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ONSOz

TAGEM /16 /AR-GE/28 numarali ve ‘Tiiketime Sunulan Hayvansal Gidalardan izole
Edilen Cesitli Gram Pozitif Bakterilerin Antibiyotik ve Biyosit Direnglilikleri ve Aktif Pompa
Gen Profillerinin Arastiriimasi’ baslikli projemiz 18.07.2016 tarihinde desteklenmesi uygun
bulunarak sdézlesme imzalanmistir. 265.472,64TL butgeli projemiz 01.08.2016 tarihinde
baslamistir. 24 ay olarak planlanan projemiz Fakilltemiz Laboratuvar binasinda Rektdrlik
Makaminin 19/02/2016 tarih ve 190 sayili oluru ile 4734 Sayili Kamu ihale Kanununun 19.
maddesine gore 22/03/2016 tarihinde yapilmis olan tamir nedeniyle, tamir esnasindaki
elektrik, su, dogalgaz kesintilerinden ve kirim iglerinden dolayi laboratuvarlarda uygun
calisma ortami mevcut olmadigindan herhangi bir calisma yapilamamistir. Ayrica 01.04.2017
tarihinde arastirmaci Meryem Burcu KULAHCI'nin, 19.12.2017 tarihinde de arastirmaci
Zehra SAHIN’in 6’sar ay dogum izinlerine ayrilmalari sebebiyle deneysel slrecler aksamaya
ugramistir. Bu nedenle 12 aylik ek sure talep edilmis ve proje bitis tarihimiz 18.07.2019
olarak degismistir.

Projemizin baslangig toplantisi 11.10.2016 tarihinde saat 10:30 da Gazi Universitesi
Fen Fakdlltesi Biyoloji Bolimi'nde TAGEM yetkilileri ve proje ekibimizin katihmi ile
gergeklestirilmistir.

Projemizde, Kasim 2016 — Mayis 2017 tarihleri arasinda, Ankara’nin gesitli market, mandira
ve pazarlarinda tiketime sunulan 13 ¢ig sut, 60 peynir, 18 ¢i§ tavuk ve 41 et (kiyma,
kusbasi, fermente et (sucuk, sosis, salam) 6rnedi materyal olarak kullaniimistir. Gida
orneklerinden Staphylococcus, Enterococcus ve Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu
yapilmistir. izole edilen Gram pozitif bakterilerin antibiyotik (ampisilin, sefkuinom, tetrasiklin,
gentamisin, enrofloksasin, eritromisin, vankomisin) direnglilikleri Kirby-Bauer disk difiizyon ve
sivi mikrodiliisyon testleri (MiK) ile biyosit (benzalkonyum klorit, povidon iyodin, sodyum
hipoklorit, hekzaklorofen, triklosan, klorhekzidin) duyarliliklari yine MiK testi ile belirlenmistir.
Antibiyotiklerden bir veya daha fazlasina direncli bulunan izolatlar Becton Dickinson (BD)
BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID tanimlama kitiyle ve 16S rDNA dizi
analizi ile tlr seviyesinde tanimlanmistir. Bir veya birden fazla antibiyotige direncli bulunan
Gram pozitif bakteri izolatlarina, efluks pompa inhibitérii rezerpinin antibiyotik ve biyosit MiK
degerlerine etkisini belirlemek amaciyla, mikrodilusyon yéntemi ortama biyositlerle beraber
0,01 mg/ml oraninda rezerpin eklenerek tekrar edilmigtir. Antibiyotiklerden bir veya daha
fazlasina direngli bulunan izolatlarin antibiyotik direng (ermA, ermB, msrA, msrA/B,
ereA,ereB, mefA, tetK, tetL, bla, mecA, vanA, vanB, aac (6_)- le-aph(2_)-la, aph(2’_)-lb, aph
(2’_)-lc, aph(2’_)-Id) ve efluks pompa proteinlerini (qacA/B, acrB, norE, sugE, smr, efrA, efrB,
mdeA, mepA, norA, norB, sepA) kodlayan gen bdlgelerini bulundurmalari real time pzr (RT-
PCR) ile test edilmistir.
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OzZET

GunUmuzde hayvan yetigtiriciliginde gerek hastaliklarin tedavisi ve 6nlenmesi
gerekse hayvansal gidalarin verimini arttirmak amaciyla antibiyotik ve biyositlerin
kullaniminin oldukga yaygin olmasi ekonomi ve halk saghgi acgisindan ciddi sorunlar
yaratmaktadir. Arastirmamizda, Ankara ilinde gesitli marketlerde satisa sunulan 132 et ve siit
ariint drneginden izole edilen 77 Staphylococcus, 83 Bacillus ve 79 Enterococcus izolatinda
antibiyotik ve biyosit diren¢ dagilimlari ve antibiyotik direnc ve efluks pompa genlerinin varligi
arastirilmistir. Efluks pompasi inhibitéri olan rezerpinin, antimikrobiyal duyarlihigin arttirrmasi
icin kullanilabilecedi yapilan birgok calismada dnerilmektedir. Bu ¢alismada da rezerpinin
antimikrobiyal direncine etkisi arastiriimistir.

En ylUksek antibiyotik diren¢ oranlari, Staphylococcus izolatlarinda tetrasiklin (%24,7),
Bacillus izolatlarinda ampisilin (%38,5), sefkuinom (%51,8), gentamisin (%10,8) ve
eritromisin(%14,5) ve Enterococcus izolatlarinda ise eritromisin (%81), sefkuinom(%89,8),
tetrasiklin (%21,5) ve enrofloksasin (%44,3) antibiyotiklerine belirlenmistir. izole edilen 239
Gram pozitif bakterinin 132’si bir veya birden fazla antibiyotige direngli olarak tespit edilmistir.
Bu izolatlarin BBL crystal Gram pozitif tanimlama kiti ve 16S rDNA dizi analizi yéntemleriyle
tir bazinda tanimlamalari yapilmistir. Test edilen biyositlerin hepsine yiiksek MiK degerleri
gdsteren izolatlar ii¢ cinste de mevcuttur. MiK testleri sonucunda antibiyotik ve biyositlere
direncli olarak belirlenen izolatlara, ortama rezerpin eklenerek rezerpinin MiK degerine etkisi
arastinimistir. Rezerpinin  Staphylococcus’larda ampisilin  duyarhihdini %25, tetrasiklin
duyarhhgini %27,8, triklosan duyarlihgini %20,7, povidon iyodin duyarliigini %34,5 arttirdidi
belirlenmigtir. Bacillus’larda ampisilin duyarlihdint %31,6, eritromisin duyarhligini %100,
gentamisin duyarliigini %25, sefkuinom duyarlihgini %38,1, triklosan duyarhihdini %26,9,
Enterococcus’larda ise, ampisilin duyarhhdini %100, eritromisin duyarliligint  %55,3,
vankomisin duyarlihdint %100, sodyum hipoklorit, klorhekzidin ve triklosan duyarliigini
%10,1 oraninda arttirdidi belirlenmistir.

Antimikrobiyal maddelerin, gida sektérinde ve toplumda sik uygunsuz ve rastgele
kullaniminin, gerek bizim arastirmamiz gerek diger calismalar degerlendirildiginde var olan
direncin artip yayillmasini hizlandiracagini géstermektedir. Calisilan 132 Gram pozitif bakteri
izolatinda tetK (%52,8), tetL (%16,7), msrA (%55,8), mefA (%20,9), bla (%25,4) antibiyotik
direng genleri yuksek oranda tespit edilmistir. Ayrica efluks pompa genlerinden qgacA/B
(%16,7), acrB (%21,2), norE (%66,7), sugE (%43,9), smr (%43,9), efrA (%65,2), efrB
(%68,9), mdeA (%37,9), sepA (%22,7) yuksek oranda tespit edilen genlerdir.

Aragtirmamizda tuketime sunulan hayvansal gidalardan izole ettigimiz Gram pozitif
bakterilerin antimikrobiyal direng genleri bulundurmalari, bu diren¢ genlerinin kromozomal ve
kromozom digi genetik materyallerle patojenlere ve normal flora bakterilerine aktarmalari
riski sebebiyle, halk saghgi agisindan énemli bir tehdit olusturmaktadir.

Efluks pompasi kaynakli animikrobiyal direncinin, efluks pompasi inhibitéri rezerpin
kullanimi ile belli bir oranda azaltilabilecedi fakat bu alanda daha kapsamli ¢alismalarin
yapilmasi gerektigi distntlmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal direnci, Efluks pompasi, Rezerpin



INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC AND BIOCIDE RESISTANCE AND EFFLUX PUMP
GENE PROFILES OF GRAM POSITIVE BACTERIA ISOLATED FROM FOOD OF
ANIMAL ORIGIN

ABSTRACT

The widespread use of antibiotics and biocides in animal husbandry, both for the
treatment and prevention of diseases and to increase the yield of animal foods, creates
serious problems in terms of economy and public health. In this study, antibiotic and biocide
resistance profile and antibiotic resistance and efflux pump genes were investigated in 77
Staphylococcus, 83 Bacillus and 79 Enterococcus isolated from 132 meat and dairy products
sold in various markets in Ankara. It is suggested in many studies that, reserpine, an efflux
pump inhibitor, can be used to increase antimicrobial susceptibility. In this study, the effect of
reserpine on antimicrobial resistance was investigated.

We determined highest resistance to tetracycline (24.7%) in Staphylococcus isolates,
ampicillin (38.5%), cefquinome (51.8%), gentamicin (10.8%) and erythromycin (14.5%) in
Bacillus isolates, erythromycin (81%), cefquinome (89.8%), tetracycline (21.5%) and
enrofloxacin (44.3%) in Enterococcus isolates. Of the 239 Gram positive bacteria isolated,
132 were found to be resistant to one or more antibiotics. These isolates were identified on
the basis of species by BBL crystal Gram positive identification kit and 16S rDNA sequence
analysis methods. Isolates showing high MICs to all of the biocides tested were available in
all three genus. As a result of MIC tests, the effect of reserpine on MIC value was
investigated by adding reserpine to the isolates determined to be resistant to antibiotics and
biocides. Reserpine increased ampicillin sensitivity 25%, tetracycline sensitivity 27.8%,
triclosan sensitivity 20.7%, povidone iodine sensitivity 34.5% in Staphylococcus isolates.
Reserpine also increased ampicillin sensitivity 31.6%, erythromycin sensitivity 100%,
gentamycin sensitivity 25%, cefquinome sensitivity 38.1%, triclosan sensitivity 26.9% in
Bacillus isolates. In Enterococcus isolates, reserpine increased ampicillin sensitivity 100%,
erythromycin sensitivity 55.3%, vancomycin sensitivity 100%, sodium hypocloride,
clorhexidine and triclosan sensitivity 10.1%.

Our research and other studies suggests that frequent inappropriate and random use
of antimicrobial agents in the food chain and society will accelerate the spread of existing
antibiotic and biocide resistance. The antibiotic resistance genes tetK (52.8%), tetL (16.7%),
msrA (55.8%), mefA (20.9%), bla (25.4%) were found to be high in 132 Gram positive
bacteria isolates. Furthermore, among the efflux pump genes qacA/B (16.7%), acrB (21.2%),
nork (66.7%), sugE (43.9%), smr (43.9%), efrA (65.2%), efrB (68.9%), mdeA (37.9%), sepA
(22.7%) are highly detected.

The presence of antimicrobial resistance genes of Gram-positive bacteria isolated
from foods of animal origin presented in our study is an important threat to public health due
to the risk that these resistance genes are transferred to pathogens and normal flora bacteria
by chromosomal and extrachromosomal genetic materials.

It is thought that animicrobial resistance from efflux pump can be reduced to a certain
extent with the use of efflux pump inhibitor reserpine, but further studies are needed in this

area.

Keywords: Antimicrobial resistance, Efflux pump, Reserpine
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1. GIRIiS

Antimikrobiyal direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin élduricli veya Gremeyi
durdurucu etkisine karsi koyabilme yetenegdidir. Antimikrobiyal direng gelisimi ve yayilimi
genellikle gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullanimina baglanmakla birlikte, 1940’ yillarda
antibiyotiklerin kullaniimadigi bazi adalarda toprak ve digki 6rneklerinde tetrasiklin ve
streptomisin antibiyotiklerine direncli bakteriler bulundugu; antibiyotik direncinin yalnizca
yaygin antibiyotik kullanimi sonucu degil, bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamini
surdirmek icin kullandigi savunma surecinin bir parcasi oldugu da belirtiimektedir. Ancak
antibiyotiklerin yogun sekilde kullanima girmesi ile birlikte yillar icinde cogul direngli
mikroorganizmalar ortaya ¢ikmakta ve bunlarla olusan infeksiyonlarin sagaltiminda blyuk
sorunlar yasamaya baslamistir. Glinimuizde tim dinyada bir yandan hizla yeni ilaglar
gelistirmekte iken, 6te yandan bunlara suratle diren¢g kazanan mikroorganizmalarla olusan
infeksiyonlar bildirilmekte ve sorunun boyutu giin gectikge buyumektedir (Yuce, 2001).

Antibiyotiklerin hayvan enfeksiyonlarinda tedavi ve koruyucu amach uygunsuz
kullanimi, hayvan beslenmesinde verim artirici olarak yer almasi , gida zincirinde kalinti ve
insan hekimliginde de ilgili antibiyotiklerin kullaniimasi nedeniyle patojenik bakterilerde
antimikrobiyal direncin gelismesi buyuk bir endise yaratmaktadir (Lange ve ark., 2005;
Yilmaz ve ark., 2016). Bu diren¢ genlerini tasiyan patojen veya normal flora bakterileri
gidalar yoluyla insan florasina kolonize olarak Bu durumun hem hayvan hem de insan
saghgi icin giderek artan bir tehdit olusturdugu yapilan arastirmalarda ortaya konmustur (Can
ve ark, 2008; Doyle, 2006; Garcia ve ark., 2004). Hayvanlarda mastitis tedavisi sonucu
metisilin direngli Staphylococcus aureus’larin (MRSA), tavuk yemlerine katilan buyumeyi
uyaricl avoparsin kullaniimasi ile olusan vankomisin direngli Enterococcus faecalis’lerin
gelisimi 6rneklerinde oldugu gibi uygunsuz antibiyotik kullanimi sonucu birgok bakteride
antibiyotiklere karsi olusan direncin giderek artmasi ve bu direng genlerinin bakteriler arasi
aktariimasi, insan ve hayvan tedavisini olumsuz yonde etkilemektedir (Suller ve ark., 1999;
Borgen ve ark., 2000; Doyle, 2006; Yiimaz ve ark., 2016).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Staphylococcus, Enterococcus ve Bacillus cinsleri
gidalardan kontaminant bakteri olarak izole edilmektedir (Braga ve ark., 2013; Yurdakul ve
ark., 2013; Ozgelik ve ark., 2009). Bu bakterilerden S. aureus’lar hayvanlarda mastitis,
insanlarda da gida zehirlenmesi basta olmak Uzere gesitli hastaliklarin nedeni olmaktadirlar
(Yurdakul ve ark., 2013). Koagulaz negatif stafilokoklar da uzun suredir kommensal ve
kontaminant bakteriler olarak degerlendirimelerine karsin insanlarda patojenik etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Bacillus cereus iki farkli enterotoksin olusturarak bagirsaklarda gida
kaynakli hastaliklara sebep olmaktadir (Kursun ve ark., 2011). Enterococcus’lar endokardit,
uriner enfeksiyonlar, intraabdominal abseler, yara ve dekubitus enfeksiyonlari, akut ya da
kronik safra kesesi iltihabi, menenjit, hastane kaynakli pndmoni ve septisemi gibi
enfeksiyonlara neden olabilirler (Mentes, 2007).

Enterococcuslar pek ¢ok yararl 6zellik tasirken potansiyel patojenik ozellikler de
sergileyebilirler. Bu mikroorganizmalar starter kdltlr olarak yararli rol oynarlarken, diger
taraftan da bazi st drtnlerinde Enterococcus’larin fekal orijinli olanlari hakkinda kuvvetli bir
soru igareti vardir. Fermente gidalardan izole edilen Enterococcuslarin potansiyel veya
arastirilan patojeniteleri Uzerine; hayvan model sistemlerinde daha detayli ¢alismalara ihtiyag
vardir. Enterococcus iceren gidalarin saglik riski olmaksizin tuketiminin uzun bir tarihi
olmasina karsin Enterococcus’larin GRAS (Generally Recognised As Safe - Genel Olarak
Guvenilirligi Kabul Edilen) mikroorganizma olarak kabul edilmesi ¢ok daha fazla ¢alismayi
gerektirmektedir (Halkman, 2000). Gidalarda, Enterococcus turleri gidalarda fekal
kontaminasyon gdstergesi olarak degerlendiriimekte, 1sil islem gérmus et Urlnlerinde ylksek
sicaklida karsi direncli olma 6zelliginden dolayi pastorizasyon sonrasi canl kalarak ya da
dilimleme ve paketleme gibi islem basamaklarinda capraz kontaminasyona bagli olarak
drinde bozulma yapabilmektedirler (Braga ve ark., 2013). Son on vyil igerisinde,
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antibiyotiklerin tarim, hayvancilik ile beseri alanda yogun bir sekilde ve bilingsiz olarak
kullaniimasi sonucunda, 6zellikle gidalardan izole edilen Staphylococcus, Enterococcus gibi
bakterilerde c¢oklu antibiyotik direngten sorumlu genlerin artan bir hizla yayildigi birgok
¢alismada goézlenmektedir. Bu durum bitin dinyada insan sagligini tehdit eden baslica
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (Pesavento ve ark., 2007; Jamet ve ark., 2012).

Gida sektérunde onemle dikkat edilmesi gereken hususlardan biri biyositlerin
kullanimidir. (Fuentes ve ark., 2012). Biyositlerde bakteriyel diren¢ 1950 ve 1960h yillarda
saptanmistir, ¢inki gida endustrisinde bakteri sanitasyonu igin biyositlerin kullanimi o
dénemde baslamistir (Lerma, 2013). Gidalara mikrorganizmalarin bulagsmasi ve bunun
sonucunda olusan gida kaynakli enfeksiyonlarin énlenmesinde temizlik ve dezenfeksiyonun
onemi buylktir (Fuentes ve ark., 2012). Glinimuizde gida sektériinde hijyeni saglamada
biyositlerin kullanimi olduk¢a populer olmustur (Marquez ve ark., 2017). Giderek artan
kullanimlari, diger antimikrobik maddelerde oldugu gibi, bunlara karsida bir direncin gelisip
gelismedigi sorusunu gundeme getirmistir. Konu ile ilgili calismalar antibiyotik direnci kadar
olmasa bile, son vyillarda Uzerine énem verilen konulardan biri haline gelmistir (Oztiirk,
2002).Biyositler, gida zinciri yoluyla insan gida kaynakl patojenlerinin, ¢ig gida Urunlerinden
veya bunlarin dretimi sirasinda kontaminasyon yoluyla bulas riskini azaltmak, gidada
bozulmaya sebep olan bakterilerin inaktive edilmesi ve gida Uretim tesislerini ve ekipmanlari
mikroorganizmalardan arindirmak gibi birgok amagcla kullaniimaktadir. (Fuentes ve ark.,
2012). Gida sektdértiinde kullanilan biyositler, klor iceren dezenfektanlar, katyonik kuaterner
amonyum bilesikleri, alkol bazli dezenfektanlar, biguanidler, iyotlu bilesikler, hekzaklorofen
ve triklosanlardir. (Metin ve Oztirk, 1995; Fuentes ve ark., 2012). Ancak bu sektorde
biyositlerin ~ yaygin  ve  bilingsiz  kullaniimasinin,  antibiyotiklerde  oldugu  gibi
mikroorganizmalarin  direng genleri kazanmasina veya baslangigta duyarli olan
mikroorganizmalarin adaptasyonuna yol agtigi belirtiimektedir.Gida orijinli direngli bakterilere,
metisiline direngli Staphylococcus aureus, E. coli, Enterococcus, Campylobacter, Yersinia
ornek verilebilir (Meyer ve ark., 2008, Miles ve ark., 2006). Ayrica giderek buytyen bir tehlike
de antibiyotik ve biyositler arasinda ¢apraz diren¢ olusumudur (Sencan, 2003; Langsrud,
2003; Meyer, 2006, Lerma,2013).

Bakterilerde kazanilmis dirence neden oldugu bilinen mekanizmalardan biri de disa
atim pompalarinin agiri ifade edilmesidir. Disa atim pompalarinin neden oldugu direncin
onlne gecilebilmesi ve duyarliliginin artmasi icin efluks pompa inhibitérleri direncle
micadelede ilgi cekici arastirma alanlarindan birisidir. Efluks pompa inhibitdéri olarak
adlandirilan, cesitli bilegikleri disa atimi inhibe etme yetenegine sahip olan bilesikler;
peptidomimetikler, proton iyonoforlari, alkoloidler, piperazin turevleri, Ca® antagonistleri,
fenotiyazinler, selektif seratonin geri alim inhibitérleri, proton pompa inhibitérleri, makrolid
tirevleri ve piperidin-karboksilik asit tlrevleri olarak siniflandiriimaktadir. Alkoloid sinifi
icerisinde yer alan rezerpin, P-glikoproteini inhibe ettigi bilinen ve antihipertansif olan bir
bitkisel efluks pompa inhibitériadir (Sun ve ark, 2014; Aygul, 2015). Enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde c¢igir acan antibiyotiklerin, kisa veya uzun vadede direng
gelisimine yenik dusmesi kaginilmaz goérinmektedir. Buna ragmen efluks pompa
inhibitérlerinin kullanimiyla bu durumun belirli élgtide geciktirilebilecegini gésteren ¢alismalar
yapilmaktadir.

Bu projede, Ankara ilinde c¢esitli marketlerde satisa sunulan et ve sit Urtnlerinden,
Staphylococcus, Enterococcus ve Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu, tir tanimi,
izolatlardaki antimikrobiyal direng fenotipik ve genotipik olarak belirlenmistir. Ayrica
antibiyotik ve antiseptiklere direng gosteren izolatlara efluks pompasi inhibitéri olan
rezerpinin etkisi, efluks pompasi proteinlerini kodlayan gen bdlgelerinin varlidi ile direncin
kaynagi antibiyotik ve biyosidal diren¢ arasindaki iliski degerlendirilmistir. Bu g¢alismanin
sonuglari antibiyotik-biyosit direnci arasindaki iliski, bu direnci tasiyan genlerin belirlenmesi
ve Ozellikle bu genleri tasiyan bakterilerle kontamine gida Urlnlerinin tlketiimesinin
engellenmesi ile halk sagligi ve ekonomik agisindan énemli ¢iktilar saglamistir. Bu sayede
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gida zincirinde antimikrobiyal direncin izlenmesi, bu direncle hayvancilikta ve gida
sektorinde kullanilan biyosidal maddelerin  kullaniminin denetlenmesi i¢in altyapinin
olusturulmasi, personel, yetistiriciler ve sahada calisan veteriner hekimler basta olmak Ulzere
kamuoyunun bilingli antimikrobiyal kullanimi konusunda bilgilendiriimesi hedeflenmektedir.
Antimikrobiyal maddelerin daha az ve uygun kullanimlari, enfeksiyon kontrolliiniin daha iyi
yapilmasi, yeni ajanlarin gelistiriimesi, direncin gelisiminin yavaslatilmasinin gerekliligi, gida
alanindaki ¢alismalarin 6nemini daha da arttirmaktadir. Amacimiz ¢alismamizin sonucunda
elde edilen yeni bilgilerle 6nemli bir katki saglamanin yaninda bu alanda caligacak
arastirmacilara yol gosterici olmaktadir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Staphylococcus Cinsi Genel Ozellikleri ve Siniflandiriimasi

Staphylococcus’lar gram pozitif, spor olusturmayan, 0.5-1.5 um ¢apinda, hareketsiz,
cesitli pigmentasyon gosteren ve genelde Gzim salkimi seklinde kiimeler olusturan koklardir.
Stafilokoklar, esteraz, lipaz, hiyaluronidaz, jelatinaz, koagilaz, proteaz, kazeinaz, fosfolipaz,
deoksiribontkleaz (DNaz), B-glukosidaz ve Ureaz gibi c¢esitli enzimler tGretmektedirler (Guglu
2019).

GUnUmuzde tanimlanmis 53 Staphylococcus tirt ve 28 alt tlrd bulunmaktadir. 1884
yihinda Rosenbach Staphylococcus cinsini tanimlamistir (Rosenbach, 1884). Etten, sit ve sit
drtnlerinden, idrar yollarindan, derilerden ve solunum yolundan izole edilen Stafilokoklar,
dusik su iceren ortamlarda yasayabilirler ve kurumaya karsi direnglidirler. Tuz iceren
besiyerinden (% 7.5 NaCl) daha kolay izole edilmektedirler.

Staphylococcus aureus, cesitli toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin énemli bir
nedenidir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina, cerrahi alan enfeksiyonlarina ve kemik ve
eklem enfeksiyonlarina neden olur. Hastane kaynakl bakteriyeminin yaygin bir nedenidir ve
hastane kaynakli solunum yolu enfeksiyonlari ile iligkilidir. Ayrica, stafilokok iligkili mastitis
enfeksiyonu olan sigirlar kaynakli pastérize edilmemis sut ve sit Grtnleriyle bulasan dnemli
bir gida patojenidir. Koagilaz-negatif stafilokoklar, insan derisi mikroflorasinin ortak
bilesenleridir ve peynir ve sosis gibi fermente gidalarin Uretiimesinde lezzet ve aroma
olusumunda 6nemli bir rol oynarlar. Son yillarda, koagllaz negatif stafilokoklarin neden
oldugu hastane enfeksiyonlari vakalarinda bir artis olmustur (Abulreesh, 2011).

Bazi turleri novobiyosine direnglidir. Genel olarak furazolidon ve nitrofurana duyarhdir
ve dusik seviyelerde eritromisin ve bacitracin'e direncglidirler. Genellikle fenoller ve bunlarin
turevleri, salisilanilitler, karbanilitler ve halojenler (klor ve iyot) ve bunlarin tirevleri gibi
antibakteriyellere karsi hassastirlar (De Vos ve Garrity, 2009).

2.2. Bacillus Cinsi Genel Ozellikleri ve Siniflandiriimasi

Bacillus’lar gubuk seklinde, diz veya hafif kavisli hicreler, tek tek, ciftler halinde,
zincir ve bazen de uzun filamentler olusturacak sekilde bulunabilmektedirler. Endosporlar bir
hicrede birden fazla olmamak Uzere olusturulur; bu sporlar birgok olumsuz kosula karsi ¢ok
direnglidir. Gram pozitif, Gram negatif veya sadece blylimenin erken asamalarinda Gram
pozitif olabilirler (Priest ve Whitman, 2015). Gunumuzde tanimlanmis 379 Bacillus turt ve 7
alt tari bulunmaktadir.

Cogdunlukla topraktan veya dogrudan veya dolayli olarak toprakla kirlenmis olabilecek
su, gida maddeleri ve klinik Orneklerden izole edilmistir. Sporlarin isiya, radyasyona,
dezenfektanlara ve kurutmaya karsi direnci, turlerin ameliyathanelerde, cerrahi pansuman
malzemelerinde, farmasétik UrUnlerde ve yiyeceklerde sikintili durumlar olusturmalarina
neden olmaktadir. Cogu tiiriin patojenik potansiyeli cok azdir veya yoktur. insanlarda veya
diger hayvanlarda hastalik ile nadiren iligkilidir; istisna olarak antraks ajani Bacillus anthracis;
diger birkac tir, gida zehirlenmesine ve firsat¢i enfeksiyonlara neden olabilir ve Bacillus
thuringiensis tlrleri, omurgasizlar igin patojeniktir (De Vos ve Garrity, 2009). Cogu Bacillus
anthracis susu penisiline karsi hassastir, direncli olan bakteriler hakkinda da ¢ok az yayin
bulunmaktadir; bu antibiyotik tedavinin temelini olugturmaktadir ve organizmanin diger
antibiyotiklere duyarliligi konusunda az sayida calisma yapilmigtir. Bacillus anthracis, birgok
sefalosporine karsi direnclidir. Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis genis spektrumlu
beta-laktamaz Uretir ve bu nedenle penisilin, ampisilin ve sefalosporinlere direnglidir; ayrica
trimetoprim'e karsi direnglidirler. Suglar hemen hemen her zaman klindamisin, eritromisin,
kloramfenikol, vankomisin ve aminoglikositlere kargi hassastir ve genellikle tetrasiklin ve
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sulfonamidlere duyarlidirlar (Priest ve Whitman, 2015).
2.3. Enterococcus Cinsi Genel Ozellikleri ve Siniflandiriimasi

Enterococcuslar, aerobik ya da fakiltatif anaerobik, katalaz (-), kok seklindedirler.
Besin gereksinimleri komplekstir. Gelisebilmeleri icin gerek B vitaminleri ve gerekse bazi
temel amino asitler agisindan pek ¢ok gram (+) bakteriden daha fazla besin maddesine
gereksinim duyarlar. Laktozu fermente edebilirler, arabinoz pozitif ve purivat negatiftirler.
Karbonhidratlari fermente ederek L (+) laktik asit olustururlar ve bu ézelliklerinden dolayi tipik
homofermentatif laktik asit bakterileri olarak bilinirler, ancak gaz olusturmazlar. Karbonhidrat
metabolizmalari icin Embden-Mayerof-Parnas yolunu kullanirlar (Karatas, 2005). ideal ireme
Isisi 35°C’dir. %6.5 NaCl'de durerler. %40 safra varliginda eskulini hidrolize ederler.
Glikozdan gaz olusturmazlar ve glikoz fermentasyonunun son Urtnu laktik asittir. 60°C’ye 30
dakika dayaniklidir. Kanli agarda 0,5-1,5 mm boyutunda, (streptokoklardan daha buyuk)
kabarik, gri-beyaz renkte koloniler yaparlar. Bazen zayif bir alfa hemoliz meydana
getirebilirlerse de genellikle nonhemolitiktirler (Barbosa, 2009; Sayiner, 2008; Ortigosa,
2008).

Enterococcus’lar insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin dogal Gyeleridir.
Dogada; toprak, su, bitki, kuslar, bocekler ve memelilerde yaygin olarak bulunur (Foulquié
Moreno ve ark., 2006; Carasi ve ark., 2014). 55 tlr ve bugtine kadar 16S rDNA sekanslari
temelinde rapor edilen 2 alt tip vardir (LPSN, 2017). Son yillarda giderek artan oranda ¢oklu
ilaca diren¢ gosterdikleri bulunmustur. Agregasyon maddesi, kollajen yapismasi, sitolisin,
hemolizin, Enterococcus yuzey proteini, jelatinaz ve hyaluronidaz ile ifade edilen hicre
duvari adezyonu, Enterococcus’larda belirlenen virtlans faktorlerinin tipik érnekleridir (Aslam
ve ark., 2012; Camargo ve ark., 2014; Abouelnaga ve ark., 2016).

Enfeksiyona neden olan Enterococcus cinsi bakteriler arasinda en sik izole edilen
turler Enterococcus faecalis ve Enterococcus faecium’dur. Meydana gelen enfeksiyonlarda,
E. faecium, antibiyotiklere karsi E. faecalis’ten daha direngli olmasiyla dikkat gekmekte ve
patojenik E. faecium’un ¢ok cabuk antibiyotik direng mekanizmasi gelistirebilmesinin ve bu
Ozelligini transfer edebilme kabiliyetinin saglik agisindan ©6nemli bir risk oldugu
dustnulmektedir (Karatas, 2005).

Bazi Enterococcus’lar, endokardit, bakteriyemi, idrar yolu ve merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlari gibi hastane enfeksiyonlarinin énemli nedenleri olarak kabul edilmektedir
(Togay ve ark., 2010; Camargo ve ark., 2014; Abauelnaga ve ark., 2016). Enterococcus
turlerinde vankomisin direnci (VRE), tedavide ciddi bir sorun olarak ilk kez Bati Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletlerinde ortaya ¢ikmistir. Bunu takiben VRE izolasyonu yaygin ve
degisik cografi bdlgelerden surekli olarak bildirilmistir. VRE suslari genotipik ve fenotipik
Ozelliklerine gore siniflandirilir. Bilinen fenotipler arasinda sadece vanC intrensek olma
Ozelligine sahiptir. VanA ve vanB tipi direng E. faecium ve E. faecalis'te tanimlanmis olup
kazanilmisg direnclerdir (Mentes ve ark., 2007). Avoparsinin blyutme faktorl olarak kanatli
yetigtiriciliginde yaygin olarak kullaniimasiyla, Enterococcuslarda vankomisine kargi ¢apraz
direng gelistigi ve bu direncin de S. aureus’a aktarildig! bildirilmistir (Can ve ark., 2008).
Glikopeptide direngli 6zellikle vankomisine direngli Enterococcus’larin sayisinin artmasiyla
birlikte bu turler diinya gapinda énemli bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Glikopeptidler
immun sistemi zayif ya da bastiriimis bireylerde birka¢ enfeksiyona karsi en son care olarak
kullanilan antibiyotiklerdir. Enterococcus’larin glikopeptit direnci olusumu ve yayiliminin, bir
glikopeptit olan avoparsin antibiyotiginin besi hayvanlarinda bliylime ve gelismeyi uyarici bir
ajan olarak kullaniimasindan kaynaklandidi 6ne surulmektedir. Ciftlik hayvanlari igin 6zellikle
tavuk yemlerinde glikopeptitlerin antimikrobiyal blyime hizlandirici olarak kullaniimasiyla
Avrupa’da gida kaynaklarindan, ciftlik hayvanlarindan ve cevreden VRE izole edilmesi
arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir (Devriese ve ark., 1996). isveg'te yapilan baska bir
¢alismada da tavuklarda E. faecium, E. gallinarum, E. faecalis tlrleri izole edilmis olup en
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fazla E. faecium da vankomisin direnglili§i %50 oraninda tespit edilmistir. Bu Ulkelerde
avoparsin kullanimi 1995 yilina kadar devam etmistir (Teuber ve ark., 1996). italya’da
avoparsin yasagindan 6nce (1997 Mart) ve yasaktan 18 ay sonra (1998 Ekim) olmak Uzere
iki ayri donemde tavuk drneklerin ¢alisiimis ve vanA geni aranmigtir. Bu geni iceren suslar
yasagin uygulanmasindan 18 ay sonra yetistirilen tavuk érneklerinden izole edilen suslarda
%14.6’dan %8’e varan bir dlsls gdzlemlenmistir. izole edilen tlrler; E. faecium, E. durans ve
E. hirae’dir. En sik rastlanan sus E. faecium olup oran %9.3’ten %7’ye dismustir (Schroeder
ve ark., 2004).

2.4, Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus’larin Gidalardaki Onemi
2.4.1. Staphylococcus’larin Gidalardaki Onemi

Staphylococcus spp. insan ve hayvanlarin normal mikrobiyotalarinda bulunan genelde
zararsiz olan firsatgl patojenlerdir(Worthing ve ark.,2018). Staphylococcus cinsi koagulaz-
pozitif (KPS)ve koagllaz negatif (KNS) olmak Uzere iki genel gruba ayrimistir. Ana
habitatlari insan ve hayvanlarin deri, deri bezleri ve mukoz membranlaridir, birgok turtu de
gidalar ve insan saghgi icin énem arz etmektedir (Resch ve ark.,2008). Hayvanlarda
mastitits, kene atesi, periorbital ekzama, osteomiyelit, artrit gibi, insanlarda ise toksik sok
sendromu,solunum sistemi enfeksiyonlari, endokardit, gida zehirlenmeleri, septik artrit,
osteomiyelit, menenijit, sepsis ve bakteriyemi gibi yasami tehdit eden hastaliklara yol
acmaktadirlar (Tel ve ark., 2012).

S. aureus, dinyada en sik goérilen gida kaynakli hastalik olan gida zehirlenmelerine
sebep olan en 6nemli stafilokok turudir. Bu bakterinin virllens faktorlerinden biri olan isiya
dayanikli enterotoksin, hayvan veya insanlardan, et ve sut Urlnleri gibi hayvansal gidalara,
Uretim, isleme veya saklama asamalarinda bulasan bakterinin asiri ¢ogalmasi sonucu
uretilmekte ve ciddi gida intoksikasyonlarina sebebiyet vermektedir (Ozdemir ve Keyvan,
2016). KNS turlerinden S. epidermidis, S. saprophyticus ve S. haemolyticus en iyi bilinen
insan patojenleridir ve cesitli deri ve idrar yolu enfeksiyonlara kaynak olusturmaktadirlar.
Bunun disinda kalan birgok KNS tirl gidalarin normal kontaminatlari olarak guvenli kabul
edilmektedir. Hatta peynir ve fermente gida Urinlerine renk ve aroma vermesi agisindan
baslangi¢ kulturlerinde eklenmektedirler (Coton ve ark., 2010).

Antimikrobiyal ajanlarin hayvancilikta tedavi, korunma ve blyime faktéri olarak asiri
kullanilmasinin, antibiyotik direncgli bakterileri tasiyan ve yayillimina neden olan hayvan
kaynaklar olusturacadi belirtiimektedir. Stafilokoklar patojenitelerinin  yaninda hizla
antibiyotik direnci kazanmalari ile de insan ve hayvan sagligi icin tehlike olusturmaktadirlar.
Antibiyotik direncinin, plazmid ve transpozonlar gibi hareketli genetik materyallerle farkh cins
ve turler arasinda aktarildigi ve gidalarin direngli bakteriler acisindan ciddi bir rezervuar
olusturdugu bilinmektedir (Chajecka-Wierzchowska ve ark., 2015). Son yillarda
stafilokoklarin da icinde bulundugu bircok gida kaynakh bakterinin antibiyotik direncinin
gidalarda yayilimina sebep oldugu rapor edilmistir (Simeoni ve ark., 2008, Piessens ve
ark.,2012).

2.4.2. Bacillus’larin Gidalardaki Onemi

Bacillus’lar birgok enzim ve spor Uretmeleri gibi fizyolojik &zellikleri sayesinde dogada
hemen hemen tim ortamlarda bulunmaktadirlar. Sporlar bakterilere, sicak, soguk,
radyasyon, kuruma ve dezenfektanlar gibi faktorlere dayaniklilik kazandirmaktadir. Toprak,
bitkiler, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemleri, ¢ig ve pismis gidalar gibi birgok
ortamdan izole edilebilmektedirler (Turnbull ve ark., 1991).

Urettikleri amilaz, proteaz, lipaz, hemolizin, beta laktamaz gibi enzimlerler ve
antimikrobiyaller sebebiyle biyoteknolojide ve sanayinin birgok alaninda
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kullanilabilmektedirler. Ayrica bakteri sporlarinin mide enzimlerini asarak bagirsaga ulagsma
olasiliginin yiksek olmasi, saglik ve gida sektdrlerinde insan ve hayvanlarda probiyotik gida
destegi olarak bagisik indikleyici, bagirsak dizenleyici ve patojenlere karsi antimikrobiyal
olarak kullanilmalarina olanak vermektedir (Adimpong ve ark., 2012, Logan 2012, Konuray
ve ark., 2017).

Bacillus’larin patojen olan g¢ok az tur(i vardir. insanlar icin en dnemli patojen tiiri
hayvansal kaynakli sarbon etkeni olan B.anthracis’tir. Sarbon kutan6z, intestinal ve pulmoner
sarbon olarak gorilebilen oldukga bulasici ve élimctil olabilen bir hastaliktir(Turnbull ve ark.,
1991). B.cereus, B.subtilis, B.pumilus turleri genellikle hayvansal kaynakli gidalarda
¢ogalarak toksinleriyle gida zehirlenmelerine sebep olmaktadirlar (Logan, 2012). Bacillus
kaynakli gida zehirlenmelerinin en 6nemli kaynagi B.cereus’tur. B.cereus iki tip zehirlenmeye
sebep olmaktadir bunlar, emetik tip ve diyareal tiptir. Emetik tip, serdlid denilen isiya
dayanikli bir toksin, diyareal tip ise enterotoksin kaynakhdir (Adimpong ve ark., 2012, Chon
ve ark., 2012). B.cereus pastorize sut, dondurma, et gibi hayvansal gida UrlGnlerinin raf
omdurlerinin kisalmasina ve gida intoksikasyonu riskinin ciddi bir oranda artmasina sebep
olmaktadir (Cui ve ark., 2016).

Bircok tirl non-patojen olan Bacillus’larin antibiyotik direncleri ile ilgili calismalar
kisithdir. B.cereus, B.mycoides, B.thrungiensis tirlerinin penisiline dogdal direncli olduklari
bilinmektedir. Gida Uretiminde ve diyete katki olarak kullanilan mikrobiyal kaltarlerin
antibiyotik direng bulundurmasi, kommensal ve patojen bakteriler arasinda direng¢ gelerinin
aktarilmasi riskini olusturdugundan toplum sagligi acisindan endise verici olarak
gorilmektedir. Cesitli calismalarda insan hayvan ve gidalardan izole edilen Bacillus spp.’nin
kloramfenikol,tetrasiklin, eritromisin, linkomisin, penisilin ve streptomisin gibi antibiyotiklere
direncli olabildigi gosterilmistir (Adimpong ve ark., 2012).

2.4.3. Enterococcus’larin Gidalardaki Onemi

Enterococcus’lar laktik asit bakterilerinin (LAB) temel Uyeleridir. Et, sut, peynir,
sebzeler, su ylzeyleri ve bitkiler gibi ¢esitli gida kaynaklarinda bulunabilir (Jamet ve ark.,
2012). E. faecalis ve E. faecium turlerinin yapilan bircok arastirmada gidalarda en fazla
sikhkta izole edilen mikroorganizmalar oldugu belirtiimistir. E. durans, E. gallinarum, E.
mundtii, E. raffinosus daha az siklikta bulunmaktadir (Giraffa, 2002; Nes ve ark., 2007;
McGowan ve ark., 2006; Frazzon ve ark., 2010; Aslam ve ark. 2012; Jahan ve ark., 2013;
Klibi ve ark., 2013; Pasevento ve ark., 2014).

Enterococcuslar, gida olgunlagsma sulreclerinde starter veya probiyotik kultirler olarak
faydali bir rol oynayabilir (Klibi ve ark., 2013; Abouelnaga ve ark., 2016; Gaglio ve ark.,
2016). Bu mikroorganizmalar starter kultdr olarak yararli rol oynarken, diger taraftan da bazi
sut drinlerinde Enterococcus’larin fekal orijinli olanlari hakkinda kuvvetli bir soru isareti
vardir. Fermente gidalardan izole edilen Enterococcuslarin potansiyel veya arastirilan
patojeniteleri Gzerine; hayvan model sistemlerinde daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Enterococcus igeren gidalarin saglik riski olmaksizin tiketiminin uzun bir tarihi olmasina
karsin Enterococcus’larin GRAS (Generally Recognised As Safe- Genel Olarak Guvenilirligi
Kabul Edilen) mikroorganizma olarak kabul ediimesi ¢ok daha fazla c¢alismayi
gerektirmektedir (Frazzon ve ark., 2010). Gidalarda, Enterococcus turleri fekal
kontaminasyon gdéstergesi olarak degerlendiriimekte, 1sil islem gérmus et Grlnlerinde ylksek
sicaklida karsi direncli olma 6zelliginden dolayi pastorizasyon sonrasi canl kalarak ya da
dilimleme ve paketleme gibi islem basamaklarinda ¢apraz kontaminasyona bagl olarak
driinde bozulma yapabilmektedirler (Braga ve ark., 2013). Ek olarak, bazi Enterococcus’lar,
cogunlukla E. faecalis ve E. faecium, gida patojenlerinin ve bozulma mikroorganizmalarinin
buyumesini Onleyebilen laktik asit, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi inhibe edici
maddeler Uretirler (Raafat ve ark., 2016).
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Bazi Enterococcus tirlerinin virllans genleri vardir ve siklikla yaygin antibiyotiklere
yuksek direng gosterirler. Cocconcelli ve ark. (2003), model peynir ve fermente sucuk
uretiminde klinik kaynaktan alinan Enterococcus faecalis’'in antibiyotik diren¢ ve virtlans
genlerini fermentasyon sirasinda gida kaynakli Enterococcus faecalis’e transfer edebildigini
g6stermislerdir (Cocconcelli ve ark., 2003). insanlarda kullanilan antibiyotiklerin coguna karsi
diren¢ kazanmanin yani sira dogal direncte tasirlar (Sallem ve ark., 2016). Antibiyotik direnci,
direngli genlerin farkl tirler ve cinsler arasinda plazmidler ve transpozonlar tarafindan yatay
transferiyle saglanir (Belgacem ve ark., 2010; Jahan ve ark. 2016). Guvenlik nedeniyle,
gidalardaki starter kultirlerinin secilmesinde temel bir kriter, Enterococcus’larin aktarilabilir
antibiyotik direncinin olmamasidir (Frazzon ve ark., 2010; Oladipo ve ark., 2013).

Hayvan kaynakli gidalarda antibiyotige direngli Enterococcus’larin varligi, bazi
yazarlar tarafindan bildirilmistir (Kasimoglu - Dogru ve ark., 2010; Aslam ve ark., 2012;
Abouelnaga ve ark., 2016). Gidalardan insanlara bulasma olasiligi yuksektir (Carasi ve ark.
2014). Bu nedenle, gidalardan izole edilen Enterococcus’larin potansiyel antibiyotik direnci
acisindan test edilmesi gerektigi 6ne siurialmustir (Togay ve ark., 2010; Klibi ve ark., 2013).

Gidalardan izole edilen Enterococcuslardaki direng genleri az pismis yada pismemis
et tlketimi sonrasi insanlara genetik transferle gecis oldugu bu ¢alismada vurgulanmistir.
Fermente etlerden izole edilen Enterococcus tirlerinin, klinik orneklerden izole edilen
Enterococcus turleriyle genetik akrabaligi arastiriimis ve tetrasiklin direng geni olan tetM’nin
konjugasyon yoluyla transfer oldugu saptanmistir (Jahan ve ark., 2015).

Sanlibaba ve arkadaslari (2018), Tulrkiye'de satilan tavuklardan izole edilen
Enterococcuslarin izolasyonu ve antibiyotik direnclerinin belilenmesine odaklanmistir. Bu
c¢alismanin sonugclari, E. faecium'un tavukta bulunan dominant Enterococcus tiri oldugunu
goOstermistir. Ankara'da tavuklardan izole edilen E. faecalis ve E. faecium suslarinin
antibiyotik direncinin yayilmasi igin potansiyel bir kaynak olarak degerlendirilebilecegini
acikga gostermistir. TUm izolatlar arasinda,% 97.93 Enterococcus susu U¢ veya daha fazla
antimikrobiyal maddeye diren¢g gostermistir. Bu calismada bildirilenlere benzer sonuglar
Jahan ve ark., (2013), Abouelnaga ve ark. (2016) ve Rafaat ve ark. (2016) 6rnek verilebilir.
Ayrica Enterococcus izolatlarinda Bulajic ve ark. (2015) ¢codu bes antimikrobiyale (% 35.05),
ardindan dort antimikrobiyale (% 32.98) direngli olarak saptanmigtir. Ek olarak, ¢ig tavuk
orneklerinden izole edilen Enterococcus turleri arasinda ¢oklu antibiyotik direnci yayginligi
halk saghgi igin ciddi bir tehdit oldugunu ve hayvancilikta antibiyotiklerin kontrollG kullanimi,
Turkiye'de oldukga dugsinduricu oldugunu bildirmistir (Sanlibaba ve ark., 2018).

2.5. Antibiyotik Direnci ve Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotik direnci; bir bakteri tiriinin bazi suslarinin antibiyotikten etkilenmemesi ya
da antibiyotige duyarli bir susun cesitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile direngli hale
donmesi olarak tanimlanmaktadir. Ginimuzde gesitli antibiyotiklerin toplumda tuketiminin
artmasi, immun sistemi bozulmus hastalarin sayisinda artma olmasi, yogun bakim
unitelerinin sayisinin artmasi, gida endustrisinde antibiyotik kullanimi gibi nedenlerle
bakterilerdeki antibiyotik direnci giderek artmaktadir (Demirttrk ve Demirdal, 2004).

Bakteriler, antibiyotiklere dogal (intrinsik) olarak direncli olabilmektedir. Bu direng turu
bakterilerin temel 6zelligidir ve antimikrobiyal kullanimi ile iligkili ve kalitsal degildir. Dogal
direng, bu mikroorganizmalarin tur 6zelligi olarak ilacin hedefi olan yapiyi tanimamalarinin
veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolay! hedefine ulagamamasinin bir sonucudur. Ornegin
ilacin dis membrandan gecememesi nedeni ile Gram negatif bakteriler vankomisine dogal
olarak direnglidir veya bakterilerin L formlari ve Mycoplasma’lar gibi c¢epersiz
mikroorganizmalar penisilin gibi hidcre duvar sentezi inhibitorlerine dogal direnglidir. Ayni
sekilde metabolik olarak inaktif olan bakteri sporlari dogal direnglidir. Clnkl birgok ilacin etkili
olabilmesi igin bakterinin aktif Greme déneminde olmasi gereklidir (Ylce, 2001).
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Diger bir diren¢ yolu ise kazanilmis direnctir. Bir bakteri genetik Ozelliklerindeki
degisimlere bagh olarak duyarli oldugu bir antibakteriyel ajandan etkilenmeyebilir. Bu
durumda o bakteri direng¢ kazanmis olur. Genetik kaynakli direng¢ kromozomal veya
kromozom digI elemanlara bagh olabilir. Kromozomal direng, bakteri kromozomunda
kendiliginden (spontan) oluflan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Spontan mutasyonlar bazi
fiziksel ve kimyasal faktorlerle olusabilir ve sonugta bakteri hicresinde yapisal degisimler
olusur. Bdylece hlcrenin ilaca permealibitesi azalabilir veya hicre iginde ilacin hedefinde
degisiklikler olabilir. Streptomisin, aminoglikozid, eritromisin, linkomisine kargi bu tir direng
goérilebilir. Ekstrakromozomal direng, cesitli yollarla aktarilan plazmid, transpozon ve
integron adi verilen genetik elemanlara baghdir(Yice, 2001; Oztirk, 2002; Capita ve Alonso-
Calleja, 2013). Bakterilerin antibiyotiklere diren¢ kazanmasinin birgok mekanizmasi
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar sonraki bélimlerde 6zetlenmistir.

2.5.1. Hedef Degisikligi veya Fazla Uretimi

Antimikrobiyal ajanlarin hicrede baglandiklari reseptérlerde olusan tium degisiklikler,
ajanin hlcre igine girmesine engel olarak ve mikroorganizmanin ajana direngli olmasina
neden olabiimektedir. Ornegin ribozomal DNA veya diger Kkilit elementlerin mutasyona
ugramasi antimikrobiyalin baglanamamasi ve sonucta antimikrobiyal etkini kaybina yol
acmaktadir. Bu mekanizmaya oOrnek olarak, belirli penisilin direnci tiplerinde go6zlenen
penisilin baglayici proteinlerin (PBP'ler) yapisal degisikligi, aminoglikozitleri, makrolidleri veya
tetrasiklinleri etkisiz hale getirebilen ribozomal degisiklikler ve DNA-giraz modifikasyonlari ile
fluorokinolonlara direng gelismesi verilebilir. Ote yandan, glikopeptit antibiyotikler, uzayan
peptidoglikan polimerinin pentapeptid zincirinin terminal D-alanil-D-alaninine baglanarak etki
ederler. Staphylococcus spp.'de bu bilesiklere duyarlilikta azalma, hicre duvari
peptidoglikanin  i¢cindeki glikopeptid baglanma bolgelerinin  asirt  Uretiimesinden
kaynaklanabilmektedir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013).

2.5.2. Gegirmezlik (impermeabilite)

Dis membran gecirgenlik degisimleri sonucu gelisen direng antibiyotik molekilinin
hicre icine girisinin sinirlandiriimasi ile gelismektedir. Antibiyotiklerin etki gosterebilmesi igin
dncelikle hedeflerine ulagsmasi gereklidir. Ornegin, beta-laktam ajanlar PBP’lere
baglanabilmek igin sitoplazmik zarin dis yuzine ulagsmalidir. Peptidoglikan tabaka, genis
araliklari nedeniyle antibiyotiklerin bakteri hiicresine girisine engel olusturmaz. Ancak, Gram
negatif bakterilerin dis zari, antibiyotikler ve ortamdan alinacak diger molekuller igin yari
gecirgen bir engel olusturmaktadir. Bu nedenle, dis zar yapisi tim Gram negatif bakterilere
Gram pozitiflerden farkl bir avantaj saglamaktadir (Ciftci ve Aksoy, 2015).

2.5.3. Enzimatik inaktivasyon veya Pargalama

Enzimatik inaktivasyon, bakteriler, antimikrobik maddeleri degistiren veya bozan bir
veya daha fazla enzim Urettiginde ve bunu bakterilere kargi inaktif hale getirdiginde meydana
gelir. Bu enzimler tipik olarak belirli bir antimikrobiyal veya antimikrobiyal sinifina 6zgudur.
Bu, beta-laktam halkasini hidrolize eden beta-laktamazlarin bakteriyel Uretimi yoluyla beta-
laktam antibiyotiklerini etkileyen yaygin bir direng mekanizmasidir (Capita ve Alonso-Calleja,
2013). Birgcok arastirmaci, biyositlerin enzimatik dénlisimunin bakterilerde, 6zellikle agir
metaller (gumus ve bakir; katyonun metale enzimatik indirgenmesi), parabenler, aldehitler
(formaldehit dehidrojenaz), peroksijenler (formaldehit dehidrojenaz) katalaz, super oksit
dismutaz ve alkil hidroperoksidazlar)a kargi bir direng mekanizmasi oldugunu
g6zlemlemislerdir (SCENIHR, 2009).

Antimikrobiyal direncine sebep olan enzimleri kodlayan genlerin bazilari bakteriyel
kromozomlarda ortaya c¢ikmasina ragmen, genellikle transpozonlar veya plazmitler gibi
hareketli elemanlarda bulunur. Enzim aracil inaktivasyon nedeniyle makrolid ve tetrasiklin
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(TetX ile) direnci 6rnekleri de bilinmektedir. Kloramfenikole direng tipik olarak asetil
transferazlar ile saglanmaktadir (Poole, 2002).

2.5.4. Efluks

Efluks pompalari, hiicreye nifuz eden antimikrobiyalleri aktif olarak alan ve hicre igci
konsantrasyonlarini etkili seviyelerin altina disliren tasima proteinleridir. Efluks birkag
antimikrobiyal icin tarif edilmigtir. Bir bilesige 6zel olabilir veya katki maddeleri ve
antibiyotikler gibi cesitli bilesikler lGzerinde c¢alisabilir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013).
Antibiyotik direncinin bir araci olarak efluks, en yaygin olarak hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakterilerdeki tetrasiklinlerle (6rnegin TetA, TetB, TetK pompalar) ve
florokinolonlarla iligkilidir. tet genleri genellikle plazmid veya transpozonlarda kodlanir ve bu
nedenle direng, bu genlerin harici kaynaklardan ediniimesinden kaynaklanir. Bu pompalar,
kromozomal olarak kodlanmis bu efluks sistemlerinin mutasyonel hipereeksresyonu sonucu
ortaya ¢lkan hem dogal hem de kazanimis dirence katkida bulunmaktadir. Bu efluks
sistemlerinin ¢ogu, makrolidlere, b-laktamlara, aminoglikozitlere ve tetrasikline karsi direng
saglar. Makrolidlere karsi efluks kaynakli direng, Gram-pozitif bakterilerde de tarif edilmigtir.
Kloramfenikol direnci de efluks yoluyla saglanabilmektedir (Poole, 2002).

S.aureus’ta ¢oklu direng gelisimine neden olan bazi proteinler QacA, NorA ve daha
spesifik olarak MsrA ve TetK proteinleridir. Bunlarin varhgi florokinolonlarin, makrolid ve
tetrasiklin grubu antibiyotiklerin hiicre disina atiimasina neden olmaktadir (Zarakolu, 2003).

B. subtilis'te bulunan bmr proteini ilk kesfedilen ¢oklu antibiyotik pompa
proteinlerindendir. Bu tasiyici protein kloramfenikol, puromisin, etidyum bromur, rodamin ve
tetrafenilfosfonyum gibi yapisal olarak farkl birgok antimikrobiyal maddeye bakteriyel direnci
saglamaktadir. Bmr efluks pompasi, S.aureus’taki norfloksasini hicre disina pompalayan
norA proteiniyle homoloji géstermektedir. Proteinler arasindaki benzerlik, efluks pompalarinin
bircok substrati taniyabilecegini dusindurmis ve yapilan calismalarla da gercekten boyle
oldugu kanitlanmistir. O zamandan beri efluks pompalarinin hem patojenik hem de patojen
olmayan bakterilerde bulundugu, ifade edildigi ve dnemleri anlasiimistir (Andersen, 2015).

Gram pozitif bakterilerde antibiyotik direnci i¢in dnemli olan efluks pompasi genleri,
ertromisini hlcre digina pompalamayi saglayan ermA, ermB, msrA/B, ereA,ereB, mefA,
tetrasiklini pompalayan tetK, tetL, beta laktam grubu antibiyotikleri pompalayan bla ve mecA,
vankomisini pompalayan vanA, vanB,vanC, gentamisinin atilmasini saglayan aac (6_)- le-
aph(2_)-la, aph(2’_)-Ib, aph (2’_)-Ic, aph(2’_)-Id gibi genlerdir (Fernandes-Fuentes ve ark.,
2014).

2.5.5. Alternatif Metabolik Yollarin Kazanilmasi

Bazi antibiyotikler metabolik yollardaki enzimler gibi davranmaktadir. Direngli
bakteriler, antimikrobiyal etkiyi atlayip yeni bir metabolik yol geligtirerek antibiyotidi etkisiz
hale getirirler. Stlfonamidler ve trimetoprim, bakteriler icin gerekli bir vitamin olan folik asidin
biyosentezine girerler. Silfanomidler para-aminobenzoat (PABA) ile vyarisarak, folat
sentezinin yapitaglarindan olan 7,8-dihidropteroatin sentezini engellerler. Trimetoprim de
benzer olarak dihidrofolatin tetrahidrofolata indirgenmesini engellemektedir. Silfonamidlere
ve trimetoprime karsi direng, sirasiyla sulfonamidler ve trimetoprim i¢in duyarliigi ve afiniteyi
azaltan, degistiriimis dihidropteroat sentaz ve dihidrofolat rediktaz sentezi ile metabolik
degisime dayanmaktadir (Schmitz, Perdikouli ve ark., 2001).

2.5.6. Biyofilm Olusturma

Gogu bakteri dogal veya abiyotik ylzeylerle iligkilidir ve serbest hiicrelerden ziyade
biyofilm olarak blyur. Biyofilmler, ylzeylerde olusan ve dogada bulunan mikroorganizmalar
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icin yaygin bir biyume sekli olan bir ekzopolimerik manto i¢inde (dis-polimerler ve hiicre disi
enzimler) bulunan mikroorganizmalarin ortak yapilaridir. Biyofilmlerdeki bakteri hicreleri,
cesiti mekanizmalar ile biyositlere ve antibiyotiklere karsi artan diren¢ gibi serbest
hicrelerden farkh 6zellikler géstermektedir. Bu mekanizmalar; hicre disi polimerik matriks
nedeniyle aktif molekillerin biyofilm boyunca difizyonunun azaltilmasi, biyofiimde ylksek
bakteri konsantrasyonu olmasi, fizyolojik durumun modifiye edilmesi: azalmis metabolizma
ve buyume hizi, porin sentezinin azalmasi ile membran gegirgenliginin degistiriimesi, gok
ilaca direng operonlarinin ve efluks pompalarinin indiksiyonu, antimikrobiyal bilesikleri
parcalayan enzimlerin asiri Uretimi ve pasiflesme (dormansi)dir (Capita ve Alonso-Calleja,
2013).

2.6. Biyositler (Antiseptik ve Dezenfektanlar) Hakkinda Genel Bilgi

Mikroorganizmalar Uzerine degisik mekanizmalarla mikrobisit veya mikrobiostatik etki
goOsteren antiseptik ve dezenfektanlar, diger yaygin bir terimle biyositler gunumuiz tip
pratiginde yaygin kullanim alani bulan maddeler arasindadir. Bu maddeler, hastaneler, diger
saglik kurumlar ve veterinerlikte kullanilmaktadir. Ozellikle nozokomiyal infeksiyonlarin
onlenmesi ve kontrolinde ilgili maddelerden genis dlgude yararlaniimaktadir. Ayrica hazir
gida sanayiinde ve kozmetik sektorinde ilgili maddelerin koruma amaciyla kullaniminin
giderek artmasi biyositlerin kullanim alanlarini genisletmistir (Oztiirk, 2002).

Biyositler, gida endustrisinde temizlik ve dezenfeksiyon programlarinda yer alan,
patojenik ve bozulmaya neden olan bakterileri kontrol amaciyla kullanilan en énemli silahtir
(Holah, Taylor ve ark., 2002). Giderek artan kullanimlari, diger antimikrobik maddelerde
oldugu gibi, bunlara karsi da bir direncin gelisip gelismedigi sorusunu giindeme getirmistir.
Konu ile ilgili calismalar antibiyotik direnci kadar olmasa bile, son yillarda Uzerine énem
verilen konulardan biri haline gelmistir (Oztlrk, 2002).

Biyositler, hicrede 6zgll bir hedefi bulunan antibiyotiklerden daha genis bir etki
spektrumuna sahiptir; clinki bunlarin  mikroorganizmalar Gzerinde daha c¢ok hedefi
bulunmaktadir. Antibiyotiklerde oldugu gibi biyosit maddeler de degisik mekanizmalarla
mikroplar Uzerinde dremeyi durdurucu veya O&lduricl etki gosterir. Bunlarin 6zellikle
bakteriler Gzerine etki mekanizmalari diger mikroorganizmalara (virls, protozoon) gére daha
iyi belirlenmigtir. Ayni madde bir veya daha fazla mekanizma ile etki edebilir. Biyositler, hicre
duvarini bozma (sentezi 6nleme, lipidleri, eritme), sitoplazma zarini bozma, protoplazmayi
pihtilastirma, hiicre igi bilesenlerinin disariya sizmasina neden olma, hiicre homeostazini
bozma, mikroplarin enzim, koenzim ve diger protein yapilarini bozma (oksitleme,
alkilleme...), elektron transportu ve oksidatif fosforilasyonu inhibe etme, makromolekdllerle
etkilesme veya bunlarin sentezini énleme gibi mekanizmalarla etki etmektedir (Oztiirk, 2002,
Keskin ve Kok, 2007; Eryilmaz ve Akin, 2008).

En dnemli biyosit tipleri;

Alkoller

Aldehitler (Formaldehit, gluteraldehit)
Biguanidler (Klorhekzidin)
Diamidinler

Halojen salan maddeler

lyot ve Iyodoforlar (Povidon iyodiir)
GUmdus Bilesikleri

Peroksijenler (Hidrojen peroksit)
Fenoller

Kuaterner Amonyum Bilesikleri (Benzalkonyum Klorid) ‘dir(Oztirk, 2002; Keskin ve Kok,
2007; Eryilmaz ve Akin, 2008).
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2.7. Biyosit Direnci

Biyositler, antibiyotiklere gore daha az dikkat edilmesine ragmen, antimikrobiyal
direncine sebep olabilirler (Morente, Fernandez-Fuentes ve ark., 2013). Gida zinciri boyunca
antimikrobiyal direncin secilim ve yayihimi birincil olarak antibiyotik, ikincil olarak ise
biyositlerin kullanimiyla artmaktadir. Bazi biyosit direng tiplerinin bakteriler arasinda
aktarilabildigi ve en azindan birinin gelecekte 6nemi artan bir problem olarak kargsimiza
¢ikabilecegi ydninde kanitlar bulunmustur (Fraise, 2002). Marker olarak antibiyotik direng
geni eklenmis olan genetigi degistiriimis tarim Urlnleri, gida zincirine kasten eklenen,
aktariima olasiligi olan antibiyotik direng geni igeren mikroorganizmalar ve sub-letal dozda
yapilan gida igleme teknikleri de endise kaynagi olmaktadir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013).

Biyosit direnci, bir kromozomal genin mutasyonu veya amplifikasyonu yoluyla veya
ekstrakromozomal genetik elementlerin (plazmitler ve transpozonlar) direng genleri
kazanmasi ile ortaya ¢ikabilir. Direncin biyosit inaktivasyonundan kaynaklanabildigi
bilinmektedir, ancak nispeten nadirdir ve birka¢ biyosit sinifina (organik civa bilesikleri)
6zgudur. Daha yaygin olarak ve muhtemelen biyositler icin hiicresel hedeflerin ¢oklugunun
bir sonucu olarak, diren¢g hlicre zarf gegirgenligi veya artmis efluks faaliyetinden
kaynaklanmaktadir (Poole, 2002).

Biyosit direnci de antibiyotik direncinde oldugu gibi dogal (intrinsik) direng ve
kazanilimis direng olarak olusabilmektedir. Dogal direng, bakterilerin dodal fenotipik 6zellikleri
ile olusan ve kromozomal genler ile kontrol edilen direnctir. Bu direng genellikle antiseptik ve
dezenfektanlarinhlcre icine alimlarinin azalmasi ile olmaktadir. Bakteri sporlari, degigik gram
negatif bakteriler ve mikobakteriler dogal olarak bir¢cok biiyosidal maddeye direnglidir.
Fizyolojik adaptasyon da dogal bir direng mekanizmasidir. Bu adaptasyona en énemli érnek
olarak biyofilm olusumu gosterilebilir. Biyofilm igindeki bakteriler, biyosidal maddelere daha
direnclidirler. Antibiyotik direncinde oldugu gibi, biyofilm tabakasi cesitli mekanizmalarla
bakterilere diren¢ kazandirmaktadir (Caglar, 2005).

Yuksek molekiler agirlikh maddeler, Staphylococcuslarin ve vegetatif Bacillus sp.
duvarindan kolayca gegebilmektedir. Bu nedenle gram pozitif bakteriler KAB ve klorhekzidin
dahil degisik biyositlere karsi duyarlidir. Bununla birlikte bakteri Ureme hizi ve Greme
ortamindaki besin kisittlamalari, biyositlere karsi duyarlihdi degistirebilir; daha direncli formlar
meydana gelebilir. Enterococcuslar genel olarak Staphylococcuslardan daha direngli
olmakla birlikte son vyillarin sorun bakterileri olan vankomisin direngli Enterococcus
kokenlerinin vankomisin duyarl olanlara gore biyositlere daha direncli olduklarina dair bir
kanit elde edilememistir (Oztiirk, 2002).

Kazanilmis direng, mutasyon veya kromozom digl genetik materyallerin kazanilmasi
ile edinilen direngtir ve s6z konusu biyosidallerin kademeli olarak artan c¢esitli dozlarina
maruz kalma ile gergeklesmektedir. Gram negatif bakteriler, genellikle antiseptik ve
dezenfektanlara karsi spor olusturmayan bakteriler ve mikobakteriyal olmayan gram
pozitifiere gbére daha direnglidirler (Keskin ve Koék, 2007). Plazmid aracilikla kazanilmis
direng, civa bilesikleri ve diger metal tuzlar igin saptanmistir ve son yillarda degisik
biyositlere kargi 6zellikle Staphylococcuslarda olmak tzere direng gelistigi gortulmektedir.

2.7.1. Hedef Degisikligi

Bakteriyel hlcre icerisinde bircok spesifik hedefi olan antibiyotiklerin aksine,
biyositlerin birden ¢ok hticresel bileseni etkiledigi gértilmektedir ve bu nedenle, hedef bdlge
mutasyonlarinin biyosit direncine neden olmasi nadir gorulen bir durumdur (Morente,
Fernandez-Fuentes ve ark., 2013). Dis macunlari, sabunlar, deterjanlar ve cerrahi
temizleyicilerde kullanilan popduler bir bakterisidal ve fungusidal bir ajan olan triklosana,
bakterilerin yag asidi sentezinde énemli roli olan fabl geninde olusan bir anlamsiz mutasyon
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olusarak ajanin taninmamasi ile diren¢ gelisebilmektedir. Bazi bakterileri suslari Kuaterner
Amonyum Bilesiklerini (KAB) N-de alkilasyon yolu ile parcalayabilmektedir ve bu onlari
direncgli hale getirmektedir. Gida ve diger endustrilerde sik ve geregdinden fazla KAB iceren
dezenfektanlarin kullanimi, bu susglar Uzerinde segici baski olusturup direncli suslarin
¢ogalarak ortamda Ustin hale gegmesine neden olmaktadir (Paul, Chakraborty ve ark.,
2019).

2.7.2. Gegirmezlik (impermeabilite)

Antimikrobiyal maddelerin etki gosterebilmeleri icin hicredeki hedef bdlgelerine
ulagsmalari gerekmektedir. Bakterilerde c¢esitli mutasyon veya adaptasyonlar yoluyla dig
membran gegirgenliginin azalmasi, direncin gelismesine neden olmaktadir. Gram negatif
bakterilerde kazanilmis biyosit toleransindan gecirgenlik degisikliklerinin sorumlu oldugunu
belirten bircok yayin bulunmaktadir. Bu yayinlar, ylzey hidrofobikligi, dig zar yapisi, zar
proteinlerinin ve dis zar yad asidi bilesimindeki degisikliklerin bu direnci olusturabildigini
sdylemektedir (Morente, Fernandez-Fuentes ve ark., 2013). Yine de, son veriler bir direng
mekanizmasi olarak dig membran bariyer gecirgenliginin, ek diren¢ mekanizmalari (efluks ve
b-laktamazlar) ile beraber calistiginda 6énemli oldugunu goéstermektedir. Ayrica membran
gecirmezliginin biyofilm mekanizmasi ile desteklendiginde de ciddi énem olusturabilecegi
belirtilmistir (Poole, 2002).

2.7.3. Efluks

Biyosit direncine sebep olan efluks pompasi proteinleri i¢inde antibiyotikleri de
barindiran genis bir ajan toplulugunu hlcre digina pompalamakla gérevlidir (Morente,
Fernandez-Fuentes ve ark. 2013). GUnimizde tanimlanmis yedi blylk bakteriyel ¢oklu
antimikrobiyal efluks pompasi ailesi bulunmaktadir, bunlar; adenosine triphosphate (ATP)-
binding cassette (ABC) siperailesi, resistancenodulation- division (RND) ailesi, major
facilitator superfamily (MFS), small multidrug resistance (SMR) ailesi, multidrug and toxic
compound extrusion (MATE) ailesi, proteobacterial antimicrobial compound efflux (PACE)
ailesi ve p-aminobenzoyl-glutamate transporter (AbgT) ailesidir. Bu aileler amino asit sekans
benzerlikleri substrat profilleri, substrat pompalamada kullandiklari enerji kaynaklarina goére
siniflandiriimiglardir. Ailelerin blylk ¢odunlugunun en az bir Uyesinin, yuksek ¢6zinurlukli
yapi tespiti ile, transmembran helikslerin (TMH) sayisi da dahil olmak Uzere protein yapisal
organizasyonu dogrulanmistir (Ahmad, Nawaz ve ark., 2018).

Efluks pompalari, RND ailesi 6rneginde oldugu gibi, sadece i¢ membran tasiyicilari
degildir ayni zamanda dis membran kanallari ve periplazmik adaptdr proteinleridir. RND
ailesinden pompalarin, Pseudomonas aeruginosa'da (MexB) ve Escherichia coli ve
Salmonella typhimurium'da (AcrB) belirgin antibiyotik direnci ile iligkili oldugu kanitlanmigtir.
Gram pozitif bakterilerde MFS ailesinden pompa proteinlerini  kodlayan genler,
Staphylococcus aureus'ta NorA ve Streptococcus pneumoniae'da PmrA gibi, tanimlanmistir
(Navidinia ve Goudarzi, 2019).

Gram pozitif bakterilerde, efluks pompa proteinleri yaygin olarak bulunmakta olup,
son yillarda yogunlasan calismalar stafilokok, streptokok, enterokok gibi klinik énemi olan
bakterilerin goklu ilag direncinde bu proteinlerin etkin rol oynadigini ortaya koymaktadir.
Hicre duvari yapisi sebebiyle Gram pozitif bakterilerde efluks pompa sistemlerinin
organizasyonu Gram negatif bakterilerden daha basit bir yapidadir ve proteinler hicre
zarinda bulunmaktadir. S.aureus’ta sentezi plazmid kontrolindeki gacA ve smr pompa
proteinlerinin, antiseptik ve dezenfektanlara; sentezi kromozomal genlerin kontroliinde olan
NorA’'nin ise hidrofilik kinolonlara ylksek dizey dirence yol agmasi, hastane
enfeksiyonlarinin kontroli agisindan énem tasimaktadir. Varhdi ilk kez S.epidermidis’te
gosterilen ABC ailesine ait MsrA proteininin homologu, S.aureus’un klinik izolatlarinda da
gosterilmis olup makrolid ve streptogramin B direnciyle iliskili bulunmustur. Cok yeni olarak,
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ilk kez bir MATE tipi pompa proteininin de (MepA), S.aureus’ta biyosit ve florokinolon
direnciyle iligkili oldugu bildirilmistir (Hasdemir, 2007).

2.8. Gram Pozitif Bakterilerde Bulunan Efluks Pompa Genleri

Gram pozitif hicre zarfi, ince bir tabaka fosfolipid Uzerinde kalin bir tabaka
peptidoglikan tabakadan olusmaktadir. Gram negatif bakterilerde ise iki katmanl hulcre
duvari ve hlcre zari bulunmaktadir. Gram negatif bakterilerde hlcre zari ve hicre duvari
katmanlarini iceren ¢ok bilesenli kompleks bir ¢oklu ilag pompa sistemi, Gram pozitif
bakterilerde ise tek bir transmebran bileseni vardir. Klinik agidan énemli ilaclarin disa atimini
saglayan RND superailesi pompa proteinlerinin gram negatif bakterilerde hiicre i¢ ve dis
mebraninin her U¢ katmanini da kapsayan bilesenleri mevcuttur. Bu sebeple yillarca Gram
pozitif bakterilerde RND stlperailesi proteinlerinin bulunmadi§i distnutlmekteydi fakat 2001
yihinda RND superailesinden olan yerP proteininin Bacillus subtilis'te bulunmasi bu fikrin
degismesini saglamistir. Daha sonra diger blyuk ¢oklu ilag pompasi sUperaileleri gen ve
proteinlerinin (MFS, ABC, MATE,SMR, PACE, AbgT) de Gram pozitif bakterilerde iyi bir
sekilde temsil edildigi belirlenmistir (Li ve ark., 2016; Ahmad, Nawaz ve ark., 2018).

Gram pozitif bakteriler icinde biyosit diren¢ genleri en iyi S.aureus’ta calisiimistir.
S.aureus’'ta bulunan kromozom tarafindan kodlanan en dénemli genler, norA (MFS), norB
(MFS), norC (MFS), mepA (MATE), mdeA (MFS), sepA (n.d), sdrM (MFS), ImrS (MFS),
plazmidler tarafindan kodlanan en oneli genler ise gacA (MFS), qacB(MFS), smr (SMR),
gacG(SMR), qacH(SMR) ve qacJ(SMR)dir (Costa ve ark,2013). Bacillus subtiliste en iyi
calisilan efluks pompa genleri, bmr (MFS), blt (MFS), ImrA (ABC), bmrA, bmrC/D (ABC),
mdtP (MFS), yerP (RND), ebrA/B (SMR)dir. Enterococcus’larda en ¢ok calisilan efluks
pompa genleri ise, emeA (MFS), efrA/B (ABC), efmA (MFS)’dir.

Arastirmamizda c¢alisilan genlerden qacA/B, MFS siperailesinden, plazmidler
tarafindan kodlanan, proton hareket kuvveti ile ¢alisan ve iginde 12 farkh kimyasal siniftan
lipofilik mono ve di katyonlar bulunan 30 farkli antimikrobiyal maddeyi (benzalkonyum klorit,
klorhekzidin,  diamidinler, boyalar vb.) hicre disina pompalayan, &zellikle
Staphylococcus’larda ¢ok iyi c¢alisiimis olan proteinleri kodlamaktadir(Andersen ve ark.,
2015). acrB geni, RND superailesinden, proton hareket kuvveti ile ¢calisan basta akriflavinler
ve florokinolonlar olmak Uzere birgok substrati olan proteini kodlamaktadir(Anes ve ark.,
2015). norE geninin kodladigi protein, MATE superailesinden, proton hareket kuvveti ile
¢alisan (sodyum gradiyent), florokinolonlar basta olmak (zere bircok substrati disari
atmaktadir. sugE geni, SMR superailesinden, proton hareket kuvveti ile galigan, Gram
negatif bakterilerde ¢ok iyi tanimlanmig, setiltrimetilamonyum bromdr, setilpiridinyum klorur,
tetrafenilfosfonyum, benzalkonyum klorir, etidyum bromir ve sodyum dodesil stlfat gibi
maddelere direnci saglamaktadir (Fernandez-Fuentes ve ark., 2014). Smr geni Urind, SMR
superailesinden, proton hareket kuvveti ile calisan, plazmidlerle kodlanan, Gram pozitif
bakterilerde iyi agiklanmis ve benzalkonyum Kklorlr, etidyum bromid gibi maddeleri hiicre
disina pompalamakla goérevli proteindir. efrA/B, Enterococcus’larda iyi agiklanmig, ABC
superailesinden, ATP enerijisini kullanan ve akriflavin, etidyum bromdar, safranin O, DAPI,
daunomisin, doksorubisin, novobiyosin, arbekasin, doksisiklin ve norfloksasin gibi maddeleri
disari pompalayan proteinleri kodlamaktadir (Lerma ve ark., 2014). Kromozomda kodlanan
mdeA gen Urunu, MFS slperailesinden, proton hareket kuvveti ile galisan ve benzalkonyum
klorlr, etidyum bromid, virjinyamisin, novibiosin gibi maddeleri disari pompalamaktadir.
MATE superailesinden mepA geni, kromozomda kodlanmakta, proton hareket kuvveti ile
calismakta (sodyum gradiyent) ve kuaterner amonyum bilesikleri (6rnegin benzalkonyum
klorur, setirimid, dekalinyum), klorheksidin, tetrafenil-fosfonyum, pentamidin ve boya etidyum
bromdar, ayrica glisilinlerin sinifindan bir antibiyotik olan tigesikline baglanmaktadir. norA ve
norB genleri MFS slperailesine bagldir, kromozomda kodlanmakta, enerji olarak proton
hareket kuvvetini kullanmakta ve proteinleri florokinolonlar, etidyum bromir ve birgok biyositi
hicre digina pompalamaktadirlar. Kromozomal olarak kodlanmis sepA geni, antiseptik
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bilesiklere, yani benzalkonyum klorur, klorheksidin glukonat ve boya akriflavine kargi diguk
seviyede diren¢ saglayan bir efluks pompasi olarak tanimlanmaktadir (Andersen ve ark.,
2015; Li ve Nikaido, 2009; Costa ve ark., 2013).

2.9. Biyosit — Antibiyotik Direnci Arasindaki iligki

Antibiyotik ve biyositlerin icinde bulundugu antimikrobiyal ajanlar bakteriler GUzerinde
bakterisidal veya bakteriyostatik olarak benzer etkiler gostermektedir. Bakteriler bu ajanlara
kars! ortak diren¢ mekanizmalarina sahiptir. Bakterilerin, biyosit maruziyetinden sonra bes
ana prensibi takip ederek antibiyotiklere karsi direng gelistirdigi kanitlanmistir. Bunlar, ¢apraz
direng, maruziyet ile geligsen fenotipik degisiklikler, ortak diren¢ (co-resistance) (alici hucreye
hem biyosit hem antibiyotik direnci kazandiran, kromozom disi genetik materyaller ile
edinilen direng), maruziyet sonucunda daha toleransl alt populasyonlarin gelismesi ve
biyosit ve antibiyotik maruziyeti sonrasi hasarli DNA'yI onarmak igin bakterilerdeki SOS
tepkisinin etkinlesmesi ile DNA hasarinda ani artiglardan kurtulma mekanizmasidir
(SCENIHR, 2009).

Capraz direng, benzer sekilde etkili bilesikler veya ajanlari tolere etmek igin ayni
stratejiyi kullanan belirli bir toksik maddeye karsi gelistiriimektedir. Antimikrobiyal kemoterapi
sirasinda, mikroorganizmalar onlari antimikrobiyallere karsi direncgli kilan bir kagis
mekanizmasi olarak mutasyona ugrarlar (Paul, Chakraborty ve ark., 2019). Giderek buylyen
bir tehlike de antibiyotikler ve biyositler arasinda capraz direng olusumudur. Ozellikle gida
alaninda yaygin olarak kullanilan biyositler ile antibiyotikler arasindaki ¢apraz diren¢ énemli
halk sagligi sorunlarina yol agabilir. Capraz direng iki antibakteriyel ajan hedefe ulasmak igin
ayni yolu kullaniyorsa (6r. porinler gibi), benzer etki mekanizmasina sahip ise (6r. protein
sentez inhibisyonu gibi) veya benzer diren¢ mekanizmalarina sahip ise (6r. Permeabilite
azalmasi gibi) ortaya cikabilir. Biyositler ile capraz direngc antibiyotiklerle ve/veya
dezenfektanlar ile olusabilir (SCENIHR, 2009; Morente, Fernandez-Fuentes ve ark., 2013;
Navidinia ve Goudarzi, 2019).

Bakteriler arasinda biyositlere en fazla direng¢ sporlarda gortlir. Manto(spor kabugu)
biyositlerin gegisini engeller. Stafilokoklar gibi gram pozitif bakterilerin hicre duvari
biyositlere karsi etkili bir engel olusturmaz. Mukoid ve/veya slime faktoru tasiyan stafilokoklar
kloroksilenol, setrimid ve klorhekzidine daha direnglidir. Slime faktdéri uzaklastirildiginda
direncli stafilokoklar daha duyarli hale gelmektedir (Fraise, 2002).

Birgok arastirmaci veteriner izolatlari, gida izolatlari ve klinik izolatlar ile yaptiklari
c¢alismalarda c¢oklu antibiyotik direnci goésteren izolatlarin, biyosidal maddelere de
duyarhliklarin da azalmisg oldugunu gdézlemlemislerdir (Gibbons ve Udo, 2000; Morente,
Fernandez-Fuentes ve ark., 2013; Fernandez-Fuentes, Abriouel ve ark., 2014; Becker,
Schneider ve ark., 2018).

2.10. Efluks Pompa inhibitorleri

Bakteriyel c¢oklu antibiyotik direncine neden olan efluks pompa proteinlerini inhibe
ettigi bilinen bazi bilesikler; fenil arjinin betanaftiiamid (PABN), INF271, INF55, karbonil
siyanid m-klorofenil hidrazon (CCCP), rezerpin, 1-(1-naftiimetil) piperazin (NMP), birikodar,
timkodar, verapamil, milbemisin, klorpromazin, paroksetin ve omeprazoldur. Ancak toksisite
problemlerinden dolayi, henlz klinik kullanimi olan bir pompa inhibitori yoktur. Endustriyel
ve akademik alanda faaliyet ylruten pek c¢ok arastirmaci tarafindan, pompa inhibisyonu
Ozelligi kesfedilen dogal ve sentetik kaynakli pek c¢ok bilesik rapor edilmektedir. Bu
cercevede, patent bagvuru érnekleri de olan gesitli antibiyotik tlrevi (tetrasiklin, aminoglikozit
ve florokinolon analoglari) ve antibiyotik digi bilesikler (indol, Ure, aromatik asit, piperidin-
karboksilik asit, kinolin tlrevleri ve peptidomimetikler) siklikla caligiimaktadir. Yapilan
calismalarla, efluks pompa inhibitorlerinin bazi antibiyotiklerin minimum inhibisyon
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konsantrasyonu (MiK) degerlerini duistirdigi gésterilmistir (Aygiil, 2015).

Rezerpin, P-glikoproteini inhibe ettigi bilinen ve antihipertansif olan bir bitkisel
alkaloiddir. Gram pozitif bakterilerde, NorA ve Bmr ¢oklu ila¢ pompa sistemlerini inhibe ettigi
ortaya konan ilk bilesiktir. Rezerpin bir efluks pompa inhibitori olarak ¢ok ilaca direngli Gram
pozitif bakterilerde florokinolon aktivitesini arttirmaktadir. Rezerpin ya da diger NorA
inhibitérlerinin kullanilimasi S. aureus’da NorA pompasini inhibe etmektedir. in vitro olarak S.
aureus ve S. pneumonia’nin direngli varyantlarinin ortaya ¢ikisini da azaltmaktadir. Rezerpin
tetK determinantini bulunduran MRSA turlerine karsi tetrasiklin aktivitesini de artirmaktadir
ve Lactococcus lactis’'teki ¢oklu ilag direncini saglayan ABC efluks sisteminin Gyesi olan
LmrA’yi inhibe ettigi de gosterilmigtir (Algwai, Poelarends ve ark., 2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Gida orneklerinin toplanmasi, izolasyon ve 6n tanimlamalarinin yapilmasi

Kasim 2016 — Mayis 2017 tarihleri arasinda, Ankara’nin cesitli market, mandira ve
pazarlarinda satisa sunulan 13 ¢ig sut, 60 peynir, 18 cig tavuk ve 41 et (kiyma, kusbasi),
fermente et (sucuk, sosis, salam) érnegi materyal olarak kullaniimistir. Ornekler soguk zincir
kosullar dikkate alinarak, steril kaplarin icinde laboratuvar ortamina getirilmis ve ayni gin
icinde calisiimistir.

3.1.1.Gida orneklerinde Staphylococcus izolasyonu ve 6n tanimlamasinin yapilmasi

Arastirmamizda Tirk Standartlari Enstitisiinde belirtilen esaslara goére ¢ig sut
ornekleri steril 200 ml ‘lik siselere alinmistir. Laboratuvara getirilen 25 ml ¢ig sit érneginden
225 ml'lik steril Buffered Peptone Water (BPW, Merck, 107228) kullanilarak sirasiyla 10, 10°
210 luk dilusyonlar hazirlanmistir. Analiz icin laboratuvara steril kosullarda getirilen 25 g
peynir ornekleri steril bir kapta tartilmis, 225 ml steril Ringer Cozeltisi'nde (Merck, 115525)
ezilerek homojenize edilerek 10™, 102, 107 liik dilusyonlari hazirlanmistir. 25 g et ve tavuk
ornekleri steril kaplarla laboratuvara getirilmis, 225 mr'lik steril BPW igine alindiktan sonra 10°
1102, 107 Iik dilusyonlari hazirlanmistir. Biitiin diliisyonlardan, Mannitol Salt Phenol-Red
Agara (MSA, Merck, 105404) 0,1 ml ekim yapilarak 37°C’de 48 saat inkibasyona
birakilmigtir (TUrk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi, 2011).

MSA besiyerinde sari zon olusturan sari-parlak kolonilere ve kirmizi-mor zon
olusturan beyaz slpheli kolonilere gram boyama, katalaz, oksidaz testleri uygulanmistir.
Gram pozitif (+), Gzim salkimi seklinde kok, katalaz pozitif (+) ve oksidaz negatif (-) olan
koloniler Staphylococcus olarak adlandiriimistir. Arastirmamizda yapilacak tim deneyler igin
kontrol sug olarak S.aureus ATCC 29213 kullanilmistir (Chajecka-Wierzchowska ve ark.,
2015).

Resim 1.Mannitol Salt Agar Uzerinde Staphylococcus’larin gértintsi
(http://www.bacteriainphotos.com/mannitol_agar.html)

3.1.2.Gida orneklerinde Bacillus izolasyonu ve 6n tanimlamasinin yapilmasi

Arastirmamizda Tirk Standartlari Enstitisiinde belirtilen esaslara gére ¢ig sut
ornekleri steril 200 ml ‘lik siselere alinmistir. Laboratuvara getirilen 25 ml ¢ig sut drneginden
225 mllik sterii BPW icerisine alinarak 10™"lik dilusyonlari hazirlanmistir. Analiz igin
laboratuvara steril kosullarda getirilen 25 g peynir, et ve tavuk ornekleri steril bir kapta
tartilmig, 225 ml steril Ringer Cozeltisinde ezilerek homojenize edilerek yine 10™ dilusyonlar
hazirlanmigtir. Bu dilusyonlarin bulundugu erlenler 80°C’de 10 dakika sicak su banyosunda
bekletilerek pastdrizasyon iglemi gercgeklestiriimistir. Daha sonra sogutulan dilisyonlardan,
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Nutrient Agar (NA, Merck, 105450)’a 0,1 ml ekim yapilarak 37°C’'de 24 saat inkibasyona
birakilmistir (Tlrk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yénetmeligi, 2011).

NA besiyerinde spesifik yayvan, seffaf veya mat, giceksi gorintld olusturan gram
boyama, katalaz, oksidaz, spor boyama testleri uygulanmigtir. Gram pozitif (+), sporlu basil,
katalaz pozitif (+) ve oksidaz pozitif (+) olan koloniler Bacillus olarak adlandiriimistir.
Arastirmamizda yapilacak tim deneyler igin kontrol sus olarak B. cereus ATCC 11778
kullaniimistir (Yilmaz ve ark., 2006).

_ Resim 2.Nutrient Agar Uzerinde Bacillus’larin gorinusu
(Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu Kilahci tarafindan
cekilmistir.)

3.1.3.Gida orneklerinde Enterococcus izolasyonu ve 6n tanimlamasinin yapilmasi

Arastirmamizda Tirk Standartlari Enstitiisiinde belirtilen esaslara goére ¢ig sut
ornekleri steril 200 ml ‘lik siselere alinmistir. Laboratuvara getirilen 25 ml ¢ig sut drneginden
225 ml steril Azide Dekstrose Broth (ADB, Merck, 101590) besiyerine ilave edilerek 10™
dilisyonlar hazirlanmigtir. Analiz igin laboratuvara steril kosullarda getirilen 25 g peynir, et ve
tavuk ornekleri steril bir kapta tartilmis, 225 ml steril ADB besiyerine ezilerek homojenize
edilerek 10™ lik dilusyonlari hazirlanmistir. On zenginlestirme amaci ile 37°C’'de 48-72 saat
inkibe edilmistir. 10™ dilisyondan Slanetz-Bartley Agar (SBA, Merck, 105262) besiyerine
ekim yapilarak 48-72 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. SBA besiyerinde lreyen tipik kirmizi ve
pembe renkteki koloniler kanl agar besiyerine pasajlanarak 24-48 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmis ve bu kolonilere Enterococcus tanimlanmasi icin cesitli biyokimyasal testler
uygulanmistir (Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yénetmeligi, 2011).

Yapilan gram boyama ve katalaz testleri sonucunda; gram pozitif, katalaz negatif
Ozellik gosteren supheli Enterococcus suglarina; 10°C’de ve 45°C’de lreme, % 6,5uk
NaCl'de lireme ve eskiilin hidroliz testi uygulanmistir. 10°C’'de ve 45°C’de (ireme pozitif (+),
% 6,5'luk NaCl'de Ureme pozitif (+), eskulin hidrolizi pozitif (+) olan kolonilere Enterococcus
on tanisi konulmustur. Arastirmamizda yapilacak tum deneyler icin kontrol sus olarak E.
faecalis ATCC 51299 kullaniimistir.

izole edilen bakteri kiiltiirleri Brain-Heart Infusion Broth (BHI, Merck, 110493)

icerisinde kiltire edilip rutin kullanim igin 4°C’de, uzun slreli saklamak iginse -20°C’de
%20’lik gliserollli buyyon igerisinde muhafaza edilmistir.
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Resim 3.Slanetz Bartley besiyeri Gizerinde Enterococcus’larin gorinls
(Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Zehra Sahin tarafindan ¢ekilmistir.)

3.2. izolatlarin Antibiyotik Direngliliklerinin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Ydntemiyle
Belirlenmesi

Antibiyotik duyarllk testi Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitisi’nde (CLSI)
(CLSI, 2013) belirtilen kriterlere gére Kirby-Bauer disk diflizyon yéntemine goére yapiimistir.
Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus izolatlari Mueller Hinton Agar (MHA, Merck,
105435) besiyerine ekilip 30-35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, kiltlirlerden 2-3 koloni
alinarak, 0,5 MacFarland bulaniklik standardina esdeger olacak sekilde serum fizyolojik
icinde suspanse edilmigtir. Stspansiyondan, steril eklivyon c¢ubuk ile alinan izolatlar MHA
besiyeri yuzeyine sirme ydntemi ile ekilmigstir. Besiyeri ylzeyi kuruduktan sonra antibiyotik
diskleri yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonucunda olusan antibiyotik
inhibisyon zon ¢aplari milimetrik olarak 6lgilmustur. Elde edilen zon ¢aplari CLSI da [CLSI,
2013] belirtilen zon caplariyla karsilastirilarak Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus’
larin antibiyotiklere hassas ve direngli olarak degerlendiriimesi yapiimistir. Calisilan izolatlar
icin ampisilin (AM,10pg), sefkuinom (CFQ,30ug), tetrasiklin (TE,30ug), gentamisin (CN,10
Mg), enrofloksasin  (ENO,15ug), eritromisin  (E,15pg) antibiyotikleri  kullanilirken,
Enterococcuslarda bu antibiyotiklere ek olarak vankomisin (VA,30 ug) cahsilmistir. izolatlar
Cizelge 3.1°de belirtilen (CLSI, 2013), inhibisyon zon ¢aplarina gére hassas ve direncli olarak
degerlendirilmigtir.

Resim 4.Antibiyotik Direnclilik Testi (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
Meryem Burcu Kilahci tarafindan ¢ekilmistir.)
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Cizelge 3. 1. Arastirmamizda kullanilan antibiyotik diskleri ve duyarlilik sinirlari

Antibiyotikler Antibiyotik Zon gap! (mm)
konsantrasyonu (ug) Hassas Direngli

Ampisilin(AM) 10 pg >29 <28
Sefkuinom (CFQ) 30 pg >23 <22
Tetrasiklin(TE) 30 pg >19 <14
Gentamisin (CN) 10 pg >15 <12
Enrofloksasin (ENO) 15 ug >23 <22
Eritromisin (E) 15 ug >23 <13
Vankomisin (VA) 30 pg >17 <14

Disk diftizyon yontemine gore antibiyotik direngli izolat sayisi ve ylzdeleri Cizelge
4.3’te ayrintil olarak gosterilmigtir.

3.3. Bakteri izolatlarinin Antibiyotik Direngliliklerinin Mikrodilusyon (MiK) Yéntemiyle
Belirlenmesi

Test maddeleri uygun c¢odzlcller olan; %95 etanol (eritromisin), steril distile su
(sefkuinom, gentamisin, tetrasiklin, vankomisin), fosfat tamponu, pH: 6.0, 0.1 mol/L
(ampisilin), %1 dimetil silfosit (DMSO) (enrofloksasin) ¢dézlinmeleri saglandiktan sonra steril
distile su ile 1024 ug/ml konsantrasyonda hazirlanmalari icin stok sollisyon olarak CLSI
kriterlerine gére hazirlanmistir (CLSI, 2013).

Arastirmamizda; antibiyotik olarak; ampisilin (AM; Sigma), sefkuinom (CFQ, intervet),
tetrasiklin (TE; Fluka), gentamisin (CN; Sigma), enrofloksasin (ENO, Bayer), eritromisin (E,
Bilim), vankomisin (VA, Sigma) kullaniimigtir. Antibiyotik direng ve duyarhliginin
belirlenmesinde mikrodilisyon yonteminin kullanildigi testte 100ul Mueller Hinton Broth
(MHB, Merck, 110293) besiyeri iceren 96-kuyulu mikroplakta (U taban) her bir antibiyotige ait
CLSI'da belirtilen direng ve duyarliik sinirlarina gdére hazirlanmis baslangi¢ dilisyon
solusyonlari eklenerek ¢ift kath dilisyonlari (<512 pg/ml) yapilmistir. Kuyulara 0,5 McFarland
yogunlugunda taze hazirlanmis bakteri kiiltiir siispansiyonundan 2x10°cfu/ml yogunlukta tiim
kuyulara 10 ul ilave edilerek 37°C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Makroskobik olarak Gireme
gérilmeyen en diisiik konsantrasyon Minimum inhibisyon Konsantrasyonlari olarak (MiK)
belirlenmigtir. Besiyeri, klltlr ve ¢ozucu kontrolleri testte 2 paralel olarak calisiimistir.

Tim bakteri izolatlari her bir antibiyotik icin belirlenen MiK degerleri CLSI kriterlerine
gore direngli ve duyarh kabul edilmistir (CLSI 2013). Buna goére; ampisilin (5=0.25; R<0,5
pg/ml), sefkuinom (S>2; R<8 pg/ml), tetrasiklin (S>4; R<16 pg/ml ), gentamisin (S>4; R<16
pg/ml), enrofloksasin (S=0.25; R<1 ug/ml), eritromisin (S=0.5; R<8 pg/ml), vankomisin
(S=4, R<32)dir.

3.4. Bakteri izolatlarinin Biyositler igin Minimal inhibitér Konsantrasyon Degerlerinin
(MIK) Belirlenmesi

Biyosidal test maddeleri, uygun c¢o6ziclleri olan %95 etanol (klorhekzidin,
hekzaklorofen), steril distile su (benzalkonyum klorir, sodyum hipoklorit, povidon iyodin),
etanol (triklosan) ile c¢dzinmeleri saglandiktan sonra steril distile su ile 1024 pg/mi
(klorhekzidin, hekzaklorofen, benzalkonyum klordr, triklosan), 100 mg/ml (sodyum hipoklorit),
100 g/l (povidon iyodin) konsantrasyonlarda stok sollsyonlari hazirlanmistir.

Arastirmamizda kullanilan  biyosidal maddeler klorhekzidin (CH, Sigma),

hekzaklorofen (HC, Sigma), benzalkonyum klorir (BC, Sigma), sodyum hipoklorit (SC,
Merck), povidon iyodin (PI, Sigma), triklosan (T, Sigma)dir.

29



Biyosit MiK degerlerinin belirlenmesinde mikrodiliisyon yénteminin kullanildig testte
100ul MHB (Merck, 110293) iceren 96-kuyulu mikroplakta (U taban) hazirlanmis baslangic
dilisyon solUsyonlari eklenerek cift katli dilisyonlari yapiimistir. Kuyulara 0,5 McFarland
yogunlugunda taze hazirlanmis kiiltiir siispansiyonundan 2x10° cfu/ml yogdunlukta tiim
kuyulara 10 ul ilave edilerek 37°C’'de 16-18 saat inklibasyon sonrasi makroskobik olarak
tireme gériilmeyen en diisiik konsantrasyon Minimum inhibisyon Konsantrasyonlari olarak
(MIK) belirlenmistir. Besiyeri, kiiltiir ve ¢dziicli kontrolleri testte 2 paralel olarak ¢aligiimistir.

) Resim 5. Biyosit MiK belirleme testi
(Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu Kulahci tarafindan
cekilmistir.)

Resim 6.Biyosit MiK belirleme testi (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
Meryem Burcu Kulahci tarafindan ¢ekilmistir.)

3.5. Antibiyotik Direnci Gosteren Bakterilerin BD BBL Crystal Tanimlama Kiti ile
Tanimlanmasi

Disk difuizyon yodntemi ile antibiyotiklerin bir veya birden fazlasina diren¢ gosterdigi
belirlenen Gram pozitif bakteri izolatlari segilerek, Becton Dickinson (BD) BBL Crystal
Identification System Gram-Positive ID tanimlama kitiyle tanimlamalari yapilmistir.

Bu test icin izolatlarin Triptic Soy Broth (CASO, TSB, Merck, 100800) igerisindeki 18-
24 saatlik kaltGrleri kullaniimigtir. Bu kdltirlerden alinan 100 pl, kit iginden ¢ikan sivi gine
inoklle edilerek 0,5 McFarland bulaniklik olacak sekilde ayarlanmistir. Vortex ile iyice
homojenize edilen bakteri siispansiyonlari, BBL Crystal Base paneline bosaltimig ve tim
kuyucuklarin suspansiyonla dolmasi saglanmistir. BBL Crystal GP ID Panel kapaklari
kapatiimistir.
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Paneller ters cevrilerek 35-37°C’de, nemli ortamda 18-24 saat inkiibe edilmistir.
inkiibasyon stiresi sonunda paneller BBL Crystal Panel Viewer cihazi kullanilarak ve BBL
Crystal Gram-Positive Identification Color Chart tablosu yardimiyla okunmus ve sonuglar
degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonuglari bilgisayar ortaminda, BBL Crystal Identication
System programina aktarilarak tir tanimlamasi yapilmistir.

Resim 7. BBL Crystal GP ID Panel kapaklarinin kapatiimasi (Fotograf, G.U.Fen Fak.
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan gekilmistir.)

BBLCRYSTAL

Resim 8.BBL Crystal Panel Viewer Cihazi (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan gekilmistir.)

3.6. Rezerpinin Antibiyotik Direnci ve Biyosit MiK Degeri Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Daha dnce, antibiyotiklerden bir veya birden fazlasina diren¢ goésterdigi belirlenen
Gram pozitif bakteri izolatlari, antimikrobiyal direnglerinin rezerpin duyarli efluks pompa
sistemiyle olup olmadidini belirlemek amaciyla, mikrodilusyon yontemi ortama antibiyotik ve
biyositlerle beraber 0,01 mg/ml oraninda rezerpin eklenerek tekrar edilmistir. Rezerpin
eklendiginde olusan MIK degeri ile eklenmediginde gérilen deger oranlanmis ve oranin 4
kati ve Uzeri gorulmesi durumunda direncin rezerpin duyarh efluks pompasi ile olabilecegi
dusunulmustir (Gibbons ve Udo, 2000).
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Resim 9. Milf yontemi ile antibiyotik direnglilik testinin reserpin eklenerek tekrarlanmasi
(Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu Kulahci tarafindan
cekilmistir.)

Resim 10.MiK yontemi ile biyosit direnclilik testinin reserpin eklenerek tekrarlanmasi
(Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Zehra Sahin tarafindan g¢ekilmistir.)

3.7. Antibiyotik Direnci Gosteren Bakterilerin Tanimlanmasi

Antibiyotiklerden bir veya birden fazlasina direncli oldugu belirlenen 132 Gram pozitif bakteri
izolati (29 Staphylococcus, 52 Bacillus, 79 Enterococcus) segilerek, dnce laboratuvarimizda
fenotipik (biyokimyasal) olarak tanimlanmistir. Daha sonra da dogrulama amaciyla,
izolatlarin genomik DNA izolasyonlari yapilmis ve 16s rDNA bdlgeleri PZR ile ¢ogaltilip,
agaroz jelde goruntulendikten sonra DNA dizi analizleri hizmet alimi yapilan firmalar
tarafindan yapilmistir.
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izolatlarin genomik DNA izolasyonu:

Hizmet alimi ile 16S rDNA dizi analizi yapilacak olan izolatlarin genomik DNA izolasyonlari
laboratuvarimizda ticari (ROCHE High Pure PCR Template Preparation) kit ile yapilmis olup
hemen kullaniimayacak olan DNA'lar ¢alisma yapilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. DNA
izolasyonu igin ticari kitin protokolu Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus izolatlar igin
optimize edilmistir.

DNA izolasyonu:

1.

2.

13.

14.
15.

16.
17.

Sivi besiyerinde Uremis olan bakteri kiltirinden 1500 ul alinip eppendorf tipe
aktarilarak, 3000g de 5 dk santriflijlenmistir.

Supernatant kismi atilarak Gzerine 300 pl fosfath tuz tamponu (PBS) eklenip
vortekslenmistir. Eppendorf tiip 95°C’de 7 dakika inkiibe edilmistir.

inkiibasyon sonunda eppendorf tiipe Staphylococcus igin 30 pl lizostafin (10 mg/ml,
50mM Tris buffer icerisinde), diger bakteriler igin 30 pl lizozim (10 mg/ml, 50mM Tris
buffer icerisinde) eklenerek 37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.

inkiibasyondan sonra 300 pl Binding Buffer ve 75 ul Proteinaz K eklenip iyice
vortekslenmis (Max hizda) ve arkasindan 70°C de 10 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda tekrar iyice vorteksleme yapilmistir.

Daha sonra 150 pul Isopropanol eklenip, pipeta;j ile iyice karistirilmistir.

Total karisim toplama tlpu (Collection Tube) Uzerine oturtulmus filtre tlplerine
yuklenmigtir.

1 dk 8000g de santriflj yapilmistir.

Toplama tlpu atilmis ve filtre yeni bir tlpe yerlestirilmistir.

500 ul Inhibitor Removal Buffer eklenip, 1 dk 8000g de santriflij yapilmistir.

. Toplama tlpu atilip ve filtre yeni bir tipe yerlestiriimigtir.
. 500 ul Wash Buffer eklenip, 1 dk 8000g de santriflij edilmistir.
. Toplama tlpundeki sivi atilip,500 uyl Wash Buffer tekrar eklenerek 1 dk 8000g de

santriflj edilmigtir.

Altindaki stpernatant atilarak filtreye bir sey eklenmeden 8000g de 15 sn gevrilerek
filtre tampondan uzaklastiriimistir.

Filtreler yeni 1.5 ml ependorf tliplerine yerlestirilmistir.

50 pl 6nceden +70°C ye isitiimis Elution Buffer filtrelere eklenip 1 dk 8000g de
santrifij edilmistir.

Toplanan DNA'nin miktari ve kalitesi Biotek Epoch Take3 Plate cihazi ile dlgiimustr.
PZR yapilmayacak ise DNA’lar -20°C de saklanir. PZR baslanacak ise karisim
hazirlanana kadar +4°C de saklanabilir.

PZR Karigimi (Mix) Hazirlama:

1 6rnek igin:

Forward Primer (1:10 Sulandiriimig/10uM): 1 ul (Cizelge 3.2, 3.3)

Reverse Primer: (1:10 Sulandiriimig/10uM): 1 ul

AptaTaq Fast PZR Master (5x): 4 pl

DNA Ornekleri: x ul (Toplam miktar 150-200 ng olacak sekilde denenebilir. Eger 150 ng dan
yuksek ise 150 ng olacak sekilde esitleme yapilir.)

Su: 14-x pl

Toplam: 20 pl
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Reaksiyon:

Denatiirasyon: 95°C de 60 sn (1x)
PZR: Denatiirasyon 95 °C de 5 sn

Annealing/Elongation: 56°C de 30 sn }_ (35x)
Cooling: +4°C de Sonsuz.

5 ul PZR 6rnegdi + 1 pl 6x DNA boyasi (Runsafe DNA staining reagent)
Jele yuklenerek, 80V da markerlarin takibi ile yaratalmuastar.

Uygun bdlgede yeterli buytklikte (1500 bp) bant elde edildiginde PZR Urtnleri hizmet
alimi yapilan firmaya ulastirilarak, dizi analizi ile tanimlama yaptiriimistir.

10000—=

}%—h [ R T S —~— 1500

250 —=
-— -

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Resim 11. Staphylococcus izolatlarinin 16s rDNA bdlgelerin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra jel
goruntisu (1:DNA ladder,marker,2: Negatif kontrol, 3: Cogalma olmamis 6rnek, 4-12:Pozitif
ornekler ) (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu Kilahci
tarafindan cekilmistir.)
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1000 —=

250 —=
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Resim 12. Bacillus izolatlarinin 16s rDNA bdlgelerin PZR ile c¢ogaltildiktan sonra jel
goruntisu (1:DNA ladder,marker,2: Negatif kontrol, 4-13:Pozitif 6rnekler, 14: Bos kuyucuk )
(Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan
cekilmistir.)
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Resim 13. Enterococcus izolatlarinin 16s rDNA boélgelerin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra jel
goruntisu  (1:DNA ladder,marker,2: Negatif kontrol (kontaminasyon var), 3-10:Pozitif
drnekler, 11: Bos kuyucuk) (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Zehra
Sahin tarafindan ¢ekilmistir.)

3.8. Real Time PZR ile Antibiyotik Diren¢ ve Efluks Pompa Genlerinin Belirlenmesi

Real time pzr (RT-PCR) ile antibiyotik direng ve efluks pompa genlerinin tespit
edilmesi icin, 6ncelikle hedeflenen genlerin ileri ve geri (forward ve reverse) primerleri
tasarlanmisgtir. Uygulanan yontemle tasarlanamayan genlerin primer dizileri uygun
literatirden alinarak sentezletiimistir. Cizelge 3.2 ve 3.3’de belirtilen primerler elde edilip
uygun olarak sulandinildiriip kullanima hazir hale getirilmigtir. Deneyde Roche marka
FastStart Essential DNA Green Master kit kullaniimistir. Hedeflenen gen bolgesine ait primer
ciftleri ile SYBR Green boyasi kullanilarak LightCycler 96 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) cihazinda calisma yapilmistir. Sonucglar Abs Quant analiz moduli kullanilarak
calismaya dahil edilen pozitif ve negatif kontrollere gére degerlendirilmistir. Pozitif kontrol
olark 16S rDNA primeri ile kurulmus karisim, negatif kontrol olarak ise DNA konulmadan
hazirlanmig karisim kullaniimistir.

3.8.1. Hedeflenen Gen Bolgelerinin Primerlerinin Tasarlanmasi

Primer tasarimi, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ sitesinde yapilmistir. Calisma
yapilacak organizma ve gen aramasi yapildiktan sonra gelen sonuglar igerisinden ‘complete
cds’ olan, olabildigince tim genom sekansini igeren bdlge opsiyonel secilerek, gene ait
sekansin FASTA formati agildiktan sonra, yeni bir sekmede http://primer3.ut.ee/ ‘e gidilmistir.
FASTA formatindan gogaltilacak bdlge icin ortalama 800 baza kadar segcilim yapilip, Primer3
sitesine sekans yapistiriimistir. Ayni sayfa icerisinde asagidaki kisma hedeflenen Urlin bp
olarak yazildiktan sonra Pick primers’e tiklanir, ilk gelen primer dizileri sistemin 6nerdigi
olabilecek en iyi primerlerdir. Primer ciftinin hairpin, self-dimer & heterodimer olusturma
skorlamalarinin  kontroli icin  https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer sitesine
gecilmistir. Ucretsiz Uyelik acilir, ilk primer cifti denenir. Sirasi ile hairpin, self dimer ve
heterodimer denenir, burada istenen aralik deltaG’nin +2-9 arasinda cikmasidir. Her iki
primer de (F ve R) istenen araliklarda ise, tasarim tamamlanmistir. Bu gsekilde
tasarlanamayan birka¢ primerin dizileri uygun makalelerden alinarak sentezlettirilmistir
(Cizelge 3.3).
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Cizelge 3. 2. Calismamizda kullaniimak tzere tasarlanan primerler

mefA (Enterococcus)

AGACTGACTATAGCCTGCGC

tetk (Enterococcus)

CATTCCGTTTATGCTTGGTTTGT

ACACTCATGGTTCCAGGAAAA

tetL (Enterococcus)

CGATTGGTGGAATGATAGCCC

TCAGGAATGACAGCACGCTA

cat (Enterococcus)

GCAACTGGAGGAGAGCAATG

ATTCGGCGAAATCCTTGAGC

vanA (Enterococcus)

ACGAAGATAGTAGCCCACGG

Primer adi Baz Dizileri
) F | AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S (Ortak primer)
R | ACGGCTACCTTGTTACGACTT
F | GCAATTTTCATGGCACTCGG
gacA/B (Enterococcus)
R | CAGTCCAATCATGCCTGCAA
. F | ACCAAGTTCATCCACGCCTA
acrB (Ortak primer)
R | AAAGGCTGGGCAAATGACTG
. F | ACACAGTGATTGGCATGATTG
sugE (Ortak primer)
R | GCATCCCCACAAAGAACCAA
F | CGCAAGTTGGTCAGGTTTAGG
smr (Enterococcus)
R | ATCTTTGGGGAGTGTGAGGG
) F | GGAGCGGGACTGTTCAAATC
efrA (Ortak primer)
R | GAATCCGTGAAGCCGAAACC
) F | TCCTAGATGAGCCAGAAGAAGA
efrB (Ortak primer)
R | GTCCCACAATCGCAACCATT
F | CGATGAGCAGCAACTATCCG
norA (Enterococcus)
R | ATGGCAAACGGTGAGAGAAC
) F | GCTGCTGTTGAAGAGTCTATGT
gacA/B (Ortak primer)
R | TGCAAGCTGTTTTATCCCCG
F | AGATCAGGCACCTTCAACGA
smr (Staphylococcus)
R | GCATGGCGAAAATCCGTAGA
) F | TCCATACAATAACCCGCCGA
mdeA (Ortak primer)
R | TCGCTTTTCCATGTTGTCGC
. F | TTTAGGGGCGAGAGGTGAAA
mepA (Ortak primer)
R | TGATTGCAGTACCCAAAGCTG
F | TGGGGCACTTTTCCAAATCT
norA (Staphylococcus)
R | AGTTCAATCCGCCTGCAAAG
. F | TCATGATACCTCTGACGGCA
sepA (Ortak primer)
R | ATAAGTACGCCTGCACCCAT
F | CAAGTACGGCGTGCTAGAAC
ermA (Enterococcus)
R | GCTCTTTGCGGTTGGGTTTA
F | CCGAACACTAGGGTTGCTCT
ermB (Enterococcus)
R | TGGCGTGTTTCATTGCTTGA
F | TGTTTGGTTGCCTGTTACGG
msrA (Enterococcus)
R | GCTGCTCCTGGATCAATGTG
F | TTGGTGTGCTAGTGGATCGT
R
F
R
F
R
F
R
F
R

CACGCAGATAATGACCGCAA

F: Forward, R: Reverse
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Cizelge 3. 3. (Devami) Calismamizda kullaniimak Uzere tasarlanan primerler

Primer adi Baz Dizileri

F CGGATCATCACAAACGGCAT
vanB (Enterococcus)

R | GCAAGAGCGTTTTCCTCCAA

F CTCAGCAGCAAGTGTGATCC
vanC (Enterococcus)

R | TCCTCGCCATACTTCCCATG

F | AGCAGATAAGAGTGGACAAGC
bla (Staphylococcus)

R | GCTGTTTCGCTGACTACTTTG

F GGCAGACAAATTGGGTGGTT
mecA (Staphylococcus)

R | TGAAGCAACCATCGTTACGG

F | TGTCTTGATTGCCCACGTTC
tetK (Staphylococcus)

R | TGCAACAGTTCACATGGACG

F | AGGAAGCAGAGTTCAGCCAT
tetL (Staphylococcus)

R | TAAGGGCACAAATCGCATCG

F | TAACCTGCCCCGTTAGTTGA
cat (Staphylococcus)

R | TTGTGCGTTGAGAAGAACCC

F: Forward, R: Reverse

Cizelge 3. 4. Literatlirden alinan primer dizileri

Primer adi

norB (Patel, Kosmidis ve ark. 2010)
(Ortak primer)

GTAATGGTACTAATTATGATTCGTGTTGG

CTGGCAAGAAAGTTAATGAAATGAGAC

norE (Swick, Morgan-Linnell ve ark.
2011) (Ortak primer)

CTGGCGGCAGCGGTAA

TGCCATACAGACACCCACCATA

ereA (Sutcliffe, Grebe ve ark. 1996)
(Ortak primer)

AACACCCTGAACCCAAGGGACG

CTTCACATCCGGATTCGCTCGA

ereB (Sutcliffe, Grebe ve ark. 1996)

AGAAATGGAGGTTCATACTTACCA

CATATAATCATCACCAATGGCA

msrA/B (Sutcliffe, Grebe ve ark.
1996) (Ortak primer)

GCAAATGGTGTAGGTAAGACAACT

ATCATGTGATGTAAACAAAAT

aac(6)-le-aph(2”)-la (Vakulenko,
Donabedian ve ark. 2003) (Ortak
primer)

CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG

CTAACCATGAGAAATCAGCTAACAC

aph(2”)-Ib (Vakulenko, Donabedian
ve ark. 2003) (Ortak primer)

CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC

TTCCCACAAAGACTTAACGATGTTTG

aph(2”)-Ic (Vakulenko, Donabedian
ve ark. 2003) (Ortak primer)

CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC

GAGAACGATAGCCTTCGACACC

aph(2”)-d (Vakulenko, Donabedian
ve ark. 2003) (Ortak primer)

GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC

2.5 0 1 A o e A 1 e o > @ I e > A B 0 N 0 S R

CCAATATACCTAACCATACTTCTCCC

F: Forward, R: Reverse

3.8.2. Real Time PZR Reaksiyonu ve Protokolii

Bakteri izolatlarinin dna izolasyonlari yapildiktan sonra her reaksiyon kuyucuguna esit
miktarda dna eklenebilmesi i¢in gerekli sulandirmalar yapilmigtir. Reaksiyon icin kullanilan
Roche marka FastStart Essential DNA Green Master kitin kullanim kilavuzunda belirtilen
protokole godre reaksiyon karigimi (mix) hazirlanmis ve cihaz (Roche, LightCycler 96,
05815916001) protokoline uygun olarak reaksiyon cihazda yurutilmastar. Calisilan her gen
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icin pozitif kontrol olarak, 16s rDNA primerleri ile reaksiyon kurularak yaritalmuastar.

PZR karigimi Hazirlama

Primerler 10 mM olacak sekilde sulandirilarak hazirlanmigtir. Daha sonra, reaksiyon

karisimi asagida yazildigi gibi son hacim 20 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

Master Mix (2x kons.) (hazir) 10 pl
Primerler (F,R) 0,5-0,5 pl
Su 4 pl
DNA 5 i
Toplam Hacim 20 ul

Reaksiyon karigimi hazirlanip kuyucuklara aktarildiktan sonra 96 kuyucuklu plakanin
Uzeri 6zel jelatin ile kapatilarak cihaza yerlestiriimistir. Cihazin ¢alisma protokoll kullanilan
primer ciftinin erime sicakligi dikkate alinarak, kullanim kilavuzunda tavsiye edildigi Uzere
asagidaki gibi duzenlenerek galisiimigtir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3. 5. Real Time PZR cihazinin ¢alisma protokolU

Run Editor
Detection Format Reaction volume (pl)
Dyes 1: SYBR Green | 20
Programs
Temp. (°C) Ramp (°C/s) Duration (s) AC(l\q/Iuc;(s;(telon
Pre-Incubation 95 4.4 600 None
No of cycles:45
3-step 95 4.4 None
Amplification 58 2.2 10 None
72 4.4 10 Single
95 4.4 10 None
Melting 65 2.2 60 None
97 0.1 1 5 Readings/ °C
q:,
s
=
LS 05 AD

Resim 14.Real Time PZR calisma plag: (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan g¢ekilmistir.)
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

Kasim 2016 — Mayis 2017 tarihleri arasinda, Ankara’nin cesitli market, mandira ve
pazarlarinda satisa sunulan 13 c¢i§ sit, 60 peynir, 18 ¢ig tavuk ve 41 et (kiyma, kusbasi,
fermente et (sucuk, sosis, salam) olmak Uzere toplam 132 gida 6rnegdi materyal olarak
kullaniimigtir (Cizelge 4.1). 77 Staphylococcus, 83 Bacillus ve 79 Enterococcus olmak uzere
toplam 239 Gram pozitif bakteri izolati (Cizelge 4.2) elde edilmistir.

Cizelge 4. 1. Aragstirmada materyal olarak kullanilan gida érneklerinin dagilimi

Materyal Caligilan 6rnek sayisi
Peynir 60

Cig sut 13

Cig Tavuk 18

Et 41

TOPLAM 132

Cizelge 4. 2. Gida o6rneklerinden izole edilen Gram pozitif bakterilerin, izole edildikleri
materyallere gore dagilimlari

Gida drnek Calisilan Staphylococcus Bacillus Enterococcus

adi ornek sayisl | jzolat sayisi | % izolat sayisi | % izolat sayisi | %
Peynir 60 51 66.2 61 73.5 17 21.5
Cig Sut 13 16 20.8 12 14.5 23 29.1
Tavuk 18 5 6.5 4 4.8 10 12.6
Et 41 5 6.5 6 7.2 29 36.7
TOPLAM 132 77 100 83 100 79 100

_ izole edilen Gram pozitif bakterilerin antibiyotik direncleri Kirby-Bauer disk difiizyon ve
MIK yontemleri ile (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4), biyosidal maddelere olan duyarlliklar ise
MIK yoéntemi ile tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4. 3. Disk difuzyon testine goére Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus
izolatlarinin antibiyotik direng dagilimlari

AM CFQ TE CN ENO E VA
Staphylococcus 13 3 19 ) ) 2
(n=77) (%16.9) | (%3.9) (%24.7) (%2.6)
Bacillus 32 43 3 o 1 12
(n=83) ©385) | (%51.8) | (%3.6) | 2 P108) | 001 9 (%14.5)
Enterococcus 13 71 17 2 35 64 8
(n=79) (%16.4) | (%89.8) | (%21.5) | (%2.5) (%44.3) (%81) (%610.1)
TOPLAM 58 117 39 11 36 78 8
(n=239) (%24.2) (%48.9) (%16.3) (%4,6) (%15.06) (%32.6)

AM:AmpisiIin, E:Eritromisin, TE:Tetrasiklin, CN:Gentamisin, CFQ:Sefkuinom, ENO:Enrofloksasin, VA:Vankomisin,
n:lzolat sayisi)

Disk difuzyon ydntemi ile en ylksek antibiyotik direnci Staphylococcus’larda
tetrasikline, Bacillus’larda ve Enterococcus’larda sefkuinoma kargi tespit edilmistir.
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Cizelge 4. 4. MiK testine gére antibiyotik direngli bakteri izolat sayisi ve yiizdeleri

AM CFQ TE CN ENO E VA
Staphylococcus 4 o

sl w52 | O 18 (%23.4) | - - : i
Bacillus 32 21 1 o 7

(n=83) (%38.6) | (%253) | (%L1,2) 8(%9,6) | - (%8,4) -
Enterococcus 1 43 17 ] 10 47 2
(n=79) %13) | (%54.4) | (%21.5) (%12.6) | (%59.5) | (%2.5)
TOPLAM 37 64 36 8 10 54 2
(n=239) (%155) | (%26,8) | (%15.06) | (%3.3) | (%4.2) (%226) | (%0.8)

AM:Ampisilin, E:Eritromisin, TE:Tetrasiklin, CN:Gentamisin, CFQ:Sefkuinom, ENO:Enrofloksasin, VA:Vankomisin,

n:izolat sayisi)

Cizelge 4. 5. Calisilan biyositlerin Gram pozitif bakteri izolatlarindaki en ylksek ve en disuk

MiK degerleri

Biyosit (caligilan
konsantrasyon araliklari)

MIK Deger Araligi

Staphylococcus

Bacillus Enterococcus

Sodyum Hipoklorit
(50mg/ml-24 pg/ml)

391ug/ml- 25 mg/ml

391ug/ml-50 mg/mi 781ug/ml-50 mg/ml

Povidon iyodin
(509/1-24 mg/l)

6250 mg/I-50g/I

6250 mg/I-50g/I 6250 mg/I-50g/I

Benzalkonyum Klorit

(512-0,25 pg/ml) 0.5-128 pg/ml 2-64 ug/mi 4-512 pg/ml
Hekzaklorofen

(512-0,25 pg/ml) 512 pg/ml 32-512 pg/ml 0.5-512 pg/m|
Klorhekzidin

(512-0,25 pg/ml) 0.5-32 pg/ml 2-32 pg/ml 0.5-512 ug/m|
1202t 1-512 pg/mi 2-512 pg/ml 1-256 pg/ml

(512-0,25 ug/ml)

Bir veya birden fazla antibiyotige direncli Gram pozitif bakteri izolatlarinin, BD BBL
Crystal Identification System Gram-Positive ID tanimlama kitiyle tanimlamalari yapilmistir

(Cizelge 4.6, 4.7, 4.8).

Cizelge 4. 6. BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile adlandirilan bir veya
birden fazla antibiyotige direngli Staphylococcus izolatlarinin tir dagilimi

Sira No izolat No Staphylococcus
1 P49-2 S.saprophyticus
2 P24-1 S.saprophyticus
3 pP2-2 S.saprophyticus
4 S12-1 -

5 P23-1 S.saprophyticus
6 P20-1 S.haemolyticus
7 S11-1 E. faecalis

8 P36-3 M.luteus

9 S3-1 S.aureus

10 ES-14 S. vitulinus

11 K11-1 S.saprophyticus
12 ES-18 -

13 ES-20 E. faecium

14 P49-3 S.saprophyticus
15 ES-15 -

16 T1-1 S.warneri

17 S4-2 S.aureus

18 K6-1 S.saprophyticus
19 ES-11 -

-:Adlandirilamayan izolatlar
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Cizelge 4. 7. (Devami) BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile adlandirilan

bir veya birden fazla antibiyotige direncli Staphylococcus izolatlarinin tar dagilimi

Sira No izolat No Staphylococcus
20 ES-8 -

21 K5-1 S.saprophyticus
22 ES-9 -

23 T18-1 -

24 S6-1 S.aureus

25 S6-1 S.aureus

26 P2-1 S.saprophyticus
27 P44-1 S.saprophyticus
28 S8-1 S.saprophyticus
29 P46-1 S.saprophyticus

-:Adlandirilamayan izolatlar

Calisilan Staphylococcus izolatlarinin 6 tanesi, Bacillus izolatlarinin 17 tanesi kit ile
adlandirilamamis olup, Enterococcus izolatlarinin 5 tanesi ise E.spp olarak tanimlanmistir
(Cizelge 4.6, 4.7, 4.8) Ontanimlamada Staphylococcus oldugu belirlenen 1 izolat E. faecalis,
1 izolat E. faecium,?’i de Micrococcus luteus olarak adlandiriimistir. Yine 6ntanimlamada

Bacillus olarak belirlenen 2 izolat Corynebacterium olarak tanimlanmistir.

Cizelge 4. 8. BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile adlandirilan bir veya
birden fazla antibiyotige direncli Bacillus izolatlarinin tir dagilimi

Sira No izolat No Bacillus

1 P3 -

2 P40 B.megaterium
3 P46-P B. brevis

4 P5-P B.subtilis

5 S8 B.circulanse

6 S3-P B.licheniformis
7 P26 B.licheniformis
8 P3-P1 -

9 1 B.subtilis

10 2 B.subtilis

11 4 B.licheniformis
12 8 B.licheniformis
13 9 B.licheniformis
14 14 B.subtilis

15 16 B.subtilis

16 17 B.subtilis

17 18 B.subtilis

18 19 B.licheniformis
19 20 -

20 22 -

21 23 -

22 24 -

23 25 B.subtilis

24 27 B.licheniformis
25 28 B.subtilis

26 29 B.licheniformis
27 P45 -

28 P20-P1 B.subtilis

29 S6-P3 -

30 P20-P C.pseudotuberculosis
31 P14-P2 B.licheniformis
32 P29 B.pumilus

33 P11 B.subtilis

34 P2-P1 B.licheniformis

-:Adlandirilamayan izolatlar
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Cizelge 4. 9. (Devami) BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile adlandirilan

bir veya birden fazla antibiyotige direncli Bacillus izolatlarinin tir dagilimi

Sira No izolat No Bacillus

35 K3-1 -

36 P27 B.licheniformis
37 P4-P2 B.licheniformis
38 S3-P1 B.licheniformis
39 P16 B.pumilus

40 S7-P B.licheniformis
41 P23 Brevi.brevis
42 P49 B.licheniformis
43 S4-P2 B.subtilis

44 P8-P B.licheniformis
45 S7-P2 B.licheniformis
46 S6-P2 B.subtilis

47 P30 B.circulanse
48 S9 -

49 P31 B.licheniformis
50 P14-P1 B.subtilis

51 S4-P B.licheniformis
52 P4-p B.subtilis

53 K1-P Corynebacterium sp.
54 T2-P -

55 P10 -

56 P32 B.sphaericus
57 K5 B.sphaericus
58 P19 B.sphaericus
59 K6 -

60 T13 -

61 T15-P1 B.sphaericus
62 P20-P2 B.licheniformis
63 K4-1 -

64 T18 -

65 P3-P2 B.licheniformis
66 K10 -

-:Adlandirilamayan izolatlar
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Cizelge 4. 10. BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile adlandirilan bir veya

birden fazla antibiyotige direncli Enterococcus izolatlarinin tir dagilimi

Sira No izolat No Enterococcus (BBL Crystal)
1 1-E E.gallinarum
2 2-E E.faecium
3 3-E E.hirae

4 4-E E.faecium
5 5-E E.gallinarum
6 6-E E.faecium
7 7-E E.faecium
8 8-E E.faecium
9 9-E E.faecium
10 11-E E.faecium
11 12-E E.faecium
12 13-E E.spp

13 14-E E.durans
14 15-E E.hirae
15 16-E E.gallinarum
16 17-E E.hirae
17 18-E E.faecium
18 19-E E.faecium
19 20-E E.faecium
20 21-E E.spp

21 22-E E.faecium
22 24-E E.faecium
23 25-E E.hirae
24 26-E E.faecium
25 27-E E.hirae
26 28-E E.faecium
27 29-E E.hirae
28 30-E E.faecium
29 31-E E.faecalis
30 32-E E.faecium
31 33-E E.faecium
32 34-E E.faecium
33 35-E E.faecium
34 36-E E.faecium
35 37-E E.faecalis
36 38-E E.faecium
37 39-E E.faecium
38 40-E E.faecalis
39 41-E E.faecium
40 42-E E.faecium
41 44-E E.faecium
42 45-E E.faecium
43 46-E E.faecalis
44 47-E E.faecalis
45 48-E E.faecium
46 49-E E.faecium
47 50-E E.faecium
48 51-E E.durans
49 52-E E.faecium
50 53-E E.spp

51 55-E E.spp

52 56-E E.faecium

-:Adlandirilamayan izolatlar
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Cizelge 4. 11.(Devami) BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile
adlandirilan bir veya birden fazla antibiyotige direncli Enterococcus izolatlarinin tir dagilimi

Sira No izolat No Enterococcus (BBL Crystal)
53 57-E E.faecium
54 58-E E.faecium
55 59-E E.faecium
56 60-E E.faecium
57 61-E E.faecium
58 62-E E.faecium
59 63-E E.faecium
60 64-E E.faecium
61 65-E E.faecium
62 66-E E.faecium
63 67-E E.faecium
64 68-E E.faecium
65 69-E E.faecium
66 70-E E.faecium
67 71-E E.faecium
68 72-E E.gallinarum
69 73-E E.faecalis
70 74-E E.avium
71 75-E E.avium
72 76-E E.avium
73 77-E E. faecalis
74 78-E E. faecalis
75 79-E E.hirae
76 80-E E.hirae
77 81-E E.faecium
78 82-E E.spp

79 83-E E.faecalis

-:Adlandirilamayan izolatlar

Bir veya birden fazla antibiyotige direncli bulunan Gram pozitif bakteri izolatlarina,

efluks pompa

inhibitora

rezerpinin antibiyotik direncine etkisini

belirlemek amaciyla,

mikrodilusyon yoOntemi ortama antibiyotiklerle beraber 0,01 mg/ml oraninda rezerpin
eklenerek tekrar edilmistir. Deneyi tekrar edilen izolatlarin rezerpin eklenmeden once ve
sonraki MIK degerleri Cizelge 4.9, 4.10, 4.11°de belirtiimigtir.
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Cizelge 4. 12. Antibiyotik direncli Staphylococcus izolatlarinin rezerpin ilavesi ile bulunan MiK

degerleri
Sira No izolat Kodu Bakteri Adi (Staphylococcus) AM (ug/ml) Zﬁgllml) TE (ug/ml) rTE (ug/ml)
1 P49-2 S.saprophyticus
2 P24-1 S.saprophyticus 64 64
3 pP2-2 S.saprophyticus
4 S12-1 2 1
5 pP23-1 S.saprophyticus 256 64
6 P20-1 S.haemolyticus
7 S11-1 E. faecalis 2 2
8 P36-3 M.luteus 4 1
9 S3-1 S.aureus 512 512
10 ES-14 S. vitulinus
11 K11-1 S.saprophyticus 512 128
12 ES-18 512 128
13 ES-20 E. faecium 128 128
14 P49-3 S.saprophyticus 512 256
15 ES-15 128 512
16 T1-1 S.warneri 128 64
17 S4-2 S.aureus 512 256
18 K6-1 S.saprophyticus 512 64
19 ES-11 128 512
20 ES-8 64 64
21 K5-1 S.saprophyticus 512 128
22 ES-9 64 16
23 T18-1 32 64
24 S6-1 S.aureus
25 S6-1 S.aureus 64 64
26 pP2-1 S.saprophyticus 128 128
27 P44-1 S.saprophyticus
28 S8-1 S.saprophyticus
29 P46-1 S.saprophyticus

AM:Ampisilin, TE: Tetrasiklin, r: rezerpin eklenerek tekrarlanan deney sonuglari

Cizelge 4. 13. Antibiyotik direngli Bacillus izolatlarinin rezerpin ilavesi ile bulunan MiK

degerleri

Sira No | izolat Kodu (Eg‘gﬁ;'s?‘d' AM |rAM |E  |fE |TE |fTE |CN ICN |CFQ g:F
1 P39 64 1 32 H 512 |64
2 P40 B.megaterium 128 512 32 16
3 P46-P B. brevis 16 256 16 4

4 P5-P B.subtilis 512 512

5 S8 B.circulanse 4 16 64 16 |512 |512 4 2

6 S3-P B.licheniformis 512 256 128 |4 4 2

7 P26 B.licheniformis 128 256 |64 4

8 P3-P1 64 8

9 2 B.subtilis 2 8

10 4 B.licheniformis 512 512 8 2

AM:Ampisilin, E:Eritromisin,, CN:Gentamisin, TE:Tetrasiklin, CFQ:Sefkuinom H:Hassas, r: rezerpin eklenerek
tekrarlanan deney sonuglari
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Cizelge 4. 14.(Devami) Antibiyotik direncli Bacillus izolatlarinin rezerpin ilavesi ile bulunan

MiK degerleri

SiraNo | izolat Kodu | Bakteri Adi AM [rAM |E |fE |TE [fTE |CN |rCN | CFQ |rCFQ
(Bacillus)

11 8 B.licheniformis 8 2 4 4

12 9 B.licheniformis 16 2

13 14 B.subtilis 256 |512 128 |64

14 19 B.licheniformis 32 16 4 1

15 20 8 2

16 22 512 | 256

17 25 B.subtilis 32 512

18 27 B.licheniformis 16 2

19 29 B.licheniformis 32 16

20 P45 64 |2 4 4

21 P20-P1 B.subtilis 64 |4

22 S6-P3 16 |2

23 P14-P2 B.licheniformis

24 P29 B.pumilus

25 P11 B.subtilis

26 P2-P1 B.licheniformis 8 2

27 K3-1

28 P27 B.licheniformis

29 P4-pP2 B.licheniformis

30 S3-P1 B.licheniformis

31 P16 B.pumilus 32 32

32 S7-P B.licheniformis 4 4

33 P23 Brevi.brevis 32 8

34 P49 B.licheniformis

35 S4-pP2 B.subtilis 16 8

36 P8-P B.licheniformis

37 S7-P2 B.licheniformis 4 2

38 S6-P2 B.subtilis 64 64

39 P30 B.circulanse 512 128

40 S9 32 32

41 P31 B.licheniformis

42 P14-P1 B.subtilis

43 S4-P B.licheniformis

44 P4-p B.subtilis

45 K1-P ggrynebacterium 64 32

46 T2-P 32 32 16 4

a7 P32 B.sphaericus 512 |2 8 8

48 K5 B.sphaericus 512 |64

49 P19 B.sphaericus 512 |512

50 K6 32 32

51 T13 32 32

52 T15-P1 B.sphaericus 512 |512

AM:Ampisilin, E:Eritromisin,, CN:Gentamisin, TE:Tetrasiklin, CFQ:Sefkuinom H:Hassas, r: rezerpin eklenerek
tekrarlanan deney sonuglari
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Cizelge 4. 15. Antibiyotik direngli Enterococcus izolatlarinin rezerpin ilavesi ile bulunan MiK

degerleri

- (Entormcncous) (g (gimi (ugim (bg/ (g (igiml CFQ 5 Eno o (g
no | Kodu 1) ) ) ml) ) ) ) )
1| 1-E E.gallinarum

2 | 2-E E.faecium >512 8 256 8
3| 3E E.hirae

4  4-E E.faecium

5 b5-E E.gallianarum 16 4 | >512 32

6 | 6-E E.faecium >512 | 32

7 7-E E.faecium >512 16 | >512 64

8 | 8E E.faecium >512 32

9 | 9-E E.faecium

10 11-E E.faecium >512 | 4 256 16
11 12-E E.faecium >512 16

12 | 13-E E.spp >512 64

13 14-E E.durans

14 | 15-E E.hirae

15 16-E E.gallinarum

16  17-E E.hirae

17 | 18-E E.faecium >512 | 64 256 4
18 19-E E.faecium

19 | 20-E E.faecium

20 21-E E.spp >512 32

21| 22-E E.faecium

22 | 24-E E.faecium

23 | 25-E E.hire

24 | 26-E E.faecium

25 27-E E.hirae

26 | 28-E E.faecium

27 | 29-E E.hirae

28 | 30-E E.faecium >512 64 64 1
29 | 31-E Efaecalis

30 32-E E.faecium 32 H

31 33-E E.faecium

32 | 34-E E.faecium

33 | 35-E E.faecium >512 32

34 | 36-E E.faecium >512 | 64

35 37-E E.faecalis 256 4
36  38-E E.faecium

37 | 39-E E.faecium 128 8

38 | 40-E E.faecalis 64 16

39 41-E E.faecium

(AM:Ampisilin, E:Eritromisin, TE:Tetrasiklin, CFQ: Sefkuinom, ENO: Enrofloksasin, VA:Vankomisin, r: r: rezerpin

eklenerek tekrarlanan deney sonuglari, H:Hassas
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Cizelge 4. 16. (Devami) Antibiyotik direncgli Enterococcus izolatlarinin rezerpin ilavesi ile
bulunan MIK degerleri

Si |izola izolat Adi AM | rAM E rE | TE ITE (CF [EN VA rvVA
ra |t (Enterococcus) (ug/m | (ug/ml| (ug/m | (ug/ | (ug/m | (ug/ml| CFQ 0 ENO o (ug/m | (ug/ml
no | Kodu )] ) )] ml) )] ) ) )
40 | 42-E E.faecium >512 | 0.5

41 | 44-E E.faecium 128 | 32

42 | 45-E E.faecium >512 | 64

43 | 46-E Efaecalis

44 | 47-E E.faecalis

45 | 48-E E.faecium

46 | 49-E E.faecium

47 | 50-E E.faecium >512 | 8

48 | 51-E E.durans

49 | 52-E E.faecium 256 | 32

50 | 53-E E.spp >512 | 32

51 | 55-E E.spp

52 | 56-E E.faecium 128 8

53| 57-E E.faecium

54 | 58-E E.faecium

55 | 59-E E.faecium

56 | 60-E E.faecium >512 32 >512 32

57 | 61-E E.faecium

58 | 62-E E.faecium

59 | 63-E E.faecalis

60 | 64-E E.avium

61 | 65-E E.faecium 128 | 32

62 | 66-E E.faecalis

63 | 67-E E.faecium 4 0.5

64 | 68-E E.faecium
65 | 69-E E.faecium
66 | 70-E E.faecium

67 | 71-E E.faecium 64 H

68 | 72-E E.gallinarum 32

69 | 73-E E.faecalis 16 4
70| 74-E E.avium 64 16

71| 75-E E.avium

72 | 76-E Eavium

73| 77-E E. faecalis
74 | 78-E E. faecalis

75| 79-E E.hirae
76 | 80-E E.hirae
77| 81-E E.faecium
78 | 82-E E.spp

79 | 83-E E.feacalis
(AM:Ampisilin, E:Eritromisin, TE:Tetrasiklin, CFQ: Sefkuinom, ENO: Enrofloksasin, VA:Vankomisin, r: r: rezerpin
eklenerek tekrarlanan deney sonuglari, H:Hassas
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Arastirmamizda efluks pompa inhibitérii olan rezerpinin MiK degerini 4 kat veya daha
fazla dislrmesinin, efluks pompa inhibitdrt olarak etkin oldugunu gosterdigi kabul edilmistir
(Gibbons ve Udo,2000).

Cizelge 4. 17. Rezerpin eklenerek tekrarlanan deney sonucunda antibiyotik MiK degeri 4 kat
ve daha fazla azalan izolat sayilari

Antibiyotikler Staphyloc(c());(:)c);us (n=29) (nli?_)cg;llé;) ) Enteroco(oc/(oz)us (n:79) (nTzolzl(;f(l\o/lA))
AM 4 19 1 24
rAM 1 (%25) 6 (%31,6) 1 (%100) 8 (%33,3)
E - 7 47 54

rE - 7 (%100) 26 (%55,3) 23 (%42,6)
TE 18 1 17 36

ITE 5 (%27,8) 0 3 (%17,6) 8 (%22,2)
CN - 8 - 8

rCN - 2 (%25) - 2 (%25)
CFQ - 21 43 64
rCFQ - 8 (%38,1) 5 (%11,6) 13 (%20,3)
ENO - - - -
rENO - - -

VA - 2 2

VA - 2 (%100) 2 (%100)

(AM:Ampisilin, E:Eritromisin, TE:Tetrasiklin, CN:Gentamisin, CFQ:Sefkuinom, ENO:Enrofloksasin VA:Vankomisin,
r:Rezerpinli)

Bir veya birden fazla antibiyotige direncli bulunan Gram pozitif bakteri izolatlarina,
efluks pompa inhibitérii rezerpinin biyosit MIK degerlerine etkisini belirlemek amaciyla,
mikrodilusyon yontemi ortama biyositlerle beraber 0,01 mg/ml oraninda rezerpin eklenerek
tekrar edilmistir. Deneyi tekrar edilen izolatlarin rezerpin eklenmeden énce ve sonraki MiK
degerleri Cizelge 4.13, 4.14, 4.15'te belirtilmigtir.
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Cizelge 4. 18. Staphylococcus izolatlarina biyosit+rezerpin uygulamasi sonucundaki MiK

degerleri
Sira | Izolat sc rSC HC rHC CH rCH T T P P BC rBC
No Kodu (ng/ml) (pg)/ml (pg)/ml (rtn]lg)/ (pg)/ml (#1%/ (r|;|1§|;)/ (r|;|1§|;)/ mg/) | (mal) (pg)/ml (r'#l])/
1 P49-2 12500 | 25000 H H 0.5 H H H 12500 | 25000 | 0,5 H
2 P24-1 12500 781 H H 0.5 H H H 3125 6250 H H
3 pP2-2 25000 | 50000 H H 0.5 H 8 4 12500 | 12500 4 4
4 S12-1 781 1563 H H 0.5 H 1 H 6250 | 12500 H H
5 P23-1 391 391 H H 2 H 2 H 6250 6250 H H
6 P20-1 391 195 H H 0.5 H 1 H 6250 6250 4 H
7 S11-1 1563 781 H H 0.5 H 1 H 6250 3125 H H
8 P36-3 1563 | 25000 H H 1 H 1 H 12500 | 12500 4 16
9 S3-1 781 1563 H H 2 H 2 1 50000 | 12500 1 H
10 ES-14 781 3125 H H 1 H 1 H 12500 | 3125 1 H
11 K11-1 391 781 512 H 1 H 512 H 6250 98 0,5 H
12 ES-18 781 50000 H H 1 H 512 | 32 6250 6250 2 16
13 ES-20 391 1563 H H 1 H | 512 | H 6250 391 0,5 H
14 P49-3 12500 | 12500 H H 0.5 H 512 4 25000 | 50000 | 128 8
15 ES-15 781 | 50000 H H 1 H | 512 | 16 | 50000 | 50000 1 H
16 T1-1 1563 | 50000 H H 0.5 H H H | 50000 | 12500 H H
17 S4-2 12500 | 50000 H H 1 H 2 16 12500 | 12500 H H
18 K6-1 781 25000 H H D H 2 1 12500 | 6250 H H
19 ES-11 25000 | 50000 H H 32 H 128 | 16 | 50000 | 6250 0,5 H
20 ES-8 781 | 25000 H H 1 H H H | 50000 | 50000 1 H
21 K5-1 391 781 H H 0.5 H H H 6250 1563 H H
22 ES-9 H H H H 1 H 128 | 512 | 50000 | 50000 1 H
23 T18-1 195 391 H H H H H H 3125 D H H
24 S6-1 25000 | 1563 H H H H H H 12500 | 1563 H H
25 S6-1 781 | 50000 H H 4 H H H 6250 | 6250 H H
26 P2-1 781 1563 H H 1 H H H H H H H
27 P44-1 391 50000 H H 0.5 H H H 12500 | 12500 H H
28 S8-1 781 H H H 0.5 H H H 6250 | 1563 4 4
29 P46-1 12500 H H H 1 H 16 8 6250 | 6250 H H

SC: Sodyum hipoklorit, HC: Hekzaklorofen, CH: Klorhekzidin, T:Triklosan, PI:Povidon iyodin, BC: Benzalkonyum

klorit, H:Hassas.
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Cizelge 4. 19. Bacillus izolatlarina biyosit+rezerpin uy:

ulamasi sonucundaki MiK degerleri

2 leolat | SC | iSC | HC ool gt | e | P P g
No Kodu (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) ml) | mi) | mi) ) ml) (mgfl) | (mgll) mi) mi)
1 |P39 391 12500 H H 1 H 0,5 H | 12500 | 12500 1 H
2 |P40 H H H H 8 H >512 H 6250 H H H
3 | P46-P H H H H 4 16 1 H | 25000 | 25000 4 16
4 |P5-P 25000 | 50000 | >512 16 | 16 | 16 | >512 1 25000 | 12500 8 16
5 |S8 25000 | 1563 >512 | 512 | 16 | 16 | >512 | 64 | 12500 | 50000 8 16
6 |S3-P 3125 | 12500 H H 4 4 1 H | 25000 | 25000 4 4
7 | P26 1563 | 25000 H H 4 4 2 1 25000 | 12500 2 8
8 |P3-P1 1563 | 50000 H H 4 4 1 H | 25000 | 25000 4 2
9 |2 1563 | 50000 H H 2 2 H H | 12500 | 25000 2 2
10 |4 6250 | 50000 H H 4 4 2 4 | 25000 | 25000 4 16
11 |8 3125 6250 H H 4 4 H H | 25000 | 25000 2 2
12 |9 1563 | 12500 H H 4 4 0,5 H | 25000 | 25000 2 2
13 |14 781 12500 H H 2 2 8 2 12500 | 12500 2 4
14 |19 3125 | 12500 H H 2 4 1 H | 25000 | 25000 | 0,5 H
15 |20 1563 H H H 2 H 2 2 H H 2 H
16 |22 1563 | 50000 | >512 16 | 32 | 32 | >512 4 12500 | 12500 | 16 | 512
17 |25 1563 6250 H H 2 2 >512 4 12500 | 50000 4 2
18 |27 3125 6250 H H 4 16 1 H | 25000 | 25000 2 16
19 |29 3125 6250 H H 4 4 1 H | 25000 | 25000 2 2
20 | P45 1563 | 12500 H H 2 2 1 H | 25000 | 25000 4 2
21 |P20-P1 1563 | 12500 H H 8 8 1 H | 25000 | 25000 2 2
22 | S6-P3 391 6250 >512 H 4 D 1 H | 25000 | 25000 2 1
23 |P14-P2 781 50000 H H 4 D 2 512 | 12500 | 6250 2 512
24 | P29 50000 | 50000 | >512 | 512 | 32 4 >512 4 | 25000 | 25000 8 512
25 |P11 6250 H >512 | 512 | 4 8 >512 | 32 H H 8 512
26 |P2-P1 1563 | 12500 H H 4 16 1 H | 25000 | 25000 1 H
27 |K3-1 1563 | 12500 H H 8 4 1 H | 25000 | 25000 2 8
28 | P27 3125 | 12500 H H 4 4 2 1 25000 | 25000 4 2
29 | P4-P2 3125 | 12500 H H 4 4 2 16 | 25000 | 25000 2 2
30 |S3-P1 12500 | 12500 H H 4 8 1 H | 12500 | 25000 1 H
31 | P16 1563 6250 H H 4 4 >512 4 | 25000 | 25000 4 4
32 |S7-P 1563 3125 H H 2 16 1 H | 50000 | 12500 1 H
33 | P23 781 25000 H H 4 8 2 8 25000 | 25000 4 4
34 | P49 1563 | 25000 H H 4 4 2 1 25000 | 25000 4 2
35 | S4-P2 12500 | 50000 H H 4 32 128 | 512 | 50000 | 50000 8 16
36 | P8-P 50000 | 6250 H H 16 | 32 128 | 512 | 50000 | 50000 | 64 16
37 |S7-P2 3125 6250 H H 4 4 1 H | 12500 | 25000 4 2
38 | S6-P2 25000 | 6250 H H 4 8 2 1 12500 | 12500 4 8
39 | P30 50000 | 3125 64 512 | 16 | 16 | >512 8 50000 | 50000 8 16
40 | S9 1563 | 25000 H H 8 8 2 8 25000 | 25000 4 4
41 | P31 391 1563 H H 4 4 2 H | 12500 | 25000 4 2
42 |P14-P1 | 50000 | 3125 >512 | 512 | 8 H >512 | 512 | 12500 | 12500 | 16 16
43 | S4-P 1563 | 12500 H H 1 H 1 H | 50000 | 25000 4 2
44 | P4-P 1563 3125 H H 2 16 1 H 1563 | 12500 4 4
45 | K1-P 391 3125 H H 2 1 >512 H | 12500 | 12500 1 H
46 |T2-P 391 3125 H H 32 | 16 | »512 | 32 | 12500 | 12500 1 H
47 | P32 781 3125 32 16 | 16 | 32 4 2 12500 | 12500 | 16 32
48 | K5 H H H H 1 H H H | 12500 | 12500 H H
49 | P19 50000 | 25000 32 16 | 32 | 16 2 2 12500 | 6250 4 16
50 | K6 H H H H 2 0,5 | >512 H | 12500 | 3125 | 0,5 H
51 |T13 H H H H 2 0,5 | >512 H | 12500 | 50000 | 0,25 H
52 | T15-P1 | 25000 | 50000 36 512 | 8 8 4 8 50000 | 12500 8 16

SC: Sodyum hipoklorit, HC: Hekzaklorofen, CH: Klorhekzidin, T:Triklosan, Pl:Povidon iyodin, BC: Benzalkonyum

klorit, H:Hassas.
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Cizelge 4. 20. Enterococcus izolatlarina biyosit+rezerpin uygulamasi sonucundaki MiK

degerleri
Sir | lzola sc r-SC HC | r-HC CH r-CH T T PI Pl BC r-BC
a | tkod (mg\mi) (mg\ml) (Mg/ | (ug/ml | (ug/ml | (ug/ml | (ug/ | (ng/ (o) o (Mg/ml | (ug/ml
No | u ml) ) ) ) ml) | ml) ) )
1 1 H H H H H H H H H H H H
2 2 50 mg/ml 50mg/l 64 512 4 16 32 32 50g/I 509/ >512 512
3 3 H H H H H H H H H H H H
4 4 H H H H H H H H H H H H
5 5 25mg/ml 50mg/ml H H 1 H 8 | 16 | 12500mg/l | 12500mg/I 4 512
6 6 25mg/ml 50mg/ml 16 16 8 4 16 | 16 50g/I 509/I 4 512
7 7 25mg/ml 50mg/ml 4 2 H H 50g/I 50g/I >512 | 512
8 8 25mg/ml 50mg/ml 64 32 32 4 32 32 | 6250mg/l 509/I 4 512
9 9 H H H H H H H H H H H H
10 11 25mg/ml 50mg/ml 32 128 16 16 64 16 25g/l 25¢g/1 >512 8
1 12 25mg/ml 50mg/ml 32 64 4 4 64 8 50g/I 509/ >512 512
12 | 13 50mg/ml 50mg/ml 32 512 16 16 64 32 50g/I 509/ >512 512
13 14 25mg/ml 50mg/ml 128 | 128 8 16 32 64 50g/I 50g/I 4 256
14 15 50mg/ml 50mg/mi 64 4 >512 64 16 | 16 50g/l 50g/I >512 8
15 16 50mg/ml 50mg/ml 16 32 H H 64 | 32 50g/l 50g/I >512 8
16 17 25mg/ml 50mg/ml H H H H H H 50g/I 50g/I H H
17 18 | 6250ug/ml 50mg/ml H H H H H H 6250mgl/l 6250mgl/l H H
18 19 25mg/ml 50mg/mi H H 16 4 64 | 32 50g/I 50g/I 8 512
19 20 25mg/ml 50mg/ml 64 128 8 16 8 8 50g/I 50g/I 8 512
20 21 25mg/ml 50mg/ml | >512 64 8 8 16 | 16 50g/I 50g/I >512 | 512
21 | 22 25mg/ml 50mg/ml 128 64 64 8 128 | 16 50g/I 50g/I 8 512
22 24 H H H H H H H H H H H H
23 25 H H H H H H H H H H H H
24 | 26 25mg/ml 50mg/mi H H 1 32 4 | 16 50g/I 50g/I 4 4
25 | 27 H H H H H H H H H H H H
26 | 28 H H H H H H H H H H H H
27 | 29 H H H H H H H H H H H H
28 | 30 12500upg/ml | 25mg/ml H H 16 16 8 8 25g/1 12500mgl/l 4 4
29 | 31 H H H H 8 16 8 | 16 25g/1 12500mgl/l 2 8
30 32 25mg/ml 50mg/mi H H 1 H 1 8 | 12500mg/l | 12500mg/l 4 4
31 | 33 12500upg/ml | 50mg/ml H H 8 2 32 16 50g/I 509/ 4 512
32 | 34 50mg/ml 50mg/mi H H H H H 50g/I 50g/I H H
33 | 35 25mg/ml 50mg/mi 64 8 16 2 64 | 32 50g/I 50g/I >512 | 256
34 | 36 50mg/ml 50mg/ml 64 64 32 16 | 128 | 512 50g/I 50g/I >512 | 512
35 | 37 25mg/ml 50mg/ml 1 H 16 16 8 | 16 | 12500mg/l | 12500mg/l 4 8
36 | 38  3125ug/ml | 25mg/ml 1 H 8 8 8 8 | 12500mg/l = 12500mg/l 4 4
37 | 39  6250ug/ml | 25mg/ml 4 16 2 H 16 | 8 25g/1 25g/1 2 512
38 | 40 781pg/ml | 12563pg/ml 0.5 0.5 H 8 | 16 25¢g/l 12500mgl/l 4
39 | 41 25mg/ml 781ug/ml 64 64 64 2 128 | 8 50g/I 12500mg/l | >512
40 42 | 12500pg/ml | 25mg/ml H H H H H H 50g/I 50g/I H H
41 | 44 | 12500pg/ml | 25mg/ml 64 16 2 H 16 | 16 50g/I 50g/I 8 16
42 | 45 50mg/ml 50mg/ml 64 64 2 2 64 | 32 50g/I 50g/I 2 32
43 | 46 25mg/ml 25mg/ml H H H H H H 25g/l 12500mgl/l H H
44 | 47 | 12500ug/ml | 25mg/ml H H 16 16 8 8 | 12500mg/l = 12500mg/l 8 H
45 48 H H H H H H H H H H H H
46 | 49 | 1563ug/mi 25mg/ml 1 H 8 H 4 8 | 12500mg/l | 12500mg/I 4 4
47 | 50  12500ug/ml | 50mg/ml 128 | 512 32 64 64 16 25g/1 509/ 8 16
48 | 51 @ 1563ug/ml 25mg/ml 2 H H H 4 8 25g/l 12500mgl/l 2 1
49 52 25mg/ml 25mg/ml H H H H H H 25¢/ 12500mg/l H H
50 | 53 25mg/ml 50mg/ml 1 H H H 32 | 16 25¢/1 25¢/1 >512 | 512

(SC:Sodyum hipoklorit, HC:Hekzaklorofen, CH:Klorhekzidin, T:Triklosan, Pl:Povidin iyodin, BC:Benzalkonyum
klorit, r:rezerpinli, H:Hassas)

52



Cizelge 4. 21.(Devami) Enterococcus izolatlarina biyosit+rezerpin uygulamasi sonucundaki

MiK degerleri

W hoa S =SC | o | gt gl Gigm | g/ 51| P P g | (g
No u (mg\ml) (mg\ml) mi) ) ) ) mi) | mi) (a/l) (a/l) ) )
51 | 55 | 1563ug/ml | 50mg/ml | 0.5 4 16 16 2 | 8 | 12500mg/l | 12500mg/l | 4 8
52 | 56 |12500ug/ml | 3125ug/ml | 64 16 64 16 64 | 8 | 12500mg/l | 12500mgl/l 4 8
53 | 57 | 1563ug/ml 50mg/ml 1 H 8 16 32 | 8 12500mg/l | 12500mg/I 4 4
54 | 58 | 12500ug/ml| 25mg/ml 1 H 8 16 4 | 8 | 12500mg/l | 12500mg/l | 4 8
55 | 59 |12500ug/ml | 1563ug/ml 1 H 16 16 4 8 | 12500mg/l | 12500mg/l 8 8
56 | 60 | 1563ug/ml | 25mg/iml | 0.5 H 4 16 8 | 8 | 12500mg/l | 12500mg/l | 2 4
57 | 61 | 1563ug/ml | 3125ug/ml H H 16 16 8 2 | 12500mg/l | 12500mg/l 8 4
58 | 62 | 1563ug/ml 25mg/ml 0.5 H 16 16 4 8 | 12500mg/l | 12500mg/l 4 8
59 | 63 | 1563ug/ml 25mg/ml H H H H H | 12500mg/l | 12500mg/l H H
60 | 64 | 1563pug/ml | 3125ug/ml | 0.5 H 8 16 2 | 16 | 12500mg/l | 12500mg/l 8 4
61 | 65 | 12500ug/ml | 3125ug/ml | 128 64 8 16 4 | 16 50g/I 50g/I 8 16
62 | 66 | 1563ug/ml | 50mg/ml | 0.5 H 8 16 4 | 8 25g/1 12500mg/l | 8 8
63 | 67 | 1563ug/ml 25mg/ml D H 16 16 4 4 | 12500mg/l | 12500mgl/l 1 8
64 | 68 | 1563ug/ml 25mg/ml 1 H 16 16 4 4 | 12500mg/l | 6250 mg/l 4 8
65 | 69 25mg/ml 25mg/ml 0.5 H 4 8 4 8 25g/1 25g/1 4 16
66 | 70 |12500ug/ml | 25mg/ml 1 H 8 16 4 8 | 12500mg/l | 12500mg/I 4 8
67 | 71 |12500ug/ml | 3125ug/iml | 1 H 16 8 4 | 16 | 12500mg/l | 12500mg/l | 4 256
68 | 72 |12500ug/ml | 50mg/ml 2 H H 4 16 25g/l 25g/l 4 16
69 | 73 | 1563ug/ml | 3125ug/ml 1 H 16 16 8 | 32 | 12500mg/l | 12500mg/l 8 8
70 | 74 | 25mg/ml | 3125ug/ml | 0.5 H 16 32 8 | 32 | 12500mg/l | 12500mg/l 8 8
71 | 75 | 1563pg/ml | 3125ug/ml 1 H 8 16 16 | 8 | 12500mg/l | 12500mg/l 2 4
72 | 76 | 50mg/ml 25mg/ml | 16 1 8 16 | 64 | 32 509/l 50g/l 32 4
73 | 77 | 12500ug/ml | 50mg/ml 0.5 H 8 16 4 4 50g/I 50g/I 8 8
74 | 78 | 12500ug/ml | 50mg/ml H H 2 16 509/l 50g/I 4 8
75 | 79 | 1563ug/ml | 3125ug/ml H 2 H 8 25¢g/l 25¢g/l 4 8
76 | 80 | 1563ug/ml | 3125ug/ml | 0.5 H 2 H 256 | 8 | 12500mg/l | 12500mgl 2 4
77 | 81 H H H H H H H H H H H H
78 | 82 25mg/ml 3125ug/ml | 0.5 H H H 8 16 | 12500mg/l | 12500mgl/l 2 4
79 | 83 25mg/ml 3125ug/ml H H H H 8 H 12500mg/l | 12500mg/I H 8

(SC:Sodyum hipoklorit, HC:Hekzaklorofen, CH:Klorhekzidin, T:Triklosan, PIl:Povidin
klorit, r:rezerpinli, H:Hassas)

iyodin, BC:Benzalkonyum

Cizelge 4. 22. Rezerpin eklenerek tekrarlanan deney sonucunda biyosit MiK degeri 4 kat ve
daha fazla azalan izolat sayilari

Antibiyotikler Staphylococcus Bacillus Enterococcus TOPLAM
(n=29) (n=52) (n:79) (n=160)
rSC 4 (%13,8) 6 (%11,5) 8 (%10.1) 18 (%11,3)
rHC 1 (%3,4) 3 (%5,8) 5(%6.3) 9 (%5,6)
rCH 2 (%6,9) 7 (%13,5) 8 (%10.1) 17 (%10,6)
rm 6 (%20,7) 14 (%26,9) 8 (%10.1) 28 (%17,5)
rPI 10 (%34,5) 3 (%5,8) 1(%1.3) 14 (%8,8)
rBC 2 (%6,9) 1(%1,9) 6(%7.6) 9 (%5,6)

(SC: Sodyum hipoklorit, HC: Hekzaklorofen, CH: Klorhekzidin, T:Triklosan, Pl:Povidon iyodin, BC: Benzalkonyum
klorit, r:Rezerpinli)

Arastirmamizda bir veya daha fazla antibiyotige diren¢ gosteren, BBL Crystal bakteri
tanimlama kiti ile tar tanimlamalari yapilan Gram pozitif bakteri izolatlarinin 16S rDNA gen
bolgeleri PZR ydntemi ile gogaltiimistir. Jelde yurGtulip kontrol edilen DNA 6rnekleri firmaya
gonderilerek DNA dizi analizi sonuglari temin edilmis, diziler BLAST programi kullanilarak
karsilastiriimis ve ylzde olarak en ¢ok homoloji goérilen tlr adi dogru kabul edilmistir
(Cizelge 4.17, 4.18, 4.19).
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Cizelge 4. 23. Staphylococcus izolatlarinin BBL Crystal bakteri tanimlama kiti ve 16S rDNA
dizi analizi ile tanimlama sonuglari

Sira No izolat Kodu Bakteri Tiirii (BBL Crystal) | Bakteri Turii (16S dizi analizi)
1 P49-2 S.saprophyticus S.xylosus

2 P24-1 S.saprophyticus S.xylosus

3 pP2-2 S.saprophyticus S.xylosus

4 S12-1 (Adlandirilamadi) Macrococcus caseolyticus
5 P23-1 S.saprophyticus S.aureus

6 P20-1 S.haemolyticus S.saprophyticus

7 S11-1 E. faecalis E. faecalis

8 P36-3 M.luteus Macrococcus caseolyticus
9 S3-1 S.aureus S.aureus

10 ES-14 S. vitulinus S. condimenti

11 K11-1 S.saprophyticus S.xylosus

12 ES-18 (Adlandirilamadi) S.succinus

13 ES-20 E. faecium S.saprophyticus

14 P49-3 S.saprophyticus S.saprophyticus

15 ES-15 (Adlandirilamadi) S.succinus

16 T1-1 S.warneri S. pasteuri

17 S4-2 S.aureus S.aureus

18 K6-1 S.saprophyticus S.saprophyticus

19 ES-11 (Adlandirilamadi) Staphylococcus succinus subsp. casei
20 ES-8 (Adlandirilamadi) S.succinus

21 K5-1 S.saprophyticus S.saprophyticus

22 ES-9 (Adlandirilamadi) S.succinus

23 T18-1 (Adlandirilamadi) S.aureus

24 S6-1 S.aureus S.aureus

25 S6-1 S.aureus S.aureus

26 P2-1 S.saprophyticus S.saprophyticus

27 P44-1 S.saprophyticus S.xylosus

28 S8-1 S.saprophyticus S.saprophyticus

29 P46-1 S.saprophyticus S.xylosus

Cizelge 4.17°deki sonuclarimiza goére, Staphylococcus izolatlarinin 16S rDNA dizi

analizi sonuglarina bakildiginda calisilan 29 izolatin 10’'unda BBL Crystal bakteri tanimlama
kiti ile ayni sonug¢ alindigi, 10 izolatta tir olarak farkli sonug¢ elde edildigi, kit ile

adlandirilamayan

izolatlarin  6’sinin  Staphylococcus turleri, birinin ise Macrococcus

caseolyticus, 1 izolatin ise kit ile ayni sonu¢ vererek E. faecalis olarak adlandirildigi

gorulmektedir.
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Cizelge 4. 24. Bacillus izolatlarinin BBL Crystal bakteri tanimlama kiti ve 16S rDNA dizi

analizi ile tanimlama sonuglari

Sira No izolat Kodu Bakteri Tiirii (BBL Crystal) Bakteri Tiirii (16S dizi analizi)
1 P39 (Adlandirilamadi) B.licheniformis

2 P40 B.megaterium B.pumilus

3 P46-P B. brevis B.cereus

4 P5-P B.subtilis B.licheniformis

5 S8 B.circulanse B.licheniformis

6 S3-P B.licheniformis B.licheniformis

7 P26 B.licheniformis B.licheniformis

8 P3-P1 (Adlandirilamadi) B.licheniformis

9 2 B.subtilis B.subtilis

10 4 B.licheniformis B.licheniformis

11 8 B.licheniformis B.licheniformis

12 9 B.licheniformis B.licheniformis

13 14 B.subtilis B.licheniformis

14 19 B.licheniformis B.licheniformis

15 20 (Adlandirilamadi) Paenibacillus macerans
16 22 (Adlandirilamadi) B.licheniformis

17 25 B.subtilis B.subtilis

18 27 B.licheniformis B.licheniformis

19 29 B.licheniformis B.licheniformis

20 P45 (Adlandirilamadi) B. glycinifermentans
21 P20-P1 B.subtilis B.subtilis

22 S6-P3 (Adlandirilamadi) B.pumilus

23 P14-P2 B.licheniformis B.licheniformis

24 P29 B.pumilus B.pumilus

25 P11 B.subtilis B.subtilis

26 P2-P1 B.licheniformis B.licheniformis

27 K3-1 (Adlandirilamadi) B.pumilus

28 P27 B.licheniformis B.licheniformis

29 P4-P2 B.licheniformis B.licheniformis

30 S3-P1 B.licheniformis B.licheniformis

31 P16 B.pumilus B.pumilus

32 S7-P B.licheniformis B.licheniformis

33 P23 Brevi.brevis Bacillus safensis

34 P49 B.licheniformis B.licheniformis

35 S4-P2 B.subtilis B.subtilis

36 P8-P B.licheniformis B.licheniformis

37 S7-P2 B.licheniformis B.licheniformis

38 S6-P2 B.subtilis B.pumilus

39 P30 B.circulanse B.circulanse

40 S9 (Adlandirilamadi) B.pumilus

41 P31 B.licheniformis B.licheniformis

42 P14-P1 B.subtilis B.subtilis

43 S4-P B.licheniformis B.licheniformis

44 P4-P B.subtilis B.subtilis

45 K1-P Corynebacterium sp. B. mojavensis

46 T2-P (Adlandirilamadi) Bacillus thuringiensis
47 P32 B.sphaericus B.licheniformis

48 K5 B.sphaericus B.licheniformis

49 P19 B.sphaericus B.licheniformis

50 K6 (Adlandirilamadi) Lysinibacillus sphaericus
51 T13 (Adlandirilamadi) Lysinibacillus invocatus
52 T15-P1 B.sphaericus B.safensis

Cizelge 4.18'deki sonuglarimiza goére,

Bacillus izolatlarinin 16S rDNA dizi analizi

sonuglarina bakildiginda galigilan 52 izolatin 29’unda BBL Crystal bakteri tanimlama Kkiti ile
ayni sonug alindigi, 10 izolatta tir olarak farkl sonug¢ elde edildigi, kit ile adlandirilamayan
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izolatlarin 8’inin Bacillus turleri, birinin ise Paenibacillus macerans, ikisinin Lysinibacillus
turleri, Brevibacillus brevis olarak adlandirilan izolatin B. safensis, Corynebacterium sp.
olarak adlandirilan izolatin B. mojavensis, olarak adlandirildigi gérilmektedir.

Cizelge 4. 25. Enterococcus izolatlarinin BBL Crystal bakteri tanimlama kiti ve 16S rDNA dizi

analizi ile tanimlama sonuglari

SiraNo | izolat Kodu Bakteri Adi (BBL Crystal) Bakteri Adi (16S dizi analizi)
1 1-E E.gallinarum E.gallinarum
2 2-E E.faecium E.faecium
3 3-E E.hirae E.hirae

4 4-E E.faecium E.faecium
5 5-E E.gallinarum E.gallinarum
6 6-E E.faecium E.faecium
7 7-E E.faecium E.faecium
8 8-E E.faecium E.lactis

9 9-E E.faecium E.faecium
10 11-E E.faecium E.faecium
11 12-E E.faecium E.faecium
12 13-E E.spp E.faecium
13 14-E E.durans E.durans
14 15-E E.hirae E.hirae

15 16-E E.gallinarum E.lactis
16 17-E E.hirae E.hirae

17 18-E E.faecium E.faecium
18 19-E E.faecium E.faecium
19 20-E E.faecium E.faecium
20 21-E E.spp E.lactis
21 22-E E.faecium E.faecium
22 24-E E.faecium E.faecium
23 25-E E.hirae E.faecium
24 26-E E.faecium E.faecium
25 27-E E.hirae E.hirae

26 28-E E.faecium E.faecium
27 29-E E.hirae E.hirae

28 30-E E.faecium E.faecium/E.durans
29 31-E E.faecalis E.faecalis
30 32-E E.faecium E.faecium
31 33-E E.faecium E.faecium
32 34-E E.faecium E.faecium
33 35-E E.faecium E.faecium
34 36-E E.faecium E.faecium
35 37-E E.faecalis E.faecium
36 38-E E.faecium E.faecium
37 39-E E.faecium E.faecium
38 40-E E.faecalis E.faecalis
39 41-E E.faecium E.faecalis
40 42-E E.faecium E.faecium
41 44-E E.faecium E.faecium
42 45-E E.faecium E.faecium
43 46-E E.faecalis E.faecalis
44 47-E E.faecalis E.faecalis
45 48-E E.faecium E.faecium
46 49-E E.faecium E.faecium
a7 50-E E.faecium E.faecium
48 51-E E.durans E.durans
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Cizelge 4. 26. Enterococcus izolatlarinin BBL Crystal bakteri tanimlama kiti ve 16S rDNA dizi
analizi ile tanimlama sonuglari

SiraNo | izolat Kodu Bakteri Adi (BBL Crystal) Bakteri Adi (16S dizi analizi)
49 52-E E.faecium E.faecium
50 53-E E.spp E.durans/faecium
51 55-E E.spp E.faecalis
52 56-E E.faecium E.faecium
53 57-E E.faecium E.faecium
54 58-E E.faecium E.faecium
55 59-E E.faecium E.faecium
56 60-E E.faecium E.faecium
57 61-E E.faecium E.faecalis
58 62-E E.faecium E.faecalis
59 63-E E.faecium E.faecium
60 64-E E.faecium E.faecium
61 65-E E.faecium E.faecium
62 66-E E.faecium E.faecium
63 67-E E.faecium E.faecalis
64 68-E E.faecium E.faecium
65 69-E E.faecium E.faecium
66 70-E E.faecium E.faecium
67 71-E E.faecium E.faecium
68 72-E E.gallinarum E.gallinarum
69 73-E E.faecalis E.faecalis
70 74-E E.avium E. faecalis
71 75-E E.avium E.avium
72 76-E E.avium E.avium
73 77-E E. faecalis E.faecalis
74 78-E E. faecalis E. faecalis
75 79-E E.hirae E.hirae

76 80-E E.hirae E.faecium
77 81-E E.faecium E.faecium
78 82-E E.spp E.faecalis

Cizelge 4.19’daki sonuglarimiza goére, ¢aligilan 79 Enterococcus izolatinin 64’0 BBL
Crystal bakteri tanimlama kiti ile ayni sonuglari vermigken, BBL Crystal bakteri tanimlama Kkiti
ile tanimlanamayan 5 Enterococcus spp. suglari E.faecium(1), E.lactis(1), E.durans(1) ve
E.faecalis(2) olarak tanimlanmistir. 16S rDNA dizi analizine gbre, 79 Enterococcus susunun,
47’si E. faecium, 15 E. faecalis, 6’si E. hirae, 3l E. gallinarum, 3’ E. lactis, 3l E. durans
ve 2’si E. avium olarak tanimlanmistir.

Real time c¢aligmasinin sonuglarinin degerlendirilmesi, amplifikasyon egrileri, Tm
(erime sicakhgi) analizi grafikleri ve absolute quantification (cq) degerlerinin her biri dikkate
alinarak, primerlerin dogru yere baglanip baglanmadiklari kontrol edilerek yapiimistir.
Yukarida drnek olarak bla geninin tek bir plaginin Tm (erime sicakhgi) analizi grafigi (Resim
15), amplifikasyon egrilerinin oldugu grafik (Resim 16), ve absolute quantification (cq)
degerlerinin oldugu tablo (Cizelge 4.22) verilmistir. Cizelge 4.22'de koyu olarak belirtilen
orneklerin sonuglari pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4. 27. bla geni gPCR sonucu, 6érnek bir plak sonucu

Ornek Adi Gen Adi Cq Sonug Boya
12 bla 41.45 Positive SYBR Green |
16 bla - Negative SYBR Green |
17 bla - Negative SYBR Green |
18 bla - Negative SYBR Green |
19 bla 39.81 Positive SYBR Green |
20 bla 42.87 Positive SYBR Green |
23 bla 36.72 Positive SYBR Green |
25 bla 41.32 Positive SYBR Green |
26 bla - Negative SYBR Green |
27 bla - Negative SYBR Green |
29 bla 41.75 Positive SYBR Green |
34 bla - Negative SYBR Green |
35 bla 41.91 Positive SYBR Green |
36 bla - Negative SYBR Green |
38 bla - Negative SYBR Green |
77 bla 41.78 Positive SYBR Green |
78 bla - Negative SYBR Green |
79 bla - Negative SYBR Green |
80 bla - Negative SYBR Green |
81 bla - Negative SYBR Green |
82 bla - Negative SYBR Green |
83 bla 41.04 Positive SYBR Green |
84 bla - Negative SYBR Green |
85 bla - Negative SYBR Green |
87 bla 37.80 Positive SYBR Green |
88 bla 38.69 Positive SYBR Green |
89 bla - Negative SYBR Green |
90 bla 42.29 Positive SYBR Green |
92 bla 39.64 Positive SYBR Green |
93 bla 42.09 Positive SYBR Green |
94 bla 37.72 Positive SYBR Green |
95 bla - Negative SYBR Green |
96 bla 40.24 Positive SYBR Green |
98 bla 37.12 Positive SYBR Green |
None - Negative SYBR Green |
None - Negative SYBR Green |
bla 39.11 Positive SYBR Green |
bla 35.88 Positive SYBR Green |
bla 35.82 Positive SYBR Green |
37 bla 36.45 Positive SYBR Green |
43 bla 37.20 Positive SYBR Green |
46 bla 41.48 Positive SYBR Green |
72 bla 37.66 Positive SYBR Green |
Negatif kontrol bla - Negative SYBR Green |
Pozitif kontrol 16s 38.31 Positive SYBR Green |
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Arastirmamizda c¢alisilan efrA, efrB, mdeA, mecA, mepA, msrA genlerinin
amplifikasyon egrileri ve Tm analizi grafikleri verilmistir (Resim 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,

25, 26, 27, 28)
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Gunumuzde antibiyotikler insan ve hayvan saghgi, gida sektorinde besinlerin
korunmasi, yemlerle verim arttirici, klinik ve ilag sanayisinde yodun bir gsekilde
kullailmaktadir. Ancak ilaglarin uygunsuz ve kontrolsuiz kullaniimasi ve farkli ¢gevre kosullari
sonucu antibiyotik kalintili birgcok hayvansal gida GrinG tiketiciye kadar ulagsmakta bu da
antibiyotik direncinin artmasina sebep olmaktadir. Bu direng plazmid ve transpozonlar
araciligiyla yayillmaktadir. Arastirmamizda gida o6rneklerinden izole edilen Gram pozitif
bakteri izolatlarinda RT-PZR ile belirledigimiz antibiyotik direnci ile ilgili gen bdlgeleri Cizelge
4.21, 4.22 ve 4.23’te gosterilmistir.

Cizelge 4. 28. Antibiyotik direnci gosteren Gram pozitif izolatlarin real time pzr ile belirlenen
eritromisin direng genleri ve yuzdeleri

Calisilan bakteri Eritromisin direng genleri
ivolatlar ermA ermB msrA msrA/B ereA ereB mefA

+ % | + % + % + % + % + | % | + %
Bacillus
(n=6) 16,7 - - - - - - - -
Enterococcus (n=37) - - - - 24 1649 | 1 2,7 3 8,1 - - 9 24,3
TOPLAM (n=43) - - 1 2,3 24 | 558 | 1 2,3 3 7 - - 9 20,9

Cizelge 4.21°e gore, makrolidlerden eritromisin antibiyotigine direngli olarak bulunan
6’s1 Bacillus, 37’si Enterococcus toplam 43 izolatin 24(%55,8)’'Unde msrA, 9(%20,9)'unda
mefA, 3(%7)Unde ereA, 1(%2,3)inde ermB ve yine 1(%2,3)inde msrA/B geni pozitif
bulunmustur. ermA ve ereB genleri ¢aligilan higbir izolatta pozitif bulunmamistir.

Cizelge 4. 29. Antibiyotik direnci gdsteren Gram pozitif izolatlarin real time pzr ile belirlenen
tetrasiklin, vankomisin ve beta laktam grubu antibiyotiklere diren¢ genleri ve yuzdeleri

Caligilan bakteri Tetrasiklin, vankomisin ve beta laktam grubu antibiyotiklere direng genleri
izolatlar tetK tetL vanA vanB bla mecA
+ % + % + % + % + % + %
Bacillus 1 100 - - - - - - 8 19 3 7,1
Staphylococcus 16 88,9 - - - - - - 7 53,8 1 7,7
Enterococcus 2 11,8 6 353 | 1 50 1 50 - - - -
TOPLAM 19 | 52,8 6 16,7 | 1 50 1 50 15 254 4 6,8

TetK, tetL n=(Bacillus:1, Staphylococcus:18, Enterococcus:17), vanA, vanB, vanC n=(Enterococcus:2), bla, mecA
n=(Bacillus:42, Staphylococcus:13, Enterococcus:4)

Calisilan tetrasikline direngli 36 izolatin 19(%52,8)u tetK, 6(%16,7)'sI tetlL,
vankomisin direngli 2 Enterococcus izolatinin biri vanA, biri de vanB, beta laktam grubu
antibiyotiklere (ampisilin, sefkuinom) direncli 59 izolatin 15(%25,4)’i bla, 4(%6,8)'ti mecA geni
pozitif bulunmustur, vanC geni bulunan izolat yoktur (Cizelge 4.29).
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Cizelge 4. 30. Antibiyotik direnci gésteren Bacillus izolatlarinin real time pzr ile belirlenen
gentamisin direng genleri ve yluzdeleri

Calisilan bakteri Gentamisin pompa genleri

izolailarl aac (6_)- le-aph(2_)-la aph(2’_)-Ib aph (2'_)-Ic aph(2’_)-Id
+ % + % + % + %

Bacillus (n=8) - - 1 12,5 1 12,5 1 12,5

Cizelge 4.23’e gore, gentamisin direncli bulunan 8 Bacillus izolatinin sadece birinde
aph(2’_)-lb, aph (2’_)-Ic, aph(2’_)-Id genleri pozitif olarak belirlenmistir.

Bakterilerde coklu antimikrobiyal direncine neden olan mekanizmalardan efluks
pompa sistemi, kazaniimis direncin 6nemli nedenlerinden biridir. Membran transport
proteinlerinden olusan disa atim pompa sistemi genlerinin asiri sekilde ifade edilmesi sonucu
ilaclar hucre disina itiimektedir. Disa atim pompa sistemi antibiyotik, dezenfektan, antiseptik
gibi bircok bilesigi tanimaktadir. Bu nedenle arastirmamizda antibiyotikdirenci gdsteren gram
pozitif bakteri izolatlarinda efliks pompa proteinlerini kodlayan genlerin varhgi arastiriimistir.

Cizelge 4. 31. Antibiyotik direnci gdsteren ve biyosit duyarliigi azalmig izolatlarin real time
pzr ile belirlenen efluks pompa genleri ve yizdeleri

Gram pozitif bakteri izolatlar
Efluks pompa Staphylococcus Bacillus Enterococcus TOPLAM
genleri (n=29) (n=52) (n=51) (n=132)
+ % + % + % + %

gacA/B 1 34 5 9,6 16 314 22 16,7
acrB 9 31 10 19,2 9 17,7 28 21,2
norkE 23 79,3 28 53,8 37 72,5 88 66,7
Sugk 13 44,8 8 154 37 72,5 58 43,9
smr 25 86,2 33 63,5 - - 58 43,9
efrA 23 79,3 28 53,8 35 68,6 86 65,2
efrB 21 72,4 32 61,5 38 74,5 91 68,9
mdeA 24 82,8 8 154 18 35,3 50 37,9
mepA 3 10,3 - - - - 3 2,3
norA 7 24,1 5 9,6 - - 12 9,1
norB 8 27,6 1 1,9 2 3,9 11 8,3
sepA 15 51,7 2 3,8 13 255 30 22,7

Cizelge 4.24’e gore, cgalisilan toplam 132 izolatin 22 (%16,7)'sinde gacA/B, 28
(%21,2)'inde acrB, 88 (%66,7)inde norE, 58 (%43,9)'inde sugE, 58 (%43,9)inde smr, 86
(%65,2)'sinda efrA, 91 (%68,9)'inde efrB, 50 (%37,9)'sinde mdeA, 3 (%2,3)'inde mepA, 12
(%9,1)'sinde norA, 11 (%8,3)inde norB, 30 (%22,7)’unda sepA geni bulundugu tespit
edilmistir.

4.2. Tartisma

Gidalarin kontaminasyonu, enfekte besi hayvanlarindan, gida dretim zincirine, isleme,
depolama ve satis asamalarinda dogru sanitasyonun yapilmamasi sebebiyle
gerceklesebilmektedir Gidalardan Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus gibi Gram
pozitif bakteriler siklikla izole edilmektedir. Bu bakterilerin birgok turinin patojen olmamasi,
kontaminasyonun ¢ok ciddiye alinmamasina sebep olmaktadir. Fakat gerek gida enfeksiyon
ve intoksikasyonlarina gerekse antimikrobiyal direncin yayilimina yol agmalari sebebiyle
ciftlik hayvanlarindan, sofralara uzanan gida zincirinde Gram pozitif bakterilerin kontrolU ciddi
Onem gostermektedir. (Aydin ve ark., 2011, Onni ve ark., 2010).
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2010-2011 yillari arasinda Amerika’nin 8 farkli eyaletinden toplanan perakende satigi
yapilan 3520 et 6rneginden 1032 (%29,8) S.aureus izole edilmigtir (Ge ve ark., 2017).
Calismamizda ise 41 et drneginden %6,5 oraninda Staphylococcus izolasyonu yapilmistir
(Cizelge 4.2).

Resende ve ark. Brezilya’da yaptiklari calismada, 7 farkli markadan aldiklari 35 yerel
Minas peyniri 6rneginden 208 gram pozitif bakteri izolati elde etmistir. Bunlarin 140’i
Enterococcus, 30’u Staphylococcus, 38’i ise Macrococcus caseolyticus’'tur (Resende ve ark.,
2018). Bizim calismamizda cesitli market ve mandiralardan toplanan 60 peynir érneginden
61 Bacillus , 51 Staphylococcus ve 17 Enterococcus izole edilmistir (Cizelge 4.2).

Sanlibaba ve arkadaslari 122 tavuk 6rneginden 97 Enterococcus, Yilmaz ve ark.
(2016) ise tavuk orneklerinden 105 (103 E.faecalis, 1 E. hirae, 1 E. faecium), kirmizi et
orneklerinden 100 (100 E.faecalis) olmak lzere 205 Enterococcus izolasyonu yapmistir
(Yilmaz ve ark., 2015). Arastirmamizda 18 ¢ig tavuk 6rneginden 10 Enterococcus, 41 et
orneginden 29 Enterococcus izolasyonu yapilmistir (Cizelge 4.2).

Hammad ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis oldugu calismada, 100 sit ve st
orneklerinden 120 Enterococcus izolasyonu yapilmistir (Hammand ve ark., 2015). Bizim
calismamizda 73 (60 peynir ve 13 ¢ig sut) st ve sit Grinlerinden 19 Enterococcus izole
edilmistir (Cizelge 4.2).

16S rDNA sekans analizi, mikroorganizmalarin tanimlanmasi igin basit ve yaygin bir
yontemdir ve bu genin bazi bdlgelerinin iyi korunmasina ragmen, diger bdlgeler, tim canl
organizmalari hedef alan problardan gruba ve tire 6zgl problara kadar cesitli 6zelliklerde
nidkleik asit problarinin tasarimina temel olusturan buylk cesitlilik gostermektedir. Bu
anlamda, Bacillus suglarinin tanimlanmasi igin, 16S rDNA geninin degisken bdlgesine
hedeflenen farkli primerlerin, geleneksel pzr, gergek zamanl pzr, mikrodiziler ve benzerleri
icin kullanilabilecedi rapor edilmistir. Bununla birlikte, bazi durumlarda, 16S rDNA nukleotit
sekanslarindaki benzerlikler nedeniyle, B. cereus'un Bacillus'tan ve B. subtilis'in Bacillus
amiloliquefaciens'ten ayirt edilmesinde buyuk zorluklar vardir (Fernandez-No ve ark., 2015).

Bacillus cinsi fenotipik olarak heterojen, fizyolojik, metabolik ve filogenetik olarak
cesitli turlerden olusur. Bu gram pozitif, spor olusturan bakterilerin morfolojik karakterlerine,
sporulasyonlarina, gesitli bilesiklerin kullanimi ve bozulmasina, rDNA homolojisine, DNA baz
kompozisyonuna vb. dayali olarak tanimlanmasi ve siniflandiriimasi igin pek ¢ok calisma
yapilmistir (Rai ve ark., 2015).

Genom iginde dagilan tekrarlayan elementlerden faydalanan bakteri tiplendirme
yontemleri (ERIC,BOX,ARDRA-PZR), genetik c¢esitliligi degerlendirmek igin daha
kullanighdir. Ayrica, bakteri gruplarinin metabolik cesitliliginin belirlenmesi, cesitliligi ortaya
cikarmak igin tek lokus spesifik marker sistemi kullanmak yerine daha faydali bir yontem
olabilir. Ornegin Rai ve ark.nin yapti§i galismada, Bacillus izolatlarinin karbonhidrat
fermantasyon Ozelliklerine gére siniflanmasi, ARDRA-PZR siniflandirmalari ile %100
benzerlik gdstermistir (Fernandez-No, Bohme ve ark., 2015, Rai ve ark., 2015, Mohkam,
Nezafat ve ark., 2016).

Bu bilgilere dayanarak BBL Crystal bakteri tamlama kiti ile 16S dizi analizinde
aldigimiz sonuglarin farkli olmasinin ¢ok degisik bir durum olmadigini sdyleyebilmektedir.
Bacillus izolatlarinin tam bir tar tanimlamasi i¢in bircok 16S dizi analizi, recA ve rpoB genleri
dizi analizleri (Mohkam, Nezafat ve ark., 2016), tekrarlayan element analizleri (Fernandez-
No, Béhme ve ark., 2015), karbonhidrat fermentasyon ozellikleri (Rai ve ark., 2015) vb.
yontemlerin bir veya birkaginin bir arada yapilmasi gerektigi sonucu ¢ikarilabilmektedir.
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Galismamizda,79 Enterococcus izolatinin 64’G BBL Crystal bakteri tanimlama Kkiti ile
ayni sonuglari vermigken, BBL Crystal bakteri tanimlama kiti ile tanimlanamayan 5
Enterococcus spp. suslarn E.faecium(l), E.lactis(1), E.durans(l) ve E.faecalis(2) olarak
tanimlanmistir. 16S rDNA dizi analizine gore, 79 Enterococcus sugunun, 47’si E. faecium,
15’ E. faecalis, 6’si E. hirae, 3’li E. gallinarum, 3’li E. lactis, 3’li E. durans ve 2’si E. avium
olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.19). BBL Crystal tanimla kiti ve 16S rDNA dizi analizi ile elde
edilen tanimlama sonuclari karsilastiriirken, 15 izolatin BBL Crystal tanimla Kkiti ile
tanimlamasi, 16S rDNA sekanslamasi ile uyumlu olarak bulunmamistir.

2013-2014 yillari arasinda Pekin'de cesitli inek ciftliklerinden toplanan ¢ig sut ve
cevresel 6rneklerden, 92 Bacillus cereus benzeri izolat elde edilmistir. Bunlarin 88’i B.cereus,
4’0 B.thrungiensis olarak 16s dizi analizi yontemiyle belirlenmistir (Cui ve ark., 2016).
Arastirmamizda toplam 132 gida 6rnedinden 83 Bacillus izole edilmistir. 16 srDNA dizi
analizi ile tanimlamada 28 B.licheniformis, 7 B.subtilis, 7 B.pumilus, 2 B.safens,1
B.glycinifementans, 1 B.circulanse, 1 B. mojavensis, 1 B.thuringiensis ve 1 B.cereus izole
edilmistir (Cizelge 4.2-4.18).

Glney Kore’de Mayis-Temmuz 2014 tarihleri arasinda gesitli marketlerden toplanan
39 organik sebze drneginden 30 farkli B. thrungiensis izolasyonu yapilmistir (Kim ve ark.,
2017). Bizim calismamizda da 132 gida 6rneginden 1 adet B. thrungiensis izolasyonu
yapiimigtir (Cizelge 4.18).

Arastirmamizda 16 sRNA dizi analizi ile yapilan adlandirmada, izole edilen 79
Enteroccus’ta en yaygin tur E. faecium (n=47) ve E. faecalis (n=15) olarak saptanmistir.
Kasimoglu ve ark. yaptigi calismaya paralel olarak E. faecium, Tlrkiye'de tavuklardan en sik
izole edilen tir oldugunu bildigmistir (Kasimoglu Dogru ve ark., 2010). Ote yandan, bazi
yazarlar E. faecalis'i baskin tur olarak bildirmiglerdir (McGowan ve ark., 2006; Frazzon ve
ark., 2010; Aslam ve ark., 2012; Jahan ve ark., 2013; Klibi ve ark., 2013; Pasevento ve ark.,
2014) (Cizelge 4.19).

Madanipour ve ark., et érneklerinden izole edilen 181 Enterococcus susunu 16 sRNA
analizi ile tanimlayarak 100 E.faecium ve 81 E.faecalis olarak adlandiriimistir (Madanipour
ve ark., 2017). Cesitli gida érneklerinden izole ettigimiz 79 Enterococcus susunun, 16S rDNA
dizi analizine gére, 47’si E. faecium, 15’ E. faecalis, 6’si E. hirae, 3’ E. gallinarum, 3’li E.
lactis, 3’ E. durans ve 2’si E. avium olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.19).

Antimikrobiyal maddelerin (antibiyotik, antiseptik ve dezenfektan) besi hayvanlarinda
kullanilmasi, et, sut ve Urdnlerinin  tiketilmesi yoluyla, direngli bakterilerin insan
gastrointestinal sistemine girmesine ve direng genlerini bagirsaktaki patojenik ve patojenik
olmayan bakterilere aktarmasina sebep olmaktadir (Aydin ve ark., 2011).

Ogbolu ve ark.’nin Nijerya’da 16’s1 S.aureus 9'u KNS olmak tzere 25 Staphylococcus
ve 25 Enterococcus izolatiyla disk diflizyonla yaptig1 ¢calismada, Staphylococcuslarin 11’inde
tetrasiklin, 11’inde eritromisin 17’sinde gentamisin direnci belirlenmistir. Enterococcuslarin
ise 18’ tetrasikline direncli bulumus eritromisine direncli izolat bunmamistir. Gentamisin
antibiyotigi disk diflizyon testi icin ‘uygulanamaz’ olarak belirtiimistir (Ogbolu ve ark. 2018).
Bizim calismamizda, izole edilen 77 Staphylococcus'un 19'u tetrasiklin, 2’si eritromisin
antibiyotiklerine direngli olarak saptanirken gentamisin antibiyotigine butun Staphylococcus
suslari duyarli olarak bulunmustur. Ayrica izole edilen 79 Enterococcus’un 17’si tetrasikline
ve 64’0 eritromisine direngli olarak saptanmistir (Cizelge 4.3).

2010-2012 yillari arasinda Kore Cumhuriyeti’nde yapilan bir galismada, 162 fermente
soya fasulyesi Griininin 110’'undan B.cereus izolasyonu yapilmistir. izole edilen tim
bakterilerin penisilin ve ampisiline direngli, gentamisin, eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol
ve siprofloksasine duyarl olduklari tespit edilmistir (Kim ve ark., 2015). izole ettigimiz 83
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Bacillus susunda %38.5 ampisiline, %10.8 gentamisine, %14.5 eritromisine, %3.6 tetrasiklin
antibiyotiklerine direng saptanarak, ilgili calisma ile paralellik saglanmamistir (Cizelge 4.3).

Citak ve Duman 2007 yillinin Subat-Temmuz aylari arasinda 105 c¢i§ tavuk
orneginden 195 Staphylococcus izole etmislerdir. Bunlarin 92’si S.aureus, 103’0 KNS olarak
belirlenmistir. S.aureus izolatlarinin %36,9'u eritromisine, %26,2’si penisiline, %40,2’si
tetrasikline, %31.5'u siprofloksasine, %2,2’si kloramfenikole, KNS izolatlarinin %41,7’u
eritromisine, %5’i penisiline, %29,1’i tetrasikline, %21.3’u siprofloksasine, %9,7’si
kloramfenikole direncli olarak belirlenmistir (Citak ve Duman, 2011). Bizim calismamizda
izole edilen Staphylococcuslar %24.7°G tetrasikline, %16.9'u ampisiline ve %2.6’si
eritromisine direngli olarak saptanarak, bu arastirmaya goére diren¢ oranlari daha azdir
(Cizelge 4.3).

Glikopeptidler immun sistemi zayif ya da bastiriimis bireylerde birka¢c enfeksiyona
karsi en son gare olarak kullanilan antibiyotiklerdir. Enterococcus’larin glikopeptit direnci
olusumu ve yayihiminin, bir glikopeptit olan avoparsin antibiyotiginin besi hayvanlarinda
blyime ve gelismeyi uyarici bir ajan olarak kullanilmasindan kaynaklandigi one
surtlmektedir. Ciftlik hayvanlari icin 6zellikle tavuk yemlerinde glikopeptitlerin antimikrobiyal
buyime hizlandirici olarak kullanilmasiyla Avrupa’da gida kaynaklarindan, giftlik
hayvanlarindan ve c¢evreden VRE izole edilmesi arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir
(Devriese ve ark., 1996). Farkli Ulkelerde vankomisin direncli Enterococcus (VRE) gérilme
sikhgi, hayvancilikta antibiyotik kullanimiyla ilgili farkh politikalardan kaynaklaniyor
olabildigini bildiriimislerdir. ilk VRE insidansi 1988 yilinda Avrupa Ulkelerinde bildiriimis ve
daha sonra diger llkelerde sik¢ca saptanmistir (Aslam ve ark., 2012; losifidis ve ark., 2013).
Avoparsin, hayvansal Uretimde bir buyime promotori olarak kullanilan vankomisinin benzer
bir glikopeptitidir. VRE yayginhgi, 1997'de Avrupa ulkelerinde (Barbosa ve ark., 2010) ve
Turkiye'de 1999'da Turkiye'deki avoparsin kullaniminin yasaklanmasinin bir sonucu olarak
onemli dlciide azalmistir (Kurekgi ve ark., 2016). Bizim ¢alismamizda da VRE %2.5 oraninda
saptanmis olup bu oran dusik gibi gériinsede halk saglgi acisindan ciddi tehlike arz ettigi
dusunulmektedir (Cizelge 4.4).

Sanlibaba ve ark.’nin (2018), 122 tavuk 6rneklerinden izole ettigi 97 Enterococcus
izolatinin disk difizyon ydntemi ile yapmis oldugu ¢alismada, kanamisin (%98.96), rifampisin
(%80.41), ampisilin (%60.82), eritromisin (%38.1), siproflaksasin, tetrasiklin (%9.27), penisilin
(%8.24), kloramfenikol (%3.09), gentamisin (%2), streptomisin (%1) antibiyotiklerine direng
saptanirken, vankomisin antibiyotigine ilgili izolatlarin hepsi duyarl olarak bulunmustur
(Sanlibaba ve ark., 2018). Arastirmamizda, cesitli gida o6rneklerinden izole edilen 79
Enterococcus susunda, %89.8 sefkuoinom, %81 eritromisin, %44.3 enroflaksasin, %21.5
tetrasiklin, %16.4 ampisilin, %10.1 vankomisin, %2.5 gentamisin antibiyotiklerine diregli
olarak saptanmistir (Cizelge 4.3).

inek siitl ile Kang ve ark.’nin (2013), yaptiklari calismada, 245 Enterococcus izolatinin
%44.1 ampisiline, %79.2'si eritromisine, %76.3'U tetrasiklin, %36.3'U kloramfenikol direnci
tespit ederken, vankomisin ve siproflaksasin antibiyotiklerine bitlin suslar duyarli olarak
saptanmistir (Kang ve ark., 2013). Bizim g¢alismamizda Enterococcus izolatlarindan
eritromisin  (%81), tetrasiklin (%21.5), ampisilin (%16.4) ve vankomisin (%10.1)
antibiyotiklerine diren¢ saptanmistir (Cizelge 4.3).

Cesitli kaynaklardan 1696 E. faecalis ve 452 E. faecium izolasyonu yapan Wang ve
ark. (2013), yapmis oldugu ¢alismada, cesitli antibiyotiklere karsi 2002-2010 yillari arasinda
antibiyotik direncini arastirmigtir. Sonug olarak E. faecalis turlerinde yillara gore antibiyotik
direncinde artis yok iken, E. faecalis turlerinde yillara gére antibiyotik direncinde artis
g6zlenmekte, ayrica vankomisin antibiyotigi diren¢ yillara gére artmaktadir (Wang ve ark.,
2013). izole ettigimiz 79 Enterococcus susunda %10.1 oraninda vankomisine direngli sus
saptanmistir(Cizelge 4.3).
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Cig ve islenmis etlerdeki bakteri kontaminasyonunu ve bu bakterilerin gesitli 19
antibiyotige karsi antibiyotik direngliligi arastiran Gousa ve ark. (2010), izole edilen 428
izolatin, 57’si Enterococcus spp. olarak tanimlamistir. Toplam Enterococcus izolatinin,
%42.1’inin antibiyotik direncliligi yiksek olarak tespit edilmis ve %21.1’inin vankomisine karsi
direncli olarak tespit edilmistir (Gousa ve ark., 2010). Bizim ¢calismamizda ise Enterococcus
izolatlarindan sefkuinom (%89.8), eritromisin (%81), enroflaksasin (%44.3), tetrasiklin
(%21.5), ampisilin (%16.4) ve vankomisin (%10.1) ve gentamisin (%2.5) antibiyotiklerine
direng saptanmistir. Gousa ve ark. ¢alismalari ile vankomisin direng varligi uyumlu sonug
goOstermistir. Gida drneklerinden vankomisin antibiyotigine  direncli Enterococcus izole
edilmesinin hasta sagligi agisindan tehdit olusturdugu bilinmektedir (Cizelge 4.3).

Citak ve ark. (2005), yapmis oldugu calismada beyaz peynir ve ¢ig sttten izole edilen
158 E. faecalis susunun %67’si vankomisin, %58.2’si teikoplanin, %91.1’i eritromisin,
%94.9’u okzasilin, %93.7’si streptomisin antibiyotiklerine direncli olarak saptanirken, izole
edilen 76 E. faecium susunun %85.5'i vankomisin, %46’si teikoplanin, %92.1’i eritromisin,
%94.7’u okzasilin, %92.1’i streptomisin antibiyotiklerine direncli olarak saptamigtir (Citak ve
ark., 2005).

Citak ve ark. (2005), yapmis olduklari calismada c¢ig sutten izole edilen 177
Enterococcus izolatinin antibiyotik direnglilikleri arastiriimistir. Bu suslarin %42’si ampisilin,
%68’i seftriakson, %59u kloramfenikol, %48’i siproflaksasin, %86’si eritromisin, %68’
gentamisin, %67’si imipenem, %95’i okzasilin, %730 rifampin, %97’si streptomisin, %44l
teikoplanin, %45’i tetrasiklin, %37’si vankomisin antibiyotiklerine direncli olarak saptamistir
(Citak ve ark., 2005).

Citak ve ark. (2004), yapmis olduklari ¢calismada izole edilen Enterococcus suslarinin
antibiyotik direnclilikleri Kirby-Bauer disk diflizyon ydntemi ile saptanmistir. Bu suslarin
%86.1’i vankomisin, 66.3’'0 teikoplanin, %93’U eritromisin, %89.1'i streptomisin, %43.5'i
gentamisin, %88.1’i okzasilin, %30.6’s1 ampisilin, %32.6’s1 imipenem, %55.4’0 tetrasiklin,
%79.2’si kloroamfenikol, %56.4’G rifampin antibiyotiklerine direncli olarak saptamistir (Citak
ve ark., 2004).

Bizim calismamizda ise cesitli gida Orneklerinden izole edilen 79 Enterococcus
izolatlarindan sefkuinom (%89.8), eritromisin (%81), enroflaksasin (%44.3), tetrasiklin
(%21.5), ampisilin (%16.4), vankomisin (%10.1) ve gentamisin (%2.5) antibiyotiklerine direng
saptanmistir. Citak ve ark.larinin g¢aligsmalar ile vankomisin direng varliginin olmasi ile
uyumlu sonug gostermistir (Cizelge 4.3).

Ge ve ark. yaptiklari galismada izole ettikleri 1032 S.aureus izolatinin %0,6’sinda
gentamisin, %12,6’sinda eritromisin  %54,1’'inde tetrasiklin, %®69,8 penisilin direnci
belirlemiglerdir (Ge ve ark., 2017). Bizim ¢alismamizdaki Staphylococcus izolatlarinda ise
gentamisin ve eritromisin direnci belirlenmemis, tetrasiklin direnci %23,4, ampisilin direnci ise
%5,2 olarak belirlenmigtir. Penisilin ve ampisilin ayni grup antibiyotik oldugundan
karsilastirma yapmak uygundur. Calismamizda Ge ve ark. gére daha az izolat oldugu igin ve
yuzdeler yakin degerler gosterdigi igin, bu ¢alisma bizim ¢alismamizla eritromisin, gentamisin
ve tetrasiklin agisindan benzerlik, ampisilin direnci agisindan farklilik géstermektedir (Cizelge
4.4).

Nijerya’da, Ogbolu ve ark.’nin klinik érneklerden izole edilen 25 Staphylococcus ve 25
Enterococcus’larin  MIK yoéntemi ile eritromisin  antibiyotiine direng arastiriimis,
Staphylococcuslarin  8'inde, Enterococcuslarin 7’sinde 8 upg/ml ve usti MIK degeri
belirlenmistir (Ogbolu ve ark., 2018). Bizim calismamizda yapilan MIK yéntemi ile
Staphylococcuslarda eritromisin direnci belirlenmezken, Enterococcuslarda 47 (%59,5)
izolatta eritromisin direnci saptanmigtir (Cizelge 4.4).
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2012 yilinda Sudan’da ekmek mayalamada kullanilan starter kiltirlerden izole edilen
85 Bacillus izolati ile yapilan g¢alismada, 38 B. licheniformis izolatinin %50’si eritromisine,
%63’U kloramfenikole, 18 B.sonorensis izolatinin %94’ kloramfenikole direngli bulunmustur.
Gentamisin ve tetrasikline direngli izolat bulunmamistir, eritromisin direngli izolatlarda ermA,
ermB, msrA ve msrB genleri negatif bulunmustur(Adimpong ve ark., 2012). izole ettigimiz
Bacillus’larda eritromisin (%8.4), gentamisin (%9.6) ve tetrasiklin (%1.2) direnci dusuk
oranda bulunmustur. Eritromisin direncli Bacillus izolatlarimizda ermA, msrA, msrA/B genleri
negatif bulunmugken 1 izolatta ermB geni pozitif bulunmustur (Cizelge 4.21-4.22-4.23).

Belgika’da 2012 yilinda yayinlanan, 7 farkh inek ciftliginden toplanan inek sutleri ve
cevresel dérneklerden izole edilen 366 KNS izolatiyla yapilan galismada tir tanimlamalari
yapilmis, antibiyotik direncleri ve c¢esitli direng genleri arastiriimistir. Toplamda 22 farkh tir
KNS izolati elde edilmigtir. Cogaltiimis parca uzunluk polimorfizm (AFLP) parmak izi
analizlerine gore 82 izolatin oldugu bir altgrup olusturulmus ve bunlarin fenotipik ve genotipik
duyarhliklar test edilmistir. Test edilen tUm izolatlar sefalotin ve gentamisine duyarli, sadece
1 izolat enrofloksasine orta direncli olarak belirlenmistir (Piessens ve ark., 2012). Bu acidan
bu arastirma, bizim ¢alismamizla paralellik géstermektedir. Arastirmada 19 izolatta (%23,2)
eritromisin direnci belirlenmigtir, bizim ¢alismamizda Staphylococcus izolatlarinda eritromisin
direnci belirlenmemistir (Cizelge 4.21).

2013-2014 yillan arasinda Pekin’de cgesitli inek ciftliklerinden toplanan c¢ig st ve
cevresel érneklerden, 92 Bacillus cereus benzeri (88 B.cereus,4 B.thrungiensis) izolat elde
edilmistir. izolatlarin %98’i ampisiline, %17,4’i tetrasikline direncli, %25’ tetrasikline, %75'i
eritromisine orta direncli, %100’G gentamisin ve siprofloksasine duyarli olarak belirlenmistir
(Cui ve ark., 2016). Arastirmamizda da ampisilin (%38.6) direncinin yliksek oranda, tetrasikin
(%1.2), gentamisin (%9.6) ve eritromisin (%8.4) direncinin az oranda bulunmasi bu arastirma
ile paralellik gostermektedir (Cizelge 4.4).

Afrika’da gram pozitif koklar ile yapilan c¢alismada, eritromisin direncliligi %38
oraninda saptanmistir. (Nyasulu ve ark., 2012). Eritromisin makrolid grubunda énemli bir
antibiyotik grubudur. Ozellikle nazokomiyal patojenlerde tedavi edici olarak kullanilir.
Eritromisin direncinin olusma sebeplerinden bir tanesi de insan ve veteriner hekimliginde
sikga kullanilmasi olarak yorumlanmistir. (Ogbolu ve ark., 2018) Bizim calismamizda
(%22.6) oraninda eritromisin direnci yiksek oranda saptanarak Nyasulu ve ark ¢alismasi ile
paralel sonu¢ gdstermis olup, eritromisin antibiyotiginin insan ve veteriner hekimlikte
bilingsizce kullaniimasindan dolayi diren¢ oraninin yiksek oldugu dusunilmektedir (Cizelge
4.4).

Klibi ve ark. yapmis oldugu ¢alismada; Enterococcus izolatlari arasinda hayvancilikta
yaygin olarak kullanilan eritromisin ve tetrasiklin direncinin diasik oldugu gorulmugtir
(sirasiyla% 38.14 ve% 9.27) (Klibi ve ark., 2013). izole ettigimiz Enterococcus’larda Klibi’nin
calismasindan farkli olarak eritromisin (%59.5) ve tetrasiklin (%21.5) direnci yuksek
saptanarak uyumlu sonug elde edilmemigtir (Cizelge 4.4).

Klinik érneklerden Lins ve ark.’nin izole etti§i 20 E.faecalis susunda vankomisin
antibiyotigi duyarl olarak saptamistir (MIC>4). 14 izolatta tetrasiklin antibiyotigine direngli
(MIC>64) olarak saptanmistir(Lins ve ark., 2013). Bizim c¢alismamizda vankomisin
antibiyotigine direng (%2.5) bulunarak Lins‘in sonuglari ile paralellik gdstermezken, tetrasiklin
antibiyotigine direng (%21.5) saptanarak bizim sonuclarimizla paralellik gdstermistir(Cizelge
4.4).

Dinya saglik érgltine goére (WHO) Enterococcus ve E.coli nin igme suyundaki varhigi
fekal kirlenmenin indikatort oldugunu bildirmistir. Nam ve ark. (2013), su 6rneklerinden izole
edilen Enterococcus spp. turlerinde PCR ile saptamasi yapilarak suda fekal kirlenmenin
varligi arastirimis ve siproflaksasin, eritromisin, streptomisin, teikoplanin antibiyotiklerine
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direng saptanirken vankomisin antibiyotigine duyarli olarak bulunmustur (Nam ve ark., 2013).

Peynir Ornekleri ile Pienz ve ark.(2015)nin yaptigi c¢alismada izole edilen
Enterococcuslarda antibiyotik direng genleri ve virllens faktorleri arastiriimistir. Eritromisin,
tetrasiklin, vankomisin, gentamisin antibiyotiklerine hepsi duyarli ve direng genleri
saptanmamistir (Pienz ve ark., 2015). Arastirmamizda, (%59.5) eritromisin, (%54.4)
sefkuinom, (%21.5) tetrasiklin, (%12.6) enrofloksasin, (%2.5) vankomisin, (%1.3) ampisilin
antibiyotiklerine diren¢ saptanarak, msrA, msrA/B,ereA,mefA, tetK, tetlL,vanA,vanB, bal ve
mecA antibiyotik direng genleri bulunmustur (Cizelge 4.4-4.21-4.22).

Shrihari ve ark.(2011), klinik 6rneklerden izole edilen 54 Enterococcus sugun %46.29
siproflaksasin, %31.48 ampisilin, %29.62 penisiline direngli bulunurken, butin suslar
vankomisin antibiyotigine (MIC>4) duyarli olarak saptanmigtir. Bizim c¢alismamizda
eritromisin  (%59.5) ylksek oranda bulunurken tetrasiklin (%21.5) oraninda direng
saptanmistir. Ayrica 2 susta (%2.5) vankomisin direnci saptanmistir (Cizelge 4.4).

Giraffa ve ark. (2002), isvec'te perakende satisa sunulan tavuklardan izole edilen
Enterococcus turlerinde tetrasiklin, eritromisin ve vankomisin gibi antibiyotiklere karsi direng
tespit edildigini ve basitrasin, kloramfenikol, eritromisin, gentamisin, penisilin, rifampisin,
tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiklerine karsi direngli Enterococcus tarlerinin dilimlenmis
et, sucuk, biftek, domuz eti ve ¢ig etlerden izole edildigini bildirmistir (Giraffa ve ark., 2002).

2011-2013 yillar1 arasinda klinik drneklerden 96 Enterococcus izolasyonu yapan
Bhatt ve ark. (2015), ilgili izolatlarin 14’0 (%14.6) vankomisin antibiyotigine direncli (VRE)
olarak saptanmigtir (MIC>32). Ayrica 14 VRE izolatlarinin tamaminda vanA geni
saptanmistir (Bhatt ve ark. 2015). izole ettigimiz 79 Enterococcus izolatinin 2’sinde MIC
yontemi ile vankomisin antibiyotigine diren¢ saptanirken (Cizelge 4.4), Cizelge 4.22'de
belirtildigi gibi vanA (1 izolat) ve vanB (1 izolat) genleri saptanarak bizim calismamizla
uyumlu sonug elde edilmigtir.

Kara ve ark. (2015), klinik érneklerden izole edilen %1.55 oraninda vankomisin
direngli Enterococcus (VRE) tespit etmis ve bu oranin hastane enfeksiyonu igin yuksek
oranda oldugunu bildirmigtir. (Kara ve ark., 2015). Erdem ve ark. (2004), hastanede yatan
hastalardan izole edilen 17 Enterococcus faecalis ve 10 Enterococcus faecium susunun
aminoglikozidlere karsi yuksek derecede direngli oldugunu tespit etmiglerdir (Erdem ve ark.,
2004). Kara ve Erdem’in g¢alismalari ile uyumlu olarak, bizim g¢alismamizda vankomisin
direnci %2.5 oraninda saptanmistir (Cizelge 4.4).

Biyositler (antiseptik ve dezenfektanlar), saglik, gida gibi sektorlerde ortamlardaki
mikroorganizma yukunu ciddi oranda azaltarak kabul edilebilir saghk standartlari
olusturabilmek igin kullaniimaktadirlar. Bu maddeler diusik konsantrasyonlarda bile birgok
bakteri, mantar ve virls turine etki etmektedir. Fakat biyositlerin etkinligi birgcok faktérden
etkilenmektedir, bunlar, dogru konsantrasyon, ortamdaki organik madde ve oksijen orani,
biyodegredasyon gibi faktérlerdir. Bu faktérler dogru ayarlanmadiginda biyositlerin etkinligi
azalabilmekte veya tamamen kaybolabilmektedir. Bakterilerin biyositlerle uygun olmayan
kosullarda surekli kargilasmalari, antimikrobiyal ajanlara direng, ¢apraz direng veya ortak
direng gelistirmelerine sebep olmaktadir (Gadea ve ark., 2017).

Hughes ve Ferguson’un 198 klinik S.aureus izolati ve agar dilisyon metodu ile yaptidi
calismada, klorhekzidin maddesinin MiK deger araliklari 0,5-8 mg/L, triklosan MIK deger
araliklari ise <0,06-16 mg/L olarak belirlenmistir (Hughes ve Ferguson, 2017). Bizim
calismamizla karsilastinldiginda  (Cizelge 4.5-4.12)  Staphylococcus izolatlarinin
klorhekzidinde biraz daha ylksek MiK degeri gosterdigi, triklosanda ise bizim elde ettigimiz
MiK degerlerinin gok daha yiiksek (5 izolatta 512 pg/ml, 2 izolatta 128 ug/ml gibi) oldugunu
gbrmekteyiz. Bu sonug, gida ve hayvancilik sektdrlerinde biyosidal maddelerin bilingsiz ve
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kontrolstiz olarak kullaniliyor olabilecegine isaret etmektedir (Cizelge 4.5).

ispanya’da kiiclk orta isletmelerde Uretilen cesitli peynirlerden izole edilen, icinde
Bacillus, Enterococcus ve Laktik asit bakterileri bulunan 80 gram pozitif bakteri ile yapilan
calismada, benzalkonium klorid MiK degerleri 2,5-50 mg/L, triklosan MIK degerleri 2,5-7,5
mg/L, hekzaklorofen MIK degerleri 5-10 mg/L arasinda belirlenmistir (Marquez ve ark.,
2017). Benzalkonium klorid MiK degerleri bizim ¢alismamizla benzerlik géstermis olmasina
ragmen, triklosan ve hekzaklorofen MiK degerleri bizim ¢alismamizda ¢ok daha yiiksek
belirlenmistir. Marquez ve ark. makalelerinde bu degerlerin azalmis biyosit duyarlihigina
isaret ettigini belirtmislerdir. Bu sebeple bizim calismamizdaki izolatlarda da ciddi sekilde
azalmig biyosit duyarliligi oldugu sdylenebilmektedir (Cizelge 4.5).

Aykan ve ark.nin 2013 yilinda hastane enfeksiyonu etkeni, metisilin direncli 69 S.
aureus izolatiyla yaptiklari ¢alismada, izolatlarin benzalkonium kloriir ve klorhekzidin MiK
degerlerini 2-4-8 pg/ml araliginda belirledikleri goralmastar (Aykan ve ark., 2013). Bizim
sonuclarimizda Staphylococcus izolatlarinda benzalkonyum klorirde 1 izolatta 128 ug/ml
olmasina ragmen diger izolatlarin MiK deger araliklari 0,5-4 ug/ml, klorhekzidin de de yine 1
izolatta 32 pg/ml olmasina ragmen diger izolatlarin MiK deger araliklari 0,5-4 ug/ml
bulunmustur. Bu sebeple sonuclarimizin paralel oldugu soylenebilmektedir (Cizelge 4.5).

2014 yilinda Libnan’da bdlgesel bir hastanenin cesitli bolgelerinden izole edilen 86
gram pozitif bakterinin biyosidal direnci calisiimistir. Biyositlerin piyasada kullanilan
konsantrasyonlari baz alinarak seri dillisyon yapilip 24-48 saatte tGremeleri MiK yontemi ile
incelenmigtir. 31 S.aureus izolatinin %12,9u kuaterner amonyum bilesigi iceren
dezenfektana, %20,1’i sodyum hipokloride direncli olarak bildirilmis, povidon iyodine direng
bulunmamigstir.31 KNS izolatinin %6,5’i kuaterner amonyum bilesigi iceren dezenfektana,
%6,5’u sodyum hipokloride direngli olarak bildirilmis, povidon iyodine diren¢ bulunmamistir.
16 Bacillus izolatinin %31,3’0 kuaterner amonyum bilesigi iceren dezenfektana, %31,3'U
povidon iyodine, %25’i sodyum hipokloride direngli olarak bildirilmistir (Jomha ve ark., 2014).

Braga ve ark. (2013), domuz yetistirilen topraktan izole edilen 150 Enterococcusta,
en yuksek siklikla E.faecalis, E.faecium, E.hirae, E.casseliflavus, E.gallinarum, E.raffinosus,
Enterococcus spp. suslari izole edilmigtir. ilgili izolatlardan 41’inde vankomisin antibiyotigine
direng saptanarak. vanA ve vanB genleri tespit edilmigtir. Ayrica %6’sinda yuksek CHX ve
BC biyosit duyarlihdi tespit edilmistir. Vankomisin ile birlikte BCve CHX ’e direngli suslarin
tespit edilmesi halk sadligi agisindan blyuk tehlike olusturacagd: vurgulanmistir (Braga ve
ark., 2013). Bizim calismamizda %2.5 oraninda vankomisin direnci tespit edilmis olup
(Cizelge 4.4), vanA ve vanB genleri saptanmistir (Cizelge 4.22). Ayrica ilgili ¢galisma ile
uyumlu olarak BC (4-512 ug/ml) ve CHX (0.5-512 ug/ml) duyarliigi yiksek oranda
saptanmistir (Cizelge 4.5).

Organik gidalardan izole edilen 378 gram pozitif ve negatif bakteride, Fuentes ve
arkadaslari (2012) antibiyotik ve biyosit direnci arastirmigtir. Calisma sonucunda
bakterilerde, sefuroksim, amoksisilin ve eritromisin antibiyotiklerine ylksek direng
bulunmustur. Test ettikleri biyositlere (triklosan,benzalkolyum Kklorid,hekzadesilpiridinum
klorid, hekzaklorhekzidin, setrimid) yilksek MIK degeri gosteren 36 izolatin en az bir
antibiyotige direngli oldugu ve birkag biyosite birden yiiksek MIK gosteren izolatlarin da
antibiyotiklere daha direngli oldugunu belirtmiglerdir. Bu c¢alismanin sonucunda, organik
gidalarin antibiyotik direncli bakteriler icin bulas kaynagi olabilecegini ve biyosit direncinin
antibiyotik direncli bakterilerin artmasini kolaylastirabildigini ileri sirmuslerdir (Fuentes ve
ark., 2012).

Bhardwaj ve ark.(2018), vankomisine direngli Enterococcus (VRE) suslarinda

klorhekzidin biyositine 21 gun periyotlar ile duyarliiginin azaldigini saptamigtir. MIC degeri
2.9 yg/ml'den 19.6 pg/ml'a yikselmistir. Ayrica efluks pompa geni olan efrE saptanmigtir.
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Bizim galismamizda izole edilen Enterococcus suslarinda klorhekzidine duyarlihk MIC 0.5-
512 ug/ml araliginda ylksek oranda saptanarak ilgili calisma ile paralellik saptanmistir
(Cizelge 4.5). Ayrica calismamizda efluks pompa genleri varligi, toplam 79 Enterococcus
izolatinin 16 (%31.4)'sinde qacA/B, 9 (%17.7)inde acrB, 37 (%72.5)inde norE, 37
(%72.5)inde sugE, 35 (%68.6)'sinda efrA, 38 (%74.5)inde efrB, 18 (%35.3)’sinde mdeA, 2
(%3.9)'inde norB, 13 (%25.5)'unda sepA geni bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 4.24).

Arastirmamizda izole edilen ampisilin ve tetrasiklin direngli Staphylococcus
izolatlarinda, sodyum hipoklorit (781-25000 pg/ml), povidon iyodin (6250-50000 mg/l) ve
triklosan (128-512 ug/ml) biyositlerine yiiksek MiK degerleri belirlenmistir. Hekzaklorofen (1
izolat 512 pg/ml, digerleri hassas), klorhekzidin (0,5-1 pg/ml) ve benzalkonyum klorit (0,5-1
ug/ml) biyositlerine genelde diisiik MiK degerleri gostermiglerdir fakat yilksek MiK gésteren
az sayidaki izolatin tetrasiklin direncli oldugu goérilmektedir (Cizelge 4.5).

Ampisilin, eritromisin, tetrasiklin, gentamisin ve sefkuinom antibiyotiklerine direngli
Bacillus izolatlarinda, Staphylococcus izolatlarinin sonuglarina benzer olarak sodyum
hipoklorit (1563-25000 ug/ml), povidon iyodin (6250-50000 mg/l) ve triklosan (14 izolatta
512 ug/ml) biyositlerine genel olarak yilksek MiK degerleri belirlenmistir. Tetrasiklin direngli
bulunan 1 Bacillus izolatinin test edilen tiim biyositlere yiksek MIK degeri gosterdigi
belirlenmistir. Bacillus izolatlarinin hekzaklorofene genellikle duyarli olduklari fakat MiK
degeri belirlenen 11 izolatin 8’inin test edilen en yuksek konsantrasyona (512 ug/ml) direngli
oldugu gozlenmistir. Klorhekzidin (1-32 pg/ml) ve benzalkonyum klorit (1-8 pg/ml)
dezenfektanlarinin  MiK degerlerinin test edilen konsantrasyonlar icin orta direncli
diyebilecegimiz sinirlarda oldugu goértlmektedir (Cizelge 4.5).

Calismamizda eritromisin (%59.5), sefkuinom (%54.4), tetrasiklin (%21.5) direngli
Enterococcus izolatlarinda sodyum hipoklorit (781ug/ml-50 mg/ml ) ve povidin iyodin (6250
mg/I-50g/l) biyositlerine yiiksek MiK degeri goriimustiir. Ayrica izole edilen 2 vankomisin
direngli Enterococcus’un bir izolatinda sodyum hipoklorit (12500mg/ml) ve diger izolatinda
povidin iyodin (12500ug/ml) MIK degeri yuksek olarak saptanmigtir (Cizelge 4.5).

Rezerpin, 6zellikle Gram pozitif bakterilerde bulunan birgok efluks pompa proteinin
¢alismasini yarismali inhibisyon yoluyla engelleyen bir alkoloiddir. Staphylococcus, Bacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Listeria gibi birgok bakteride etkinligi yapilan
calismalarla belirlenmistir (Li ve ark., 2016). GUnimuzde antimikrobiyal direnci azaltmada
aktif olarak kullaniimamasina ragmen arastirmalar i¢in umut vadeden bir etken madddedir.
Arastirmalarda, ¢oklu antibiyotik direnci gdsteren bakterilerde ortama rezerpin eklenmesi ile
MiK degerinin 4 kat ve daha fazla oranda diigmesi, rezerpin etkinliginin gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Gibbons ve Udo, 2000).

Aragtirmamizda Staphylococcus ve Bacillus izolatlarindan, ampisiline direncli 23
izolattan 7’sinde, eritromisine direngli 7 izolatin hepsinde, tetrasikline direncli 19 izolatin
5’inde, gentamisine direncgli 8 izolatin 2’sinde, sefkuinoma direngli 21 izolattan 8’inde,
rezerpin eklendikten sonra MIK degeri 4 kat ve daha fazla azalmistir (Cizelge 4.12). Bu
sonu¢ bu izolatlarda rezerpin duyarli efluks pompasi proteinlerinin  bulundugunu
dusundirmektedir.

Gibbons ve Udo’nun 2000 yilinda yaptiklari g¢alismada, yuksek tetrasiklin direnci
gosteren ve tetK geni pozitif oldugu belirlenen 2 farkl klinik MRSA izolatinin (MiK: 128 ug/ml)
MiK degerlerinin ortama 10 pg/ml rezerpin eklendikten sonra gézle goriliir bir miktarda
(MiK:32 pg/ml) azaldigi belirtiimistir (Gibbons ve Udo, 2000). Bizim galismamizda da
tetrasiklin direncli Staphylococcus izolatlarinda tetK geni pozitifligi tespit edilmis (%88,9)
(Cizelge 4.22), rezerpinin de tetrasiklin MiK degerini %27,8 oraninda 4 kat ve lzeri olacak
sekilde azalttigi belirlenmigtir (Cizelge 4.12). Efluks pompalarinin bakteri biyofilmlerinde
onemli oldugu ve biyofilm yapilarinda antimikrobiyal direncinden sorumlu mekanizmalardan

72



biri oldugu bildirilmistir.

Calismamizda Staphylococcus ve Bacillus izolatlarinin, toplamda 10’'unda sodyum
hipoklorit, 4’4nde hekzaklorofen, 9'unda klorkekzidin, 20’sinde triklosan, 13’Unde povidon
iyodin, 3’linde benzalkonyum klorit icin MiK degerlerinde 4 kat ve daha fazla azalma
goérulmustir (Cizelge 4.16). Bu sonuglar bu izolatlarda rezerpin duyarli efluks pompasi
proteinlerinin bulundugunu digundurmektedir. Cizelge 4.16’daki yuzdeler incelendiginde
rezerpinin % 24,7 ile en ¢ok triklosanda duyarliigi arttirdigi, %16, %12,3 ve %11,1 ile
povidon iyodin, sodyum hipoklorit ve klorhekzidinin sirasiyla onu takip ettigi gortlmektedir.

Fuentes ve ark. 2014 yilinda organik gidalardan izole edilen 11 Bacillus, 25
Enterococcus ve 10 Staphylococcus izolatiyla yapilan ¢alismada, cesitli biyosidal maddelerin
MiK degerleri, bizim calismamizda oldugu gibi, ortama 25 pg/ml rezerpin eklendiginde,
benzalkonyum klorid icin 4 izolatta, hekzaklorofen igcin 14 izolatta, klorhekzidin icin 19
izolatta, triklosan igin 2 izolatta 4 kat ve daha fazla azalmistir (Fuentes ve ark., 2014). Bu
c¢alismanin sonuglari bizim ¢calismamizla paralellik géstermektedir (Cizelge 4.16).

Calismamizda Enterococcus izolatlarinda, eritromisine direncli 47 izolatin 26’sinda,
sefkuinoma direncli 43 izolatin 5’'inde, tetrasikline direncli 17 izolatin 3’linde, vankomisine
direncli 2 izolatin 2’sinde, ampisiline direngli 1 izolatin 1’inde, rezerpin eklendikten sonra MiK
degeri 4 kat ve daha fazla azalmistir (Cizelge 4.12). Bu sonug bu izolatlarda rezerpin duyarli
efluks pompasi proteinlerinin bulundugunu distndirmektedir.

Arastirmamizda 79 Enterococcus izolatinin, 8i sodyum hipoklorite, 8 klorkekzidine,
8'i triklosana, 5'i hekzaklorofene, 6’si benzalkonyum klorit ve 1’i povidon iyodin igin MiK
degerlerinde 4 kat ve daha fazla azalma gortlmustir (Cizelge 4.16). Bu sonuglar bu
izolatlarda rezerpin duyarl efluks pompasi proteinlerinin bulundugunu distndirmektedir.

Seasotiya ve ark. (2014) yapmis oldugu calismada, Efluks pompa sisteminin
antimikrobiyal direncglilikte énemli bir mekanizma oldugu ve antimikrobiyallere karsi c¢oklu
direng sagladigini bildirmigstir. Siproflaksasin ve oksasilin antibiyotiklerine direncli suslarda
inhibitdr olarak piperin ve plumbeg kullanmis olup izole ettigi 17 Enterococcus susunda ilgili
inhibitorlere herhangi bir etki saptayamazken, 6 Bacillus susunun 5’'inde, 5 Staphylococcus
susunun 3’Unde ilgili inhibitorlerin etkisini saptamistir (Seasotiya ve ark., 2014). Bizim
¢alismamamizda inhibitdér olarak rezerpin kullanilmis olup, Staphylococcus, Bacillus ve
Enterococcus izolatlarindan, ampisiline direncgli 24 izolattan 8’inde, eritromisine direngli 54
izolatin 33’Unde, tetrasikline direngli 36 izolatin 8’'inde, gentamisine direngli 8 izolatin 2’sinde,
sefkuinoma direncli 64 izolattan 13’inde, vankomisine direncli 2 izolatin 2’sinde, rezerpin
eklendikten sonra MiK degeri 4 kat ve daha fazla azalmistir (Cizelge 4.12). Calismamizda
Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus izolatlarinin, toplamda 18’'unda sodyum hipoklorit,
9'linde hekzaklorofen, 17'unda klorkekzidin, 28’sinde triklosan, 14’Ginde povidon iyodin,
3’tinde benzalkonyum klorit icin MiK degerlerinde 4 kat ve daha fazla azalma gérilmistir
(Cizelge 4.16).

Eritromisin direnci birgok mekanizma ile gelisebilmektedir. Bunlardan en sik goruleni
23S rDNA metilazi kodlayan erm (ermA, ermB, ermC) genlerinin mutasyonudur. Bir diger
mekanizma ise makrolid efluks pompa genleri (msrA, msrB, mefA) bulundurmadir (Ogbolu ve
ark., 2018). Calismamizin sonuglarina goére eritromisin direngli Bacillus izolatlarinin 1
(%16,7)inde ermB geni pozitif bulunurken, eritromisin direngli Enterococcus izolatlarinda ise
msrA (24,%64,9), msrA/B (1,%2,7), ereA (3,%8,1),ve mefA (9,%24,3) genleri pozitif
bulunmustur (Cizelge 4.21). tetK ve tetL genleri plazmidlerde kodlanan, Na* (K*)/ H" pompasi
ile enerji saglayan tetrasiklinlere direnci saglayan proteinleri kodlamaktadir. Bu genleri
tasiyan Staphylococcus’larin ayni zamanda Na® stresi, alkali stresi vb. dis streslere dayanikli
oldugu bildirilmigtir. bla, beta laktamaz enzimini, mecA, ise alternatif bir penisilin baglama
proteinini (PBP) kodlayan genlerdir. Bunlar en g¢ok calisiimig beta laktam antibiyotiklere
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diren¢ saglayan genlerdir (Andersen ve ark., 2015). aac (6_)-le-aph(2_)-la, aph(2’_)-Ib, aph
(2’_)-Ic ve aph(2’_)-ld aminoglikozit grubu antibiyotiklere direnci saglayan enzimleri kodlayan
genlerdir. Enterococccus’larda iyi calisilan bu genler diger Gram pozitif bakterilerde de
bulunmustur (Vakulenko ve ark., 2003). Ayrica Enterococcus’larda vankomisin antibiyotigine
direng¢ saglayan van genleri genellikle plazmidler veya transpozonlarda yerlestigi ve boylece
horizontal gen transferi ile yayilmalarinin kolaylastirilacagi ileri strtimustir. En yaygin direng
genleri vanA ve vanB oldudu ve insan ve diger habitatlara aktarilabilir oldugu bildirilmistir
(Filaz ve ark., 2015).

Bakterilerde  kazanilmigs  antimikrobiyal direnci, birkag mekanizma ile
gerceklesmektedir fakat bu mekanizmalrin en &nemlisi ilaglarin disari pompalanmasini
saglayan efluks pompa proteinleridir. Efluks pompa proteinleri, 7 farkh stper aileye ayriimis,
yluzlerce farkli basit veya kompleks yapidaki proteinlerden olugsmaktadir. Bakterilerde bu
proteinlerden bir veya birkaginin bulunmasi ya da bu proteinlerin asiri ifade edilmesi dirence
sebep olmaktadir. Arastirmamizda, bu proteinleri kodlayan genlerin Gram pozitif bakterilerde
en ¢ok bilinenleri segilerek calisiimigtir.

Aykan ve ark.nin 2013 yilinda hastane enfeksiyonu etkeni, metisilin direngli 69 S.
aureus izolatiyla yaptiklar calismada, izolatlarin benzalkonyum klorlr ve Kklorhekzidin
dezenfektanlarina duyarliliklarinin azalmis ve 8 (%11,6) izolatin gacA/B geni pozitif oldugu
bulunmustur (Aykan ve ark., 2013). Bizim Staphylococcus izolatlarimizin sonuglari ile
karsilastirildiginda gacA/B pozitif 1 izolatimiz oldugu ve yuzde olarak (%3.4) daha az oldugu
soylenebilmektedir (Cizelge 4.24).

2006-2010 yillari arasinda Nakipoglu ve ark.’nin topladiklari 50 MRSA,50 MSSA
olmak uzere 100 klinik izolatla yaptiklari ¢calismada, MRSA suslarinin 18’inde (%36) smr
geni, MSSA suslarinin 2’sinde(%4) gacA/B geni saptamiglardir. MRSA suglarinda gacA/B,
MSSA suslarinda smr geni bulunamamistir (Nakipoglu ve ark., 2012). Bizim Staphylococcus
izolatlarimizda da qgacA/B geni (%3.4) az bulunmusken, smr geni %86,2 oraninda
bulunmustur (Cizelge 4.24).

Fernandes-Fuentes ve ark.nin 2014 yilinda organik gidalardan izole ettikleri 46 gram
pozitif bakteri (11 Bacillus, 25 Enterococcus ve 10 Staphylococcus) ile yaptiklari galismada,
ABC pompa grubundan efrA ve efrB genleri yuksek oranda pozitif bulunmustur. QAC
grubundan gacA/B ve smr sadece 2 Bacillus izolatinda pozitif bulunmustur. sugE geni 5,
mepA 7, sepA 3, norE 2, mdeA 1 izolatta, acrB geni tum izolatlarda pozitif bulunmusgtur
(Fuentes ve ark. 2014). Bizim calismamizda da efrA ve efrB genleri sirasiyla (%65.2) ve
(%68.9) oraninda ylksek saptanmistir. Ayrica qacA/B Satphylococcus (%3.4) Bacillus
(%9.6) ve Enterococcus (%31.4) suslarinda distkte olsa saptanmistir. Toplam 132 izolatta
(83 Bacillus, 79 Enterococcus ve 77 Staphylococcus) sugE geni 58, mepA 3, sepA 30, norE
88, mdeA 50 izolatta, acrB geni 28 pozitif bulunmustur (Cizelge 4.24).

Kang ve ark.’nin (2013), inek sutu ile yaptiklari ¢alismada 254 Enterococcus susunun
%82.1'i MFS ailesinden eme (A) genine, %72.7'si ABC ailesinden efrA genine, %77.1'i ABC
ailesinden efrB genine, %71.8'i ABC ailesinden lIsa geni tespit edilirken Enterococcus
turlerinde efluks pompa varliginin oldugunu bildirmigtir. Bizim ¢alismamizda efrA geni %72.7
ve efrB geni %77.1 oraninda saptanarak ilgili galisma ile uyumlu sonug saptanmistir (Cizelge
4.24).

Lerma ve ark., (2014), hayvansal ve bitkisel ¢esitli fermente gidalardan izole edilen E.
faecium ve E. faecalis suslarinin biyosid ve antibiyotik direnglilikte efluks pompa genleri
taranmisgtir. ABC ailesinden efrAB genleri E. faecalis suslarinda %100 tespit edilirken, E.
faecalis suslarinda %12 oraninda tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda ABC gen ailesinden
efrA geni %65.4 oraninda ve efrB geni %68.9 oraninda saptanmistir (Cizelge 4.24).

74



Hastane enfeksiyonu etkeni olan MRSA suslarinda PZR yontemi ile %11.6 (8/69)
oraninda qacA/B geni pozitifli§i saptanmis; klorhekzidin ve benzalkonyum Kklorur
solisyonunun %7’lik konsantrasyonlari gerek gacA/B geni tagiyan gerekse yiksek MiK (= 2
pg/ml) degerlerine sahip MRSA suslarinin hepsi igin bakterisidal etkili bulunmus; buna gore
direng genlerinin varliginin ve artmis MIK degerlerinin direng fenotipine yansimadigi
sonucuna varilmistir (Aykan ve ark., 2013).

Et Uretim zincirinden Rizzotti ve ark. (2016)'nin izole ettigi 9 E.faecalis ve 12 E.faecium
suglarinin biyosit ve antibiyotik direncliligi calisiimistir. Biyositlere duyarliigi azalmis ve
antibiyotik direncliligi yiksek oranda tespit edilmistir. Efluks pompa sistemi genleri ¢alisiimis
olup E.faecium’da gacA/B geni saptanmistir. Son zamanda antibiyotik ve biyosit direngliligi
arasindaki iliski kaygi olusturmasina ragmen ilgili calismada aradaki iliski i1limh bulunmustur
(Cizelge 4.24).

Ignak ve ark.(2017) gram pozitif koklarda (69 Staphylococcus ve 69 Enterococcus)
gacA/B, smr, qacG, gacH, gacJ genleri ¢alisildi. Staphylococcus izolatlarinda antimikrobiyal
direng genleri %71 oraninda saptanirken Enterococus izolatlarinin higbirinde ilgili efluks
genleri saptanamamistir. Staphylococcus’larda yuksek oranda smr geni (%86.2) saptanirken,
gacA/B (%3.4) oraninda saptanmistir (Cizelge 4.24).

Nijerya’da 25 klinik Enterococcus izolatiyla yapilan c¢alismada, eritromisin direncli
olarak belirlenen 7 izolatin hi¢ birinde ermA, ermB, mefA ve msrA genleri konvansiyonel pzr
ile bulunamamistir. 6 izolatta ise msrB geni bulunmustur (Ogbolu ve ark., 2018). Bu ¢alisma
ermA ve ermB geni bulunamamasi agisindan bizim c¢alismamizla benzerlik géstermesine
ragmen, bizim izolatlarimizda msrA (%55.8), msrA/B (%2.3) ve mefA (%20.9) genleri
bulunmasi sebebiyle calisma uyumlu degildir (Cizelge 4.21).

Ogbolu ve ark. (2018), 25 Staphylococcus ve 25 Enterococcus izolatlari ile yapmis
oldugu calismada, eritromisin diren¢ genleri olan mefA ve ermA tespit ediimezken, ermB,
ermC, msrA, msrB genleri saptanmistir. S. aureus suslarinda ermC geni ylksek oranda
tespit edilirken (%62.5), daha az sikhkla msrB (%50), msrA (%18.8) genleri saptanmigtir.
Enterococcus suslarinda ermC geni yuksek siklikla (%92) saptanmis olup, msrB (%24) geni
daha az siklikla saptanmistir. ermA, ermB, msrA ve mefA geni saptanmamistir. Bizim
¢alismamizda Enterococcus’larda yiksek siklikta msrA geni (24) daha sonra mefA (9), ereA
geni (3) ve msrAB (1) genleri saptanmis olup ermA, ereA genleri bulunmamistir.
Staphylococcuslarda ise ilgili genlerin higbiri saptanamamistir(Cizelge 4.21). Ayrica
Enterococcus izolatlarinda efluks pompa genleri olan gacA/B (%31.4), acrB (%17.7), norE
(%72.5), sugkE (%72.5), efrA (%68.6), efrB (%74.5), mdeA(%35.3), norB (%3.9),
sepA(%25.5) oraninda saptanmigtir. Staphylococcus izolatlarinda efluks pompa genleri olan
gacA/B (%3.4), acrB (%31), norE (%79.3), sugE (%44.8), efrA (%79.3), efrB (%72.4),
mdeA(%82.8), norB (%27.6), sepA(%51.7), smr(%86.2), mepA (%10.3), norA (%24.1)
oraninda saptanmistir(Cizelge 4.24). Bu genlerin gidalarda bulunan bakterilerdeki prevalansi
ve antimikrobiyal direnci ile iligkisinin belirlenmesi, antimikrobiyal direncinin yayiliminin
engellenmesi igin blylk 6nem tagimaktadir.

Duran ve ark., yapmis oldugu g¢alismada 298 Gram pozitif koklarin 165’i eritromisin
antibiyotigine direngli olarak saptanmigtir. Ayrica ermA, ermB, ermC ve msrA genleri tespit
edilmistir. Bizim ¢alismamizda Enterococcus suslarinda msrA (%64.9) geni saptanmis olup
(Cizelge 4.21) Duran ve ark. ¢alismasinda bulunan diger genlerin varligi bulunamamistir
(Duran ve ark., 2012).

2012 yilinda yayinlanan, Belgika’da 7 farkli inek ciftliginden toplanan inek sutleri ve
cevresel drneklerden izole edilen 366 KNS izolatiyla yapilan ¢alismada tur tanimlamalari
yapilmig, antibiyotik direncleri ve ¢esitli direng genleri arastiriimistir. Toplamda 22 farkl tar
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KNS izolati elde edilmigtir. Bu izolatlarda mecA (metisilin direnci) geni %11,7 (43/366)
oraninda pozitif bulunmustur (Piessens ve ark., 2012). Bizim calismamizda ise 13 beta
laktam direncli Staphylococcus izolatinin 1’inde (%7,7) mecA geni pozitif olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.22).

Klinik 6rneklerden Moura ve ark.(2013)'nin izole ettigi 71 Enterococcus izolatinin
22’sinde eritromisin diren¢ genleri (ermB, ermC) ve tetrasiklin direng genleri (tetM, tetlL)
saptanmistir. Klinik érneklerden direng genlerine sahip bakterilerin varligi kiresel bir problem
haline geldigini bildirmistir. Bizim arastirmamizda ermA ve ermB genleri saptanmamis olup
tetL geni %35.3 oraninda bulunmustur (Cizelge 4.21).

43 hastadan Lins ve ark. (2013)1 20 Enterococcus izolasyonu yaparak tetrasiklin
antibiyotigine direng geni olan tetM (%60) ve tetL (%20) genlerini saptarken vankomisin ve
eritromisin diren¢ geni bulunamamistir. Bizim ¢alismamizda izole edilen 79 Enterococcus
susunda tetrasiklin diren¢ geni olan tetL (%35.3), vankomisin direng geni vanA (%50), vanB
(%50) ve eritromisin direng genleri msrA (%64.9), msrA/B(%2.7), ereA (%8.1) oraninda
saptanmistir (Cizelge 4.21).

Unal ve ark. svap 6érneklerinden izole edilen 400 vankomisine direncli Enterococcus
(VRE) suslarinin  yalnizca 1 tanesinde vanA geni saptandi. VRE'nin hastane
enfeksiyonlarindan izolasyon sikliginin artmasi ve hayvanlardan oldugu kadar hayvansal
gidalardan da izole edilmeleri bu bakteriye verilen dnemin butin dinyada artmasina neden
oldugunu bildirmistir (Unal ve ark. 2010).

Yilmaz ve ark. (2016), 105 (103 E.faecalis, 1 E. hirae, 1 E. faecium), kirmizi et
orneklerinden 100 (100 E.faecalis) olmak Uzere 205 Enterococcus izolasyonu yapmistir. 205
izolatin 5’inde vankomisin direnci (VRE) saptanarak vanA, ermB, tetM, tetL diren¢ genleri
tespit edilmistir. Turkiye de yapilan ¢alismada gida drneklerinde vankomisin direncine sahip
Enterococcus turlerinin tespit edilmesi halk saghdi agisindan buyuk tehlike oldugunu
vurgulamaktadir. Cesitli gida érneklerinden izole ettigimiz 79 Enterococcus suglarinda %2.5
oraninda vankomisin direnci saptanarak, msrA (%64.9), msrA/B (%2.7), ereA (%8.1), mefA
(%24.3), tetK (%11.8), tetL (%35.3), vanA (%50) ve vanB (%50) genleri bulunmustur
(Cizelge 4.21).

Fuentes ve ark.nin 2014 yilinda organik gidalardan izole ettikleri 46 gram pozitif
bakteri (11 Bacillus, 25 Enterococcus ve 10 Staphylococcus) yaptiklari g¢alismada,
gentamisin direng genlerinden aac (6_)- le-aph(2_)-la 5, aph(2’_)-Ib 1, aph(2’_)-Id 4 izolatta
pozitif bulunmusken, aph(2’_)-lb pozitif izolat bulunmamigtir (Fuentes ve ark., 2014). Bizim
¢alismamizda sadece Bacillus izolatlarinda gentamisin direnci bulunmus olup sadece 1
izolatta aph(2’_)-lb (%12.5), aph (2'_)-lc (%12.5) ve aph(2’_)-ld (%12.5) genleri pozitif olarak
bulunmustur (Cizelge 4.23).

2018 yihinda Brezilya’da yumusak peynirlerden izole edilen gram pozitif bakterilerle
yapilan calismada, toplam 208 bakteriden 164(%78)lUnde mecA, 1(%0,4)inde ermA,
4(%1,9)unde ermB, 98(%46,6)'inde msrB, 128(%60,9)inde msrA, 13(%6,1)'Unde gacA/B,
150(%71,4)'sinde smr geni pozitif bulunmustur (Resende ve ark., 2018). Ylizde olarak
karsilastirildiginda bu ¢alisma ile bizim galismamiz uyumluluk géstermektedir (Cizelge 4.21).

Tetrasiklin direnci genellikle tetM, tetQ, tetK ve tetL genlerinin varhgina baglidir.
Ayrica, tetrasiklin direnci klinik izolatlarda blylk ol¢ide tanimlanmistir (Garrido ve ark.,
2014). Frazzon ve ark. (2010), Klibi ve ark. (2013), Pesavento ve ark. (2014), Guerrero
Ramos ve ark. (2016) ve Raafat ve ark. (2016) tetrasikline diren¢ oranini sirasiyla % 60,%
41,% 35,3,% 67,3 ve% 53 olarak bulmuslardir. Calismamizdaki Enterococcus suslarinda
tetk geni %11.4 ve tetL geni %35.3 olarak saptanmis olup ilgili galigmalardan tetrasiklin
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direnci daha dusuk oranda saptanmigstir (Cizelge 4.22).

Nam ve ark. (2013), su orneklerinden izole ettigi 132 Enterococcus’un vankomisin
direng genleri olan vanA, vanB, vanC-1 ve vanC2-3’ye bakarak 17 izolatta vankomisin direng
genlerini tespit etmistir (Nam ve ark, 2013). Madanipour ve ark. (2017), etlerde 181
Enterococcus susu izole edildi ve 68 izolatta vankomisin direncliligi saptandi. 38 izolatta
vanA, 21 izolatta vanB ve 18 izolatta vanA ve vanB genleri tespit edilirken vanC geni
saptanamamistir. Bizim ¢alismamizda vankomisin direncliligi saptanmis olup, 1 izolatta vanA
geni, 1 izolatta vanB geni saptarak vanC geni saptanmayarak (Cizelge 4.24) ilgili calisma ile
uyumlu sonug elde edilmistir (Cizelge 4.22).

Hammand ve ark. (2015), sut drinlerinden izole edilne Enterococus suslari ile
yapmis oldugu calismada, tetM (%5), tetL (%3.3), tetK (%0.83), ermB (%0.83), aph(3)
(%0.83) direng genleri saptanmistir. Vankomisin diren¢ geni saptanmazken, fenotipik olarak
vankomisin direncliligi saptanmistir. (Hammand ve ark., 2015). izole ettigimiz Enterococcus
suslarinda tetK geni (%35.3) ve vankomisin direng genleri vanA (%50) ve vanB (%50)
saptanmis olup, diger genler saptanamamistir (Cizelge 4.22).

iran’da 2018 yilinda yapilan calismada, klinik érneklerden 2014-2015 vyillari arasinda
izole edilen 80 Enterococcus izolatlarinda ABC ailesinden efrAB efluks pompa geni
arastirmasi yapilmistir. Butln izolatlarda efrA (%100) ve efrB (%100) genleri saptanmistir
(Shiadeh ve ark., 2018). Arastirmamizda izole edilen 79 Enterococcus izolatlarinda efrA
(%68.6) ve efrB (%74.5) oraninda saptanmistir (Cizelge 4.24).

Chotinantakul ve ark. 2018 yilinda Tayland’ta yapti§i calismada, 120 fermente domuz
etinden 119 Enterococcus izole edilmistir. Bu izolatlarin E.faecalis (%068.9), E. hirae (%16),
E.faecium (%13.4) ve E.gallinarum (%1.7) olarak adlandinimigtir. Ylksek oranda
siproflaksasin(%97.5), eritromisin(%78.2), tetrasiklin(%67.2) direnci saptanmistir. Batin
izolatlar vankomisine duyarli olarak bulunmustur. Ayrica genotipik olarak aacA—aphD, addE,
erm(B), mefA/E, cat, tet(L) ve tet(M) antibiyotik direng genleri saptamistir. Bizim
¢alismamizda yiksek siklikta E.faecium (n:47 %59.4) ve E.faecalis (n:15 %19) izole edilirken
(Cizelge 4.19)., tetK, tetL,vanA,vanB,msrA,msrA/B,ereA,mefA genleri saptanmigtir (Cizelge
4.24).
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5. SONUGC

Gida olarak en sik tiketilen et, st ve sut Urlnlerinde, bakteriyel bulas olmasi, bu
gidalarin mikrobiyal g¢ogalma icin ¢ok uygun bir ortam olmasi sebebiyle, gidalarin raf
Omriandn azalmasi, bozulmasi ve gapraz kontaminasyonlara yol agmaktadir. Arastirmamizda
et, st ve sUt drUnlerinin en 6nemli kontaminantlarindan Gram pozitif bakteriler olan
Staphylococcus, Bacillus ve Enterococcus izolasyonu ve izole edilen bu bakterilerin
antibiyotik ve biyosit diren¢ genleri bulundurmalarinin kapsaml bir analizi yapilmistir. Ayrica
antibiyotik ve biyosit direncinin ortak mekanizmalarindan olan efluks pompa proteinlerinin
inhibitdéru olan rezerpinin, bu dirence etkisi arastiriimistir.

Gram pozitif bakteriler, S.aureus, B. cereus, E.faecalis gibi patojen tirler disinda,
hijyen ve sanitasyon standartlarinda zararsiz gida kontaminantlari olduklari dugunulerek
ihmal edilmiglerdir. Fakat bu bakterilerin antibiyotik ve biyosit diren¢ genlerini bulundurmalari
bu genleri tasiyan bakterilerin, gidalar, Ureticiler ve tiketicilere gida zinciri araciligiyla
aktarilmasina sebep olacagindan, toplum saghgi acisindan buyuk risk olusturacaktir.

Calismamizda izole edilen 239 Gram pozitif bakteri izolatinin, 132 (%55,2)’sinin basta
sefkuinom (%26,8), eritromisin (%22,6), ampisilin (%15,5), tetrasiklin (%15,06) olmak Uzere
test edilen antibiyotiklere direngli oldugu tespit edilmistir. Antibiyotik direngli izolatlarin en gok
sodyum hipoklorit ve povidon iyodine yiiksek MiK degerleri gésterdigi, daha sonra sirasiyla
triklosan, hekzaklorofen, benzalkonyum klorit ve klorhekzidine yiiksek MiK degeri gosteren
izolatlar  bulunmustur.  Sonuglarimiz  dederlendirildiginde, ¢alisilan antiseptik ve
dezenfektanlara yikksek MIK degerleri gosteren izolatlarimizin  bulunmasi, hayvan
ciftliklerinde, gida isleme ve satis yerlerinde, tedavi, hijyen ve sanitasyonun saglanmasi icin
bu maddelerin kullaniimasinin ciddi bir sekilde kontrol edilmesi ve dlizenlemelerin arttiriimasi
gerektigini vurgulamaktadir. Bunun yaninda, artmis MIK degerlerinin antiseptik ve
dezenfektanlarin klinik uygulamalarinda anlami olmayabilecedi duistntlmektedir, bunun
sebebi bu maddelerin uygulama dozlarinin MiK degerlerinden ¢ok fazla miktarda olmasi ve
antiseptik ve dezenfektanlarin mikrobiyal hiicrelerde bir¢cok hedefinin bulunmasidir.

Hayvan beslenmesi ve kesimini yapan isletmelerde kullanilan alet ve gereglerde
hijyen ve sanitasyonun duzgun yapilmamasi ve Ozellikle karkaslarin bagirsak igeriginin de
kontaminasyona sebep olmasi ile hayvansal gidalarin diren¢ genlerinin yayilmasi icin énemli
bir rezervuar haline gelmesine sebep olmaktadir. Antibiyotik direngli Gram pozitif bakteri
izolatlarinda en c¢ok, eritromisin direng geni msrA (%55,8), tetrasiklin diren¢g geni tetK
(%52,8), beta laktam grubu antibiyotiklere diren¢ geni bla (%25,4) ve efluks pompa
genlerinden efrA (%65,2), efrB (%68,9), norE (%66,7), sugE ve smr (%43,9), mdeA (%37,9)
tespit edilmistir. Arastirmamizda, 1 Enterococcus izolatinda vanA geni bulunmasi, vanA
geninin transpozonla (Tn1546) tasinmasi sebebiyle epidemiyolojik acidan en énemli gen
oldugundan, bu genin diger patojenlere aktarilmasi ile insan sagligini ciddi oranda tehdit
etmekte olduguna isaret etmektedir. Ayni zamanda bakterilerde bu genlerin bulunmasinin,
direncin kesinlikle bu genler sebebiyle oldugunu gdstermeyecegi, genlerin ifade edilip
edilmedigi ve ifade miktarinin da énemli oldugu belirtiimektedir. Bu sebeple ¢alismamizda
pozitif bulunan genlerin ifadesinin de ileri arastirmalarda test edilmesi gerektigi sdylenmelidir.

Efluks pompalarinin antimikrobiyal direncte ¢ok ciddi rol oynamasi arastirmacilari
insan ve hayvan tedavisinde kullanilacak klinik onayli efluks pompasi inhibitoru ilaglar
bulmaya yoneltmistir. Bu sebeple ilk once insanlarda kullaniimakta olan onayl ilaglarin
inhibitér 6zelliklerinin arastirilmasi yapilmistir. Rezerpin, antihipertansiyon ve antidepresan
olarak kullanilan ve Gram pozitif bakterilerde efluks pompasi inhibitdéru olarak etkileri bizim
calismamiz da dahil birgcok c¢alismada gosterilmis bir maddedir. Diger bir taraftan da
etkilerinin ¢cok kuvvetli olmadigi, bakteriyel efluks pompa proteinlerini inhibe edecek plazma
konsantrasyonlarina ulagamadigi ve memeli efluks pompa proteinlerine zarar verebilecegi
gibi durumlar g6z 6nidnde bulundurularak, bu konuda ¢ok daha fazla arastirma yapilmasi
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gerektigi vurgulanmaktadir.

Ulkemizde, antibiyotik direncinde efluks pompa sistemlerinin ve direncle miicadelede
Onerilen efluks pompa inhibitorlerinin kullaniimasi konusu ile ilgili klinik alanda yapilan sinirh
sayida calisma bulunmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alisma sonugclarinin klinik ve veterinerlik
alaninda ileride yapilacak ¢alismalara dnculik edecegini disinmekteyiz.
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18. T.C. Saglik Bakanligi, Turkiye Halk Saghgi Kurumu, Kirim Kongo Kanamali Atesi Bilim
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