suspanse edilir. Bunun Uzerine 0,25 ml ONPG (ortho-nitro-fenil-beta-

galakto-piranosid) solusyonu ilave edilir ve 37 °C’ lik etlive konur. Beta-
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galaktosidaz‘in varligi halinde sabit sari renk olusumu pozitif olarak

degerlendirilir.

ONPG ayraci: 15 ml saf suda 37 "C’ de 80 mg ONPG eritilir. Uzerine 5 ml

tampon fosfat solusyonu konur ve + 4 *C’de saklanir.

Lizin dekarboksilaz olugsumu: 37 ‘C'de 18 saat inkiibe edilmis olan 1.tlp
kUltirin Gzerinde tesekkll eden berrak kloroform tabakasindan bir pastor
pipeti yardimiyla 1 ml sivi alinarak bagka bir tipe aktarildi. Bu sivinin
uzerine, esit miktarda ninhidrin (kloroform da %0.1 oraninda eritilmig) ilave
edilerek 10 dakika oda isisinda bekletildi. Bu slrenin sonunda menekse renk

olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

Yari kati bir besi yeri olan “IKINCI TUPE” ekim, izole edilen Enterobakter
suslarinin 18 saatlik TSB kultlrlerinden igne uglu 6ze yardimiyla yapildi.
Ekim yapilan besi yerleri 37 °C de 18 saat inklibe edildi. Bu tlipte asagida
aciklanan reaksiyonlarin varhgi arastirildi.

Il. Tip’lin degerlendirmesi;

Mannitol Fermantasyonu: Besi yerinin normal kirmizi renginin sariya

doénusmesiyle belirlenir.
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Hareket: Hareketsiz suslar besi yerinin tam ortasinda inokulasyon hatti
boyunca sinirli bir Greme gosterdikleri halde, hareketli olanlar etrafa yayilarak

besi yerinde homojen bir bulanikhgin olugsmasina neden olurlar.

Nitrat Rediksiyonu: Ekim yapilan besi yerleri 18 saat 37 'C’ de inklbe
edildikten sonra Uzerlerine ayri ayri 4 damla dimetil-alfa naftilamin (0.6
ml/100 ml 5 N asetik asit) ilave edilir. Nitrit olusumu besi yerinin renginin

kirmizidan kahverengine donlismesiyle saptanir.

Taze buyyon kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak “UCUNCU TUPE” ekildi.
Ekilen besi yerleri 37 °‘C ‘de 18 saat inkiibasyona birakilarak asagidaki

reaksiyonlar yoninden incelendi.

lll. Tip’lin degerlendirmesi;

Ureaz olusumu: inkiibasyon siiresi sonunda besi yeri renginin saridan

Kirmiziya dontismesiyle belirlenir.

indol olusumu: Besi yerinin lizerine 0.5 ml miktarinda Kovacs ayraci ilave
edildi. Sivi besiyeri Uzerinde kirmizi bir indol halkasinin olusumu pozitif

olarak degerlendirilir.

Triptofan deaminaz olugsumu: 37 'C de bir gece inklbe edilen besi yeri
uzerine Kovaks ayiraci ilave edilmeden 0.3 ml miktarinda alinarak ayri bir

tipe aktarilir. Bu tipln Gzerine 1- 2 damla % 10’luk FeCls solisyonu ilave

25



edilir. Enzim varligi, besi yeri renginin normal sari renginin 3- 5 dakika iginde
kiremit kirmizisi rengine déniismesiyle saptanir. izole edilen koliform grubu
bakterilerin ayriminda kullanilan biyokimyasal testler Cizelge 2.5 de
gOsterilmigtir.

Cizelge 2.5. izole edilen Enterobacteriaceae suslarinin biyokimyasal

ozellikleri
: = - . o
© 7] o 2 3] o 3]
£ S & 2 - S = o © =
= _ _ N c @ O c 3
- = © Q © (&) (@] o c © - o
o O = ® = = 0 S o c n Q
c © T O o o > = = o s 2
Q N =] 9 < (@)} fad N > )
= » 2 < S
Gram boyama - - - - - -
Oksidaz - - - - - - -
Katalaz + + + + + + +
Laktoz + - - - - - -
Mannitol + + + + + + +
Glukoz + - + + + + +
H.S - - - - + + -
Gaz + + - + + + -
Hareket + + - + + + -
Ureaz + - - - + - +
Nitrat - + + + + + +
indol + - + + - - -
TDA - - - - - - -
LDC + + - + - + -
ONPG + + + + + + +

(+):Pozitif  (-):Negatif
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2.2.2. Antibiyotik Duyarlilik Testleri

izole edilen Enterobakter suslarinin 18 saatlik TSB kiiltirlerinden 0.1 ml
miktarinda bir pipet yardimiyla alinarak, 15 cm c¢apinda petrilere 4mm
kalinliginda olacak sekilde hazirlanan Mueller Hinton Agar yuzeyine

damlatildi ve steril bir baget ile muntazam olarak yayildi.

Amikasin, Amoksisilin-Klavunalik asit, Seftriakson, Sefuroksim, Siproflaksin,
imipenem, Netilmisin, Piperasillin, Trimethoprim+  Silfamethoksazol
antibiyotik diskleri agar yuzeyine uygun araliklarla yerlestirildi ve petriler 37
°C’ de bir gece inkiibasyona birakildi. inkubasyon siiresi sonunda,
besiyerinde olusan zon c¢aplari Klinik Laboratuar Standartlar Enstiti’stinin
(Clinical Laboratory Standart Institue (CLSI)) standart sinir de@erleri dikkate
alinarak kaydedildi. Sonuglarin degerlendiriimesinde duyarhlik kriter olarak

kabul edildi.
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3. BULGULAR

Cesitli kaynaklardan elde edilen 65 adet rat rektumu, 15 adet beyaz fare, 29
adet yaban tarla faresinin duodenum ve kolonundan alinan toplam 153 svap

orneginde yapilan bakteriyolojik ¢calismalar sonucunda 74 enterobakter izole

edildi.

Bu bakterilerin  mikrobiyolojik incelemeleri sonrasinda izole edilen
mikroorganizmalarin hayvan tirlerine gore dagilimi, incelenen 6rnek tipi ve

izolasyon oranlari Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Hayvan tirlerine gore incelenen 6rnekler ve izolasyon sayisi

Ornek sayisi izolat sayisi (%) Tizzllzzn
sayisi
.. E _ £ — (%)
Hayvan Turu = c @ c c [
3] o kv ] o <
g ¢ ¢ 8 g ¢
> s > s
&) a)
Beyazfare 15 15 - 0(0.0) 10(66.6) -  10(33.3)
Tarlafaresi 29 29 - 0(0.0) 1241.3) -  12(20.6)
Rat ; . 65 - ; 52 (80) 52 (80)
Toplam 153 74 (48.3)

- : Ornekleme yapilmadi
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Calisilan 15 adet beyaz fare ile 29 adet tarla faresinin duodenumundan
alinan svap oOrneklerinde higbir Greme olmazken, kolonlarindan sirasiyla %
66.6 (10/15) ve % 41.3 (12/29) oraninda izolasyon saglandi. Ratlardan
alinan 65 adet rektal svap o©rnedinden ise % 80 (52/65) oraninda

Enterobakter susu izole edildi.

Saglk Bakanlhgl Refik Saydam Hifzissihha Merkezi ve Gazi Universitesi
Deney Hayvanlari Laboratuvarindan temin edilen beyaz farelerde, izole ve
identifiye edilen mikroorganizmalar arasinda tir dizeyinde farkliliklar

g6zlendi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Farkli deney hayvanlari Unitesinde bulunan beyaz fare turlerinin

bagirsak igeriginden izole edilen Enterobacteriaceae dagilimi

Gazi Universitesi

Enterobacteriaceae Refik Saydam
Deney Hayvanlari
turu Hifzissihha Merkezi
Laboratuvari

Escherichia coli 4 5
Shigella spp. 0 1
Escherichia fergusoni 0 1
Citrobacter freundi 0 1
Toplam sus sayisi 4 8
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Gizelge 3.3. izole edilen mikroorganizmalarin hayvan tiirlerine gére dagilimi

ve saylsi
S % S © . ; S
P S 3 2 55  g= o o =
< T © © 29 q 2 o €0
© = © = o > Qo 5 c n 9
@ o 20 8 £ D o o T 2
2 » 3 8 S o == N > O
- Y8 5§ 87 % T
w
n (%) n(%) n(%) n (%) n(%) n(%) n (%)
Tarlafaresi  4(40) 5(50) 0(0) 0() 0(0) 0() 1(10)

Beyaz fare 9(75) 0(0) 1(83) 1(83) 1(83) 0(0)  0(0)

Rat 45(865) 0(0) 0(0) 0(0) 477 119 2(38)
_ Toplam 58 5 1 1 5 1 3
izolat sayisi

Toplanan 153 materyalden 74 (% 48.3) adet Enterobakteriaceae susu izole
edildi. izole ve identifiye edilen enterobakter suslarinin 58 (%78.4)
Escherichia coli, 5’i (%6.7) Serratia liquefaciens, 1’i (%1.4) Shigella spp., 1’i
(%1.4) Escherichia fergusoni, 5’i (%6.7) Citrobacter freundii,1'i (%1.4)

Arizona spp., 3'U (%4) Yersinia enterocolitica olarak saptandi.

3.1. Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuglari

izole ve identifiye edilen 58 adet Escherichia coli susunun antibiyogram testi
sonucunda izolatlarin 29'unun (%50) AK (Amikasin), 36’sinin (%62.1) AMC
(Amoksisilin-Klavunalik asit), 25’inin (%43.1) CRO (Seftriakson), 14’Gnin
(%24.1) CXM (Sefuroksim), 42’sinin (%72.4) CIP (Siproflaksin), 57’sinin

(%98.3) IPM (imipenem), 57’sinin (%98.3) NET (Netilmisin), 48’inin (%82.8)
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PRL (Piperasillin), 58’inin (%100) SXT’ ye (Trimetoprim+Sulfametaksazol) a

kargi duyarli oldugu belirlendi.

izole ve identifiye edilen 5 adet Serratia liquefaciens susunun antibiyogram
testi sonucunda izolatlarin 1'inin (% 20) AK, 4’Unun (%80) AMC, 2’sinin
(%40) CRO, 1’inin (%20) CXM, 4’U4nin (%80) CIP, 5'inin (%100) SXT, 5’inin
(%100) IPM, 4’Gnln (%80) NET, 3’Unun (%60) PRL’ ye karsi duyarl oldugu

saptandi.

izole ve identifiye edilen 3 adet Yersinia enterocolitica susunun antibiyogram
testi sonucunda izolatlarin 2’sinin (%66,6) AK, 1’inin (%33.3) AMC, 3’Unln
(%100) CRO, 3’unln (%100) CXM, 3’unin (%100) CIP, 3’Unun (%100) SXT,
3’Undn (%100) IPM, 3’Unun (%100) NET, 3’Unun (%100) PRL’ ye karsi

duyarli oldugu belirlendi.

izole ve identifiye edilen 1 adet Shigella spp. susunun antibiyogram testi
sonucunda % 0.0 AK, %100 AMC, %0.0 CRO, %0.0 CXM, %100 CIP, %100

SXT, %100 IPM, %100 NET, %100 PRL’ ye karsi duyarl oldugu saptandi.

izole ve identifiye edilen 1 adet Escherichia fergusonii susunun antibiyogram
testi sonucunda %100 AK, %100 AMC, %100 CRO, %0.0 CXM, %0.0 CIP,
%100 SXT, %100 IPM, %100 NET, %100 PRL’ ye karsi duyarl oldugu

belirlendi.

31



izole ve identifiye edilen 5 adet Citrobacter frundii susunun antibiyogram testi
sonucunda izolatlarin 4’i (%80) AK, 4’i (%80) AMC, 5’i (%100) CRO, 3’l
(%60) CXM, 4’G (%80) CIP, 5’i (%100) SXT, 4'U (%80) IPM, 5'i (%100) NET,

5’1 (%100) PRL’ ye karsi duyarh oldugu saptandi.

izole ve identifiye edilen 1 adet Arizona spp. susunun antibiyogram testi
sonucunda izolatin %0.0 AK, 1%100 AMC, %100 CRO, %100 CXM, %100
CIP, %100 SXT, %100 IPM, %100 NET, %100 PRL’ ye kargi duyarl oldugu

belirlendi. Yapilan antibiyogram testi sonuglari Cizelge 3.3.’de verilmigtir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu tezde tarla faresi, rat ve beyaz fareden izole ve identifiye edilen aerobik
koliform grubu enterobakter suslarinin kultirel, biyokimyasal ve antibiyotik

duyarlihklarr arastirildi.

Calismada izole edilen 74 adet enterobakter susunun 58’1 (%78.4)
Escherichia coli, 5’i (%6.7) Serratia liquefaciens, 5’i (%6.7) Citrobacter
freundii , 3’0 (%4) Yersinia enterocolitica, 1’i (%1.4) Shigella spp.,1’i (%1.4)
Escherichia fergusonii ,1’i (%1.4) Arizona spp, olarak saptandi. Bu sonuglara
gbre, bagirsak florasini olusturan Enterobakterlerin blyudk g¢odunlugunu
Escherichia coli’'nin olusturdugu saptanmistir. Syed ve ark (14), yapmis
olduklari ¢galismada germ-free farelere sekal igerik vererek, E.coli’'nin normal
badirsak florasindaki bulunma sikligini ve kolonizasyonunu saptamislar.
Sonug olarak, diger fakultatif anaerobik bakterilere oranla ylksek oranda
izole edildigini bildirmislerdir. Arastirmada farelerin dogal bagirsak florasinda
dominant Enterobakter turinin E.coli olmasi bu deneysel calismanin

dogrulugunu desteklemektedir.

Mimms vd. (6) duodenumda laktobasiller gibi laktik asit Greten bakterilerin
bulunmasinin bu bakterilerin diger bakterilerin iremesine engel teskil ettigini
goOstermiglerdir. Bu arastirmada beyaz fare ve tarla farelerinden elde edilen
orneklerin birkaginin duodeunumundan Enterobakter izole edilememistir. Bu

durum laktobasil gibi bakterilerin florada baskin hale gelerek, arastirdigimiz
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bakteri  grubunun  Uremesini  engellemesiyle ligkili  olabilecegini

dusundurmasgtar.

Dubos vd. (5) laboratuvar farelerinin bagirsak florasindaki bakteri tirlu ve
sayisinin duodenumdan baslayarak gittikce sayica arttigini ve kalin
bagirsakta en ylksek seviyeye ulastigini bildirmistir. 29 adet tarla faresi ve
15 adet beyaz farenin duodenum ve kolonundan alinan drneklerden yapilan
mikrobiyolojik incelemede, duodenumun o&rneklerinden Enterobakter izole
edilemezken, kolondan bakteri izolasyonu gergeklestiriimistir. Bunun
nedenin, duodenumdan kolona inildikge mikroorganizma g¢esgitliliginin ve
sayisinin artmasiyla iliskili olabilece@i disuniimustir. Bu durum Dubos vd.(5)
sindirim sistemi florasi konusunda yaptiklari c¢alismanin sonuglari ile

paralellik gostermektedir.

Waaij (11) yaptigi ¢calismada farkli bakim ve beslenme altinda ayni tire ait
olan ve olmayan canlilar arasinda bagirsak flora bakterilerinin farkhlik
olusturabilecegini rapor etmistir. Bu arastirmada Gazi Universitesi ve Saglk
Bakanhglr Refik Saydam Hifzissihha Merkezi'nden temin edilen beyaz
farelerden izole ve identifiye edilen mikroorganizmalar arasinda tir
dizeyinde farkhliklar goézlemlendi. Saglk Bakanligi Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi’den temin edilen farelerin kolonundan 4 tane E.coli izole
edilirken Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan 5 tane E.coli,
1 tane Shigella spp.,1 tane Escherichia fergusoni ve 1 tane de Citrobacter
freundii izole edildi. Elde edilen bu sonu¢ Waaij'in(11) elde ettigi sonugla

parallelik gostermektedir. Turler arasindaki bu farkhligin konakgiya bagl
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faktorlerden (immun sistem, bagirsak hareketligi ve genetik 6zellikler)

barinma ve beslenme farkliliklarindan kaynaklanabilecegi distntlmektedir.

Ito vd. (28) NC (kendi icinde melezlenmig) fareleri, GF (Germ free) fareleri ve
CV (konvansiyonel) farelerin bagirsak flora ekolojisi Uzerinde vyaptiklari
calismalarinda, bazi bakteri tirlerinin (Lactobacillus ve Bifidobacteri) bu
farelerde farkl sayilarda bulunduklarini bildirmigler ve bu durumun da genetik
faktorlere bagl olabilecegini belirtmiglerdir. Bu arastirmada laboratuvar
sartlarinda yetistirilen beyaz fare, rat ve yaban hayattan elde edilen tarla
farelerinden izole edilen Enterobacteriaceae turleri arasinda farklilik
belirlenmistir. Bu farkhlik hem g¢evre faktoérleri hem de genetik faktorlerden

kaynaklanabilir.

Hirayama (29) insan badirsak florasi, domuz bagirsak florasi ve farelerin
badirsak florasi Uzerine yapti§i calismalarinda, farelerin bagirsak florasi
calismalarinda model olarak kullanilabilecegini bildirmigtir. Bu c¢alismada
farelerin insan badirsak flora c¢alismalarinda 0Ornek model olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica insan veya domuz florasinin
farelere aktarildiginda dominant flora tdrleri sabit kalirken diger tarlerin
degisiklik gosterdigini bildirmistir. Bu ¢alismada da beyaz fare ve rat tlrlerinin
hepsinde dominant olan Escherichia coli en ¢ok izole edilen bakteri olmus

diger bakteri tlrlerinin dagilhimi degisiklik gostermigtir.
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Yapilan antibiyogram g¢aligmalari sonucuna gore;

Escherichia coli tlrlerine karsi, en etkili antibiyotiklerin  sirayla:
Trimethoprim+Silfamethoksazol, Netilmisin, imipenem, Piperasillin,
Siproflaksin, Amoksisilin-Klavunalik asit, Amikasin, Seftriakson, Sefuroksim,

oldugu tesbit edildi.

Serratia liquefaciens tiurlerine karsi, en etkili antibiyotiklerin sirasiyla;
Trimethoprim+Siilfamethoksazol,  imipenem,  Netilmisin,  Siproflaksin,
Amoksisilin-Klavunalik asit, Piperasillin, Seftriakson, Sefuroksim, Amikasin

oldugu belirlendi.

Yersinia enterocolitica tlrlerine karsi, en etkili antibiyotiklerin sirasiyla:
Trimethoprim+Sulfamethoksazol Piperasillin, Netilmisin, imipenem,
Siproflaksin, Sefuroksim, Seftriakson, Amikasin, Amoksisilin-klavunalik asit

oldugu saptandi.

Shigela spp. turlerine karsi, en etkili antibiyotiklerin  sirasiyla;
Trimethoprim+sulfamethoksazol, Piperasillin, Netilmisin, imipenem,

Siproflaksin, Amoksisilin-Klavunalik asit, oldugu belirlendi.

Escherichia fergusoni tarlerine karsi, en etkili antibiyotiklerin sirasiyla;

Trimethoprim+sulfamethoksazol, Piperasillin, Netilmisin, imipenem,

Seftriakson, Amoksisilin-klavunalik asit, Amikasin, oldugu saptandi.
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Citrobacter frundii turlerine karsi, en etkili antibiyotiklerin sirasiyla;
Trimethoprim+sllfamethoksazol, Piperasillin,  Netilmisin,  Seftriakson,
imipenem, Siproflaksin, Amoksisilin-Klavunalik asit, Amikasin, Sefuroksim,

oldugu rapor edildi.

Arizona spp. tlrlerine Kkarsi, en etkili antibiyotiklerin  sirasiyla;
Trimethoprim+sulfamethoksazol, Piperasillin, Netilmisin, imipenem,
Siproflaksin, Sefuroksim, Seftriakson, Amoksisilin-Klavunalik asit oldugu

sonucuna varildi.

Shigela spp. icin Seftriakson, Sefuroksim ve Amikasin’in, Escherichia
fergusoni Siproflaksin ve Sefuroksim’in, Arizona spp. i¢in Amikasin’in direngli

oldugu saptandi.

Bu calisma sonucunda fare ve ratlarin bagirsak florasinda en yogun bakteri
turindn E.coli oldugu, dogal yasam ve laboratuvar kosullarinin bagirsak flora
olusumunda énemli bir rol aldigi ve florada E.coli’den sonra ikinci sirada izole
edilen Enterobakter gurubu bakterilerden Serratia liquefaciens ve Citrobacter
freundii oldugu bunu sirasi ile Yersinia enterocolitica, Shigella spp,
Escherichia fergusoni, Arizona spp’nin takip ettigi ve boylece beyaz fare, tarla
faresi ve ratlarda Enterobacteriaceae yonunden bagirsak flora haritasinin
belirlendigi gorulmektedir. Ayrica E.coli basta olmak Gzere tesbit edilen diger
Enterobakter tarleri uzerine duyarhlik acisindan basta
Trimetoprim+Sulfametaksazol, olmak (izere Iimipenem, Netilmisin,
Piperasillin, Siproflaksin, Amoksisilin-Klavunalik asit, Amikasin, Seftriakson
ve Sefuroksim gibi antibiyotiklerin etkili oldugu saptandi. Bu dogrultuda

Enterobakter orjinli  bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi stratejilerinin
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belirlenmesinde yukarida verilen antibiyotiklerin kullanilabilecegi sonucuna

varilimistir.
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