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OZET

Giliniimiizde hayvan yetistiriciliginde gerek hastaliklarin tedavisi ve onlenmesi, gerekse
hayvansal gidalarin verimini arttirmak amaciyla antibiyotik ve biyositlerin kullaniminin
oldukc¢a yaygin olmasi ekonomi ve halk sagligi acisindan ciddi sorunlar yaratmaktadir.
Arastirmamizda, Ankara ilinde cesitli marketlerde satisa sunulan 132 et ve siit {iriinii
orneginden izole edilen 77 Staphylococcus izolatinda, antibiyotik ve biyosit direng
dagilimlar1 ve antibiyotik diren¢ ve efluks pompa genlerinin varlig1 aragtirilmistir. Ayrica
efluks pompa inhibitérii rezerpinin antimikrobiyal direncine etkisi arastirilmistir.
Staphylococcus izolatlarinda en yiiksek oranda direng tetrasiklin (%24,7)’¢ karsi
belirlenmistir. Izole edilen 77 Staphylococcus izolatmin 29’u bir veya birden fazla
antibiyotige direngli olarak tespit edilmistir. Bu izolatlarin BBL crystal Gram pozitif
tanimlama kiti ve 16S rDNA dizi analizi yOntemleriyle tiir bazinda tanimlamalar
yapilmistir.  Test edilen biyositlerin hepsine yiiksek MIK degerleri gdsteren izolatlar
mevcuttur. Rezerpinin Staphylococcus’larda ampisilin - duyarliligint %25, tetrasiklin
duyarliligmi %27,8, triklosan duyarliligimi %20,7, povidon iyodin duyarliligint %34,5
arttirdig1 belirlenmistir. Calisilan 29 Staphylococcus izolatinda tetK (%88,9), bla (%53,8)
antibiyotik direng¢ genleri yiiksek oranda tespit edilmistir. Ayrica efluks pompa genlerinden
acrB (%31), norE (%79,3), suge (%44,8), smr (%86,2), efrA (%79,3), efrB (%72,4),
mdeA (%82,8), sepA (%51,7) yiikksek oranda tespit edilen genlerdir. Arastirmamizda
tiiketime sunulan hayvansal gidalardan izole ettigimiz Staphylococcus’larin antimikrobiyal
direng genleri bulundurmalari, bu direng genlerinin kromozomal ve kromozom dis1 genetik
materyallerle patojenlere ve normal flora bakterilerine aktarmalari riski sebebiyle, halk
sagligi agisindan Onemli bir tehdit olusturmaktadir. Efluks pompasi kaynakl
antimikrobiyal direncinin, efluks pompasi inhibitorii rezerpin kullanimi ile belli bir oranda
azaltilabilecegi fakat bu alanda daha kapsamli c¢alismalarin yapilmasi gerektigi
diistiniilmektedir.

Bilim Kodu : 20325
Anahtar Kelimeler  : Staphylococcus, Antimikrobiyal direnci, Efluks pompasi, Rezerpin
Sayfa Adedi 195
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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 isolated from 132 meat and dairy products sold in various markets in
Ankara. In this study, the effect of efflux pump inhibitor reserpine on antimicrobial
resistance was investigated. The highest resistance was determined against tetracycline
(24.7%) in Staphylococcus isolates. Of the 77 Staphylococcus isolated, 29 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.
Reserpine increased ampicillin sensitivity 25%, tetracycline sensitivity 27.8%, triclosan
sensitivity 20.7%, povidone iodine sensitivity 34.5% in Staphylococcus isolates. The
antibiotic resistance genes tetK (88,9%), bla (53,8%) were found to be high in 29
Staphylococcus isolates. Furthermore, among the efflux pump genes acrB (31%), norE
(79.3%), sugE (44.8%), smr (86.2%), efrA (79.3%), efrB (72.4%), mdeA (82.8%), sepA
(51.7%) are highly detected. The presence of antimicrobial resistance genes of
Staphylococcus 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.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler
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1. GIRIS

Antimikrobiyal direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin Oldiiriicli veya iiremeyi
durdurucu etkisine karsi koyabilme yetenegidir. Antimikrobiyal direng gelisimi ve yayilimi
genellikle gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullanimima baglanmakla birlikte, 1940’11
yillarda antibiyotiklerin kullanilmadigi bazi adalarda toprak ve diski Orneklerinde
tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiklerine direngli bakteriler bulundugu; antibiyotik
direncinin yalnizca yaygin antibiyotik kullanimi sonucu degil, bakterilerin olumsuz gevre
kosullarinda yasamini siirdiirmek i¢in kullandig1 savunma siirecinin bir pargasi oldugu da
belirtilmektedir. Ancak antibiyotiklerin yogun sekilde kullanima girmesi ile birlikte yillar
icinde ¢ogul direngli mikroorganizmalar ortaya ¢ikmakta ve bunlarla olusan
infeksiyonlarin sagaltiminda biiylik sorunlar yasamaya baslamistir. Giiniimiizde tiim
diinyada bir yandan hizla yeni ilaglar gelistirmekte iken, 6te yandan bunlara siiratle direng
kazanan mikroorganizmalarla olusan infeksiyonlar bildirilmekte ve sorunun boyutu giin

gectikce biiylimektedir (Yiice, 2001).

Antibiyotiklerin hayvan enfeksiyonlarinda tedavi ve koruyucu amagli uygunsuz kullanima,
hayvan beslenmesinde verim artiric1 olarak yer almasi , gida zincirinde kalint1 ve insan
hekimliginde de ilgili antibiyotiklerin kullanilmasi nedeniyle patojenik bakterilerde
antimikrobiyal direncin gelismesi biiyiik bir endise yaratmaktadir (Lange ve Brokking,
2005; Yilmaz ve ark., 2016). Bu direng genlerini tasiyan patojen veya normal flora
bakterilerin gidalar yoluyla insan florasina kolonize olmasinin hem hayvan hem de insan
saglig1 icin giderek artan bir tehdit olusturdugu yapilan aragtirmalarda ortaya konmustur
(Doyle, 2006; Garcia Ovando ve ark., 2004). Hayvanlarda mastitis tedavisi sonucu
metisilin direngli Staphylococcus aureus’larin (MRSA) ve tavuk yemlerine katilan
biliylimeyi uyarict avoparsin kullanilmasi ile olusan vankomisin direngli Enterococcus
faecalis’lerin gelisimi Orneklerinde oldugu gibi uygunsuz antibiyotik kullanimi sonucu
bircok bakteride antibiyotiklere karsi olusan direncin giderek artmasi ve bu direng
genlerinin bakteriler arasi aktarilmasi, insan ve hayvan tedavisini olumsuz yonde
etkilemektedir (Suller ve Russel, 1999; Borgen ve ark., 2000; Doyle, 2006; Yilmaz ve
ark., 2016).
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda Staphylococcus gidalardan kontaminant bakteri olarak
izole edilmektedir (Braga ve ark., 2013; Yurdakul ve ark., 2013; Ozgelik ve Citak., 2009).
Bu bakterilerden S. aureus’lar hayvanlarda mastitis, insanlarda da gida zehirlenmesi basta
olmak tizere cesitli hastaliklarin nedeni olmaktadirlar (Yurdakul ve ark., 2013). Koagiilaz
negatif stafilokoklar da uzun siiredir kommensal ve kontaminant bakteriler olarak
degerlendirilmelerine karsin insanlarda patojenik etkilerinin oldugu bilinmektedir

(Rodrigues ve ark., 2017).

Gidalara mikrorganizmalarin bulagmasi ve bunun sonucunda olugan gida kaynakl
enfeksiyonlarin dnlenmesinde temizlik ve dezenfeksiyonun 6nemi biiyiiktiir (Fuentes ve
ark., 2012). Gilinlimiizde gida sektoriinde hijyeni saglamada biyositler olduk¢a sik
kullanilmaktadir (Marquez ve ark., 2017). Giderek artan kullanimlari, diger antimikrobik
maddelerde oldugu gibi, bunlara karsida bir direncin gelisip gelismedigi sorusunu
giindeme getirmistir (Fuentes ve ark., 2012). Biyositlerde bakteriyel direng 1950 ve 1960’11
yillarda saptanmistir, ¢linkii gida endiistrisinde bakteri sanitasyonu igin biyositlerin
kullanimi o donemde baglamistir (Lerma ve ark., 2013). Konu ile ilgili c¢aligmalar
antibiyotik direnci kadar olmasa bile, son yillarda {izerine 6nem verilen konulardan biri
haline gelmistir (Oztiirk, 2002). Biyositler, gida zinciri yoluyla insan gida kaynakli
patojenlerinin, ¢ig gida iirlinlerinden veya bunlarin iiretimi sirasinda kontaminasyon
yoluyla bulas riskini azaltmak, gidada bozulmaya sebep olan bakterilerin inaktive edilmesi
ve gida iretim tesislerini ve ekipmanlari mikroorganizmalardan arindirmak gibi bir¢ok

amagla kullanilmaktadir (Fuentes ve ark., 2012).

Gida sektoriinde kullanilan biyositler, klor igeren dezenfektanlar, katyonik kuaterner
amonyum bilesikleri, alkol bazli dezenfektanlar, biguanidler, iyotlu bilesikler,
hekzaklorofen ve triklosanlardir (Metin ve Oztiirk, 1995; Fuentes ve ark., 2012). Ancak bu
sektorde biyositlerin yaygin ve bilingsiz kullanilmasinin, antibiyotiklerde oldugu gibi
mikroorganizmalarin diren¢ genleri kazanmasina veya baglangicta duyarli olan
mikroorganizmalarin adaptasyonuna yol actigir belirtilmektedir. 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 biiyliyen bir tehlike de antibiyotik ve biyositler arasinda capraz direng
olusumudur (Sencan, 2003; Langsrud ve ark., 2003; Meyer ve ark., 2008, Lerma, 2013).



Bakterilerde kazanilmis antimikrobiyal direncine neden oldugu bilinen mekanizmalardan
biri de disa atim pompalarinin asir1 ifade edilmesidir. Disa atim pompalarinin neden
oldugu direncin Oniine gegilebilmesi ve duyarlili§inin artmasi i¢in efluks pompa
inhibitdrleri direngle miicadelede ilgi ¢ekici arastirma alanlarindan birisidir. Efluks pompa
inhibitorii olarak adlandirilan, gesitli bilesikleri disa atimi inhibe etme yetenegine sahip
olan bilesikler; peptidomimetikler, proton iyonoforlari, alkoloidler, piperazin tiirevleri, Ca”
antagonistleri, fenotiyazinler, selektif seratonin geri alim inhibitorleri, proton pompa
inhibitorleri, makrolid tiirevleri ve piperidin-karboksilik asit tiirevleri olarak
smiflandirilmaktadir. Alkoloid smifi igerisinde yer alan rezerpin, P-glikoproteini inhibe
ettigi bilinen ve antihipertansif olan bir bitkisel efluks pompa inhibitoriidiir (Sun ve ark,
2014; Aygiil, 2015). Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ¢igir acan antibiyotiklerin,
kisa veya uzun vadede direng gelisimine yenik diismesi kacinilmaz goriinmektedir. Buna
ragmen efluks pompa inhibitorlerinin  kullanimiyla bu durumun belirli 6lciide
geciktirilebilecegini gosteren ¢alismalar yapilmaktadir (Seasotiya ve Dalal, 2014; Fuentes
ve ark., 2014).

Arastirmamizda, Ankara ilinde ¢esitli marketlerde satisa sunulan et ve siit lirlinlerinden
Staphylococcus’larin izolasyonu, tiir tanimi yapilarak, izolatlardaki antimikrobiyal direng
fenotipik ve genotipik olarak belirlenmistir. Ayrica antibiyotik ve antiseptiklere direng
gosteren Staphylococcus izolatlarina efluks pompasi inhibitorii olan rezerpinin etkisi,
efluks pompasi proteinlerini kodlayan gen bdlgelerinin varligi ile direncin kaynagi
antibiyotik ve biyosidal diren¢ arasindaki iligki degerlendirilmistir. Arastirmamizin
sonuglar1 ile antibiyotik-biyosit direnci arasindaki iliski, bu direnci tasiyan genlerin
belirlenmesi ve Ozellikle bu genleri tasiyan bakterilerle kontamine gida {irlinlerinin
tilketilmesinin engellenmesi ile halk sagligi ve ekonomik ag¢idan Onemli kazanimlar
saglanacaktir. Bu sayede gida zincirinde antimikrobiyal direncin izlenmesi, bu direngle
hayvancilikta ve gida sektoriinde kullanilan biyosidal maddelerin  kullaniminin
denetlenmesi i¢in altyapinin olusturulmasi, personel, yetistiriciler ve sahada ¢alisan
veteriner hekimler basta olmak iizere kamuoyunun bilingli antimikrobiyal kullanimi
konusunda bilgilendirilmesi gerektigi tespit edilmistir. Antimikrobiyal maddelerin daha az
ve uygun kullanimlari, enfeksiyon kontroliiniin daha 1yi yapilmasi, yeni ajanlarin
gelistirilmesi, direncin gelisiminin yavaslatilmasinin ~ gerekliligi, gida alanindaki

calismalarin 6nemini daha da arttirmaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Staphylococcus Cinsi Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Staphylococcus’lar gram pozitif, spor olusturmayan, 0.5-1.5 um ¢apinda, hareketsiz, ¢esitli
pigmentasyon gosteren ve genelde {liziim salkimi seklinde kiimeler olusturan koklardir

(Resim 2.1). Stafilokoklar, esteraz, lipaz, hiyaluronidaz, jelatinaz, koagiilaz, proteaz,

kazeinaz, fosfolipaz, deoksiriboniikleaz (DNaz), B-glukosidaz ve {ireaz gibi ¢esitli enzimler

uretmektedirler (Giiglii, 2019).

Resim 2.1. Staphylococcus’larin  mikroskop goriintiisii  (Fotograf, G.U.Fen Fak.
Mikrobiyoloji  Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahc1 tarafindan
cekilmisgtir.)

Gilinimiizde tanimlanmis 53 Staphylococcus tiirti ve 28 alt tiirii bulunmaktadir. 1884
yilinda Rosenbach Staphylococcus cinsini tanimlamistir (Rosenbach, 1884). Etten, siit ve
siit iriinlerinden, idrar yollarindan, derilerden ve solunum yolundan izole edilen
Stafilokoklar, diisiik su igeren ortamlarda yasayabilirler ve kurumaya karsi direnglidirler.

Tuz igeren besiyerinden (% 7.5 NaCl) daha kolay izole edilmektedirler.

Staphylococcus aureus, ¢esitli toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin 6nemli bir
nedenidir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina, cerrahi alan enfeksiyonlarina ve kemik

ve eklem enfeksiyonlarina neden olur. Hastane kaynakli bakteriyeminin yaygin bir



nedenidir ve hastane kaynakli solunum yolu enfeksiyonlar ile iligkilidir. Ayrica, stafilokok
iliskili mastitis enfeksiyonu olan sigirlar kaynakli pastorize edilmemis siit ve siit
tiriinleriyle bulasan 6nemli bir gida patojenidir. Koagiilaz-negatif stafilokoklar, insan derisi
mikroflorasinin ortak bilesenleridir ve peynir ve sosis gibi fermente gidalarin tiretilmesinde
lezzet ve aroma olusumunda 6nemli bir rol oynarlar. Son yillarda, koagiilaz negatif
stafilokoklarin neden oldugu hastane enfeksiyonlar1 vakalarinda bir artis olmustur

(Abulreesh, 2011).

Bazi tiirleri novobiyosine direnglidir. Genel olarak furazolidon ve nitrofurana duyarlidir ve
diisiik seviyelerde eritromisin ve bacitracin'e direnglidirler. Genellikle fenoller ve bunlarin
tiirevleri, salisilanilitler, karbanilitler ve halojenler (klor ve iyot) ve bunlarin tiirevleri gibi

antibakteriyellere kars1 hassastirlar (De Vos ve Garrity, 2009).

2.2. Staphylococcus’larin Gidalardaki Onemi

Staphylococcus spp. insan ve hayvanlarin normal mikrobiyotalarinda bulunan genelde
zararsiz olan firsatgr patojenlerdir (Worthing ve ark., 2018). Staphylococcus cinsi
koagiilaz-pozitif Staphylococcus (KPS) ve koagiilaz negatif Staphylococcus (KNS) olmak
iizere 1ki genel gruba ayrilmistir. Ana habitatlar1 insan ve hayvanlarin deri, deri bezleri ve
mukoz membranlaridir, bir¢ok tiirii de gidalar ve insan sagligi i¢in 6nem 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, menenjit, sepsis ve bakteriyemi gibi yasami

tehdit eden hastaliklara yol agmaktadirlar (Tel ve ark., 2012).

S. aureus, diinyada en sik goriilen gida kaynakli hastalik olan gida zehirlenmelerine sebep
olan en onemli stafilokok tiiriidiir. Bu bakterinin viriilens faktorlerinden biri olan 1siya
dayanikli enterotoksin, hayvan veya insanlardan, et ve siit iirlinleri gibi hayvansal gidalara,
liretim, isleme veya saklama asamalarinda bulasan bakterinin asir1 ¢ogalmasi sonucu
iiretilmekte ve ciddi gida intoksikasyonlarina sebebiyet vermektedir (Ozdemir ve Keyvan,
2016). KNS tiirlerinden S. epidermidis, S. saprophyticus ve S. haemolyticus en iyi bilinen
insan patojenleridir ve ¢esitli deri ve idrar yolu enfeksiyonlara kaynak olugturmaktadirlar.

Bunun disinda kalan bir¢ok KNS tiirii gidalarin normal kontaminatlar1 olarak giivenli kabul



edilmektedir. Hatta peynir ve fermente gida iiriinlerine renk ve aroma vermesi agisindan

baslangig kiiltiirlerinde eklenmektedirler (Coton ve ark., 2010).

Antimikrobiyal ajanlarin hayvancilikta tedavi, korunma ve biiylime faktorii olarak asiri
kullanilmasinin, antibiyotik direnc¢li bakterileri tagiyan ve yayilimina neden olan hayvan
kaynaklar1 olusturacagi belirtilmektedir. Stafilokoklar patojenitelerinin yaninda hizla
antibiyotik direnci kazanmalar1 ile de insan ve hayvan saghg ic¢in tehlike
olusturmaktadirlar. Antibiyotik direncinin, plazmid ve transpozonlar gibi hareketli genetik
materyallerle farkli cins ve tiirler arasinda aktarildigi ve gidalarin direngli bakteriler
acisindan ciddi bir rezervuar olusturdugu bilinmektedir (Chajecka-Wierzchowska ve ark.,
2015). Son yillarda stafilokoklarin da i¢inde bulundugu bir¢ok gida kaynakli bakterinin
antibiyotik direncinin gidalarda yayilimina sebep oldugu rapor edilmistir (Simeoni ve ark.,
2008, Piessens ve ark., 2012).

2.3. Antibiyotik Direnci ve Diren¢ Mekanizmalari

Antibiyotik direnci; bir bakteri tiirliniin baz1 suslarinin antibiyotikten etkilenmemesi ya da
antibiyotige duyarli bir susun c¢esitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile direngli hale
donmesi olarak tanimlanmaktadir. Giinlimiizde ¢esitli antibiyotiklerin toplumda
tiikketiminin artmasi, immun sistemi bozulmus hastalarin sayisinda artma olmasi, yogun
bakim {initelerinin sayisimin artmasi, gida endiistrisinde antibiyotik kullanimi gibi
nedenlerle bakterilerdeki antibiyotik direnci giderek artmaktadir (Demirtiirk ve Demirdal,
2004).

Bakteriler, antibiyotiklere dogal (intrinsik) olarak direncli olabilmektedir. Bu direnc tiirii
bakterilerin temel 6zelligidir ve antimikrobiyal kullanimi ile iliskili ve kalitsal degildir.
Dogal direng, bu mikroorganizmalarin tiir 6zelligi olarak ilacin hedefi olan yapiy:
tantmamalarinin veya ilacin yapisal bir 6zellikten dolayr hedefine ulasamamasinin bir
sonucudur. Ornegin ilacin dis membrandan gecememesi nedeni ile Gram negatif bakteriler
vankomisine dogal olarak direnglidir veya bakterilerin L formlar1 ve Mycoplasma’lar gibi
cepersiz mikroorganizmalar penisilin gibi hiicre duvar sentezi inhibitorlerine dogal
direnglidir. Ayn1 sekilde metabolik olarak inaktif olan bakteri sporlar1 dogal direnclidir.
Cunkii bir¢ok ilacin etkili olabilmesi i¢in bakterinin aktif iireme doneminde olmasi

gereklidir (Yiice, 2001).



Diger bir direng yolu ise kazanilmis direngtir. Bir bakteri genetik Ozelliklerindeki
degisimlere bagl olarak duyarli oldugu bir antibakteriyel ajandan etkilenmeyebilir. Bu
durumda o bakteri diren¢ kazanmis olur. Genetik kaynakli diren¢ kromozomal veya
kromozom dis1 elemanlara bagli olabilir. Kromozomal direng, bakteri kromozomunda
kendiliginden (spontan) olusan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Spontan mutasyonlar bazi
fiziksel ve kimyasal faktorlerle olusabilir ve sonucta bakteri hiicresinde yapisal degisimler
olusur. Boylece hiicrenin ilaca permealibitesi azalabilir veya hiicre i¢inde ilacin hedefinde
degisiklikler olabilir (Resim 2.2). Streptomisin, aminoglikozid, eritromisin, linkomisine
kars1 bu tiir direng goriilebilir. Ekstrakromozomal direng, ¢esitli yollarla aktarilan plazmid,
transpozon ve integron adi verilen genetik elemanlara baghidir (Yiice, 2001; Oztiirk, 2002;

Capita ve Alonso-Calleja, 2013).
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Resim 2.2. Bakteri hiicrelerinde antibiyotik diren¢ mekanizmalari1 (Kumar ve ark., 2013)

2.3.1. Hedef degisikligi veya fazla iiretimi

Antimikrobiyal ajanlarin hiicrede baglandiklar1 reseptorlerde olusan tiim degisiklikler,
ajanin hiicre i¢ine girmesine engel olarak ve mikroorganizmanin ajana direngli olmasina
neden olabilmektedir. Ornegin ribozomal DNA veya diger kilit elementlerin mutasyona
ugramasi antimikrobiyalin baglanamamasi ve sonugta antimikrobiyal etkini kaybina yol
acmaktadir. Bu mekanizmaya ornek olarak, belirli penisilin direnci tiplerinde gozlenen

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, hiicre duvart peptidoglikanin i¢indeki glikopeptid baglanma bolgelerinin asir

iiretilmesinden kaynaklanabilmektedir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013).

2.3.2. Gegirmezlik (impermeabilite)

Antibiyotik molekiillerinin, hiicre membranindan igeri girisinin siirlandirilmas: ile
bakterilerde antibiyotik direnci gelisebilmektedir. Antibiyotiklerin etki gdsterebilmesi igin
oncelikle hedeflerine ulasmasi gereklidir. Ornegin, beta-laktam ajanlarn penisilin
baglayan proteinlere baglanabilmeleri i¢in hiicre membraninin dis yiizeyine ulagsmalari
gerekmektedir. Peptidoglikan tabaka, genis porlar1 bulunmasi sebebiyle antibiyotiklerin
bakteri hiicresine girmelerine engel olusturmamaktadir. Ancak, Gram negatif bakterilerin
dis zar1, antibiyotikler ve ortamdan alinacak diger molekiiller i¢in yar1 gegirgen bir engel
olusturmaktadir. Bu nedenle, dis zar yapist tim Gram negatif bakterilere Gram
pozitiflerden farkli bir avantaj saglamaktadir (Ciftci ve Aksoy, 2015).

2.3.3. Enzimatik inaktivasyon veya parcalama

Enzimatik inaktivasyon, bakteriler, antimikrobik maddeleri degistiren veya bozan bir veya
daha fazla enzim iirettiginde ve bunu bakterilere kars1 inaktif hale getirdiginde meydana
gelir. Bu enzimler tipik olarak belirli bir antimikrobiyal veya antimikrobiyal sinifina
ozgiidiir. Bu, beta-laktam halkasin1 hidrolize eden beta-laktamazlarin bakteriyel iiretimi
yoluyla beta-laktam antibiyotiklerini etkileyen yaygin bir direng mekanizmasidir (Capita
ve Alonso-Calleja, 2013). Bir¢ok arastirmaci, biyositlerin enzimatik doniisiimiiniin
bakterilerde, 0zellikle agir metaller (giimiis ve bakir; katyonun metale enzimatik
indirgenmesi), parabenler, aldehitler (formaldehit dehidrojenaz), peroksijenler (formaldehit
dehidrojenaz) katalaz, siiper oksit dismutaz ve alkil hidroperoksidazlar)a karsi bir direng

mekanizmasi oldugunu gézlemlemislerdir (SCENIHR, 2009).

Antimikrobiyal direncine sebep olan enzimleri kodlayan genlerin bazilar1 bakteriyel

kromozomlarda ortaya ¢ikmasina ragmen, genellikle transpozonlar veya plazmitler gibi
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hareketli elemanlarda bulunur. Enzim aracili inaktivasyon nedeniyle makrolid ve
tetrasiklin (TetX ile) direnci 6rnekleri de bilinmektedir. Kloramfenikole direng tipik olarak

asetil transferazlar ile saglanmaktadir (Poole, 2002).

2.3.4. Efluks

Efluks pompalari, hiicreye niifuz eden antimikrobiyalleri aktif olarak alan ve hiicre ici
konsantrasyonlarini etkili seviyelerin altina diisiiren tasima proteinleridir. Efluks birkag
antimikrobiyal i¢in tarif edilmistir. Efluks pompa proteinleri bir bilesige 6zel olabilir veya
katki maddeleri ve antibiyotikler gibi ¢esitli bilesikler tizerinde calisabilir (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 pompalari) ve florokinolonlarla iliskilidir. Tet genleri genellikle plazmid veya
transpozonlarda kodlanir ve bu nedenle direng, bu genlerin harici kaynaklardan
edinilmesinden kaynaklanir. Bu pompalar, kromozomal olarak kodlanmis bu efluks
sistemlerinin mutasyonel hipereeksresyonu sonucu ortaya c¢ikan hem dogal hem de
kazanilmis dirence katkida bulunmaktadir. Bu efluks sistemlerinin ¢ogu, makrolidlere, b-
laktamlara, aminoglikozitlere ve tetrasikline karsi direng saglar. Makrolidlere kars1 efluks
kaynakli diren¢, Gram-pozitif bakterilerde de tarif edilmistir. Kloramfenikol direnci de

efluks yoluyla saglanabilmektedir (Poole, 2002).

S.aureus’ta c¢oklu direng gelisimine neden olan bazi proteinler QacA, NorA ve daha
spesifik olarak MsrA ve TetK proteinleridir. Bunlarin varligi florokinolonlarin, makrolid

ve tetrasiklin grubu antibiyotiklerin hiicre disina atilmasina neden olmaktadir (Zarakolu,

2003).

Gram pozitif bakterilerde antibiyotik direnci i¢in 6nemli olan efluks pompasi genleri,
ertromisini hiicre digina pompalamay1 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’ )-lb, aph (2’ )-lc, aph(2’_)-Id gibi genlerdir (Fuentes ve ark.,
2014).
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2.3.5. Alternatif metabolik yollarin kazanilmasi

Bazi antibiyotikler metabolik yollardaki enzimler gibi davranmaktadir. Antibiyotik direngli
bakteriler, antimikrobiyal etkiyi atlayip yeni bir metabolik yol gelistirerek antibiyotigi
etkisiz hale getirirler. Stilfonamidler ve trimetoprim, bakteriler i¢in gerekli bir vitamin olan
folik asidin biyosentezine engel olmaktadirlar. Siilfanomidler, para-aminobenzoat (PABA)
yerine gecerek, folat sentezinin yapitaslarindan olan 7,8-dihidropteroatin sentezini
engellerler. Trimetoprim de benzer olarak dihidrofolatin tetrahidrofolata indirgenmesini
engellemektedir. Siilfonamidlere ve trimetoprime karsi direng, sirasiyla siilfonamidler ve
trimetoprim ic¢in duyarliligi ve afiniteyi azaltan, degistirilmis dihidropteroat sentaz ve
dihidrofolat rediiktaz sentezi ile metabolik degisime dayanmaktadir (Schmitz, Perdikouli
ve ark., 2001).

2.3.6. Biyofilm olusturma

Bir¢ok bakteri dogal veya abiyotik yiizeylerle iliskilidir ve serbest hiicrelerden ziyade
biyofilm olarak biliylimeyi tercih etmektedir. Biyofilmler, yilizeylerde olusan ve dogada
bulunan mikroorganizmalar i¢in yaygin bir biiylime sekli olan bir ekzopolimerik manto
icinde (dis-polimerler ve hiicre dis1 enzimler) bulunan mikroorganizmalarin ortak
yapilaridir. Biyofilmlerdeki bakteri hiicreleri, gesitli mekanizmalar ile biyositlere ve
antibiyotiklere kars1 artan direng gibi serbest hiicrelerden farkli 6zellikler gostermektedir.
Bu mekanizmalar; hiicre dis1 polimerik matriks nedeniyle aktif molekiillerin biyofilm
boyunca difiizyonunun azaltilmasi, biyofilmde yiiksek bakteri konsantrasyonu olmasi,
fizyolojik durumun modifiye edilmesi: azalmis metabolizma ve biiyiime hizi, porin
sentezinin azalmas: ile membran gecirgenliinin degistirilmesi, ¢ok ilaca direng
operonlarinin ve efluks pompalarinin indiiksiyonu, antimikrobiyal bilesikleri pargalayan

enzimlerin asir1 tiretimi ve pasiflesme (dormansi) dir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013).

2.4. Biyositler (Antiseptik ve Dezenfektanlar) Hakkinda Genel Bilgi

Mikroorganizmalar lizerine degisik mekanizmalarla mikrobisit veya mikrobiostatik etki
gosteren antiseptik ve dezenfektanlar, diger yaygin bir terimle biyositler gliniimiiz tip
pratiginde yaygin kullanim alani bulan maddeler arasindadir. Bu maddeler, hastaneler,

diger saghik kurumlar1 ve veterinerlikte kullanilmaktadir. Ozellikle nozokomiyal
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infeksiyonlarm  onlenmesi ve  kontroliinde

ilgili maddelerden

genis  Olclide

yararlanilmaktadir (Resim 2.3). Ayrica hazir gida sanayiinde ve kozmetik sektoriinde ilgili

maddelerin koruma amaciyla kullaniminin giderek artmasi biyositlerin kullanim alanlarini

genisletmistir (Oztiirk, 2002).
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Resim 2.3. Gida zincirinde kullanilan temel antimikrobiyal maddeler (Capita ve Alonso-

Calleja, 2013).

Biyositler, gida endiistrisinde temizlik ve dezenfeksiyon programlarinda yer alan, patojenik

ve gidalarda bozulmaya neden olan bakterileri kontrol amaciyla kullanilan en 6nemli

silahtir (Holah, Taylor ve ark., 2002). Giderek artan kullanimlari, diger antimikrobik

maddelerde oldugu gibi, bunlara karst1 da bir direncin gelisip gelismedigi sorusunu

giindeme getirmistir. Konu ile ilgili ¢aligmalar antibiyotik direnci kadar olmasa bile, son

yillarda iizerine 5nem verilen konulardan biri haline gelmistir (Oztiirk, 2002).

En 6nemli biyosit tiplert;

Alkoller

Aldehitler (Formaldehit, gluteraldehit)
Biguanidler (Klorhekzidin)
Diamidinler

Halojen salan maddeler

Iyot ve Iyodoforlar (Povidon iyodiir)
Gilimiis Bilesikleri

Peroksijenler (Hidrojen peroksit)
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Fenoller
Kuaterner Amonyum Bilesikleri (Benzalkonyum Klorid) ‘dir (Oztiirk, 2002; Keskin ve
Kok, 2007; Eryilmaz ve Akin, 2008).

Aragtirmamizda test materyali olarak kullandigimiz biyositler; sodyum hipoklorit,
hekzaklorofen, klorhekzidin, triklosan, povidon iyodin ve benzalkonyum klorittir. Aktif
oksidize edici ajanlardan sodyum hipoklorit (NaOCI), klor i¢eren dezenfektanlar igerisinde
yer almaktadirlar. Giinlimiizde gida endiistrisinde en sik kullanilan ajan olmakla beraber
evlerde, hastanelerde, hayvancilikta ve yagamin birgok alaninda hijyen ve sanitasyon i¢in

kullanilmaktadir (Fukuzaki, 2006).

Kuaterner amonyum bilesikleri (KAB), birgok dezenfektanin bilesigine eklenen katyonik
bilesiklerdir. Benzalkonyum klorit, bu bilesiklerin en sik kullanilan smifidir.
Benzalkonyum kloridler, evlerde ve hastanelerde ortam temizliginde kullanildiklar1 gibi,

lens soliisyonlari, g6z damlalar1 gibi insan hijyen iriinlerinin i¢ine de eklenmektedirler

(Ertekin ve ark., 2016).

Klorheksidin, genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip polisiklik bir bisbiguaniddir.
El hijyeni, cerrahi antisepsilerde ve antimikrobiyal emdirilmis kateterlerin ve sargilarin bir
bileseni olarak, hayvancilikta deri ve mukoza temizligi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Klorheksidin, ayrica, hastanede yatan hastalarda enfeksiyon riskini azaltmak ve MRSA
dekolonizasyonunda mupirosin ile beraber burun i¢i yikama soliisyonlarina eklenmektedir

(Liu ve ark., 2015).

Triklosan, antisepsi (el yikamalari, sabunlar) dahil birgok endikasyonda ve plastik, yastik,
kozmetik, disgilik triinleri, kumaslar, deodorantlar gibi birgok yerli iiriinde kullanilan
bisfenol biyosit sinifina ait bir maddedir. Yiiksek konsantrasyonlarda, ¢oklu sitoplazmik ve
membran hedeflerine sahip olmakla beraber, diisiik konsantrasyonlarda, etki mekanizmasi
esas olarak, 17enoil-asil tasiyici protein (ACP) rediiktaz enziminin inhibe edilmesi yoluyla
lipit sentezinin engellenmesi ile ger¢eklesmektedir (Hughes ve Ferguson, 2017). Triklosan
ve hekzaklorofen Gram pozitif bakterilere karsi, Gram negatiflerden daha fazla
kullanilmaktadir. Hekzaklorofen, el temizliginde ve derinin ameliyatlara hazirlanmasi i¢in

giinlimiizde kullanimi1 azalmakta olan bir antiseptik maddedir.
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Povidon iyodin, iyot ve polivinil pirrolidon karigimi olan ve siklikla deri ve mukozalarda
kullanilan kuvvetli bir antiseptiktir. Iyodinin mikrobisidal aktivitesi, bakteri hiicresel
mekanizmalarinin ve yapilarinin inhibe edilmesini igermektedir. Solunum zincirinde yer
alan sitozolik enzimlere ek olarak, bakteri hiicre zarlarinda niikleotitleri yag/amino asitleri

denatiire ve deaktive etmektedir (Bigliardi ve ark., 2017).

2.5. Biyosit Direnci

Gida zinciri boyunca antimikrobiyal direncin segilim ve yayilimi birincil olarak
antibiyotik, ikincil olarak ise biyositlerin kullanimiyla artmaktadir (Morente ve ark., 2013).
Baz1 biyosit direng tiplerinin bakteriler arasinda aktarilabildigi ve en azindan birinin
gelecekte Onemi artan bir problem olarak karsimiza c¢ikabilecegi yoniinde kanitlar
bulunmustur (Fraise, 2002). Marker olarak antibiyotik diren¢ geni eklenmis olan genetigi
degistirilmis tarim trilinleri, gida zincirine eklenen, aktarilma olasilig1 olan antibiyotik
diren¢ geni iceren mikroorganizmalar ve sub-letal dozda yapilan gida isleme 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 birkag¢ biyosit sinifina (organik civa bilesikleri)
Ozgiidiir. Daha yaygin olarak ve muhtemelen biyositler i¢in hiicresel hedeflerin
coklugunun bir sonucu olarak, diren¢ hiicre zarf gecirgenligi veya artmis efluks

faaliyetinden kaynaklanmaktadir (Poole, 2002).

Biyosit direnci de antibiyotik direncinde oldugu gibi dogal (intrinsik) diren¢ ve kazanilmis
direng¢ olarak olusabilmektedir. Dogal direng, bakterilerin dogal fenotipik 6zellikleri ile
olusan ve kromozomal genler ile kontrol edilen direnctir. Bu direng genellikle antiseptik ve
dezenfektanlarin hiicre i¢ine alimlarinin azalmasi ile olmaktadir. Bakteri sporlari, degisik
gram negatif bakteriler ve mikobakteriler dogal olarak bir¢ok biyosidal maddeye
direnglidir. Fizyolojik adaptasyon da dogal bir diren¢ mekanizmasidir. Bu adaptasyona en
onemli Ornek olarak biyofilm olusumu gosterilebilir. Biyofilm i¢indeki bakteriler,
biyosidal maddelere daha direnclidirler. Antibiyotik direncinde oldugu gibi, biyofilm

tabakas1 ¢esitli mekanizmalarla bakterilere direng kazandirmaktadir (Caglar, 2005).
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Yiiksek molekiiler agirlikli maddeler, Staphylococcus’larin ve vegetatif Bacillus sp.
duvarindan kolayca gecebilmektedir. Bu nedenle gram pozitif bakteriler KAB ve
klorhekzidin dahil degisik biyositlere kars1 duyarlidir. Bununla birlikte bakteri tireme hizi
ve ilireme ortamindaki besin kisittlamalari, biyositlere karst duyarliligi degistirebilir; daha
direngli formlar meydana gelebilir. Enterococcus’lar genel olarak Staphylococcus ’lardan
daha direncli olmakla birlikte son yillarin sorun bakterileri olan vankomisin direncli
Enterococcus kokenlerinin vankomisin duyarli olanlara gore biyositlere daha direngli

olduklarina dair bir kanit elde edilememistir (Oztiirk, 2002).

Kazanilmig direng, mutasyon veya kromozom dist genetik materyallerin kazanilmasi ile
edinilen direnctir ve s6z konusu biyosidallerin kademeli olarak artan cesitli dozlarina
maruz kalma ile gerg¢eklesmektedir. Gram negatif bakteriler, genellikle antiseptik ve
dezenfektanlara karsi spor olusturmayan bakteriler ve mikobakteriyal olmayan gram
pozitiflere gore daha direnglidirler (Keskin ve Kok, 2007). Plazmid aracilikla kazanilmis
direng, civa bilesikleri ve diger metal tuzlari icin saptanmistir ve son yillarda degisik

biyositlere kars1 6zellikle Staphylococcus ‘larda olmak tizere direng gelistigi goriilmektedir.

2.5.1. Hedef degisikligi

Bakteriyel hiicre igerisinde bir¢ok spesifik hedefi olan antibiyotiklerin aksine, biyositlerin
birden ¢ok hiicresel bileseni etkiledigi goriilmektedir ve bu nedenle, hedef bdlge
mutasyonlariin biyosit direncine neden olmasi nadir goriilen bir durumdur (Morente ve
ark., 2013). Dis macunlari, sabunlar, deterjanlar ve cerrahi temizleyicilerde kullanilan
popiiler bir bakterisidal ve fungusidal bir ajan olan triklosana, bakterilerin yag asidi
sentezinde 6nemli rolii olan fabl geninde olusan bir anlamsiz mutasyon olusarak ajanin
taninmamasi ile direng gelisebilmektedir. Baz1 bakterileri suslar1 Kuaterner Amonyum
Bilesiklerini (KAB) N-de alkilasyon yolu ile parcalayabilmektedir ve bu onlar1 direngli
hale getirmektedir. Gida ve diger endiistrilerde sik ve gereginden fazla KAB igeren
dezenfektanlarin kullanimi, bu suslar iizerinde sec¢ici baski olusturup direngli suslarin

cogalarak ortamda {istiin hale gegmesine neden olmaktadir (Paul ve ark., 2019).
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2.5.2. Gegirmezlik (Impermeabilite)

Antimikrobiyal maddelerin etki gosterebilmeleri i¢in hiicredeki hedef bdolgelerine
ulagmalar1 gerekmektedir. Bakterilerde c¢esitli mutasyon veya adaptasyonlar yoluyla dis
membran gegirgenliginin azalmasi, direncin gelismesine neden olmaktadir. Gram negatif
bakterilerde kazanilmig biyosit toleransindan gecirgenlik degisikliklerinin sorumlu
oldugunu belirten bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Bu arastirmalarda, yiizey hidrofobikligi,
dis zar yapisi, zar proteinlerinin ve dis zar yag asidi bilesimindeki degisikliklerin bu
direnci olusturabildigini tespit etmislerdir (Morente ve ark., 2013). Yine de, son veriler bir
diren¢ mekanizmasi olarak dis membran bariyer gecirgenliginin, ek diren¢ mekanizmalari
(efluks ve b-laktamazlar) ile beraber ¢alistiginda énemli oldugunu géstermektedir. Ayrica
membran gecirmezliginin biyofilm mekanizmasi ile desteklendiginde de ciddi Onem

olusturabilecegi belirtilmistir (Poole, 2002).

2.5.3. Efluks

Biyosit direncine sebep olan efluks pompasi proteinleri i¢inde antibiyotikleri de barindiran
genis bir ajan toplulugunu hiicre disina pompalamakla gérevlidir (Morente ve ark. 2013).
Giliniimiizde tanimlanmis yedi biiylik bakteriyel coklu antimikrobiyal efluks pompasi ailesi
bulunmaktadir, bunlar; adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette (ABC) siiperailesi,
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  kullandiklar1  enerji  kaynaklarma  gore
simiflandirilmiglardir.  Ailelerin  biiyiik c¢ogunlugunun en az bir {iyesinin, yiiksek
coziiniirliiklli yapi tespiti ile, transmembran helikslerin (TMH) sayis1 da dahil olmak iizere

protein yapisal organizasyonu dogrulanmistir (Ahmad, Nawaz ve ark., 2018).

Efluks pompalari, RND ailesi 6rneginde oldugu gibi, sadece i¢ membran tasiyicilar
degildir ayn1 zamanda dis membran kanallar1 ve periplazmik adaptor proteinleridir. RND
ailesinden pompalarin, Pseudomonas aeruginosa'da (MexB) ve Escherichia coli ve
Salmonella typhimurium'da (AcrB) belirgin antibiyotik direnci ile iliskili oldugu

kanmtlanmistir. Gram pozitif bakterilerde MFS ailesinden pompa proteinlerini kodlayan
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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 caligmalar stafilokok, streptokok, enterokok gibi klinik dnemi olan
bakterilerin ¢oklu ilag direncinde bu proteinlerin etkin rol oynadigini ortaya koymaktadir.
Hiicre duvar1 yapist sebebiyle Gram pozitif bakterilerde efluks pompa sistemlerinin
organizasyonu Gram negatif bakterilerden daha basit bir yapidadir ve proteinler hiicre
zarinda bulunmaktadir. S.aureus’ta sentezi plazmid kontroliindeki gacA ve smr pompa
proteinlerinin, antiseptik ve dezenfektanlara; sentezi kromozomal genlerin kontroliinde
olan NorA’nin ise hidrofilik kinolonlara yiiksek diizey dirence yol agmasi, hastane
enfeksiyonlarinin kontrolii agisindan 6nem tagimaktadir. Varligi 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 iligkili bulunmustur. Diger bir
arastirmada, ilk kez bir MATE tipi pompa proteininin de (MepA), S.aureus’ta biyosit ve
florokinolon direnciyle iliskili oldugu bildirilmistir (Hasdemir, 2007).

2.6. Gram Pozitif Bakterilerde Bulunan Efluks Pompa Genleri

Gram pozitif hiicre zarfi, ince bir tabaka fosfolipid iizerinde kalin bir tabaka peptidoglikan
tabakadan olugsmaktadir. Gram negatif bakterilerde ise iki katmanli hiicre duvari ve hiicre
zar1 bulunmaktadir. Gram negatif bakterilerde hiicre zar1 ve hiicre duvari katmanlarini
iceren ¢ok bilesenli kompleks bir ¢oklu ilag pompa sistemi, Gram pozitif bakterilerde ise
tek bir transmebran bileseni vardir. Klinik acidan 6nemli ilaglarin disa atimini saglayan
RND siiperailesi pompa proteinlerinin gram negatif bakterilerde hiicre i¢ ve dis mebraninin
her ii¢ katmanim da kapsayan bilesenleri mevcuttur. Bu sebeple yillarca Gram pozitif
bakterilerde RND siiperailesi proteinlerinin bulunmadigi distliniilmekteydi fakat 2001
yilinda RND siiperailesinden olan yerP proteininin Bacillus subtilis’te bulunmasi bu fikrin
degismesini saglamistir. Daha sonra diger biiyiik ¢oklu ilag pompast siiperaileleri gen ve
proteinlerinin (MFS, ABC, MATE,SMR, PACE, AbgT) (Resim 2.4) de Gram pozitif
bakterilerde iyi bir sekilde temsil edildigi belirlenmistir (Li ve ark., 2016, Ahmad ve ark.,
2018).
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Resim 2.4. A. Bakterilerde bulunan 7 farkli efluks pompa gen ailesinin filogenetik

illiistrasyonu. B. Efluks pompasi gen ailelerinin yapisal organizasyonlar1 ve

enerji kullanim mekanizmalarin1 gosteren sematik illiistrasyon, TMH
transmembran heliks sayisini ifade
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Resim 2.5. Gram pozitif bakterilerde bulunan antimikrobiyal direngle iliskili, farkli pompa
ailelerini  temsil eden efluks pompalari, FQ, florokinolonlari, CM,
kloramfenikolii, TC, tetrasiklinleri, ML, makrolidleri, CD, ¢oklu direnci temsil

etmektedir. norA, florokinolonlarla beraber birgok biyosit ve ilact disari
pompalayan bir proteindir (Poole, 2005).
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Gram pozitif bakteriler iginde biyosit direng genleri en iyi S.aureus’ta calisilmistir.
S.aureus’ta bulunan kromozom tarafindan kodlanan en 6nemli genler, norA (MFS), norB
(MFES), norC (MFS), mepA (MATE), mdeA (MFS), sepA (n.d), sdrM (MFS), ImrS (MFS),
plazmidler tarafindan kodlanan en 6neli genler ise qacA (MFS), qacB(MFS), smr (SMR),
qacG(SMR), gacH(SMR) ve gacJ(SMR)’dir (Costa ve ark., 2013) (Resim 2.5).

Arastirmamizda c¢alisilan genlerden qacA/B, MFS siiperailesinden, plazmidler tarafindan
kodlanan, proton hareket kuvveti ile ¢alisan ve iginde 12 farkli kimyasal siniftan lipofilik
mono ve di katyonlar bulunan 30 farkli antimikrobiyal maddeyi (benzalkonyum klorit,
klorhekzidin, diamidinler, boyalar vb.) hiicre dismna pompalayan, Ozellikle
Staphylococcus’larda ¢ok iyi ¢alisilmis olan proteinleri kodlamaktadir (Andersen ve ark.,
2015).

acrB geni, RND siiperailesinden, proton hareket kuvveti ile ¢alisan basta akriflavinler ve
florokinolonlar olmak tizere bir¢ok substrati olan proteini kodlamaktadir (Anes ve ark.,
2015). norE geninin kodladigi protein, MATE siiperailesinden, proton hareket kuvveti ile
calisan (sodyum gradiyent), florokinolonlar basta olmak iizere bir¢cok substrati disari
atmaktadir. sugE geni, SMR siiperailesinden, proton hareket kuvveti ile calisan, Gram
negatif bakterilerde ¢ok iyi tanimlanmus, setiltrimetilamonyum bromiir, setilpiridinyum
kloriir, tetrafenilfosfonyum, benzalkonyum kloriir, etidyum bromiir ve sodyum dodesil

stilfat gibi maddelere direnci saglamaktadir (Fuentes ve ark., 2014).

Smr geni iriinli, SMR siiperailesinden, proton hareket kuvveti ile calisan, plazmidlerle
kodlanan, Gram pozitif bakterilerde ¢ok ¢alisilan ve benzalkonyum kloriir, etidyum bromid
gibi maddeleri hiicre disina pompalamakla gorevli proteindir. efrA/B, Enterococcus’larda
bulunan, ABC siiperailesinden, ATP enerjisini kullanan ve akriflavin, etidyum bromiir,
safranin O, DAPI, daunomisin, doksorubisin, novobiyosin, arbekasin, doksisiklin ve
norfloksasin gibi maddeleri disar1 pompalayan proteinleri kodlamaktadir (Lerma ve ark.,
2014).

Kromozomda kodlanan mdeA gen iiriinii, MFS siiperailesinden, proton hareket kuvveti ile
calisan ve benzalkonyum kloriir, etidyum bromid, virjinyamisin, novibiosin gibi maddeleri
disar1 pompalamaktadir. MATE siiperailesinden mepA geni, kromozomda kodlanmakta,

proton hareket kuvveti ile calismakta (sodyum gradiyent) ve kuaterner amonyum
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bilesikleri (6rnegin benzalkonyum kloriir, setirimid, dekalinyum), klorheksidin, tetrafenil-
fosfonyum, pentamidin ve boya etidyum bromiir, ayrica glisilinlerin smifindan bir
antibiyotik olan tigesikline baglanmaktadir. norA ve norB genleri MFS siiperailesine
baglhdir, kromozomda kodlanmakta, enerji olarak proton hareket kuvvetini kullanmakta ve
proteinleri  florokinolonlar, etidyum bromiir ve bir¢cok biyositi hiicre disina
pompalamaktadirlar. Kromozomal olarak kodlanmis sepA geni, antiseptik bilesiklere, yani
benzalkonyum kloriir, klorheksidin glukonat ve boya akriflavine karsi diisiik seviyede
direng saglayan bir efluks pompas1 olarak tanimlanmaktadir (Andersen ve ark., 2015, Li ve

Nikaido, 2009, Costa ve ark., 2013).

2.7. Biyosit — Antibiyotik Direnci Arasindaki iliski

Antibiyotik ve biyositlerin i¢inde bulundugu antimikrobiyal ajanlar bakteriler iizerinde
bakterisidal veya bakteriyostatik olarak benzer etkiler gostermektedir. Bakteriler bu
ajanlara kars1 ortak direng¢ mekanizmalarina sahiptir. Bakterilerin, biyosit maruziyetinden
sonra bes ana prensibi takip ederek antibiyotiklere kars1 direnc gelistirdigi kanitlanmistir.
Bunlar, ¢apraz direng, maruziyet ile gelisen fenotipik degisiklikler, ortak direng (co-
resistance) (alic1 hiicreye hem biyosit hem antibiyotik direnci kazandiran, kromozom dis1
genetik materyaller ile edinilen direng), maruziyet sonucunda daha toleransh alt
popiilasyonlarin gelismesi ve biyosit ve antibiyotik maruziyeti sonrast hasarli DNA'y1
onarmak icin bakterilerdeki SOS tepkisinin etkinlesmesi ile DNA hasarinda ani artiglardan

kurtulma mekanizmasidir (SCENIHR, 2009).

Capraz direng, benzer sekilde etkili bilesikler veya ajanlari tolere etmek i¢in ayni stratejiyi
kullanan belirli bir toksik maddeye karsi gelistirilmektedir. Antimikrobiyal kemoterapi
sirasinda, mikroorganizmalar onlar1 antimikrobiyallere karsi direncli kilan bir kagis
mekanizmasi olarak mutasyona ugramaktadirlar (Paul ve ark., 2019). Giderek biiyiiyen bir
tehlike de antibiyotikler ve biyositler arasinda gapraz direng olusumudur. Ozellikle gida
alaninda yaygin olarak kullanilan biyositler ile antibiyotikler arasindaki ¢apraz direng
onemli halk sagligi sorunlarina yol agabilmektedir. Capraz direng iki antibakteriyel ajan
hedefe ulagsmak i¢in ayni yolu kullaniyorsa (6r. porinler gibi), benzer etki mekanizmasina
sahip ise (Or. protein sentez inhibisyonu gibi) veya benzer diren¢ mekanizmalarina sahip

ise (Or. permeabilite azalmasi gibi) ortaya g¢ikabilmektedir. Biyositler ile capraz direng
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antibiyotiklerle ve/veya dezenfektanlar ile olusabilmektedir (SCENIHR, 2009, Morente ve
ark., 2013, Navidinia ve Goudarzi, 2019).

Bakteriler arasinda biyositlere en fazla direng bakteri sporlarinda goriilmektedir. Manto
(spor kabugu) biyositlerin gegisini engellemektedir. Stafilokoklar gibi gram pozitif
bakterilerin hiicre duvar1 biyositlere karsi etkili bir engel olusturmaz. Mukoid ve/veya
slime faktorii tasiyan stafilokoklar kloroksilenol, setrimid ve klorhekzidine daha
direnglidir. Slime faktorii uzaklastirlldiginda direncgli stafilokoklar daha duyarli hale
gelmektedir (Fraise, 2002).

Bir¢ok arastirmaci, veteriner, gida ve klinik bakteri izolatlar ile yaptiklari ¢aligmalarda
coklu antibiyotik direnci gosteren izolatlarin, biyosidal maddelere de duyarliliklarin da
azalmis oldugunu goézlemlemislerdir (Gibbons ve Udo, 2000; Morente ve ark., 2013;
Fuentes ve ark., 2014; Becker ve ark., 2018).

Antibiyotik ve Bivyosit Direnci Arasindaki Benzerlik ve Farkliliklar:

Benzerlikler

Intrinsik (dogal) direng (6rnegin sporlarin alkollere direngli olmasi) ve dis etken kaynakli
direnglerin (agir metallere kars1 efluks pompalari) iyi tanimlanmig olmasi,

Kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 benzerdir (6rnegin gegirmezlik, efluks pompalart).
Biyofilmlerin inaktivasyon ve 6liimii engellemesi,

Inaktivasyon, antibiyotik veya biyosit ile temas konsantrasyonuna ve siiresine baglidir.

Farklihiklar
Cogu antibiyotik biyosentetik islemlerde belirli bir hedefi engeller,
Cogu biyosit, diisiik veya yiiksek konsantrasyonlarda etkili olan, ¢oklu konsantrasyon

bagimli hedeflere etki etmektedir (Weber ve ark., 2019).

2.8. Efluks Pompa inhibitérleri

Bakteriyel ¢oklu antibiyotik direncine neden olan efluks pompa proteinlerini inhibe ettigi

bilinen bazi bilesikler; fenil arjinin betanaftilamid (PAPN), INF271, INF55, karbonil
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siyanid m-klorofenil hidrazon (CCCP), rezerpin, 1-(1-naftilmetil) piperazin (NMP),

birikodar, timkodar, verapamil, milbemisin, klorpromazin, paroksetin ve omeprazoldur.

Efluks pompa inhibitorlerinin c¢alisma mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamakla
beraber, birka¢ mekanizma ile ¢oklu antimikrobiyal direncini azaltabildikleri ¢esitli
arastirmalarda belirtilmistir (Schmitz ve ark., 1998; Marquez, 2005, Pages ve Amaral,
2009). Bu mekanizmalar; inhibitoriin antibiyotiklerle yarismali veya yarismasiz olarak
dogrudan pompaya baglanmasi ile pompay1 bloke etmesi, ATP baglanmasini inhibe ederek
veya proton gradyanini bozarak enerjinin tilkenmesine de neden olmasi, inhibitoriin
antibiyotik ile kompleks olusturarak ilacin hiicrelere girmesini kolaylastirmas: ve
kompleksin daha biiyiik olmasi nedeniyle hiicreden disari pompalanmasini engellemesi

seklinde isleyebilmektedir (Schmitz ve ark., 1998; Marquez, 2005).

Toksisiteye yol acabilmeleri sebebiyle, heniiz klinik kullanimi olan bir pompa inhibitori
yoktur. Endiistriyel ve akademik alanda faaliyet yiiriiten pek ¢ok arastirmaci tarafindan,
pompa inhibisyonu 6zelligi kesfedilen dogal ve sentetik kaynakli pek c¢ok bilesik rapor
edilmektedir. Bu c¢ergevede, patent basvuru ornekleri de olan gesitli antibiyotik tiirevi
(tetrasiklin, aminoglikozit ve florokinolon analoglar1) ve antibiyotik dis1 bilesikler (indol,
ire, aromatik asit, piperidin-karboksilik asit, kinolin tiirevleri ve peptidomimetikler)
siklikla ¢alisilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarla, efluks pompa inhibitdrlerinin  bazi
antibiyotiklerin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerini diisiirdiigii

gosterilmistir (Aygil, 2015).

Gram negatif bakterilerde, fenil-arginin-g-naftilamid (PagN)’in gii¢lii bir efluks pompa
inhibitori  oldugu;  Pseudomonas  aeruginosammm  Mex  pompa  sistemleri,
Enterobacteriaceae ailesinin AcrAB pompa sistemi ve Campylobacter jejuni'nin
eritromisin  pompa sistemi tarafindan saglanan norfloksasin direng aktivitelerini

azaltabildigi tespit edilmistir (Kumar ve ark., 2013).

Rezerpin, P-glikoproteini inhibe ettigi bilinen ve antihipertansif olan bir bitkisel
alkaloiddir. Gram pozitif bakterilerde, NorA ve Bmr coklu ilag pompa sistemlerini inhibe
ettigi ortaya konan ilk bilesiktir. Rezerpin bir efluks pompa inhibitorii olarak ¢ok ilaca
diren¢li Gram pozitif bakterilerde florokinolon aktivitesini arttirmaktadir. Rezerpin ya da

diger NorA inhibitorlerinin kullanilmas: S. aureus’da NorA pompasini inhibe etmektedir.
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In vitro olarak S. aureus ve S. pneumonia’nin direncli varyantlarmin ortaya ¢ikisini da
azaltmaktadir. Rezerpin tetK determinantini bulunduran MRSA tiirlerine karsi tetrasiklin
aktivitesini de artirmaktadir ve Lactococcus lactis 'teki ¢oklu ilag direncini saglayan ABC

efluks sisteminin {iyesi olan LmrA’y1 inhibe ettigi de gosterilmistir (Alqwai ve ark., 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Gida Orneklerinin Toplanmasi, izolasyon ve On Tanimlamalarinin Yapilmasi

Kasim 2016 — Mayis 2017 tarihleri arasinda, Ankara’nin ¢esitli market, mandira ve
pazarlarinda satisa sunulan 13 ¢ig siit, 60 peynir, 18 ¢ig tavuk ve 41 et (kiyma, kusbasi),
fermente et (sucuk, sosis, salam) olmak iizere, toplam 132 gida 6rnegi materyal olarak
kullanilmistir. Ornekler soguk zincir kosullar1 dikkate almarak, steril kaplarin iginde

laboratuvar ortamina getirilmis ve ayni giin i¢inde ¢aligiimistir.

Aragtirmamizda Tiirk Standartlart Enstitiisinde (TSE, 2011) belirtilen esaslara gore ¢ig siit
ornekleri steril 200 ml ‘lik siselere alinmistir. Laboratuvara getirilen 25 ml ¢ig siit
orneginden 225 ml’lik steril tamponlanmis peptonlu su (Buffered Peptone Water, BPW,
Merck, 107228) kullanilarak sirasiyla 10'1, 10'2, 10 liik dilusyonlar hazirlanmistir. Analiz
icin laboratuvara steril kosullarda getirilen 25 g peynir 6rnekleri steril bir kapta tartilmais,
225 ml steril Ringer Cézeltisi’nde (Merck, 115525) ezilip homojenize edilerek 10™, 107?,
107" liik dilusyonlar1 hazirlanmustir. 25 g et ve tavuk 6rnekleri steril kaplarla laboratuvara
getirilip tartilip parcalanarak, 225 ml’lik steril BPW igine alindiktan sonra 107, 102 107
lik dilusyonlar1 hazirlanmistir. Biitlin dilisyonlardan, Mannitol Salt Phenol-Red Agar’a
(MSA, Merck, 105404) 0,1 ml ekim yapilarak 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir
(Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi, 2011).

MSA besiyerinde sar1 zon olusturan sari-parlak kolonilere ve kirmizi-mor zon olusturan
beyaz siipheli kolonilere (Resim 3.1) Gram boyama, katalaz, oksidaz testleri
uygulanmistir. Gram pozitif (+), tizim salkim1 seklinde kok, katalaz pozitif (+) ve oksidaz
negatif (-) olan koloniler Staphylococcus olarak adlandirilmigtir. Aragtirmamizda yapilacak
tim deneyler igin kontrol sus olarak S.aureus ATCC 29213 kullanilmistir (Chajecka-
Wierzchowska ve ark., 2015).
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Resim 3.1. Mannitol Salt Agar lizerinde Staphylococcus’larin goriiniisii
(http://www.bacteriainphotos.com/mannitol_agar.html)

3.2. izolatlarin Antibiyotik Direncliliklerinin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemiyle
Belirlenmesi

Antibiyotik duyarlilik testi Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii’'nde (CLSI) (CLSI,
2013) belirtilen kriterlere gore Kirby-Bauer disk diflizyon yontemine goére yapilmustir.
Staphylococcus izolatlar1 Mueller Hinton Agar (MHA, Merck, 105435) besiyerine ekilip
30-35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, kiiltiirlerden 2-3 koloni alinarak, 0,5
MacFarland bulaniklik standardina esdeger olacak sekilde serum fizyolojik i¢inde siispanse
edilmistir. Siispansiyondan, steril ekiivyon cubuk ile alinan izolatlar MHA besiyeri
yiizeyine slirme yontemi ile ekilmistir. Besiyeri yiizeyi kuruduktan sonra antibiyotik
diskleri yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonucunda olusan antibiyotik
inhibisyon zon ¢aplari milimetrik olarak Olg¢iilmiistiir. Elde edilen zon caplari CLSI da
(CLSI, 2013) belirtilen zon caplariyla karsilastirilarak Staphylococcus’larin antibiyotiklere
hassas ve direngli olarak degerlendirilmesi yapilmistir. Calisilan izolatlar i¢in ampisilin
(AM,10pg), sefkuinom (CFQ,30ug), tetrasiklin (TE,30pg), gentamisin (CN,10 pg),
enrofloksasin (ENO,15ug), eritromisin (E,15ug) antibiyotikleri kullanilmstir. Izolatlar
Cizelge 3.1°de belirtilen (CLSI, 2013), inhibisyon zon ¢aplaria gore hassas ve direngli

olarak degerlendirilmistir (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Antibiyotik Direnclilik Testi (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan ¢ekilmistir.)

Cizelge 3.1. Aragtirmamizda kullanilan antibiyotik diskleri ve duyarlilik sinirlari

G Antibiyotik Zon ¢ap1 (mm)

Antibiyotikler . .

konsantrasyonu (pg) Hassas Direngli
Ampisilin(AM) 10 pg >29 <28
Sefkuinom (CFQ) 30 ng >23 <22
Tetrasiklin(TE) 30 ug >19 <14
Gentamisin (CN) 10 ug >15 <12
Enrofloksasin (ENO) 15 pg >23 <22
Eritromisin (E) 15 ng >23 <13
Kloramfenikol (C) 30 ug >18 <12
Nitrofurantoin (F) 300pg >17 <14
Siprofloxacin (CIP) Sug >21 <15
Sefuroksim (CXM) 30 pug >18 <14

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemine gore antibiyotik direngli izolat sayisi ve yiizdeleri

Cizelge 4.3 te ayrintili olarak gosterilmistir.

3.3. Bakteri Izolatlarinin Antibiyotik Direncliliklerinin Mikrodilusyon (MIiK)
Yontemiyle Belirlenmesi

Toz antibiyotikler uygun ¢oziiciiler olan; %95 etanol (eritromisin), steril distile su
(sefkuinom, gentamisin, tetrasiklin), fosfat tamponu, pH: 6.0, 0.1 mol/L (ampisilin), %1

dimetil siilfosit (DMSO) (enrofloksasin) ¢oziinmeleri saglandiktan sonra steril distile su ile
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1024 pg/ml konsantrasyonda hazirlanmalari i¢in stok soliisyon olarak CLSI kriterlerine

gore 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) kullanilmigtir. Antibiyotik diren¢ ve duyarliliginin
belirlenmesinde mikrodiliisyon yonteminin kullanildig: testte 100l Mueller Hinton Broth
(MHB, Merck, 110293) besiyeri iceren 96-kuyulu mikroplakta (U taban) her bir
antibiyotige ait CLSI’da belirtilen diren¢ ve duyarlilik sinirlarina goére hazirlanmig
baslangi¢ diliisyon soliisyonlar1 eklenerek cift katl diliisyonlar1 (<512 pg/ml) yapilmistir.
Kuyulara 0,5 McFarland yogunlugunda taze hazirlanmis bakteri kiiltiir siispansiyonundan
2x10°cfu/ml yogunlukta tim kuyulara 10 pl ilave edilerek 37°C’de 16-18 saat inkiibe
edilmistir. Makroskobik olarak ilireme goriilmeyen en diisiik konsantrasyon Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonlar1 olarak (MIK) belirlenmistir. Besiyeri, kiiltiir ve ¢oziicii

kontrolleri testte 2 paralel olarak ¢alisilmistir.

Tiim bakteri izolatlar1 her bir antibiyotik igin belirlenen MIK degerleri CLSI kriterlerine
gore direncli ve duyarli 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<I pg/ml), eritromisin (S>0.5; R<8 pg/ml),
vankomisin (S>4, R<32)dir.

3.4. Bakteri Izolatlarimin Biyositler I¢cin Minimal Inhibitér Konsantrasyon
Degerlerinin (MIK) Belirlenmesi

Biyosidal test maddeleri, uygun ¢oziiciileri olan %95 etanol (klorhekzidin, hekzaklorofen),
steril distile su (benzalkonyum kloriir, sodyum hipoklorit, povidon iyodin), etanol
(triklosan) ile ¢ozlinmeleri saglandiktan sonra steril distile su ile 1024 pg/ml (klorhekzidin,
hekzaklorofen, benzalkonyum Kkloriir, triklosan), 100 mg/ml (sodyum hipoklorit), 100 g/l

(povidon iyodin) konsantrasyonlarda stok soliisyonlar1 hazirlanmistir.

Arastirmamizda kullanilan biyosidal maddeler klorhekzidin (CH, Sigma), hekzaklorofen
(HC, Sigma), benzalkonyum kloriir (BC, Sigma), sodyum hipoklorit (SC, Merck), povidon
iyodin (PI, Sigma), triklosan (T, Sigma)’dir.
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Biyosit MIK degerlerinin belirlenmesinde mikrodiliisyon y&nteminin kullanildig1 testte
100ul MHB (Merck, 110293) igeren 96-kuyulu mikroplakta (U taban) hazirlanmig
baglangic diliisyon soliisyonlar1 eklenerek ¢ift kathi diliisyonlar1 yapilmistir. Kuyulara 0,5
McFarland yogunlugunda taze hazirlanmus kiiltiir siispansiyonundan 2x10°cfu/ml
yogunlukta tiim kuyulara 10 pl ilave edilerek 37°C’de 16-18 saat inkiibasyon sonrasi
makroskobik olarak iireme goriilmeyen en diisiik konsantrasyon Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonlar1 olarak (MIK) belirlenmistir (Resim 3.3, 3.4). Besiyeri, kiiltiir ve ¢oziicii

kontrolleri testte iki paralel olarak ¢aligilmustir.

Resim 3.3. Biyosit MIK belirleme testi (Fotograf, G.U. Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan gekilmistir.)

Resim 3.4. Biyosit MIK belirleme testi (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan gekilmistir.)
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3.5. Antibiyotik Direnci Gosteren Bakterilerin BD BBL Crystal Tammmlama Kiti ile
Tammlanmasi

Disk difiizyon yontemi ile antibiyotiklerin bir veya birden fazlasina diren¢ gosterdigi
belirlenen Gram pozitif bakteri izolatlar1 secilerek, Becton Dickinson (BD) BBL Crystal

Identification System Gram-Positive ID tanimlama kitiyle tanimlamalar1 yapilmistir.

Bu test i¢in izolatlarin Triptic Soy Broth (CASO, TSB, Merck, 100800) icerisindeki 18-24
saatlik kiiltiirleri kullanilmistir. Bu kiiltiirlerden alian 100 pl, kit icinden ¢ikan sivi ¢ine
inokiile edilerek 0,5 McFarland bulaniklik olacak sekilde ayarlanmistir. Vortex ile iyice
homojenize edilen bakteri siispansiyonlari, BBL Crystal Base paneline bosaltilmis ve tim
kuyucuklarin siispansiyonla dolmasi saglanmistir. BBL Crystal GP ID Panel kapaklari
kapatilmistir.

Paneller ters cevrilerek 35-37°C’de, nemli ortamda 18-24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda paneller BBL Crystal Panel Viewer cihazi kullanilarak ve BBL
Crystal Gram-Positive Identification Color Chart tablosu yardimiyla okunmus ve sonuglar

degerlendirilmistir. Degerlendirme sonuglar1 bilgisayar ortaminda, BBL Crystal

Identication System programina aktarilarak Staphylococcus tiir tanimlamasi yapilmistir
(Resim 3.5, 3.6).

Resim 3.5. BBL Crystal GP ID Panel kapaklarinin kapatilmasi (Fotograf, G.U.Fen Fak.
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilaher tarafindan ¢ekilmistir.)
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Resim 3.6. BBL Crystal Panel Viewer Cihazi (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan ¢ekilmistir.)

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

Daha once, antibiyotiklerden bir veya birden fazlasina diren¢ gdsterdigi belirlenen Gram
pozitif bakteri izolatlari, antimikrobiyal direnglerinin rezerpin duyarli efluks pompa
sistemiyle olup olmadigini belirlemek amaciyla, mikrodilusyon yontemi ortama antibiyotik
ve biyositlerle beraber 0,01 mg/ml oraninda rezerpin eklenerek tekrar edilmistir (Resim
3.7, 3.8). Rezerpin eklendiginde olusan MIK degeri ile eklenmediginde goriilen deger
oranlanmig ve oranin 4 kat1 ve tizeri goriilmesi durumunda direncin rezerpin duyarl efluks

pompasit ile olabilecegi diisiiniilmiistiir (Gibbons ve Udo, 2000).
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Resim 3.7. MIK yontemi ile antibiyotik direnglilik testinin reserpin eklenerek
tekrarlanmas1 (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
Meryem Burcu Kiilahci tarafindan ¢gekilmistir.)

Resim 3.8. MIK yéntemi ile biyosit direnglilik testinin reserpin eklenerek tekrarlanmasi
(Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Meryem Burcu
Kiilahc tarafindan ¢ekilmistir.)
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3.7. Antibiyotik Direnci Gosteren Bakterilerin Tanimlanmasi

Antibiyotiklerden bir veya birden fazlasina direngli oldugu belirlenen 29 Staphylococcus
izolat1 segilerek, dnce laboratuvarimizda fenotipik (biyokimyasal) (gram boyama, katalaz,
oksidaz, BBL Crystal Gram pozitif kit) olarak tanimlanmistir. Daha sonra da dogrulama
amaciyla, izolatlarin genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis ve 16s rDNA bolgeleri PZR ile
cogaltilip, agaroz jelde goriintiilendikten sonra DNA dizi analizleri hizmet alimi yapilan

firmalar tarafindan yapilmistir.

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 kullanilmayacak olan DNA’lar calisma yapilincaya kadar -
20°C’de saklanmistir. DNA izolasyonu igin ticari kitin protokolii Staphylococcus izolatlari

i¢in optimize edilmistir.

DNA Izolasyonu:

1. Siv1 besiyerinde iliremis olan bakteri kiiltiiriinden 1500 pl alimip eppendorf tiipe
aktarilarak, 3000g de 5 dk santrifiijlenmistir.

2. Siipernatant kismi atilarak {izerine 300 pl fosfatli tuz tamponu (PBS) eklenip
vortekslenmistir. Eppendorf tiip 95°C’de 7 dakika inkiibe edilmistir.

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

4. Inkiibasyondan sonra 300 ul 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 yapilmstir.

5. Daha sonra 150 pl Isopropanol eklenip, pipetaj ile iyice karigtirilmisgtir.

6. Total karisim toplama tiipii (Collection Tube) {izerine oturtulmus filtre tiiplerine
yiiklenmistir.

7. 1 dk 8000g de santrifiij yapilmistir.

8. Toplama tiipii atilmig ve filtre yeni bir tiipe yerlestirilmistir.

9. 500 pl Inhibitor Removal Buffer eklenip, 1 dk 8000g de santrifiij yapilmistir.

10. Toplama tiipii atilip ve filtre yeni bir tiipe yerlestirilmistir.

11. 500 pl Wash Buffer eklenip, 1 dk 8000g de santrifiij edilmistir.
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12.

13.

14.
15.

16.

17.

Toplama tliptindeki siv1 atilip, 500 pl Wash Buffer tekrar eklenerek 1 dk 8000g de
santrifiij edilmistir.

Altindaki siipernatant atilarak filtreye bir sey eklenmeden 8000g de 15 sn gevrilerek
filtre tampondan uzaklastirilmistir.

Filtreler yeni 1.5 ml ependorf tiiplerine yerlestirilmistir.

50 ul énceden +70°C ye 1sitilmis Elution Buffer filtrelere eklenip 1 dk 8000g de
santriflij edilmistir.

Toplanan DNA’nin miktar1 ve kalitesi Biotek Epoch Take3 Plate cihazi ile
Olclilmiistiir.

PZR yapilmayacak ise DNA’lar -20°C de saklanir. PZR baslanacak ise karisim

hazirlanana kadar +4°C de saklanabilir.

PZR Karisimi (Mix) Hazirlama:

1 6rnek igin;

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

Reverse Primer: (1:10 Sulandirtlmis/10uM): 1 pl

AptaTaq Fast PZR Master (5x): 4 ul

DNA Ornekleri: x pl (Toplam miktar 150-200 ng olacak sekilde denenebilir. Eger 150 ng

dan yiiksek ise 150 ng olacak sekilde esitleme yapilir.)
Su: 14-x pl

Toplam: 20 pl

Reaksiyon;

Denatiirasyon: 95°C de 60 sn (1x)

. - 0
PZR: Denatiirasyon 95 "C de 5 sn (35)
Annealing/Elongation: 56°C de 30 sn

Cooling: +4°C de Sonsuz.

5 ul PZR 6rnegi + 1 pl 6x DNA boyasi (Runsafe DNA staining reagent), Jele yiiklenerek,

80V da markerlarin takibi ile ylriitiilmistiir (Resim 3.9).

Uygun bolgede yeterli biiytlikliikte (1500 bp) bant elde edildiginde PZR {iriinleri hizmet

alimi1 yapilan firmaya ulastirilarak, dizi analizi ile tanimlama yaptirilmistir.
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Resim 3.9. Staphylococcus izolatlarinin 16s rDNA bolgelerin PZR ile ¢ogaltildiktan sonra
jel goriintiisti (1:DNA ladder, marker,2: Negatif kontrol, 3: Cogalma olmamis
ornek, 4-12:Pozitif ornekler) (Fotograf, G.U. Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci 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, Oncelikle hedeflenen genlerin ileri ve geri (forward ve reverse) primerleri
tasarlanmistir. Uygulanan yontemle tasarlanamayan genlerin primer dizileri uygun
literatiirden alinarak sentezletilmistir. Cizelge 3.2 ve 3.3 de belirtilen primerler elde edilip
uygun olarak sulandirildirilip kullanima hazir hale getirilmistir. Deneyde Roche marka
FastStart Essential DNA Green Master kit kullanilmistir. Hedeflenen gen bolgesine ait
primer c¢iftleri ile SYBR Green boyas:i kullanilarak LightCycler 96 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) cihazinda ¢alisma yapilmistir. Sonuglar Abs Quant analiz modiilii
kullanilarak calismaya dahil edilen pozitif ve negatif kontrollere gore degerlendirilmistir.
Pozitif kontrol olark 16S rDNA primeri ile kurulmus karigim, negatif kontrol olarak ise

DNA konulmadan hazirlanmis karisim kullanilmistir.

3.9. 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 sonuclar igerisinden
‘complete cds’ olan, olabildigince tiim genom sekansini iceren bolge opsiyonel segilerek,
gene ait sekansin FASTA formati agildiktan sonra, yeni bir sekmede http://primer3.ut.ee/
‘e gidilmistir. FASTA formatindan ¢ogaltilacak bolge icin ortalama 800 baza kadar secilim

yapilip, Primer3 sitesine sekans yapistirilmistir. Ayni sayfa icerisinde asagidaki kisma
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hedeflenen iiriin bp olarak yazildiktan sonra Pick primers’e tiklanir, ilk gelen primer
dizileri sistemin onerdigi olabilecek en iyi primerlerdir. Primer ¢iftinin hairpin, self-dimer
& heterodimer olusturma skorlamalarinin kontrolii i¢in
https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer sitesine gegilmistir. Ucretsiz iiyelik agilir,
ilk primer ¢ifti denenir. Sirasi ile hairpin, self dimer ve heterodimer denenir, burada istenen
aralik deltaG’nin +2 -9 arasinda ¢ikmasidir. Her iki primer de (F ve R) istenen araliklarda
ise, tasarim tamamlanmistir. Bu sekilde tasarlanamayan birka¢ primerin dizileri uygun
makalelerden (Patel ve ark., 2010, Swick ve ark., 2011) alinarak sentezlettirilmistir (Cizelge
3.3).



Cizelge 3.2. Calismamizda kullanilmak iizere tasarlanan primerler
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Primer ad1 Baz Dizileri

16S AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

ACGGCTACCTTGTTACGACTT

acrB ACCAAGTTCATCCACGCCTA

AAAGGCTGGGCAAATGACTG

ACACAGTGATTGGCATGATTG

sugE
J GCATCCCCACAAAGAACCAA

efrA GGAGCGGGACTGTTCAAATC

GAATCCGTGAAGCCGAAACC

efrB TCCTAGATGAGCCAGAAGAAGA

GTCCCACAATCGCAACCATT

GCTGCTGTTGAAGAGTCTATGT

gacA/B
TGCAAGCTGTTTTATCCCCG

smr AGATCAGGCACCTTCAACGA

GCATGGCGAAAATCCGTAGA

mdeA TCCATACAATAACCCGCCGA

TCGCTTTTCCATGTTGTCGC

TTTAGGGGCGAGAGGTGAAA

mepA
TGATTGCAGTACCCAAAGCTG

norA TGGGGCACTTTTCCAAATCT

AGTTCAATCCGCCTGCAAAG

TCATGATACCTCTGACGGCA

sepA
ATAAGTACGCCTGCACCCAT

AGCAGATAAGAGTGGACAAGC

bla
GCTGTTTCGCTGACTACTTTG

GGCAGACAAATTGGGTGGTT

mecA
TGAAGCAACCATCGTTACGG

TGTCTTGATTGCCCACGTTC

tetK
TGCAACAGTTCACATGGACG

tetL AGGAAGCAGAGTTCAGCCAT

TAAGGGCACAAATCGCATCG

cat TAACCTGCCCCGTTAGTTGA

O MO MO MO MO MO MO MO MO MO N0 M0 T MDD T0 70"

TTGTGCGTTGAGAAGAACCC

F: Forward, R: Reverse

Cizelge 3.3. Literatiirden alinan primer dizileri

Primer adi

GTAATGGTACTAATTATGATTCGTGTTGG
norB (Patel ve ark. 2010)

CTGGCAAGAAAGTTAATGAAATGAGAC

CTGGCGGCAGCGGTAA
norE (Swick ve ark. 2011)

O M O T

TGCCATACAGACACCCACCATA

F: Forward, R: Reverse
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3.10. Real Time PZR Reaksiyonu ve Protokolii

Bakteri izolatlarinin DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra her reaksiyon kuyucuguna esit
miktarda dna eklenebilmesi i¢in gerekli sulandirmalar yapilmistir. Reaksiyon igin
kullanilan Roche marka FastStart Essential DNA Green Master kitin kullanim kilavuzunda
belirtilen protokole goére reaksiyon karigimi (mix) hazirlanmis ve cihaz (Roche,
LightCycler 96, 05815916001) protokoliine wuygun olarak reaksiyon cihazda
yuriitilmistir. Calisilan her gen igin pozitif kontrol olarak, 16s rDNA primerleri ile

reaksiyon kurularak ytirtitilmistiir.

3.10.1. PZR karisima hazirlama

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

karisimi asagida yazildig: gibi son hacim 20 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

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

Reaksiyon karisimi hazirlanip kuyucuklara aktarildiktan sonra 96 kuyucuklu plakanin tizeri
ozel jelatin ile kapatilarak cihaza yerlestirilmistir (Resim 3.10). Cihazin ¢alisma protokolii
kullanilan primer ¢iftinin erime sicakligi dikkate alinarak, kullanim kilavuzunda tavsiye

edildigi tizere asagidaki gibi diizenlenerek ¢alisilmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Real Time PZR cihazinin ¢alisma protokolii

Run Editor
Detection Format Reaction volume (ul)
Dyes 1: SYBR Green | 20
Programs
Temp. (°C) | Ramp (°C/s) Duration | Acquisition
Pre-Incubation | 95 4.4 600 None
3-step No of cycles:45
95 4.4 None
Amplification 53 29 10 None
72 4.4 10 Single
Meli 95 4.4 10 None
elting 65 2.2 60 None
97 0.1 1 5 Readings/
%

LSO AD

Resim 3.10. Real Time PZR c¢alisma plagi (Fotograf, G.U.Fen Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Meryem Burcu Kiilahci tarafindan ¢ekilmistir.)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Kasim 2016 — Mayis 2017 tarihleri arasinda, Ankara’nin ¢esitli market, mandira ve
pazarlarinda satisa sunulan 13 ¢ig siit, 60 peynir, 18 ¢ig tavuk ve 41 et (kiyma, kusbasi)
olmak tizere toplam 132 gida Grnegi materyal olarak kullanilmis ve 77 Staphylococcus elde
edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Gida orneklerinden izole edilen Staphylococcus’larin, izole edildikleri
materyallere gore dagilimlari

Staphylococcus
Gida 6rnek adi Calisilan 6rnek sayist izolat say1s1 %
Peynir 60 51 66.2
Cig Siit 13 16 20.8
Tavuk 18 6.5
Et 41 6.5
TOPLAM 132 77 100

Izole edilen Staphylococcus’larin antibiyotik direngleri Kirby-Bauer disk difiizyon ve MIK
yontemleri ile (Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge 4.4), biyosidal maddelere olan
duyarliliklar1 ise MIK yontemi ile tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.2. Staphylococcus izolatlarinin disk difiizyon ve MIK ydntemleriyle elde edilen
antibiyotik direng say1 ve yiizdeleri

Staphylococcus Calisilan Antibiyotik Isimleri
(n=77)
AM E TE CIP C CN CXM F CFQ ENO
. . 13 2 19 3 31 2 3
Disk difizyon | 0016.9) | (26) | @247) | © | @39 | ° | (®%403) | @e26) | %39 | °
: 4 0 18 3 11 2
MIK (%5,2) @234 | O | @39 | ° | @143 | ce26) | ° 0
AM: Ampisilin, E:Eritromisin, TE:  Tetrasiklin,  CIP:Siproflaksasin,  C:Kloramfenikol, = CN:Gentamisin,

CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin, CFQ:Sefkuinom, ENO:Enrofloksasin)

Staphylococcus izolatlarinda en yiiksek antibiyotik direnci beta laktam grubundan
sefuroksim ve ampisilinde belirlenmistir. Sonraki en yiiksek direng tetrasiklinde

gbzlenmistir. MIK ydnteminde disk difiizyona gore daha az direngli izolat tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. izolatlarin disk difiizyon ve mik ydntemi ile coklu direng oranlari

Staphylococcus (n=77) Tek acﬁ?:;é’mlge i aggl;};()tlge Ue agﬁ';:;mlge TOPLAM
- 28 16 3 a7
Disk diftizyon (9%59.6) (%34) (%6.4) (%61)
: 20 9 29
MIK (%69) (%31) 0 (%37.7)




Cizelge 4.4. izolatlarin disk difiizyon ve MIK yontemlerine gore antibiyotik direngleri
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Bakteri Disk Difilizyon Yontemine Direngli oldugu MIK Yéntemine Gére Direngli
No | Kodu Gore Antibiyotik Direngliligi | antibiyotik sayis1 | Antibiyotik Direngliligi | oldugu
antibiyotik
say1si

1 S1-1 AM 1

2 P49-2 AM,CXM 2 CXM 1
3 P24-1 AM,CXM,TE 3 CXM,TE 2
4 P2-2 AM,CXM 2 CXM 1
5 S12-1 AM 1 AM 1
6 P23-1 AM,CXM,TE 3 CXM,TE 2
7 P20-1 AM,CXM 2 CXM 1
8 S11-1 AM 1 AM 1
9 P36-3 AM,CXM 2 AM,CXM 2
10 | S3-1 AM,CXM 2 AM,CXM 2
11 | S13-3 AM,E 2

12 | ES-14 AM,CXM,TEE 3 CXM 1
13 | K11-1 CXM,TE 2 CXM,TE 2
14 | ES-18 TE,C 2 TE,C 2
15 | ES-20 CXM,TE 2 TE 1
16 | P49-3 CXM,TE 2 CXM, TE 2
17 | ES-15 TE 1 TE 1
18 | T1-1 AM,TE 2 TE 1
19 | S4-2 TE 1 TE 1
20 | K6-1 TE 1 TE 1
21 | ES-11 TE 1 TE 1
22 | ES-8 TE,C 2 TE,C 2
23 | K5-1 CXM,TE 2 TE 1
24 | ES-9 TE 1 TE 1
25 | T18-1 TE 1 TE 1
26 | S6-1 CXM,TE 2 TE 1
27 | P2-1 CXM,TE 2 TE 1
28 | K10-2 TE 1 TE 1
29 | ES-17 CXM 1

30 | P21-1 CXM 1

31 | P10-1 CXM 1

32 | ES-7 CXM 1

33 | ES-2 CXM 1

34 | ES-21 CXM 1

35 | P3-1 CXM 1

36 | S7-2 CXM 1

37 | P4-3 CXM 1

38 | ES-19 CXM 1

39 | ES-13 CXM 1

40 | ES-5 CXM 1

41 | P44-1 CXM 1 CXM 1
42 | P14-1 CXM 1

43 | P47-2 CXM 1

44 | P43-1 CXM 1

45 | ES-6 CXM 1

46 | S8-1 F 1 F 1
47 | P46-1 CF 2 CF 2

AM:Ampisilin, E:Eritromisin, TE: Tetrasiklin, CIP:Siproflaksasin, C:Kloramfenikol, CN:Gentamisin,
CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin)
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Antibiyotik direngli olarak tespit edilen Staphylococcus izolatlarinin tiir tanimlamalari
BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile yapilmistir (Cizelge 4.5). 7
izolat bu kit ile adlandirilamamus, izolatlardan biri Enterococcus faecium, biri de

Micrococcus luteus olarak adlandirilmastir.

Cizelge 4.5. BBL Crystal Identification System Gram-Positive ID Kit ile adlandirilan
antibiyotik direngli izolatlarin tiir dagilimi

Sira No Izolat No Staphylococcus
1 P49-2 S.saprophyticus
2 p24-1 S.saprophyticus
3 p2-2 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 -

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

-:Kit ile adlandirilamayan izolatlar



Cizelge 4.6. izolatlarin adlandirilmasi ve biyosit MIK degerleri
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Sira Bakteri | Bakteri Adi sc HC CH T PI BC
No Kodu (Staphylococcus) (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) (pg/ml
1 P49-2 | S.saprophyticus 12500 | pg/ml H 0.5 H 12500 | mg/l | 0,5
2 P24-1 | S.saprophyticus 12500 | pg/ml H 0.5 H 3125 | mg/l H
3 p2-2 S.saprophyticus 25 mg/ml H 0.5 8 12500 | mg/l 4
4 S12-1 - (Adlandirilamadi) 781 | pg/ml H 0.5 1 6250 | mg/l H
5 P23-1 | S.saprophyticus 391 | pg/ml H 2 2 6250 | mg/l H
6 P20-1 | S.haemolyticus 391 | pg/ml H 0.5 1 6250 | mg/l 4
7 S11-1 | E. faecalis 1563 | pg/ml H 0.5 1 6250 | mg/l H
8 P36-3 | M.luteus 1563 | pg/ml H 1 1 12500 | mg/l 4
9 S3-1 S.aureus 781 | pg/ml H 2 2 50 gr/l 1
10 ES-14 | S. vitulinus 781 | pg/ml H 1 1 12500 | mg/l 1
11 K11-1 | S.saprophyticus 391 | pg/ml >512 1 >512 | 6250 [mg/l| 0,5
12 ES-18 | -  (Adlandirilamadi) 781 | pg/ml H 1 >512 | 6250 | mg/l 2
13 ES-20 E. faecium 391 | pg/ml H 1 >512 | 6250 [mg/l| 0,5
14 P49-3 | S.saprophyticus 12500 | pg/ml H 0.5 >512 25 gr/l | 128
15 ES-15 | -  (Adlandirilamadr) 781 | pg/ml H 1 >512 50 gr/l 1
16 T1-1 S.warneri 1563 | pg/ml H 0.5 H 50 gr/l H
17 S4-2 S.aureus 12500 | pg/ml H 1 2 12500 | mg/I H
18 K6-1 S.saprophyticus 781 | pg/ml H H 2 12500 | mg/I H
19 ES-11 | -  (Adlandirilamadi) 25 | mg/ml H 32 128 50 |gr/l| 05
20 ES-8 - (Adlandirilamadi) 781 | pg/ml H 1 H 50 gr/l 1
21 K5-1 S.saprophyticus 391 | pg/ml H 0.5 H 6250 | mg/l H
22 ES-9 - (Adlandirilamadi) H H il 128 50 gr/l 1
23 T18-1 - (Adlandirilamadi) 195 | pg/ml H H H 3125 | mg/l H
24 S6-1 S.aureus 25 mg/ml H H H 12500 | mg/I H
25 S6-1 S.aureus 781 | pg/ml H 4 H 6250 | mg/l H
26 P2-1 S.saprophyticus 781 | pg/ml H 1 H H H
27 P44-1 | S.saprophyticus 391 | pg/ml H 0.5 H 12500 | mg/I H
28 S8-1 S.saprophyticus 781 | pg/ml H 0.5 H 6250 | mg/l 4
29 P46-1 | S.saprophyticus 12500 | pg/ml H 1 16 6250 | mg/l H

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

Cizelge 4.7. Biyositlerin izolatlar iizerinde gosterdikleri minimal inhibitér konsantrasyon

(MIK) deger araliklar
Biyosit MIK Deger Aralig
512-64 pg/ml 32-4 ng/ml 2-0,25 pg/ml
Benzalkonyum Klorit 1 4 10
Hekzaklorofen 1 - -
Klorhekzidin - 2 24
Triklosan 7 2 9
50-6250 3125-391 195-25
Sodyum Hipoklorit (mg/ml- pg/ml) 8 19 1
Povidon Iyodin (g/1- mg/l) 26 2 -
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Test edilen her bir biyositin 12 farkli konsantrasyonu test edilmis ve konsantrasyonlar ii¢

gruba ayrilarak MIK degeri o grupta belitlenen izolat sayilar1 Cizelge 4.7°de belirtilmistir.

[k grupta biyositlerin yiiksek konsantrasyonlar1, ikincide orta konsantrasyonlar, son grupta

ise diisiik konsantrasyonlar bulunmaktadir.

Cizelge 4.8. MIK yoéntemine gére antibiyotik direngli bulunan izolatlarin rezerpin
eklenerek tekrarlanan deney sonucundaki MIK degerleri

AM rF
Sira No | Kodu | Adi (Staphylococcus) | *  |rAM*| TE* | rTE* c* rC* |CXM* [ICXM*| F* | *
1 P49-2 | S.saprophyticus 512 128
2 P24-1 | S.saprophyticus 64 64 512 2
3 P2-2 | S.saprophyticus 512 2
4 S12-1 | (Adlandirilamadi) 2 1
5 P23-1 | S.saprophyticus 256 64 512 4
6 P20-1 | S.haemolyticus 256 4
7 S11-1 | E. faecalis 2 2
8 P36-3 | M.luteus 4 1 256 64
9 S3-1 | S.aureus 512 | 512 512 2
10 ES-14 | S. vitulinus 512 1
11 K11-1 | S.saprophyticus 512 128 128 2
12 ES-18 | (Adlandirilamadr) 512 128 16 32
13 ES-20 | E. faecium 128 128
14 P49-3 | S.saprophyticus 512 256 512 4
15 ES-15 | (Adlandirilamadr) 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 | (Adlandirilamadr) 128 512
20 ES-8 | (Adlandirilamadi) 64 64 4 128
21 K5-1 | S.saprophyticus 512 128
22 ES-9 | (Adlandirilamadr) 64 16
23 T18-1 | (Adlandirilamadi) 32 64
24 S6-1 | S.aureus
25 S6-1 | S.aureus 64 64
26 P2-1 | S.saprophyticus 128 128
27 P44-1 | S.saprophyticus 256 2
28 S8-1 | S.saprophyticus 64 |1
29 P46-1 | S.saprophyticus 4 128 512 | 3

AM:Ampisilin, TE: Tetrasiklin, C:Kloramfenikol, CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin, * ug/ml

Arastirmamizda efluks pompa inhibitdrii olan rezerpinin MIK degerini 4 kat veya daha

fazla diigiirmesinin, efluks pompa inhibitorii olarak etkin oldugunu gosterdigi kabul

edilmistir (Gibbons ve Udo, 2000).
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Cizelge 4.9. Rezerpin eklenerek tekrarlanan deney sonucunda antibiyotik MIK degeri 4 kat

ve daha fazla azalan izolat sayilar

Antibiyotikler AM* rAM* TE* rTE* CXM* | ICXM* | F* rF*
Staphylococcus (n=29) 4 1 18 5 1 11 2 2
(%) (%25) (%27,8) (%100) (%100)

(AM:Ampisilin, TE:Tetrasiklin, CXM:Sefuroksim, F:Nitrofurantoin, r:Rezerpinli, * pg/ml)

Cizelge 4.8 ve 4.9°da izolatlarin antibiyotiklere gosterdikleri MIK degerlerinin ortamda

0,01 mg/ml oraninda rezerpin varhigindaki test sonuglari belirtilmistir. Rezerpinin

sefuroksim ve nitrofurantoin antibiyotik direnglerini %100 oraninda, ampisilin ve

tetrasiklinde ise sirasiyla %25 ve %27,8 oranlarinda 4 kat ve daha fazla azalttig1 tespit

edilmisgtir.
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Cizelge 4.10. izolatlarin rezerpin eklenerek tekrarlanan biyosit MIK degerleri

o Adi (Staphylococcus) SC* | rSC* | HC* | rHC* | CH* | rCH* | T* | frT* | PI** | rPI** | BC*| rBC*
No

1 S.saprophyticus 12500 | 25000 | H H 0.5 H H H | 12500 | 25000 | 0,5 H
2 S.saprophyticus 12500 | 781 H H 0.5 H H H | 3125 | 6250 | H H
3 S.saprophyticus 25000 | 50000 | H H 0.5 H 8 4 | 12500 | 12500 | 4 4
4 Macrococcus caseolyticus 781 1563 H H 0.5 H 1 H 6250 | 12500 | H H
5 S.aureus 391 391 H H 2 H 2 H | 6250 | 6250 | H H
6 S.saprophyticus 391 195 H H 0.5 H 1 H | 6250 | 6250 | 4 H
7 E. faecalis 1563 781 H H 0.5 H 1 H 6250 | 3125 H H
8 Macrococcus caseolyticus 1563 | 25000 | H H 1 H 1 H | 12500 | 12500 | 4 16
9 S.aureus 781 1563 H H 2 H 2 1 | 50000 | 12500 | 1

10 | S. condimenti 781 3125 H H 1 H 1 H | 12500 | 3125 1 H
11 | Sxylosus 391 781 | 512 H 1 H 512 | H 6250 98 05 H
12 | S.succinus 781 | 50000 | H H 1 H 512 | 32 | 6250 | 6250 | 2 16
13 | S.saprophyticus 391 | 1563 | H H 1 H 512 | H | 6250 | 391 | 05 H
14 | S.saprophyticus 12500 | 12500 | H H 0.5 H 512 | 4 | 25000 | 50000 | 128 8
15 | S.succinus 781 | 50000 | H H 1 H 512 | 16 | 50000 | 50000 | 1 H
16 | S. pasteuri 1563 | 50000 | H H 0.5 H H H | 50000 | 12500 | H H
17 | S.aureus 12500 | 50000 | H H H 2 | 16 | 12500 | 12500 | H H
18 | S.saprophyticus 781 | 25000 | H H D H 2 1 |12500 | 6250 | H H
19 | Staphylococcus succinus | 25000 | 50000 | H H 32 H 128 | 16 | 50000 | 6250 | 0,5 H
20 | S.succinus 781 | 25000 | H H 1 H H H | 50000 | 50000 | 1 H
21 | S.saprophyticus 391 781 H H 0.5 H H H 6250 | 1563 H H
22 | S.succinus H H H H 1 H 128 | 512 | 50000 | 50000 | 1 H
23 | S.aureus 195 391 H H H H H H | 3125 D H H
24 | S.aureus 25000 | 1563 H H H H H H | 12500 | 1563 H H
25 | S.aureus 781 | 50000 | H H 4 H H H | 6250 | 6250 | H H
26 | S.saprophyticus 781 1563 H H 1 H H H H H H H
27 | S.xylosus 391 | 50000 | H H 0.5 H H H | 12500 | 12500 | H H
28 | S.saprophyticus 781 H H H 0.5 H H H | 6250 | 1563 4 4
29 | S.xylosus 12500 H H H 1 H 16 8 6250 | 6250 H H

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

Benzalkonyum klorit, H:Hassas, r: rezerpinli, * pg/ml, ** mg/I

Cizelge 4.10°da izolatlarin rezerpin eklenmeden dnce ve sonra gosterdikleri MIK degerleri
verilmistir. Cizelge 4.11°e gore, rezerpin en ¢ok povidon iyodin ve triklosanda MIK

degerlerini 4 kat ve daha fazla azaltmistir.
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Cizelge 4.11. Rezerpin eklenerek tekrarlanan deney sonucunda biyosit MiK degeri 4 kat ve

daha fazla azalan izolat sayilar1

Biyositler

rSC

rHC

rCH

rT

rPI

rBC

Staphylococcus
(n=29)

4 (%13,8)

1 (%3,4)

2 (%6,9)

6 (%20,7)

10 (%34,5)

2 (%6,9)

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

Benzalkonyum klorit, r:Rezerpinli)

Aragtirmamizda bir veya daha fazla antibiyotige direng¢ gosteren, BBL Crystal bakteri

tanimlama kiti ile tlir tantmlamalar1 yapilan Gram pozitif bakteri izolatlarinin 16S rDNA

gen bolgeleri PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Jelde yiiriitiiliip kontrol edilen DNA 6rnekleri

firmaya gonderilerek DNA dizi analizi sonuclari temin edilmis, diziler BLAST programi

kullanilarak karsilastirilmis ve yiizde olarak en ¢ok homoloji goriilen tiir ad1 dogru kabul

edilmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. izolatlarin BBL Crystal bakteri tanimlama kiti ve 16S rDNA dizi analizi ile

tanimlama sonuglari

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

2 P24-1 S.saprophyticus S.saprophyticus

3 p2-2 S.saprophyticus S.saprophyticus

4 S12-1 (Adlandirilamad) Macrococcus caseolyticus
5 pP23-1 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 (Adlandrilamads) S.succinus

13 ES-20 E. faecium S.saprophyticus

14 P49-3 S.saprophyticus S.saprophyticus

15 ES-15 (Adlandirilamad) 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 (Adlandirilamad) Staphylococcus succinus subsp. casei
20 ES-8 (Adlandirilamad) S.succinus

21 K5-1 S.saprophyticus S.saprophyticus

22 ES-9 (Adlandirilamads) S.succinus

23 T18-1 (Adlandirilamad) 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
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Cizelge 4.13. izolatlarin 16S rDNA dizi analizi ile tanimlama sonuglar

SiraNo | Izolat 16S rRNA Analiz Sonucu Kargilagtirilan  Baz | (%) Benzerlik
Sayist
1 P49-2 S.saprophyticus 1544 %97
2 P24-1 S.saprophyticus 1530 %99
3 p2-2 S.saprophyticus 1330 %99
4 S12-1 Macrococcus caseolyticus 909 %99
5 P23-1 S.aureus 197 %97
6 P20-1 S.saprophyticus 1330 %99
7 S11-1 E. faecalis 1059 %95
8 P36-3 Macrococcus caseolyticus 1306 %99
9 S3-1 S.aureus 1602 %98
10 ES-14 S. condimenti 952 %97
11 K11-1 S.xylosus 1317 %97
12 ES-18 S.succinus 1540 %99
13 ES-20 S.saprophyticus 1312 %97
14 P49-3 S.saprophyticus 1542 %98
15 ES-15 S.succinus 1580 %99
16 T1-1 S. pasteuri 1321 %99
17 S4-2 S.aureus 1588 %99
18 K6-1 S.saprophyticus 1530 %98
19 ES-11 Staphylococcus succinus subsp. casei 1589 %99
20 ES-8 S.succinus 243 %94
21 K5-1 S.saprophyticus 1314 %99
22 ES-9 S.succinus 1480 %98
23 T18-1 S.aureus 256 %88
24 S6-1 S.aureus 1618 %98
25 S6-1 S.aureus 1620 %99
26 P2-1 S.saprophyticus 1542 %98
27 P44-1 S.xylosus 1315 %97
28 S8-1 S.saprophyticus 1528 %98
29 P46-1 S.xylosus 1620 %98

Cizelge 4.12 ve 4.13’deki sonuglarimiza gore, Staphylococcus izolatlarinin 16S rDNA dizi
analizi sonuglarina bakildiginda c¢alisilan 29 izolatin 13’tinde BBL Crystal bakteri
tanimlama kiti ile ayn1 sonug alindig1, 8 izolatta tiir olarak farkli sonug elde edildigi, kit ile
adlandirilamayan izolatlarin 6’sinin Staphylococcus tiirleri, birinin ise Macrococcus
caseolyticus, 1 izolatin ise kit ile ayn1 sonug vererek E. faecalis olarak adlandirildigi

goriilmektedir.

Real time ¢alismasinin sonuglarinin degerlendirilmesi, amplifikasyon egrileri, Tm (erime
sicakligl) analizi grafikleri ve absolute quantification (cq) degerlerinin her biri dikkate
aliarak, primerlerin dogru yere baglanip baglanmadiklar1 kontrol edilerek yapilmistir.
Asagida ornek olarak bla geninin tek bir plaginin Tm (erime sicakligl) analizi grafigi

(Resim 4.1), amplifikasyon egrilerinin oldugu grafik (Resim 4.2), ve absolute
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quantification (cq) degerlerinin oldugu tablo (Cizelge 4.15) verilmistir. Cizelge 4.15°de

kirmizi olarak belirtilen 6rneklerin sonuglari pozitif olarak degerlendirilmistir.

0.012
0.009
—

-

[y

7 0.006
0.003
n.o00 *

66,00 69.00 7200 7500 7800 8L00 8400 8700 8000 8300 86.00
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Resim 4.1. bla (beta laktamaz) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.2. bla (beta laktamaz) geni amplifikasyon egrileri
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Cizelge 4.14. bla (beta laktamaz) geni qPCR sonucu, 6rnek bir plak sonucu

Ornek Adi Gen Ad1 Cq Sonug Boya

12 Bla 41.45 Positive 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 |
90 Bla 42.29 Positive SYBR Green |
94 Bla 37.72 Positive SYBR Green |
95 Bla - Negative SYBR Green |
8 Bla 35.88 Positive SYBR Green |
9 Bla 35.82 Positive SYBR Green |
37 Bla 36.45 Positive SYBR Green |
43 Bla 37.20 Positive SYBR Green |
72 Bla 37.66 Positive SYBR Green |
Negatif kontrol Bla - Negative SYBR Green |
Pozitif kontrol 16s 38.31 Positive SYBR Green |

Arastirmamizda g¢aligilan tetrasiklin direng (tetK, tetL), metisilin direng (mecA) ve efluks
pompa (gacA/B, acrB, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, mepA, norA, norB, sepA)

genlerinin Tm analizi grafikleri ve amplifikasyon egrileri verilmistir (Resim 4.3-4.32).

66.00 6900 7200 7500 7600 G6L00 8400 8700 9000 93.00 96.00
Temperature

Resim 4.3. tetK (tetrasiklin direng) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.4. tetK (tetrasiklin direng) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.10. gacA/B (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.11. acrB (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.12. acrB (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.17. smr (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.19. efrA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.21. efrB (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu

59



60

5.000

4.000

3.000

2.000

Fluorescence

1.000

0.000 w200 -

400  8.00 1200 1600 20,00 2400 2800 3200 3600 40.00 44.00
Cycle

Resim 4.22. efrB (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.23. mdeA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.24. mdeA (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.25. mepA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.26. mepA (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.27. norA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.28. norA (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.29. norA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu

3.000

2,400

L1800

1.200

Fluorescence

0.600

0.000 0.000

400 800 1200 1600 2000 2400 28.00 3200 3600 4000 44.00
Cycle

Resim 4.30. norB (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri
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Resim 4.31. sepA (efluks pompa) geni Tm analiz tablosu
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Resim 4.32. sepA (efluks pompa) geni amplifikasyon egrileri

Giliniimiizde antibiyotikler insan ve hayvan sagligi, gida sektoriinde besinlerin korunmast,
yemlerle verim arttirici, klinik ve ilag sanayisinde yogun bir sekilde kullaniimaktadir.
Ancak ilaglarin uygunsuz ve kontrolsiiz kullanilmas1 ve farkli ¢evre kosullar1 sonucu
antibiyotik kalintili birgok hayvansal gida iiriinii tiiketiciye kadar ulagmakta bu da
antibiyotik direncinin artmasina sebep olmaktadir. Bu diren¢ plazmid ve transpozonlar
araciligiyla yayilmaktadir. Arastirmamizda gida 6rneklerinden izole edilen Staphylococcus
izolatlarinda RT-PZR ile belirledigimiz antibiyotik direnci ile ilgili gen bolgeleri Cizelge
4.15’te gosterilmistir. Cizelgede cat geni, bu geni bulunduran izolat tespit edilememesi

sebebiyle gosterilmemistir.
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Cizelge 4.15. Antibiyotik direngli izolatlarin real time pzr ile belirlenen tetrasiklin ve beta
laktam grubu antibiyotiklere direng genleri ve ylizdeleri

Tetrasiklin ve beta laktam grubu antibiyotiklere direng genleri
Caligilan  bakteri

tetk (n=18) tetL (n=18) bla (n=13) mecA (n=13)
izolatlar1

+ % + % + % + %
Staphylococcus 16 88,9 - - 7 53,8 1 7,7

MIK yéntemi ile tetrasiklin direngli oldugu tespit edilen 18 Staphylococcus izolatinin
16’sinda tetK geni tespit edilmisken, tetL geni bulunmadigi belirlenmistir. Beta laktam
grubu antibiyotiklere direngli oldugu tespit edilen 13 izolatin 7’sinde bla, 1’inde de mecA

geni tespit edilmistir.

Bakterilerde ¢oklu antimikrobiyal direncine neden olan mekanizmalardan efluks pompa
sistemi, kazanilmis direncin 6nemli nedenlerinden biridir. Membran transport
proteinlerinden olusan disa atim pompa sistemi genlerinin asir1 sekilde ifade edilmesi
sonucu ilaglar hiicre disina itilmektedir. Disa atim pompa sistemi antibiyotik, dezenfektan,
antiseptik gibi bir¢ok bilesigi tanimaktadir. Bu nedenle arastirmamizda antibiyotik direnci
gosteren gram pozitif bakteri izolatlarinda efluks pompa proteinlerini kodlayan genlerin

varlig1 arastirilmistir.

Cizelge 4.16’ya gore, calisilan toplam 29 izolatin 1 (%3,4)’inde qacA/B, 9 (%31)’unda
acrB, 23 (%79,3)’tinde norE, 13 (%44,8)’linde sugE, 25 (%86,2)’inde smr, 23
(%79,3)’linde efrA, 21 (%72,4)’inde efrB, 24 (%82,8)’linde mdeA, 3 (%10,3)linde mepA,
7 (%24,1)’sinde norA, 8 (%27,6)’inde norB, 15 (%51,70)’inde sepA geni bulundugu tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.16. Antibiyotik direngli izolatlarin real time pzr ile belirlenen efluks pompa

genleri ve ylizdeleri

Efluks pompa genleri

Staphylococcus (n=29)

+ %
gacA/B 1 34
acrB 9 31
norgE 23 79,3
Suge 13 44,8
smr 25 86,2
efrA 23 79,3
efrB 21 72,4
mdeA 24 82,8
mepA 3 10,3
norA 7 24,1
norB 8 27,6
sepA 15 51,7
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Cizelge 4.17. izolatlarin antibiyotik direng ve efluks pompa gen profilleri

SiraNo | Izolat | 16S rRNA Analiz Sonucu Antibiyotik direng ve efluks pompa gen profili

1 P49-2 | S.saprophyticus bla, norE, sugkE smr, efrA, efrB, mdeA

2 P24-1 | S.saprophyticus tetK, norE, smr, efrA, efrB, mdeA, norB, sepA

3 p2-2 S.saprophyticus norE, smr, efrA, efrB, mdeA

4 S12-1 Macrococcus caseolyticus gacA/B, norE, efrA, mdeA

5 P23-1 | S.aureus tetK, efrB, norE, acrB, mdeA

6 P20-1 | S.saprophyticus acrB, efrA, smr, mdeA

7 S11-1 E. faecalis bla, mecA, norE, smr

8 P36-3 | Macrococcus caseolyticus bla, acrB, smr, norB, sepA, mdeA

9 S3-1 S.aureus norB, mdeA

10 ES-14 | S. condimenti bla, norE, sugE, smr, efrA, efrB, sepA, mdeA

11 K11-1 | S.xylosus bla, tetK, acrB, norE, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA

12 ES-18 | S.succinus tetK, norE, sugk, smr, efrA, efrB

13 ES-20 | S.saprophyticus tetK, acrB, norE, smr, efrA, efrB

14 P49-3 | S.saprophyticus bla, tetK, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, norA, norB, sepA
15 ES-15 | S.succinus tetK, acrB, norE, sugk, smr, efrA, efrB, mdeA, norB, sepA
16 T1-1 S. pasteuri tetK, sugE, smr, efrA, mdeA

17 S4-2 S.aureus acrB, sugk, smr, efrA, efrB, mdeA, mepA, norA, norB, sepA
18 K6-1 S.saprophyticus tetK, norE, sugk, smr, efrA, mdeA, norA, sepA

19 ES-11 | S.succinus subsp. casei tetK, norE, smr, efrA, efrB

20 ES-8 S.succinus tetK, norE, smr, efrB, mdeA, mepA

21 K5-1 S.saprophyticus tetK, smr, efrA, mdeA, norA, sepA

22 ES-9 S.succinus tetK, norE, sugE, smr, efrA, efrB, mdeA, norA, sepA

23 T18-1 | S.aureus tetK, acrB, norE, smr, efrA, efrB

24 S6-1 S.aureus acrB, norE, sugE, efrB, mdeA, mepA, norB, sepA

25 S6-1 S.aureus tetK, norE, sugk, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA

26 P2-1 S.saprophyticus tetK, norE, sugk, smr, efrA, efrB, mdeA, norA, norB

27 P44-1 | S.xylosus bla, norE, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA

28 S8-1 S.saprophyticus norE, sugk, smr, efrA, efrB, mdeA, norA, sepA

29 P46-1 | S.xylosus norE, smr, efrA, efrB, mdeA, sepA

Cizelge 4.17°de Staphylococcus izolatlarinin antibiyotik direng ve efluks pompa gen
profilleri verilmistir. Izolatlardan birinin en fazla olarak, calisilan 17 genin 11’ini, birinin

de en az olarak ¢alisilan genlerin sadece ikisini bulundurdugu tespit edilmistir.



67

5. TARTISMA

Gida hijyeni ilk asamada, insan tliketimi i¢in saglik acisindan kusursuz olarak saglikli
hammadde kullanilarak iretimden tiiketime kadar gidalarin hijyenik kosullara uygun ve
giivenli olarak saglanmasidir. Hayvansal gidalar; gerek hayvanlarin kesimi sirasinda
hayvan mikroflorasindan ve g¢evreden, gerekse, isleme, paketleme, muhafaza ve dagitim
asamalarinda capraz kontaminasyonlarin olusmasi ile insanlarda gida infeksiyon ve
intoksikasyonlarina neden olabilmektedir. Son iiriiniin kalitesi ve giivenligi agisindan gida
isletmelerinde patojen ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin kontrolii 6nem arz
etmektedir (Dafe, 2012).

Staphylococcus’lar siklikla siit hayvanlarinda subklinik mastitise neden olup, siit ve siit
iiriinlerinde kontaminasyonlara neden olmaktadir. S. aureus iirettigi farkli tipdeki 1siya
direngli enterotoksinleriyle gida zehirlenmelerinde 6nemli rol oynamaktadir. Gida kaynakl
hastaliklar arasinda diinyada {i¢iincii sirada rapor edilmislerdir. S. aureus hastane kaynakli
enfeksiyonlarin en Onemli etkenlerindendir. Etken hizla coklu antibiyotik direnci
kazanarak nozokomiyal ve toplumla iliskili infeksiyonlara neden olmaktadir. S. aureus bu

ozelligi nedeniyle halk saglig1 agisindan dnemli rol oynamaktadir (Sen ve Ozdemir, 2016).

2010-2011 yillar1 arasinda Amerika’nin 8 farkli eyaletinden toplanan perakende satisi
yapilan 3520 et orneginden 1032 (%29,8) S.aureus izole edilmistir (Ge ve ark., 2017).
Caligmamizda ise 41 et 6rneginden % 6,5 oraninda Staphylococcus izolasyonu yapilmistir
(Cizelge 4.1).

Gilindogan ve Ataol’un 2012 yilinda yaptiklar1 ¢caligmada, 15 kiyma 6rneginden 56, 15 ¢ig
tavuk orneginden 41 Staphylococcus izolasyonu yapilmistir (Giindogan ve Ataol, 2012).
Bizim ¢alisgmamizda ise 41 et 6rneginden 5, 18 ¢ig tavuk Orneginden 5 Staphylococcus

izolasyonu yapilmistir.

Resende ve ark. Brezilya’da yaptiklar1 ¢aligmada, 7 farkli markadan aldiklar1 35 yerel
Minas peyniri drneginden 208 gram pozitif bakteri izolat1 elde etmistir. Bunlarin 140’1

Enterococcus, 30’u Staphylococcus, 38’1 ise Macrococcus caseolyticus’tur (Resende ve
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ark., 2018). Bizim c¢alismamizda gesitli market ve mandiralardan toplanan 60 peynir

orneginden 51 Staphylococcus izole edilmistir (Cizelge 4.1).

2013 yilinda Yurdakul ve ark. 50 tavuk eti 6rneginden 4 S.aureus, 22 koagiilaz negatif
Staphylococcus (KNS) izolat1 elde etmislerdir (Yurdakul ve ark., 2013). Arastirmamizda,
18 tavuk eti 6rneginden 5 Staphylococcus izolasyonu yapilmistir. Sonuglarimiz Yurdakul

ve ark. ile benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.1).

Veteriner hekimlikte antibiyotik kullanimi, antibiyotik direnglili§inin yayilmasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Antibiyotikler ¢iftlik ve ev hayvanlarinda, balik yetistiriciliginde yaygin
olarak kullanmilmaktadir. Ayrica penisilin, sefalosporin ve diger beta laktam grubu
antibiyotikler ¢iftlik hayvanlarinda biiylimeyi desteklemek amaciyla kullanilmaktadir.
Antibiyotiklerin 6zellikle ¢iftlik hayvanlarinda tedavi ve biiylimeyi artirmak amaciyla
kullanilmas: halk saghigi agisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir. Bakterilerde gelisen
antibiyotik direngliligi degisik gidalar, direng gelismis gida patojenleri ve direncin diger
mikroorganizmalara transferiyle yayilabilmektedir. Antibiyotiklere direng kazanmis
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda, hastalar tedaviye cevap vermediginden
vakalarin ¢ogu oOliimle sonlanmaktadir. Ayrica direncli bakteriler hastalarin hastanede

kalma siireleri ve tedavi giderlerinin artmasina neden olmaktadir (Sen ve Ozdemir, 2016).

Antimikrobiyal maddelerin (antibiyotik, antiseptik ve dezenfektan) besi hayvanlarinda
kullanilmasi, et, siit ve trilinlerinin tliketilmesi yoluyla, direncli bakterilerin insan
gastrointestinal sistemine girmesine ve diren¢ genlerini bagirsaktaki patojenik ve patojenik

olmayan bakterilere aktarmasina sebep olmaktadir (Aydin ve ark., 2011).

Yurdakul ve arkadaslarinin 2013 yilinda tavuk etlerinden izole ettikleri 22 KNS izolatinin
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile %68,1’inin eritromisin, %77,2’sinin tetrasiklin,
%27,2’sinin kloramfenikol, %27,2’sinin siprofloksasin direngli oldugunu belirlemislerdir.
Izole ettikleri 4 S.aureus’un 1’i eritromisine, 1’i kloramfenikole ve tiimii tetrasikline
direngli iken, siprofloksasine diren¢li S.aureus bulunmamustir (Yurdakul ve ark., 2013).
Yurdakul ve arkadaslarinin c¢alismasi tetrasiklin, eritromisin ve kloramfenikol direng
sonuclar1 ¢alismamizla benzerlik gostermesine ragmen, siprofloksasin direnci agisindan

faklilik gostermektedir (Cizelge 4.2, 4.4).
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Ogbolu ve arkadaslarinin Nijerya’da 16’s1 S.aureus 9’u KNS olmak iizere 25
Staphylococcus ve 25 Enterococcus izolatiyla disk diflizyonla yaptigi calismada,
Staphylococcus larin 11’inde tetrasiklin, 11’inde eritromisin 17’sinde gentamisin direnci
belirlenmistir  (Ogbolu  ve ark. 2018). Bizim ¢alismamizda, izole edilen 77
Staphylococcus’un 19’u tetrasiklin, 2’si eritromisin antibiyotiklerine direngli olarak
saptanirken, gentamisin antibiyotigine biitiin Staphylococcus suslart duyarli olarak

bulunmustur (Cizelge 4.2).

Citak ve Duman 2007 yilinin Subat-Temmuz aylar1 arasinda 105 ¢ig tavuk orneginden 195
Staphylococcus izole etmislerdir. Bunlarin 92’si  S.aureus, 103’ KNS olarak
belirlenmistir. S.aureus izolatlarinin %36,9’u eritromisin, %26,2’si penisilin, %40,2’si
tetrasiklin, %31.5’u siprofloksasin, %2,2’si kloramfenikol, KNS izolatlarinin %41,7’u
eritromisin, %5’1 penisilin, %29,1°1 tetrasiklin, %?21.3’u siprofloksasin, %9,7’si
kloramfenikol direngli olarak belirlenmistir (Citak ve Duman, 2011). Bizim ¢alismamizda
izole edilen Staphylococcus’lar %24.7°1 tetrasiklin, %16.9’u ampisilin ve %2.6’s1
eritromisin direngli olarak saptanarak, bu arastirmaya gore diren¢ oranlari daha azdir

(Cizelge 4.2).

Ge ve ark. yaptiklar1 calismada satisa sunulan et Orneklerinden izole ettikleri 1032
S.aureus izolatinin; %0,6’sinda gentamisin, %12,6’sinda eritromisin = %54,1’inde
tetrasiklin, %69,8 penisilin direnci belirlemislerdir (Ge ve ark., 2017). Bizim
calismamizdaki Staphylococcus izolatlarinda ise gentamisin ve eritromisin direngli izolat
bulunmamakla beraber, tetrasiklin direnci %23,4, ampisilin direnci ise %5,2 olarak
belirlenmistir. Caligmamizda Ge ve ark. gore daha az izolat oldugu i¢in ve yiizdeler yakin
degerler gosterdigi icin, bu calisma bizim g¢aligmamizla eritromisin, gentamisin direnci
bulunmamasi ve tetrasiklin direnci acgisindan benzerlik, ampisilin direnci agisindan

farklilik gostermektedir (Cizelge 4.3, 4.4).

Nijerya’da, Ogbolu ve arkadaslarinin klinik 6rneklerden izole edilen 25 Staphylococcus
‘un MIK yontemi ile eritromisin antibiyotigine direnci arastirilmis, 8’inde 8 pg/ml ve iistii
MIK degeri belirlenmistir (Ogbolu ve ark., 2018). Bizim c¢alismamizda yapilan MIK

yontemi ile Staphylococcus ’larda eritromisin direnci belirlenmemistir (Cizelge 4.3, 4.4).
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Belgika’da 2012 yilinda yayimlanan, 7 farkli inek ¢iftliginden toplanan inek siitleri ve
cevresel Orneklerden izole edilen 366 KNS izolatiyla yapilan ¢alismada tiir tanimlamalari
yapilmis, antibiyotik direngleri ve ¢esitli direng genleri aragtirilmistir. Toplamda 22 farkl
tir KNS izolat1 elde edilmistir. Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizm (AFLP) parmak izi
analizlerine gore 82 izolatin oldugu bir altgrup olusturulmus ve bunlarin fenotipik ve
genotipik duyarliliklar: test edilmistir. Test edilen tiim izolatlar sefalotin ve gentamisine
duyarl, sadece 1 izolat enrofloksasine orta direngli olarak belirlenmistir (Piessens ve ark.,
2012). Bu agidan bu arastirma, bizim ¢alismamizla paralellik gostermektedir. Arastirmada
19 izolatta (%23,2) eritromisin direnci belirlenmistir, bizim ¢alismamizda Staphylococcus

izolatlarinda eritromisin direnci belirlenmemistir (Cizelge 4.2, 4.4).

Ozpnar ve Giimiissoy, 2013 yilinda 100 farkli Erzincan tulum peynirinden 72
Staphylococcus izole etmis, bunlarin 61’inin S.aureus oldugunu belirlemiglerdir. 61
izolattan 9 (%14.7)’'unda oksasilin (metisilin), 8 (%13.1)’inde sefoksitin, 4 (%6.5)’linde
amoksisilin-klavulonik asit, 28 (%45.9)’inde ise penisilin direngliliginii Kirby-Bauer disk
diflizyon yontemi ile tespit etmislerdir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonucunda 61
ornekten 10 (%16.3)’unda nuc ve mecA genleri saptamislardir (Ozpinar ve Giimiissoy,
2013). Bizim ¢alisgmamizda, 77 Staphylococcus izolatimizin, 13 (%16,9)’i ampisiline, 31
(%40,3)’1 sefuroksime direngli olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2, 4.4).

Tanribuyurdu’nun 2014 yilinda 100 inek siitiinden izole ettigi 27 S.aureus’ta ve Kogyigit
ve arkadaglarmin 2016’da 125 mastitisli inek siitlinden izole ettigi 25 KNS, 5 S.aureus
izolatinda sefuroksim ve enrofloksasin direngliligi bulunmamistir (Tanribuyurdu, 2014,
Kogyigit ve ark., 2016). Bizim g¢alismamizda da benzer olarak enrofloksasin direnci
belirlenememis, sefkuinoma da sadece disk diflizyon yontemi ile 3 direngli izolat

belirlenmistir (Cizelge 4.2, 4.4).

Biyositler (antiseptik ve dezenfektanlar), saglik, gida gibi sektorlerde ortamlardaki
mikroorganizma yiikiinii ciddi oranda azaltarak kabul edilebilir saglik standartlari
olusturabilmek i¢in kullanilmaktadirlar. Bu maddeler diisiik konsantrasyonlarda bile bir¢cok
bakteri, mantar ve viriis tiirline etki etmektedir. Fakat biyositlerin etkinligi bir¢ok faktdrden
etkilenmektedir, bunlar, dogru konsantrasyon, ortamdaki organik madde ve oksijen orant,
biyodegredasyon gibi faktorlerdir. Bu faktorler dogru ayarlanmadiginda biyositlerin

etkinligi azalabilmekte veya tamamen kaybolabilmektedir. Bakterilerin biyositlerle uygun
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olmayan kosullarda siirekli karsilagmalari, antimikrobiyal ajanlara direng, capraz direng

veya ortak direng gelistirmelerine sebep olmaktadir (Gadea ve ark., 2017).

Hughes ve Ferguson’un 198 klinik S.aureus izolat1 ve agar diliisyon metodu ile yaptigi
calismada, klorhekzidin maddesinin MiK deger araliklar1 0,5-8 mg/L, triklosan MIK deger
araliklart ise <0,06-16 mg/L olarak belirlenmistir (Hughes ve Ferguson, 2017). Bizim
calismamizla karsilastirildiginda  (Cizelge 4.5-4.12) Staphylococcus izolatlarinin
klorhekzidinde biraz daha yiiksek MIK degeri gosterdigi, triklosanda ise bizim elde
ettigimiz MIK degerlerinin ¢cok daha yiiksek (5 izolatta 512 pg/ml, 2 izolatta 128 pg/ml
gibi) oldugunu goérmekteyiz. Bu sonug, gida ve hayvancilik sektdrlerinde biyosidal
maddelerin bilingsiz ve kontrolsiiz olarak kullaniliyor olabilecegini isaret etmektedir

(Cizelge 4.5).

Ispanya’da kiiciik orta isletmelerde iiretilen gesitli peynirlerden izole edilen, iginde
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 c¢alismamizla
benzerlik gdstermis olmasina ragmen, triklosan ve hekzaklorofen MIK degerleri bizim
calisgmamizda c¢ok daha yiiksek belirlenmistir. Marquez ve ark. bu degerlerin azalmig
biyosit duyarliligmma isaret ettigini belirtmiglerdir. Bu sebeple bizim caligmamizdaki
izolatlarda da ciddi sekilde azalmis biyosit duyarliligi oldugu sdylenebilmektedir (Cizelge
4.5).

Aykan ve arkadaglarinin 2013 yilinda hastane enfeksiyonu etkeni, metisilin direngli 69 S.
aureus izolatiyla yaptiklari ¢alismada, izolatlarin benzalkonium kloriir ve klorhekzidin
MIK degerlerini 2-4-8 pug/ml araliginda belirledikleri gériilmiistiir (Aykan ve ark., 2013).
Bizim sonuglarimizda Staphylococcus izolatlarinda benzalkonyum kloriirde 1 izolatta 128
ng/ml olmasina ragmen diger izolatlarin MiK deger araliklari 0,5-4 pg/ml, klorhekzidin de
de yine 1 izolatta 32 pg/ml olmasima ragmen diger izolatlarmn MIK deger araliklari 0,5-4

pg/ml bulunmustur. Bu sebeple sonuglarimizin paralel oldugu sdylenebilmektedir (Cizelge
4.5).



72

2014 yilinda Liibnan’da bolgesel bir hastanenin cesitli bolgelerinden izole edilen 86 gram
pozitif bakterinin biyosidal direnci c¢alisilmistir. Biyositlerin piyasada kullanilan
konsantrasyonlar1 baz aliarak seri diliisyon yapilip 24-48 saatte iiremeleri MIK yéntemi
ile incelenmistir. 31 S.aureus izolatinin %12,9’u kuaterner amonyum bilesigi iceren
dezenfektana, %20,1°’1 sodyum hipokloride direngli olarak bildirilmis, povidon iyodine
diren¢ bulunmamistir.31 KNS izolatinin %6,5’1 kuaterner amonyum bilesigi iceren
dezenfektana, %6,5’u sodyum hipokloride direngli olarak bildirilmis, povidon iyodine

direng bulunmamustir (Jomha ve ark., 2014).

Organik gidalardan izole edilen 378 gram pozitif ve negatif bakteride, Fuentes ve
arkadaglar1 (2012) antibiyotik ve biyosit direnci aragtirmigtir. Calisma sonucunda
bakterilerde, sefuroksim, amoksisilin ve eritromisin antibiyotiklerine yiiksek direng
bulunmustur.  Test  ettikleri  biyositlere  (triklosan,  benzalkolyum  Klorid,
hekzadesilpiridinum klorid, hekzaklorhekzidin, setrimid) yiiksek MIK degeri gdsteren 36
izolatin en az bir antibiyotige direncli oldugu ve birkac biyosite birden yiiksek MIK
gosteren izolatlarin da antibiyotiklere daha direncli oldugunu belirtmislerdir. Bu
caligmanin sonucunda, organik gidalarin antibiyotik direngli bakteriler i¢in bulas kaynagi
olabilecegini ve biyosit direncinin antibiyotik direngli  bakterilerin artmasini

kolaylastirabildigini ileri stirmiislerdir (Fuentes ve ark., 2012).

Arastirmamizda izole edilen antibiyotik direngli Staphylococcus izolatlarinda, sodyum
hipoklorit (8 izolat), povidon iyodin (26 izolat) ve triklosan (7 izolat) biyositlerine yiiksek
MIK degerleri belirlenmistir. Hekzaklorofen (1 izolat 512 pg/ml, digerleri hassas),
klorhekzidin (0,5-1 pg/ml) ve benzalkonyum Kklorit (0,5-1 pg/ml) biyositlerine genelde
diisiik MIK degerleri gdstermislerdir fakat yiiksek MIK gdsteren az sayidaki izolatn
tetrasiklin diren¢li oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5).

Rezerpin, ozellikle Gram pozitif bakterilerde bulunan bir¢ok efluks pompa proteinin
caligmasint yarigmali inhibisyon yoluyla engelleyen bir alkoloiddir. Staphylococcus,
Bacillus, Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Listeria gibi birgok bakteride
etkinligi yapilan caligmalarla belirlenmistir (Li ve ark., 2016). Giiniimiizde antimikrobiyal
direnci azaltmada aktif olarak kullanilmamasina ragmen arastirmalar i¢in umut vadeden bir

etken madddedir. Arastirmalarda, ¢oklu antibiyotik direnci gosteren bakterilerde ortama
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rezerpin eklenmesi ile MIK degerinin 4 kat ve daha fazla oranda diismesi, rezerpin

etkinliginin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Gibbons ve Udo, 2000).

Arastirmamizda Staphylococcus izolatlarindan, ampisiline direngli 4 izolattan 1’inde,
tetrasikline direncli 18 izolatin 5’inde, sefuroksime direngli 11 izolatin 11’inde,
nitrofurantoine direncli 2 izolatin 2’sinde rezerpin eklendikten sonra MIK degeri 4 kat ve
daha fazla azalmistir (Cizelge 4.9). Bu sonu¢ bu izolatlarda rezerpin duyarli efluks

pompasi proteinlerinin bulundugunu diisiindiirmektedir.

Gibbons ve Udo’nun 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, yliksek tetrasiklin direnci gosteren
ve tetK geni pozitif oldugu belirlenen 2 farkli klinik MRSA izolatinin (MIK: 128 pg/ml)
MIK degerlerinin ortama 10 pg/ml rezerpin eklendikten sonra gdzle goriiliir bir miktarda
(MIK:32 pg/ml) azaldig1 belirtilmistir (Gibbons ve Udo, 2000). Bizim ¢alismamizda da
tetrasiklin direngli Staphylococcus izolatlarinda tetK geni pozitifligi tespit edilmis (%88,9)
(Cizelge 4.15), rezerpinin de tetrasiklin MIK degerini %27,8 oraninda 4 kat ve iizeri olacak
sekilde azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.9). Efluks pompalarinin bakteri biyofilmlerinde
onemli oldugu ve biyofilm yapilarinda antimikrobiyal direncinden sorumlu

mekanizmalardan biri oldugu bildirilmistir.

Calismamizda, rezerpin eklenerek yapilmis biyosit mikrodiliisyon sonuglarina gore;
Staphylococcus izolatlarnin, toplamda 4’iinde sodyum hipoklorit, 1’inde hekzaklorofen,
2’sinde klorhekzidin, 6’sinda triklosan, 10’unda povidon iyodin, 2’ sinde benzalkonyum
klorit icin MIK degerlerinde 4 kat ve daha fazla azalma goriilmiistiir (Cizelge 4.11). Bu
sonuglar bu izolatlarda rezerpin duyarli efluks pompasi proteinlerinin bulundugunu
diigiindiirmektedir. Cizelge 4.11°daki yiizdeler incelendiginde rezerpinin % 34,5 ile en ¢ok
povidon iyodinde duyarliligr arttirdigi, %20,7, %13,8 ile triklosan ve sodyum hipokloritin

sirastyla onu takip ettigi goriilmektedir.

Fuentes ve ark. 2014 yilinda organik gidalardan izole edilen 11 Bacillus, 25 Enterococcus
ve 10 Staphylococcus izolatiyla yapilan calismada, cesitli biyosidal maddelerin MiK
degerleri, bizim c¢aligmamizda oldugu gibi, ortama 25 pg/ml rezerpin eklendiginde,
benzalkonyum klorid i¢in 4 izolatta, hekzaklorofen i¢in 14 izolatta, klorhekzidin i¢in 19
izolatta, triklosan i¢in 2 izolatta 4 kat ve daha fazla azalmistir (Fuentes ve ark., 2014). Bu

caligmanin sonuglart bizim ¢alismamizla paralellik gostermektedir (Cizelge 4.11).
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Seasotiya ve Dalal (2014) yapmis oldugu c¢alismada, Efluks pompa sisteminin
antimikrobiyal direnglilikte 6nemli bir mekanizma oldugu ve antimikrobiyallere karsi
coklu direng sagladigini bildirmistir. Siproflaksasin ve oksasilin antibiyotiklerine direngli
suslarda inhibitor olarak piperin ve plumbeg kullanmis olup izole ettigi 5 Staphylococcus
susunun 3’iinde ilgili inhibitorlerin etkisini saptamistir (Seasotiya ve Dalal, 2014). Bizim
caligmamamizda inhibitor olarak rezerpin kullanilmis olup, Staphylococcus izolatlarindan,
ampisiline direngli 4 izolattan 1’inde, tetrasikline direngli 18 izolatin 5’inde, sefuroksime
direngli 11 izolatin 11’inde, nitrofurantoine direngli 2 izolatin 2’sinde de rezerpin

eklendikten sonra MIK degeri 4 kat ve daha fazla azalmistir (Cizelge 4.9).

16S rDNA, tiirler ve ayn1 cinsin tiirleri arasinda yliksek oranda korunmus bir bolgedir. Bu
sebeple 16S rDNA sekans analizi, mikroorganizmalarin tanimlanmasi igin altin standart
olarak kullanilan basit ve yaygin bir yontemdir (Woo ve ark., 2001). Bu genin bazi
bolgelerinin iyi korunmasina ragmen, diger bolgeler, tim canli organizmalar1 hedef alan
problardan gruba ve tiire 6zgili problara kadar ¢esitli 6zelliklerde niikleik asit problarinin

tasarimina temel olusturan biiyiik ¢esitlilik gostermektedir (Fernandez-No ve ark., 2015).

Sonuglarimiza gore, Staphylococcus izolatlarmnin 16S rDNA dizi analizi sonuglarina
bakildiginda calisilan 29 izolatin 13’linde BBL Crystal bakteri tanimlama kiti ile aym
sonug¢ alindigi, 8 izolatta tiir olarak farkli sonu¢ elde edildigi, kit ile adlandirilamayan
izolatlarin 5’inin S.succinus, birinin S.aureus, birinin ise Macrococcus caseolyticus, bir
izolatin ise kit ile ayn1 sonug¢ vererek E. faecalis olarak adlandirildigi goriilmektedir
(Cizelge 4.12, 4.13)

Lange ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, 16S rRNA sekansinin sigir mastitinden
izole edilen Staphylococcus tiirlerinin dogru tanimlanmasi igin objektif ve dogru bir
yontem oldugunu belirlemislerdir. Kesin olmayan durumlarda bu mikroorganizmalarin tiir
diizeyinde tanimlanmas i¢in ek hedef genlerin kullanilabilecegi de sdylenmistir (Lange ve
ark., 2015).

Saka ve Terzi Giilel 2018 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada, 100°i manda siitii, 100’ de
kaymak ve peynirden olusan 200 gida &rneginden toplamda 283 Staphylococcus spp.

izolasyonu yapmislar ve bu izolatlar1 16s rRNA dizi analizi yontemi ile adlandirmislardir.
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Bu izolatlarin 99°u, nuc geni igerdiklerinden dolay1 S.aureus olarak adlandirilmistir (Saka
ve Terzi Giilel, 2018).

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 bildirilmistir. bla, beta laktamaz enzimini, mecA, ise alternatif bir penisilin baglama
proteinini (PBP) kodlayan genlerdir. Bunlar en ¢ok calisilmis beta laktam antibiyotiklere
direng saglayan genlerdir (Andersen ve ark., 2015). mecA geni stafilokok suslarinda
yiiksek oranda korunmustur. mecA'nin saptanmasi, genel olarak p-laktam antibiyotiklere
karsi direncin belirlenmesinde altin standart olarak kabul edilmektedir (Maes ve ark.,
2002).

2005-2006 yillarinda, Pakistan’da bir hastanede izole edilen tetrasiklin direngli 74 S.aureus
izolatinin 58’inde tetK, sadece bir izolatta tetL geni bulundugu belirlenmistir (Ullah ve
ark., 2012). Bu arastirmanin sonuglari bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir

(Cizelge 4.15).

Dafe, 2012 yilinda yaptig1 yiiksek lisans tez calismasinda, 120 tavuk et 0rneginden 22
S.aureus izole etmis, bu izolatlarda hi¢ mecA geni tespit edemezken, 2 izolatta tetK geni
tespit etmistir (Dafe, 2012). Bizim ¢alismamizda benzer olarak sadece 1 izolatta mecA
geni belirlenmis, farkli olarak ise tetK geni tetrasiklin diren¢li belirlenen 18 izolatin

16’sinda pozitif bulunmustur (Cizelge 4.15).

Rodrigues ve arkadaglari, 2017 yilinda yaymnladiklar1 ¢aligmada, 3 farkli peynir iiretim
tesisinden alinan ¢ig siit, peynir gibi gida ve tesis ¢alisanlarinda alinan siirlintii
orneklerinden izole edilen 100 Staphylococcus izolatinda antibiyotik direng ve viriilens
genleri varligi arastirtlmistir. Coklu antibiyotik direnci gdsteren izolatlarin ikisinde tetK,
altisinda ise mecA genleri pozitif bulunmustur. Bu ¢calismanin sonucunda, Brezilya'daki siit
isleme ortamlarinda antibiyotik direngli ve farkli kaynaklardan bulasan yiiksek derecede
virlilan suslar bulunabilecegi, bunun da arastirmacilar, iiretici ve tiiketiciler i¢in ciddi bir
endise kaynagi oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle, Brezilya siit isletmelerinde
stafilokoklarin kontaminasyonunu &nlemek igin iyilestirmeler yapilmasi, Brezilya

ireticilerine ve diizenleyici kurumlara, siit isleme alanindaki onleme ve kontrol



76

faaliyetlerinin gozlemlenmesi ve gida giivenligini saglamak i¢in iyilestirilmesi gerektigini

vurgulamislardir (Rodrigues ve ark., 2017).

Samsun’da 100 manda siitii, 50 kaymak ve 50 peynir O6rneginden izole edilen 99
S.aureus’un 9’unda metisilin direnci belirteci olan mecA geni tespit edilmistir (Saka ve
Terzi Giilel, 2018). Bizim ¢alismamizda da beta laktam grubu antibiyotiklere direngli 13

Staphylococcus izolatinin sadece 1’inde mecA geni bulundugu belirlenmistir.

Souza ve ark., 2019 yilinda yayinladiklari makalelerinde, subklinik mastitisli inek
stitlerinden izole ettikleri, disk diflizyon yontemi ile en az ii¢ beta laktam antibiyotige
direngli olarak belirlenen 16 S.aureus izolatinin 5’inde mecA geni bulundugunu
belirtmislerdir. Bu izolatlarin 6’sinda da bla, geni tespit etmislerdir (Souza ve ark, 2019).
Aragtirmamizda benzer olarak, beta laktam antibiyotiklere direngli 13 izolatin 1’inde

mecA, 7’sinde bla geni bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 4.15).

Bakterilerde kazanilmis antimikrobiyal direnci, birka¢ mekanizma ile gerceklesmektedir
fakat bu mekanizmalarin en 6nemlisi ilaglarin disart pompalanmasini saglayan efluks
pompa proteinleridir. Efluks pompa proteinleri, 7 farkli sliper aileye ayrilmis, yiizlerce
farkli basit veya kompleks yapidaki proteinlerden olusmaktadir. Bakterilerde bu
proteinlerden bir veya birkaginin bulunmasi ya da bu proteinlerin asir1 ifade edilmesi
dirence sebep olmaktadir. Aragtirmamizda, bu proteinleri kodlayan genlerin Gram pozitif

bakterilerde en ¢ok bilinenleri secilerek ¢alisilmistir.

Aykan ve arkadaglarinin 2013 yilinda hastane enfeksiyonu etkeni, metisilin direncli 69 S.
aureus izolatiyla yaptiklar caligmada, izolatlarin benzalkonyum kloriir ve klorhekzidin
dezenfektanlarina duyarliliklarinin azalmis ve 8 (%11,6) izolatin gacA/B geni pozitif
oldugu bulunmustur (Aykan ve ark., 2013). Bizim Staphylococcus izolatlarimizin sonuglari
ile karsilastirildiginda qacA/B pozitif 1 izolatimiz oldugu ve yiizde olarak (%3.4) daha az
oldugu séylenebilmektedir (Cizelge 4.16).

2006-2010 yillar1 arasinda Nakipoglu ve arkadaglarinin topladiklar1 50 MRSA, 50 MSSA
olmak tizere 100 klinik izolatla yaptiklar1 ¢aligmada, MRSA suslarinin 18’inde (%36) smr
geni, MSSA suslarinin 2’sinde (%4) gacA/B geni saptamislardir. MRSA suslarinda
gacA/B, MSSA suslarinda smr geni bulunamamistir (Nakipoglu ve ark., 2012). Bizim
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Staphylococcus izolatlarimizda da gacA/B geni (%3.4) az bulunmusken, smr geni %86,2

oraninda bulunmustur (Cizelge 4.15).

Fernandes-Fuentes ve arkadaslarinin 2014 yilinda organik gidalardan izole ettikleri 46
gram pozitif bakteri (11 Bacillus, 25 Enterococcus ve 10 Staphylococcus) ile yaptiklari
caligmada, ABC pompa grubundan efrA ve efrB genleri yiiksek oranda pozitif
bulunmustur. QAC grubundan qgacA/B ve smr sadece 2 Bacillus izolatinda pozitif
bulunmustur. SUgE geni 5, mepA 7, sepA 3, norE 2, mdeA 1 izolatta, acrB geni tiim
izolatlarda pozitif bulunmustur (Fuentes ve ark. 2014). Bizim ¢alismamizda da efrA ve
efrB genleri sirasiyla (%79,3) ve (%72,4) oraninda yiiksek saptanmistir. Ayrica qacA/B
(%3.4) disiik de olsa saptanmustir. SUQE geni 13, mepA 3, sepA 15, norE 23, mdeA 24,
acrB geni 9 izolatta pozitif bulunmustur (Cizelge 4.16).

Hassanzadeh ve arkadaglarinin Tahran’da 60 klinik MRSA izolatiyla yaptiklar ¢alismada,
izolatlarin tiimiinde mecA geninin bulundugunu, izolatlarin 43’tinde mdeA, 37’sinde
mepA, 22’sinde norA, 1’inde izolatin norB, 19’unda sepA ve 11’inde smr geni pozitif
oldugu belirlenmistir (Hassanzadeh ve ark., 2017). mecA geni disindaki sonuglar bizim

caligmamizla benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.15, 4.16).

Hastane enfeksiyonu etkeni olan MRSA suslarinda PZR yontemi ile %11.6 (8/69) oraninda
gqacA/B geni pozitifligi saptanmis; klorhekzidin ve benzalkonyum klorur soliisyonunun
%1’lik konsantrasyonlar1 gerek qacA/B geni tasiyan gerekse yiiksek MIK (> 2 ug/ml)
degerlerine sahip MRSA suglarinin hepsi i¢in bakterisidal etkili bulunmus; buna gore
direng genlerinin varhigmin ve artnis MIK degerlerinin direng fenotipine yansimadig

sonucuna varilmistir (Aykan ve ark., 2013).

Singapur’da 200 klinik MRSA izolat1 ile yapilan bir ¢alismada izolatlarin tiimiiniin mecA,
%24 iniin gacA/B geni bulundurdugu belirlenmistir (Chan ve ark., 2018). Arastirmamizda
izolatlarimizin birinde mecA, birinde de gacA/B geni bulundugu tespit edilmistir (Cizelge

4.15, 4.16).

Ignak ve ark.(2017) gram pozitif koklarda (69 Staphylococcus ve 69 Enterococcus)
gacA/B, smr, gacG, gacH, gacJ genleri calismislardir. Staphylococcus izolatlarinda

antimikrobiyal diren¢ genleri %71 oraninda saptanirken, Enterococcus izolatlarinin
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higbirinde ilgili efluks genleri saptanamamuistir. Bizim ¢alismamizda Staphylococcus’larda
yiilksek oranda smr geni (%86.2) saptanirken, qacA/B (%3.4) oraninda saptanmigtir
(Cizelge 4.16).

2012 yilinda yayimnlanan, Belgika’da 7 farkli inek ciftliginden toplanan inek siitleri ve
cevresel Orneklerden izole edilen 366 KNS izolatiyla yapilan ¢aligmada tiir tanimlamalari
yapilmis, antibiyotik direngleri ve ¢esitli direng genleri aragtirilmistir. Toplamda 22 farkl
tir KNS izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarda mecA (metisilin direnci) geni %11,7
(43/366) oraninda pozitif bulunmustur (Piessens ve ark., 2012). Bizim ¢aligmamizda ise 13
beta laktam direngli Staphylococcus izolatinin 1’inde (%7,7) mecA geni pozitif olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.15).

sepA, bir efluks pompa geni olmakla beraber, biyofilm formasyonu ile ilgili oldugu da S.
epidermidis izolatlarinda belirlenmistir (Paharik ve ark., 2017). Becker ve ark. Brezilya’da
yaptiklar1 calismada, siprofloksasinin sub-inhibitér konsantrasyonlarinin efluks pompa
inhibitorii rezerpin varliginda ve yoklugunda klinik Staphylococcus izolatlarinin biyofilm
yapisina etkisini ve biyofilm tabakasina rezerpinli ve rezerpinsiz ortamda siprofloksasin
uygulandiginda sepA geni ekspresyon miktarini belirlemeyi hedeflemislerdir. Yaptiklari
calismanin sonucunda, sepA'nin en azindan kismen MRSA-biofilmi ile iliskili oldugunu
soylemislerdir. Ciinkii ekspresyonundaki azalmanin biyofilm biyokiitlesindeki azalma ile
iligkili oldugunu belirlemislerdir. Bu S. aureus klinik izolatlarinda bu iliskinin belirlendigi
ilk rapor olma 6zelligini tasimaktadir. Ayrica ¢alismada klinik Staphylococcus izolatlarinin
biyofilm tabakalarimin, siprofloksasinin  sub-inhibitér konsantrasyonlarina maruz
birakildiginda artmakta ve siprofloksasinin Sub-inhibitér konsantrasyonlari ile birlikte
efluks pompasi inhibitoriine (EPI) (rezerpin) maruz kaldiginda azaldigin1 gosterilmektedir.
Siprofloksasin ve EPI eklendiginde ile gen ekspresyonunun azaldigi belirlendiginden,
sepA'nin, muhtemelen bu izolatlarda biyofilm olusumu ve korunmasi ile iliskili olan efluks
pompa genlerinden biri oldugunu disiindiirmektedir (Becker ve ark., 2018). Bizim
calisgmamizda sepA geni izolatlarimizin %51,7’sinde bulunmustur fakat rezerpinin sepA
geni ekspresyonuna etkisi calistimamustir (Cizelge 4.16). lleride yapilacak olan

calismalarda bu konu iizerinde durulabilecegi diisiiniilmektedir.

2018 yilinda Brezilya’da yumusak peynirlerden izole edilen gram pozitif bakterilerle
yapilan ¢alismada, toplam 208 bakteriden 164 (%78)’liinde mecA, 1 (%0,4)’inde ermA, 4
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(%1,9)linde ermB, 98 (%46,6)’inde msrB, 128 (%60,9)’inde msrA, 13 (%6,1)’linde
gacA/B, 150 (%71,4)’sinde smr geni pozitif bulunmustur (Resende ve ark., 2018). Yiizde
olarak karsilastirildiginda bu calisma ile bizim calismamiz uyumluluk gostermektedir
(Cizelge 4.16). Bu genlerin gidalarda bulunan bakterilerdeki prevalansi ve antimikrobiyal
direnci ile iligkisinin belirlenmesi, antimikrobiyal direncinin yayiliminin engellenmesi igin

biiyiik 6nem tagimaktadir.
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6. SONUC

Gida olarak en sik tiiketilen et, siit ve siit {riinlerinde, bakteriyel bulas olmasi, bu
gidalarin mikrobiyal ¢ogalma i¢in ¢ok uygun bir ortam olmasi sebebiyle, gidalarin raf
omriiniin  azalmasi, bozulmast ve c¢apraz kontaminasyonlara yol a¢maktadir.
Aragtirmamizda et, siit ve siit iirlinlerinin en 6nemli kontaminantlarindan Gram pozitif
bakteriler olan Staphylococcus izolasyonu ve izole edilen bu bakterilerin antibiyotik ve
biyosit diren¢ genleri (tetK, tetL, bla, mecA, cat, gacA/B, acrB, norE, sugE, smr, efrA,
efrB, mdeA, mepA, norA, norB, sepA) bulundurmalarinin kapsamli bir analizi
yapilmistir. Ayrica antibiyotik ve biyosit direncinin ortak mekanizmalarindan olan efluks

pompa proteinlerinin inhibitorii olan rezerpinin, bu dirence etkisi aragtirilmistir.

Staphylococcus’lar, S.aureus gibi patojen tirler disinda, hijyen ve sanitasyon
standartlarinda zararsiz gida kontaminantlari olduklar1 diisliniilerek ihmal edilmislerdir.
Fakat bu bakterilerin antibiyotik ve biyosit diren¢ genlerini bulundurmalar1 bu genleri
tasiyan bakterilerin, gidalar, iireticiler ve tiiketicilere gida zinciri araciligiyla aktarilmasina

sebep olacagindan, toplum saglig1 agisindan biiylik risk olusturacaktir.

Calismamizda izole edilen 77 Staphylococcus izolatinin, 29’unun basta tetrasiklin
(%23,4) olmak iizere sefuroksim (%14,3), ampisilin (%5,2), kloramfenikol (%3,9) ve
nitrofurantoine (%2,6) direngli oldugu tespit edilmistir. Antibiyotik direngli izolatlarin en
¢ok sodyum hipoklorit (50 mg/ml - 6250 ng/ml, 3125-391 pg/ml) ve povidon iyodine
(50 g/l - 6250 mg/l, 3125-391 mg/l) yiiksek MIK degerleri gosterdigi belirlenmis, daha
sonra sirastyla triklosan (512-64 pg/ml), hekzaklorofen (512 pg/ml), benzalkonyum klorit
(512 ug/ml) ve klorhekzidine (32-4 pg/ml) yiiksek MIK degeri gosteren izolatlar
bulunmustur. Sonuglarimiz degerlendirildiginde, ¢alisilan antiseptik ve dezenfektanlara
yiiksek MIK degerleri gdsteren izolatlarimizin bulunmasi, hayvan ciftliklerinde, gida
isleme ve satis yerlerinde, tedavi, hijyen ve sanitasyonun saglanmasi i¢in bu maddelerin
kullanilmasinin ciddi bir sekilde kontrol edilmesi ve dilizenlemelerin arttirilmasi
gerektigini vurgulamaktadir. Bunun yaninda, artmis MIK degerlerinin antiseptik ve
dezenfektanlarin klinik uygulamalarinda anlam1 olmayabilecegi diisiiniilmektedir, bunun
sebebi bu maddelerin uygulama dozlarinin MiK degerlerinden ¢ok fazla miktarda olmasi

ve antiseptik ve dezenfektanlarin mikrobiyal hiicrelerde bir¢ok hedefinin bulunmasidir.
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Hayvan beslenmesi ve kesimini yapan isletmelerde kullanilan alet ve gereclerde hijyen ve
sanitasyonun diizgiin yapilmamast ve Ozellikle karkaslarin bagirsak igeriginin de
kontaminasyona sebep olmasi ile hayvansal gidalarin diren¢ genlerinin yayilmasi igin
onemli bir rezervuar haline gelmesine sebep olmaktadir. Arastirmamizda antibiyotik
direngli Staphylococcus izolatlarinda en ¢ok, tetrasiklin direng geni tetK (%88.9), beta
laktam grubu antibiyotiklere direng geni bla (%53,8) ve efluks pompa genlerinden smr
(%86,2), mdeA (%82,8), efrA (%79,3), efrB (%72,4), norE (%79,3), sepA (%51,7) ve
Sugk (%44,8) tespit edilmistir. Bakterilerde bu genlerin bulunmasinin, direncin kesinlikle
bu genler sebebiyle oldugunu gostermeyecegi, genlerin ifade edilip edilmedigi ve ifade
miktarinin da 6nemli oldugu belirtilmektedir. Bu sebeple ¢alismamizda pozitif bulunan

genlerin ifadesinin de ileri arastirmalarda test edilmesi gerektigi sdylenmelidir.

Efluks pompalarinin antimikrobiyal direngte ¢ok ciddi rol oynamasi aragtirmacilart insan
ve hayvan tedavisinde kullanilacak klinik onayli efluks pompasi inhibitorii ilaglar
bulmaya yoneltmistir. Bu sebeple ilk once insanlarda kullanilmakta olan onayh ilaglarin
inhibitér o6zelliklerinin  arastirilmasi  yapilmistir. Rezerpin, antihipertansiyon ve
antidepresan olarak kullanilan ve Gram pozitif bakterilerde efluks pompasi inhibitorii
olarak etkileri bizim ¢alismamizda da (ampisiline direngli 4 izolattan 1’inde, tetrasikline
direngli 18 izolatin 5’inde, sefuroksime direngli 11 izolatin 11’inde, nitrofurantoine
direngli 2 izolatin 2’sinde rezerpin eklendikten sonra MIK degeri 4 kat ve daha fazla
azalmigtir) gosterilmis bir maddedir. Diger bir taraftan da etkilerinin ¢ok kuvvetli
olmadigi, bakteriyel efluks pompa proteinlerini inhibe edecek plazma konsantrasyonlarina
ulasamadig1 ve memeli efluks pompa proteinlerine zarar verebilecegi gibi durumlar géz
onlinde bulundurularak, bu konuda ¢ok daha fazla arastirma yapilmas: gerektigi

vurgulanmaktadir.

Antiseptik ve dezenfektan maddeler hastanelerde ve toplumda sik kullanilan maddelerdir.
Ancak gerek bizim ¢aligmamizda gerekse diger benzer caligmalarda goriildiigii lizere, bu
maddelere kars1 gelisen bir direng s6z konusudur. Bu maddelerin uygunsuz kullanilmasi
var olan direnci daha da hizlandiracaktir. Sonug olarak, Staphylococcus izolatlarimizda
tetrasiklin direng geni tetK (%88,9), beta laktam grubu antibiyotiklere direng geni bla
(%53,8) ve efluks pompa genlerinden smr (%86,2), mdeA (%82,8), efrA (%79,3), efrB
(%72,4), norkE (%79,3), sepA (%51,7) ve sugE (%44,8)’nin yiiksek oranlarda bulunmast,
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antiseptik ve antibiyotiklere karsi1 direncin ileride bir sorun haline gelebilecegini

gostermektedir.

Antimikrobiyal diren¢ gelisiminin efluks pompa inhibitorlerinin kullanimiyla belirli 6lgiide
geciktirilebilmesi umulmaktadir. Bu noktada efluks pompa inhibitorleri, potansiyel ajanlar
olarak tiim diinyada yogun bir sekilde arastirilirken, konuyla ilgili iilkemizde sinirl sayida
klinik arastirma bulunmakta iken veterinerlik ve gida alaninda ¢alisma bulunmamaktadir.
Uluslararas1 ¢alismalarda yogun bir sekilde arastirilmasina ragmen heniiz klinik
kullanimda pompa inhibitorlerinin O6rnegi olmamasi, bu konu ile ilgili c¢alismalarin
arttirllmasi ve antibiyotik+beta laktamaz inhibitorii+disa atim pompa inhibitorii seklinde
iiclii kombinasyonlar gelistirilerek antimikrobiyal direncinin 6niine gegilebilmesi i¢in yeni

caligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Ulkemizde, antibiyotik direncinde efluks pompa sistemlerinin ve direngle miicadelede
Onerilen efluks pompa inhibitdrlerinin kullanilmasi konusu ile ilgili klinik alanda yapilan
sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alisma sonuglarinin gida, Klinik ve

veterinerlik alaninda ileride yapilacak ¢aligsmalara onciiliik edecegi diisiintilmektedir.
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