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OZET

ISLATILMIS DERILERDEKiI ENTEROBACTERIACEAE FAMILYASINA AIT
TURLERIN IZOLASYONU, TANIMLANMASI VE FARKLI
ANTIBIYOTIKLERE KARSI DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Bu c¢aligmada, islatilmis koyun (n=5) ve sigir (n=10) deri Orneklerinde
Enterobactericeae familyasina ait bakteriler incelenmistir. Deri 6rnekleri Tuzla-Istanbul
Deri Organize Sanayi Bolgesi’ndeki farkli tabakhanelerden alinmistir. Orneklerin pH
degerleri (7.00-8.86;7.15-10.00) ve izolatlarin derilerde bulunma sikliklar1 tespit
edilmistir.

Islatilmis koyun derilerinden 7 cins (Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter,
Kluyvera, Morganella, Proteus ve Providencia) ve 9 farkli Enterobacteriaceae tiirii
izole edilmistir. Koyun derilerinden en fazla miktarda izole edilen tiir Cronobacter
sakazakii olmustur. Islatilmis sigir derilerinden ise 7 cins (Citrobacter, Cronobacter,
Ewingella, Kluyvera, Morganella, Providencia ve Serratia) ve 9 farkli
Enterobacteriaceae tiirii izole edilmistir. En fazla sayida izole edilen tiir ise Serratia
marcescens olmustur. Citrobacter koseri, Cronobacter sakazakii, Kluyvera intermedia,
Morganella morganii ve Providencia rettgerii hem koyun hem de sigir derilerinden
izole edilmislerdir. Izolatlarin 24 farkli antibiyotige kars1 direngleri disk difiizyon
yontemiyle saptanmistir. Koyun derisinden elde edilen izolatlarin yarisindan fazlasi
Sefalotin’e (%67), Ampisilin’e (%78), Siprofloksasin (%56) ve Seftriakson’a (%56),
Amoksisilin/Klavulanik asit’e (%56), Streptomisin’e (%67) ve Aztreonam’a (%89)
direngli olarak tespit edilmislerdir. Izolatlarin Aztreonam ve Ampisilin’e direngleri
yiiksek oranda bulunmustur. izolatlarm yarisindan az1 Tobramisin (%11), Meropenem
(%11), Silfametoksazol/Trimetoprim (%11), Kanamisin (%11), Imipenem (%11),
Sefoksitin (%22), Ampisilin/sulbaktam (%22), Seftazidim (%45), Nalidiksik asit (%45),
Kloramfenikol (%45), Sefuroksim sodyum (%33), Tetrasiklin (%33) ve
Piperasilin/Tazobaktam’a (%33) direncli bulunmuslardir. Sigir derisinden elde edilen
izolatlarin  yarisindan  fazlast  Aztreonam’a  (%78), Ampisilin’e  (%67),
Amoksisilin/Klavulanik asit (%56) ve Seftriakson’a (%56) direngli bulunmuslardir.
Izolatlarn  yarisindan azi ise  Kloramfenikol  (%33), Sefoksitin  (%22),
Ampisilin/sulbaktam (%22), Seftazidim (%33), Sefalotin (%33), Tetrasiklin (%45),
Sefuroksim sodyum (%45), Streptomisin (%45), Piperasilin/Tazobaktam (%22),
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Nalidiksik asit (%33), Kanamisin (%11) ve Siproflaksasin’e (%?22) direngli olarak
tespit edilmislerdir. Koyun derisinden izole edilen tiim izolatlar Gentamisin, Ofloksasin
ve Norfloksasin’e karst %100 duyarli; Sigir derisinden izole edilen tiim izolatlar ise
Tobramisin, Gentamisin, Ofloksasin, Norfloksasin, Siilfametoksazol/Trimetoprim ve
Meropenem’e %100 duyarlt bulunmustur.

Sonug olarak 1slatma isleminde kullanilan antimikrobiyal maddelerin derilerde bulunan
antibiyotiklere direngli Enterobactericeae familyasina ait bakteri tiirlerini tamamen

6ldiiremedigi saptanmistir.

Mart, 2016 EDA YAZICI
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ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIAL SPECIES
BELONGING TO THE FAMILY ENTEROBACTERIACEAE FROM SOAKED
HIDES AND SKIN SAMPLES AND DETERMINATION OF THEIR
ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY

In this study, the bacterial species which belong to the family Enterobacteriaceae on
soaked sheep skins (n=5) and cattle hides (n=10), which were provided from different
tanneries in Istanbul Leather Organized Tannery Region, were examined. The pH
values of the samples (7.00-8.86; 7.15-10.00) and the frequency of the isolates on the

soaked hide and skin samples were determined.

Nine different bacterial species which belong to seven genera (Citrobacter,
Cronobacter, Enterobacter, Kluyvera, Morganella, Proteus and Providencia) were
isolated from the soaked skin samples. The most common bacterial isolate obtained
from the skins was Cronobacter sakazakii. Nine different bacterial species which
belong to seven genera (Citrobacter, Cronobacter, Ewingella, Kluyvera, Morganella,
Providencia and Serratia) were isolated from the soaked hide samples. Serratia
marcescens was the most common bacterial isolate obtained from the hides. Citrobacter
koseri, Cronobacter sakazakii, Kluyvera intermedia, Morganella morganii and
Providencia rettgerii were isolated from both hides and skins. Antibiotic resistances of
all isolates to twenty-four (24) different antibiotics were determined using disc diffusion
method. More than half of the isolates obtained from the skin samples were resistant to
Cephalothin (%67), Ampicillin (%78), Ciprofloxacin (%56), Ceftriaxone (%56),
Amoxycillin/ Clavulanate (%56), Streptomycin (%67), and Aztreonam (%89).
Resistance of the isolates to Aztreonam and Ampicillin was found to be high. Less than
half of the isolates were resistant to Tobramicin (%11), Meropenem (%11),
Trimethoprim/Sulfamethoxazole (%11), Kanamycin (%11), Imipenem (%11), Cefoxitin
(%22), Ampicillin/Sulbactam (%22), Ceftazidime (%45), Nalidixic acid (%45),
Chloramphenicol (%45), Sefuroxime sodium (%33), Tetracycline (%33) and
Piperacillin/Tazobactam (%33). Although more than half of the isolates obtained from
the hide samples were resistant to Aztreonam (%78), Ampicillin (%67), Amoxycillin/

Clavulanate (%56) and Ceftriaxone (%56), less than half of the isolates were resistant to
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Chloramphenicol (%33), Cefoxitin (%22), Ampicillin/Sulbactam (%22), Ceftazidime
(%33), Cephalothin (%33), Tetracycline (%45), Sefuroxime sodium (%45),
Streptomycin (%45), Piperacillin/Tazobactam (%22), Nalidixic acid (%33), Kanamycin
(%11) and Ciprofloxacin (%22). All isolates obtained from the sheep skins were
susceptible to Gentamicin (%100), Ofloxacin (%100) and Norfloxacin (%100). All
isolates obtained from the hides were susceptible to Tobramicin (%100), Gentamicin
(%100), Ofloxacin (%2100), Norfloxacin (%100), Trimethoprim/Sulfamethoxazole
(%100) and Meropenem (%2100).

As a result, it was determined that the antimicrobial agents used in the soaking process
did not completely kill the bacterial species of the family Enterobacteriaceae which are

resistant to the antibiotics.

March, 2016 EDA YAZICI



YENILIK BEYANI

ISLATILMIS DERILERDEKI ENTEROBACTERIACEAE FAMILYASINA AiT
TURLERIN IZOLASYONU, TANIMLANMASI VE FARKLI
ANTIBIYOTIKLERE KARSI DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Bu calismada ilk kez 6n ve ana islatmadan ¢ikmis sigir ve koyun derilerinden
Enterobactericeae familyasina ait Citrobacter koseri, Citrobacter freundii, Cronobacter
sakazakii, Enterobacter cloacae, Enterobacter amnigenus, Ewingella americana,
Kluyvera intermedia, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Providencia rettgerii,
Serratia marcescens, Serratia plymuthica ve Serratia rubidae tiirleri izole edilmis ve bu
bakterilerin derilerde bulunma sikliklar1 saptanmistir. izole edilen bakterilerin 24 farkli
antibiyotige (Ampisilin/sulbaktam (10/10pg; 20pg), Sefalotin (30pg), Sefoksitin
(30pg), Seftazidim (30pg), Seftriakson (30pg), Sefuroksim sodyum (30pg),
Kloramfenikol (30pg), Siprofloksasin (10pg), Gentamisin (10pg), Imipenem (10ug),
Kanamisin (30pg), Meropenem (10ug), Nalidiksik asit (30 pg), Norfloksasin (10ug),
Ofloksasin (5ug), Piperasilin/Tazobaktam 10:1 (110ug), Spiramisin (100pug),
Streptomisin  (10pg), Siilfametoksazol/Trimetoprim  (25pg), Tetrasiklin - (30ug),
Tobramisin (10pg), Amikasin (30png), Aztreonam (30png), Amoksisilin/Klavulanik asit
2:1 (30pg)) kars1 duyarliliklar1 Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir.

Mart, 2016 Prof.Dr. Meral BIRBIR Eda YAZICI



SEMBOLLER

°C : Santigrad derece

pH : Hidrojen konsantrasyonunun eksi logaritmasi. (-log[H+])
dk : Dakika

cm :  Santimetre

mm :  Milimetre

kg : Kilogram
g . Gram
I . Litre
g/l : Gram/litre

ppm : Milyonda bir (parts per million)

rom : Santrifiij isleminde dakikadaki devir sayisi

pm  : Mikrometre

M : Molar

kob  : Koloni olusturma birimi
mi . Mililitre

NaCl : Sodyum kloriir

Kl . Potasyum iyodiir
KOH : Potasyum hidroksit
H2SO4 : Siilfiirik asit
BaClz : Baryum kloriir
H,O, : Hidrojen peroksit

H»S . Hidrojen Siilfiir
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BOLUM 1

1.1 GIRIS ve AMAC

Deri, ayakkabi, giyim, mobilya ve diger pek ¢ok iiriiniin {iretiminde kullanilan degerli
bir sanayi triiniidiir. Ham deri, deri ve deri iriinleri sektdriiniin temel girdisidir (Sekil
1.1). Kaliteli deri tirtinii elde etmek i¢in ham derinin iyi bir sekilde islenmesi, kesim ve

toplama asamalarinda hatalarin olmamasi1 ve uygun sartlarda tasinmasi gerekmektedir

(BAKA, 2012).

Ham deriyi fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkilere kars1 dayanikli hale getirmek i¢in
uygulanan islemlere “deri tabaklanmasi” denilmektedir. Tabaklama, deri veya postun
dengesini saglayan en onemli asamadir. Deriler, 6n tabaklama ve sonrasindaki islemler

ile mikrobiyal bozulmaya kars1 korunmaktadirlar (Ozg¢drekei ve Ongiit, 2005).

Sekil 1.1. Dana Derisi (Tarim ve Ziraat Bilgi Bankasi, 2011).

Biiytikbas ve kiiglikbas hayvanlar o6ldiikten sonra, canli organizmanin bagisiklik
fonksiyonu durmaktadir. Bu durum deride olumsuz sonuglar meydana getirmektedir. Bu
olumsuzlugu onlemek icin derilere en kisa silirede gerekli islemler uygulanmalidir
(Birbir, 1991). Derilere uygulanan ilk islem tuzlu su ve kuru tuz ile koruma islemidir.

Deriler isleninceye kadar tuzlanmis olarak depo edilirler. Deriler islenecegi zaman ilk



olarak 1slatma iglemine tabi tutulurlar. Islatma ve yikama islemi derilerden tuz, kir ve
giibre gibi yabancit maddeleri uzaklastirmay1 ve derilere kaybettigi nem igerigini geri
kazandirmay1 amaglamaktadir. Islatici maddeler, ylizey aktifler, enzim preparatlar1 ve
antimikrobiyal maddeler islatma isleminde kullanilmaktadir. Islatma isleminden elde
edilen atik su, yani 1slatma sivisi, tuz, diger bakteri tiirleri, aloumin ve globulin gibi

¢Oziiniir proteinler, kir, glibre ve kan icermektedir (Forests, 2009).

Yaptigimiz literatiir taramalari, daha once islatmadan ¢ikmis farkli tabakhanelerden
toplanmis derilerdeki Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerle ¢alisiimadigimi ve bu
tirlerin farkli antibiyotiklere kars1 olan duyarliliklarinin arastirilmadigini géstermistir.
Ayrica bu Dbakterilerin, deri kalitesi tlizerine olumsuz etkileri de detaylica
arastirilmamigtir. Caligmamizda bu konularin aydinlatilmasi iizerinde durulmaktadir.
Islatma asamasindan ¢ikmis derilerden izole ettigimiz Enterobacteriaceae familyasina
ait tiirler, API test yontemi ile saptanmis ve bakterilerin farkli antibiyotiklere karst olan
duyarliliklar1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda izole edilen tiirlerin derilere verecegi
zararlar lipolitik ve proteolitik aktivite testleriyle belirlenmis; iire hidrolizi, H,S
olusumu, farkli amino asitlerin kullanim1 (L-lizin, L-glisin, L-tirozin, L-alanin, L-prolin,
L-fenilalanin ve L-aspartik asit), nitratin nitrite indirgenmesi (anaerobik olarak) ve N,
gaz1 olusumu, triptofandan indol tiretimi, peptondan amonyak olusumu incelenmistir.
Ayrica oksidaz, katalaz, kazeinaz, metil kirmizisi, Voges-Proskauer ve sitrat testi gibi

testler de yapilmistir.

Calismamiz sonucunda 1slatilmis derilerdeki Enterobacteriaceae familyasina ait bakteri
tirlerinin deride olusturacaklar1 potansiyel zararlar belirlenmis, bakteri tlirii ve bu
bakterilerin bulunma siklig1 arasindaki iliski de ortaya c¢ikarilmistir. Boylece bu
mikroorganizmalarin olusturacagi zararlarin Onlenmesi igin gereken Onlemler de
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile 1slatilmis derilerde hasara neden olan Enterobacteriaceae
familyasina ait bakteri tiirlerinin kontroliiniin saglanmasi iizerine yapilacak diger

caligmalara 6nemli bir kaynak olusturacagi diisiincesindeyiz.



1.2 TURKIYE’DE DERI SANAYININ GELIiSIMi VE ONEMI

Ik caglarda insanlarin avladiklari hayvanlardan elde ederek kullandigi deriler,
kurutulduklarinda ¢ok sert olduklari i¢in, ilk olarak hayvanin kendi yagi kullanilarak
yumusatilmaya calisilmistir. Toplumlarin gelismesiyle ilerleyen teknoloji sayesinde
once bitkisel tabaklama maddeleri bulunmustur. Daha sonra kimyasal maddelerin ¢esitli
kombinasyonlarinin uygulanmasi ile organik bir madde olan deri, inorganik hale
getirilmistir (Bal, 1979).

18. yiizylla kadar Yakin ve Orta Dogu’da yaygin olan dericilik, 19. yiizyilda
Akdeniz’de yapilan liiks derilerin Araplar, Ispanyollar ve Venedikliler araciliiyla
Avrupa’ya gonderilmesiyle tiim Avrupa’ya yayilmistir. Deri sanayinin emek gerektiren
yogun bir alan olmasi ve asir1 ¢evre kirliligine yol agmast 1970°1i yillarda sanayinin,
gelismis tilkelerden gelismekte olan iilkelere kaymasina neden olmustur. Bu donemde
iilkemiz deri sanayinde; ham deri kalitesini diizeltme, bilingli kesim ve {iretim,
tabakhanelerdeki isleme yontemlerinin diizenlenmesi, kullanilan kimyasal maddelerin
kalitesinin artirilmasi gibi degisiklikler gézlenmistir (ITKIB, 1997).

Osmanlilar’in Istanbul’u almast ile yillardir Kazlicesme bdlgesinde bulunan 300’1 askin
tabakhane, yarattiklar1 cevre kirliligi, cevre saghgi, diizensiz yayilma, altyap:
yetersizligi ve gelisme olanaklarinin bulunmamasi gibi nedenlerle yer degistirmek
zorunda kalmistir. Bu nedenle tabakhaneler, 1992 yilinda Tuzla’da bulunan Organize
Deri Sanayi Bolgesi’'ne tasinmiglardir. Giiniimiizde Tuzla, Menemen ve Corlu
bolgelerinde aritma tesislerine sahip ti¢ adet deri organize sanayi bdlgesi bulunmaktadir.
Bursa, Usak, Konya, Manisa, Gonen (Balikesir), Gerede, Elazig ve Gaziantep’te de deri
{iretim tesisleri, hazir giyim atdlyeleri ve fabrikalar1 yer almaktadir (Bal, 1979; ITKIB,
1997).

Ulkemiz deri sektoriiniin iiretim gesitliligindeki farklilik, bu sektdriin diger birimlerden
farkli bir sekilde yapilanmasina neden olmaktadir. Sektordeki iiretim payinin %20-30’u
bliyiikbas, %70-80°1 kiiciikbas hayvan derilerinden olusmaktadir. Bu oran Tiirkiye’de
dericiligin agirlikli olarak giysilik deri ve konfeksiyona odaklandigini géstermektedir.
Bu gelisme diinya pazarinda anlamli ve rekabet yetenegi bakimindan avantajli bir
konum kazanmamizi saglamistir. Son yillarda deger bazinda diinyada iiretilen islenmis
kiiciikbas derilerin %5.5°1, islenmis biiyiikbas derilerin %1.2’si, deri giyim esyasinin
%4.5’1, ayakkabi iretiminin %]1.6’s1 Tirkiye’de gerceklestirilmektedir. Tiirkiye,



sektorde sagladigr gelismeler sonucunda diinyada sozii edilen 10. biiyiik iilke haline
gelmistir (MEGEP, 2007; http://dericilik.blogcu.com/islatma-ve-kireclik-
islemleri/2313562, 2015).

Tiirk Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2012 yilinda yayinladig: raporlara gore, deri ve deri
mamullerinin ihracatinin Tiirkiye genel ihracati icerisindeki payr her zaman biiyiik
olmustur. Bu nedenle sektoriin sorunlarina ¢oziim getirilmesi ve sonug olarak kaliteli
tirtiniin elde edilmesi, yurt i¢i ve yurt dis1 pazarlarda diger iilkeler ile olan rekabette bir
adim daha 6nde yer alinmasimi saglayacaktir ve Tiirkiye’nin ekonomisine Onemli
katkida bulunulacaktir. Deri ve deri rlinleri sektoriinde iiretim oranlarinin artirilmasi
sektordeki temel sorun olan bakteri kaynakli zararlarin giderilmesine baghdir.
Sektordeki bu sorunun ¢6ziilmesi igin, deri islenmesi sirasinda dogru uygulamalar ve
dogru araglarin kullanilmasi gerekmektedir. Bu durumda Kkaliteli son iiriin eldesi
gerceklesmektedir. Son firiiniin kalitesi, uluslararasi ihracat rekabetindeki yerimizin
korunmasina, artirilmasina ve ihracat gelirinin artmasina ve deri ihracinda ilerlemeye

yol agacaktir (Toptas, 1998).
1.3 HAM DERININ YAPISI VE ELDESI

Hayvanlardan yiiziilen ve tabakhanelerde islenmeye hazir olan bas, kuyruk ve
bacaklarla birlikte bir biitiin olusturan deriye “ham deri”, belli bir amag¢ i¢in islenerek,
kullanilir duruma getirilen ham deriye ise “mamiil deri” denmektedir (Gokgesu, 2002).
Deri; canlilarin viicudunu saran ve canliy1 dis etkenlere karsi, asalak hayvanlardan ve

hastalik yapict mikroorganizmalardan koruyan bir dis ortiidiir (Temel Britannica, 1992).

1.3.1 Derinin Kimyasal Yapisi

Ham derinin yapisinda bulunan protein, yag, mineral madde ve su miktar1 derinin
tirtine, 1irkina, yasmna, cinsiyetine ve yasam kosullarma bagli olarak farklilik
gostermektedir (Sekil 1.2). Ham deri kimyasal olarak; %50 karbon, %18 azot, %25
oksijen, %7 hidrojen ve az miktarda kiikiirt, fosfor, demir, brom ve klor igermektedir.
Ham derinin yapisinda bulunan suyun ve yaglarin biiylik bir bolimii tabaklama
siirecinde uzaklastirilmaktadir. Mineral maddelerden 6zellikle kalsiyum ve magnezyum
bilesikleri tabaklama asamasinda kismen deriden uzaklastirilmaktadirlar (MEGEP,

2007; Polkade, 2007).


http://dericilik.blogcu.com/islatma-ve-kireclik-islemleri/2313562
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Sekil 1.2. Derinin Kimyasal Yapisi.

1.3.2 Derinin Biyolojik Yapisi

Diger dokular gibi, deri de cesitli hiicre birimlerinden olugmaktadir; epitel hiicrelerinden
meydana gelen epidermis, kuvvetli bag dokuyla 6riilmiis dermis ve yag dokudan olusan
hipodermis deriyi olusturan tabakalardir (Sekil 1.3).

—Epidermis (Ust deri): Kan damarlar1 bulunmayan bu tabaka kil, yiin, tirnak gibi
keratinsi olusumlar1 ve bezleri igermektedir. Genel olarak toplam deri kalinliginin %1-
2’sini olusturmaktadir. Ust tabaka, kiirklii deri yapilmayacaksa, derinin islenmesi
sirasinda atilmaktadir (Toptas, 1998). Epidermis, hayvan viicut 1sisin1 ve nemini
ayarlarken ayni zamanda viicudu mikroorganizmalara karsi korumaktadir. Epidermis
tabakasi; epitel (bazal tabaka), orta tabaka (graniile tabaka) ve boynuzumsu tabakadan
olusmaktadir (MEGEP, 2007).

—Dermis (Oz deri): Epidermisin altinda yer almakta ve genel deri kalinliginin %84{inii
olusturmaktadir. Esas olarak, deri fibrilleri olan kollajen fibrillerinden olusan fibréz bir
dokudur. Ayrica elastin ve retikiillin fibrilleri, kan ve lenf damarlari, kil folikiilleri, yag
ve ter bezleri gibi yapilart da icermektedir (Birbir, 1991). Dermis, epidermisi
destekleyen ve bunu alttaki komsu subkiitan dokuya (hipodermis) baglayan bag
dokudan meydana gelmektedir. Bu tabaka deriyi alttaki komsu organlara gevsekce
baglayan ve onlarin iizerinde kayabilmesini saglayan gevsek bir bag dokudur (Karaboz,
1994).
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Sekil 1.3. Derinin Histolojik Yapisi (MEGEP, 2007).

—Hipodermis (Yag dokusu-Alt deri): Derinin %15’ini olusturan hipodermiste, sayisi
bulundugu bolgeye, boyutlar1 ise hayvanin beslenme durumuna gore degisen yag
hiicreleri bulunmaktadir. Deri {izerindeki bakteriler genellikle bu yaglar1 kullanarak
pargalamaktadirlar (Karaboz, 1994). Gevsek orgiilii bir bag dokudan olusan bu tabaka,
islatma  sirasinda  veya etleme operasyonunda deriden uzaklastirilmaktadir.
Uzaklastirilan tabaka tutkal ve hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir (Gokgesu,
2002). Ham derilerin yap1 tasi olan proteinler, deri kuru agirhigmin %=80’ini
olusturmaktadirlar. Genel olarak yapisal (fibroz) proteinler ve yapisal olmayan

(globular) proteinler olmak tizere 2 grupta incelenirler (Senses, 1987).



1.3.2.1 Fibroz (Fibrilli) Proteinler

Bu proteinler kollajen, keratin, elastin ve retikiilindir. Bunlar deri yapiminda kullanilan
yapisal proteinlerdir ve derinin esas yapisini teskil ederler (Senses, 1987). Ham derinin
sepileme olayindan sonra deri haline gelen kismina “kollajen” denir ve kollajen, deride
bulunan proteinlerden en Onemlisidir. Hayvanlarin yaslari dokularindaki kollajen lif
miktarini etkilediginden, yash hayvanlarin dokularinda geng¢ olanlara gore daha fazla
miktarda kollajen bulunmaktadir. Kollajen, derinin diger yapilarimi tutan bir ag gibi
gorev yaparak deriye dayaniklilik ve saglamlik verir. Hayvan derisinin yapisinda sudan
sonra en fazla miktarda bulunan kollajenin derideki miktar1 arttikga kopmaya,
yirtilmaya ve sirga ¢atlamasina karsi olan direng artmaktadir. Kollajen 70 °C sicak suda
yavas yavas erimeye baslar ve jelatin haline gelir (Oncii, 1968; Artan, 1979).

Hayvansal derilerdeki proteinlerin %29’unu kollajen, %2’sini keratin, %1.7’sini
globiiler ve %0.3’{inli elastin proteinler olusturmaktadir (Harmancioglu ve Dikmelik,
1993). Kollajen liflerin yapisinda yer alan amino asitler glisin (%33), prolin (%12),
alanin (%]11), hidroksiprolin (%10) ve hidroksilizinden (%1) olusmaktadir. Bu amino
asitlerden hidroksiprolin yalnizca kollajende yer almaktadir (Akay, 1995). Ham
derilerin dis tabakasinda bulunan fibréz protein, sistin ve metiyonin gibi siilfiirlii amino
asitleri icermesiyle karakterizedir. Deri agirhiginin yaklasik %2’sini olusturan keratin
boynuz, kil, yiin, sa¢ ve tirnaklarda bulunmaktadir. Deri agirliginin %0.3’{inii olusturan
elastin lifleri nem icerdikleri zaman derideki elastikiyeti saglarlar. Suda ve organik
¢oziiclilerde ¢oziinmezler. Retikiilin, kollajen lif demetlerini bir arada tutan ve onlar

saran fibroz proteindir ve bakteri faaliyetinden ¢ok etkilenmektedir (Senses, 1987).

1.3.2.2 Globular Proteinler

Bu grupta albumin, globulin, musin ve mukoidler yer almaktadir. Suda ve sulu tuz
cozeltilerinde  eriyen  albuminler, derinin  yikanmasi1  sirasinda  deriden
uzaklastirilmaktadir. Suda ¢6ziinmeyen globulinler, ancak sulu nétr tuz ¢ozeltilerinde
eridiklerinden tuzlu deriler 1slatildiklarinda erirler. Mukoidler ise alkali ¢ozeltilerde erir
ve bdylece kirecleme islemi sirasinda kire¢ ¢ozeltisi tarafindan uzaklastirilirlar (Senses,

1987).



1.4 DERILERIN KORUNMASI

Organik bir madde olan deri, kesimden hemen sonra gerekli 6nlemler alinmazsa,
bozulmaya baslamaktadir. Bakteri faaliyetinin durdurularak derinin bozulmasinin
Onlenmesi i¢in deri ya hemen islenmek {izere fabrikaya gonderilir ya da konservasyon
yapilir (Toptas, 1993). Kurutma, sogutma ve kimyasal yontemlerle koruma adi verilen
tic tip koruma (konservasyon) yontemi bulunmaktadir. Kurutma yontemiyle koruma
islemi hava kurusu, tuzlu kuru veya don kurusu seklinde yapilabilir. Bu koruma
bigimleri derinin dehidrasyonuna dayanir. Boylece deride su kaybi meydana gelir ve
bakteriyel gelisim engellenmis olur (Dahl, 1956; Berber, 2009).

Derilerin kimyasal yontemle korunmasinda tuz ve borik asit gibi kimyasal maddelerden
yararlanilmaktadir. Tuz ile korumada dehidrasyon, bakteriyostatik etki ve deri
yapisindaki globular proteinler, bakteri gelisimini engelleyecek sekilde kismi olarak
deriden uzaklastirilmaktadir (Kanagaraj ve ark., 2005).

Piklaj denilen asitle koruma yonteminde ise, kil, et ve yag dokularindan arindirilmis
deriler, tuz ve asit ile muamele edilerek pH degeri 3 seviyelerine ¢ekilerek korunur.
Piklaj islemi ile bakteri faaliyeti durduruldugu halde kiif mantarlarinin tiremesi pek
onlenememektedir. Bu yiizden deride siyah, yesil ve beyaz lekeler meydana gelmektedir
(Kiligoglu, 1991).

1.5 DERILERIN TABAKLANMASI

Deri yapim siireci genel olarak 3 gruba ayrilabilir:

a) Tabaklama oncesi iglemler

b) Tabaklama islemleri

c¢) Tabaklama sonrasi bitirme islemleri (Tablo 1.1).

Derilerin tabaklanma asamalarinda ¢ok c¢esitli kimyasallar kullanilmaktadir (Shede ve
ark., 2008).

Tabaklama bozunabilir nitelikteki organik materyalin, mikroorganizma kaynakli
bozunmalara dayanabilecek sekilde stabil bir hale getirilmesi islemidir. Bunun yaninda
tabaklama isleminin, derinin goriiniimiine, tutumuna, kokusuna ve hidrotermal

stabilitesine de katki yapmasi beklenmektedir (Covington, 2009).



1.Konservasyon 11.Traslama
2.Depolama 12. Notralizasyon

3. Islatma, Yumusatma 13. Retenaj

4.Kil giderme ve Kireclik 14. Yaglama ve Boyama
5.Etleme (Kavaleto) 15. Kurutma

6.Kire¢ Giderme 16. Zimparalama
7.Sama, Pikle, Tabaklama 17. Finisaj

8.Asortlama 18. Sevk etme

9.S1kma

10.Yarma

Tablo 1.1. Deri Uretim Asamalar1 (MEGEP, 2007).

1.5.1 Islatma (Yumusatma)

Deri islentisinin ilk asamasi olan islatma islemi ile tuzlanarak konserve edilmis ham
deriler yeni yiiziilen deri kivamina getirilmektedir. Islatma isleminde enzim, baz ve tuz
gibi kimyasallarin kullanilmasiyla deri, su ile muamele edilmekte ve suda ¢oziinen
yapilanmamis proteinler uzaklastirilmaktadir. Islatma yardimci maddesi olarak
kullanilan enzimler kollajen dokuda yer almayan proteinleri pargalayip, deriden
uzaklagtirarak katalitik etki yapmaktadirlar. Ayrica deri liflerinde yeni hidrofil gruplar
olusturarak 1slatmay1 hizlandirmaktadirlar. Enzimlerin kullanilmasi ile kuru deriler 12-
48 saatte, tuzlu salamura deriler 4 saatte 1slatilabilmektedir. Islatma isleminde enzim,
alkali ve nétral tuz kullanilmasi islem siiresini kisaltmakta ve sicakligi arttirmaktadir.
Islatmada anyonik ve noniyonik islaticilar bazik maddelerle kullanildiklarinda, derinin
islanmas1  kolaylasmaktadir.  Alkali ortam ¢o6ziinen proteinlerin  daha iyi
uzaklastirilmasini saglamaktadir. Kuru derilerin islatilmasinda kullanilan antibakteriyel
maddeler bakteriyel faaliyeti azaltmakta veya durdurmaktadir. Bunun i¢in kullanilacak
maddeler deriye baglanmamali ve g¢evre problemlerine neden olmamalidir (MEGEP,
2007).



Derilerdeki bakteriyel etkinlik deri 6ziinde ve sirga yiizeyinde zararlara neden
olmaktadir. Kisa siiren 1slatma islemi ve disiik sicaklik ile hidroliz ve bakteri etkinligi

ortadan kaldirilabilir.

Kollajen dokuda goriilen 1slatma ve yumusatma hatalar1 sonucu Onlenemeyen
mikroorganizma faaliyetleri, bu dokunun pargalanmasina, deri yilizeyinde homojen
olmayan bolgeler olusmasina ve deride cilt ayrilmalarina neden olabilmektedir. Coziiniir
proteinlerin (albumin, globulin gibi) yani sira kollajen dokunun da bir kismi islatma
asamasinda yok olmaktadir. Kollajen kaybolmas: eteklerdeki sirgay1 gevseterek derinin
bos ve siingerimsi bir hale doniismesine neden olmaktadir. Kollajen dokunun yok
olmasinda tuz yogunlugu etkili olmaktadir. Kollajen kaybi yogunluk %3-5 iken en
yiiksek, %0.5-1.0 iken ise en azdir. Seyreltik tuz ¢ozeltileri kullanilarak, yiiksek 1sida ve
uzun siireli yapilan 1slatma islemi deri dokusunda pargalanmalar meydana getirmektedir
(MEGEP, 2007, http://dericilik.blogcu.com/islatma-ve-kireclik-islemleri/2313562,
2015).

Islatmada sicaklik ve zaman iki onemli faktordiir. Sicaklik 1slanmayr hizlandirmakla
birlikte bakteri faaliyetini de arttirmaktadir. Islatma islemi genellikle 20-30 °C’de
gerceklestirilmektedir. Eger sicaklik 38 °C’yi gegerse protein lifleri biiziiliir ve jelatine
dontigiir. Ayrica, 1slatma siiresi asir1 derecede uzatihirsa, bakteri faaliyeti baslar ve
neticede kil gevsekligi olayr meydana gelir. Islatma sirasinda pH’in 10.5’in istiine
¢ikmasi derinin i¢ kisimlarinda alkali sismeye neden olur ve bu durum islatma islemini
yavaslatip durdurabilir (Toptas, 2004; MEGEP, 2007). Deri isleme siirecinde uygulanan
1slatma sivilarinin pH kosullart birbirinden farklilik gostermektedir. Bu nedenle s6z
konusu sivilarda farkli pH kosullarinda gelisim gosteren ve cesitli hidrolitik enzim
aktivitesine sahip mikroorganizmalar bulunabilmektedir. pH degeri 7-8 arasinda degisen
1slatma ve yumusatma sivilarinda tuz konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak ortam
kosullar1 mikroorganizma gelisimine olanakli hale gelmekte ve yumusatma sivisinda
olduk¢a  yliksek sayida  mikroorganizma  bulunmaktadir. Bu  basamakta
mikroorganizmalar kontrol altina alinmadigi takdirde, daha sonraki basamaklarda

mikroorganizmalarin enzimatik aktiviteleri deriye zarar verebilecektir (Yapici, 2011).

Islatmada 20-25 °C’lik su kullanilirken, uzun siiren 1slatmalarda bu sicaklik daha

distiktiir. Islatma once sicak daha sonra soguk su ile yapilirsa, su orani artacagi igin
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deride agirlik artist olur (MEGEP, 2008). Ham deride kan ve pisliklerin bulunmasi,
deriyi koruyan tuzlarin 1slatma islemiyle uzaklastirilmasi, mikroorganizmalarin harekete
gecmelerini kolaylastirmaktadir. Bundan dolay: deri imal edenler, yumusatma isleminin
baslangicinda, yumusatma sularim1 6zellikle yazin sicak giinlerde tazelemektedirler.
Mevsime ve ham derinin iglemine gore 8 ile 36 saat arasinda yumusatma

tamamlanmaktadir (Alpaut, 1957).

1.5.2. Kireclik

Yumusatma isleminden sonra deri malzemenin tabaklamaya hazirlanmasi islemidir.
Kireglikte amag, deri dokusunun agilmasini, killarin ve st derinin gevsetilmesini, alt
deri dokusunda bulunan et ve yag artiklarinin, dogal yaglarin ve deri yapisinda yer
almayan proteinlerin deriden uzaklastirilmasini saglamaktir. Derinin ne kadar yumusak

olmas isteniyorsa, o derece kuvvetli kireclik yapilmalidir (MEGEP, 2007).

1.5.3. Kire¢ Giderme ve Sama

Kireglik iglemi sonunda elde edilen deriler pH bakimindan (13 gibi) alkalik 6zellige
sahiptir. Bu deger deri i¢in ¢ok yiiksek oldugundan kire¢ gidermede pH degeri 5-5.5’a
distiriilir. Kireglik sirasinda sisirilen derilerin sigkinligi indirilir. Derilerde bulunan
kireglik kimyasallari daha sonraki islenti basamaklarini olumsuz etkileyecegi igin, bu
kimyasallar kire¢ giderme ile deriden uzaklastirilir. Deri dokusunun ag¢ilmasini
saglamak, deri liflerini hareketlendirmek, deri sir¢a yiiziinii artiklardan temizleyerek
daha ince ve giizel bir goriiniim kazanmasini saglamak i¢in sama islemi yapilmaktadir.
Sama islemi ne derece yogun yapilirsa elde edilecek deri o kadar yumusak olmaktadir

(MEGEP, 2007).

1.5.4 Yarma

Ham deriler, hayvanin beslenme sartlarina ve irkina gore degisik kalinlikta ve kalitede
olmaktadir. Degisik kalinliklarda elde edilen pikle deriler, tiraslama ya da yarma
islemiyle belirli bir kalinlikta iki tabaka haline getirilmektedirler (Ozel, 1987).
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1.5.5 Tabaklama (Sepileme)

Tabaklama, ham derinin teknik siirec ile (fiziksel ve kimyasal islemler) mamul deriye
dontistiiriilmesi islemidir. Tabaklama bitkisel, mineral ve sentetik kimyasallar yardimi
ile deri yapisinin ve deri liflerinin bozulmalara, mikroorganizmalara, par¢alanmalara ve
kokusmalara karg1 dayanikliligini arttirmak amaci ile yapilmaktadir (Ozel, 1987).
Mimoza ve mese gibi bitkilerin meyve, tohum, yaprak ve kabuklarinda tabaklama
maddeleri bulunmaktadir. Suda ¢6ziinerek deri tarafindan alinabilen bitkisel tabaklama
maddeleri, deriye niifuz ederek deri tarafindan yavas¢a emilmekte ve deriye
baglanmaktadirlar. Deri sanayinde bitkisel tanenler; 75-85 °C termal stabilite
saglamalari, baski tutma ve sekil alma yeteneklerinin, deriyi doldurma yeteneklerinin
hava ve su buhari gecirgenliklerinin iyi olmasi, asinmaya dayanikli olmasi ve biyolojik
parcalanmanin kroma gore daha iyi olmasi nedenleriyle tercih edilmektedirler. Bitkisel
tabaklama 6zellikle koselelik derilerin tabaklanmasinda kullanilmaktadir (Jones, 2000;
MEGEP, 2007).

Krom; deriye diger tabaklama maddelerinden daha yiiksek termal stabilite, hafiflik,
yiiksek mukavemet ozellikleri gibi karakteristik 6zellikler kazandirmaktadir. Krom ile
tabaklama, ayakkabilarin st derisi, el ¢antalari, ciizdanlar ve giyim esyalari
tabaklanirken kullanilmaktadir. Hayvansal yaglar kullanilarak deri islenmesi, gegmisten
giiniimiize kullanilan en eski tabaklama yontemlerindendir ve balina yag1 tabaklama
maddesi olarak kullanilmaktadir. Genellikle yumusak ve saglam derilerin elde
edilmesinde yag ile tabaklama yontemi kullanilmaktadir (MEGEP, 2007; Nashya ve
ark., 2012).

1.6 DERI KALITESINE ETKI EDEN FAKTORLER
Derinin kalitesi menseine, elde edilen hayvanin yasam kosullarina, beslenmesine,
cinsiyetine, tiiriine ve yasina gore degerlendirilmektedir.

e Mensei: Avrupa’da yetisen hayvanlar ciftliklerde yasamakta olup genellikle
kesim ig¢in kullanilmaktadirlar. Bu yiizden derilerindeki dokular yumusaktir. Diger
bolgelerde yetisen hayvanlar ise agik alanlarda siirii halinde yasamaktadirlar. Bu siirii
hayvanlarinin derilerine vurulan damgalar, deri hatas1 seklinde degerlendirilmektedir.
Bundan dolay1 ¢ifliklerde yetisen hayvanlarin derileri kullanima daha elverigli ve

kiymetlidir.
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e Hayvamin Yasadigi Iklim Kosullari: Iliman iklimlerde yasayan hayvanlarin
derileri ile sert ve soguk iklimlerde yasayanlarin derileri birbirlerinden farklidirlar. Sert
ve soguk iklimde yasayan hayvanlarin derileri daha az sert olup, iyi bir deri ylizey ve
dokusuna sahiptirler.

o Yetistirilme Kosullari: Hayvanlarin deri kaliteleri yetistirilme kosullarina gore de
degisiklik gostermektedir. Ornegin, damizlik ve besi icin secilmis, et, siit ve yiiniinden
yararlanilanlarin deri kalite oranlar1 diistiktiir.

eBeslenme ve Bakim: Yesil alanlarda beslenen hayvanlar meralarda beslenen
hayvanlara oranla daha kaliteli deri yapisina sahiptirler. Hayvanlar ne kadar ¢ok
yesilliklerle beslenir ise gelismeleri ve deri kaliteleri de o oranda artmaktadir.

o Hayvamin Cinsiyeti ve Irki: Erkek hayvan derileri ile kiyaslandiginda disi hayvan
derileri daha siki bir yapiya ve daha ince bir deri yiizeyine sahiptirler. Bunun yanisira
disi hayvanlarin yavrulamalariyla derilerinin kalitesi azalmaktadir. Safkan irklar melez
wrklara oranla daha kaliteli deriye sahiptirler.

e Hayvanin Yagi: Hayvanlar yaslandik¢a derilerinin kalitesi azalmakta, deri sirca

ylizeyi kalinlagmakta ve deri dokusu gevsemektedir (MEGEP, 2007).

1.7 DERI ISLATMA SIVISI iLE YAPILAN CALISMALAR

Ham deride, 1slatma sivilarinda, tuzlu salamura sivilarinda lipolitik ve proteolitik
enzimler lireten mikroorganizmalar bulunmaktadir. Mikroorganizmalarn iirettikleri bu
enzimler, derilerde hasarlar olusturarak kil kaybi, kotii koku olusumu, kil gevsemesi,
sirga soyulmasi ve derilerde delik olusumu gibi zararlar vermektedirler (Bailey ve
Birbir, 1993; Bailey ve Birbir, 1996; Rangarajan ve ark., 2003).

Islatma sivilarindaki bakteriyel populasyonun kontrolii i¢in mikroorganizmalarin
gelisimlerini engelleyen veya mikroorganizmalari oldiiren antimikrobiyal maddeler
kullanilmaktadir. Bu maddelerin etkileri mikroorganizma ¢esidine gére degisirken, her
bir bakteri tirtiniin bu kimyasallara gosterdikleri direng de degismektedir.
Antimikrobiyal maddelerin uzun siireli kullanilmalari, yeterli dozda kullanilmamalari
veya 1slatma sivilarinin yiiksek oranda organik madde icermesi, izolatlarin bu
maddelere karsi direng gostermelerine neden olmaktadir. Bu sebepten ortamda
antimikrobiyal maddeler bulunsa bile mikroorganizma gelisimi goriilebilmektedir.

Islatma sivilarindaki antimikrobiyal maddelerin antimikrobiyal aktivitesinin farkl
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donemlerde test edilmesi gerekliligi de arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Birbir ve
ark., 2001; Weiss ve ark., 1984; Ugur, 2006; Birbir ve Birbir, 2006).

Yapict ve arkadaslart (2009), 1slatma sivisindan izole ettikleri Gram-pozitif
Staphylococcus spp., Diplococcus spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp.,
Bacillus spp. ve Gram-negatif bakterilere deri islemede yaygin olarak kullanilan 5 adet
bakterisitin (Derbio DB 99®, Biocide B-7®, Aracit KL® , Preventol Z-L® ve Pluscide
HP®) etkisini, disk difiizyon yontemi ile in vitro olarak incelemislerdir. Derbio DB 99
bakterisitinin izole edilen tiim bakteri tiirlerine etkili oldugu belirtilmistir. Biocide B-7
Staphylococcus spp., Diplococcus spp. ve Micrococcus spp. iizerinde etkili olurken,
Aracit KL ve Preventol Z-L sadece Staphylacoccus spp. ve Diplococcus spp. tizerinde
etkili bulunmustur. Pluscide HP bakterisiti ise yeterli etki gdstermemistir. Sonug¢ olarak

Derbio DB 99 bakterisiti en etkili bakterisit olarak belirlenmistir.

Berber ve arkadaslar1 (2010), %12.5 didesil dimetil amonyum kloriir ve %12.5 benzil
dimetil amonyum klorlir iceren antimikrobiyalin deri endiistrisinde uygulanan
konsantrasyonunu (0.4 g/I) iki katina c¢ikararak (0.8 g/l) ana islatma sivisina
uygulamislardir. 0.8 g/I’lik kullanim konsantrasyonunda islatma sivisi i¢inde lipolitik
(10°-10* kob/ml) ve proteolitik (10° kob/ml) bakterilerin saptandigini bildirmislerdir.
Uygulama siireci sonunda Aerococcus viridans, Enterobacter cloacae, Enterobacter
gergoviae, Enterobacter sakazakii, Enterobacter omnigenus biogrup I, Enterococcus
avium, Enterococcus faecium, Kocuria varians, Lactococcus lactis ssp. lactis,
Micrococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
luteola, Pseudomonas putida, Staphylococcus capitis, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus cohnii ssp. urealyticus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus cohnii ssp. cohnii, Staphylococcus warneri
ve Vibrio parahaemolyticus tiirlerini izole ederek tanimlamiglardir. Ayni1 zamanda
toplanan tuz, tuzlanmis ham deri, 1slatilmis deri ve 1slatma sivis1 érneklerindeki arke ve
bakteri populasyonunun varligi Floresans in situ Hibridizasyonu (FISH) teknigi ile

saptanmuistir.

Bilgi ve arkadaslar1 (2009), ana i1slatma sivisinda bulunan bakterilere, farkli tuz

konsantrasyonlarinda 9%0.4 oraninda Derbio DB 99 (kuaternize edilmis bilesikler
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iceren) bakterisitinin etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar bakterisit igeren ana islatma

stvisinda proteolitik ve lipolitik bakteri sayisini 10* kob/ml olarak bulmuslardur.

Rangarajan ve arkadaslar: (2003), Bacillus, Chromobacter, Pseudomonas, Clostridium,
Lactobacillus ve Serratia cinslerine ait bakterileri 1slatma sivisindan izole ederek,
islatmanin ilk asamasinda bakteriyel populasyonun hizlica azaldigini ve zamanla artma

egilimi gosterdigini belirtmislerdir.

Pfleiderer ve arkadaslar1 (1988), 1slatma sivilarindan Bacillus, Chromobacter,
Clostridium, Corynebacterium, Lactobacillus, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas,
Sarcina, Staphylococcus ve Serratia cinslerine ait bakteri tiirlerini izole ettiklerini

bildirmislerdir.

Cek Cumbhuriyet’ine ait kuru tuzlanmis inek derileri ve Hindistan kokenli kegi derileri
ile yapilan bir ¢alismada islatilmig derilerde bakteri gelisimi oldugu goriilmiistiir.
Kullanilan 1slatma sivisinda goriilen ve deriler iizerinde delik olusumuna neden olan
bakteri tiirleri Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus anthracoides, Bacillus
pumilus ve Pseudomonas aeruginosa olarak agiklanmistir. Ayrica bu ¢alismada
derilerin 1slatmada uzun siireli bekletilmesi gerektigi durumlarda dezenfektan ilavesinin

deri islentisindeki 6nemi vurgulanmustir (Orlita, 2004).

Ugur (2006), 6n ve ana 1slatma sivilarindan Gram-negatif ve tuza toleransl bakteriler
izole etmistir. On 1slatma sivisindaki bakteri sayis1 genellikle 10*-10° kob/ml arasinda,
ana 1slatma sivisindaki bakteri sayis1 ise 10°-10" kob/ml arasinda tespit edilmistir. Ana
islatma sivilarindan proteolitik bakteri, lipolitik bakteri, proteolitik tuza toleransh
bakteri ve lipolitik tuza toleransh bakteri izole ederek bu bakteriler ilizerine 50 dakika
stire ile 2A dogru elektrik akimi uygulayarak dogru elektrik akiminin antibakteriyel
etkisini arastirmistir. Dort ana 1slatma sivisindaki bakteriler 50 dakikada inaktive
olurken, tiim ilk 1slatma s1visinda ve 3 ana 1slatma sivisindaki bakteriler 20-30 dakikada
inaktive olmuslardir. Tiim 1slatma sivilarindaki bakterilerin dogru elektrik akimi ile
tamamen Oldiiglinii ve 1slatma sivilarindaki mikroorganizmalarin inaktivasyonu i¢in

dogru elektrik akiminin kullanilmasinin etkili bir yontem oldugunu belirtmistir.

Muthusbramanian ve Mitra (2006), derilerde bulunan mikroorganizmalar1 ve zarari

onlemek i¢in bronopol’ii (2-bromo-2-nitropropan-1,3-diol) 1slatma sivilarinda bakterisit
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olarak kullanmislardir. Yapilan gesitli deneyler deri agirliginin, 6rnegin alindig1 deri
kisminin ve depolanma siiresinin, 1slatma sivist miktarinin ve sicakligin 1slatma iizerine
etkili olabilecegini gostermistir. Okamura ve Kawamura (1965), islatma islemi
kosullarinin 1slatma sivisindaki ugucu azot miktar1 iizerine etkilerini incelemislerdir.
Islatma isleminden sonra, 1slatma sivisindaki toplam azot ve ugucu azot miktarlarini
ayr1 ayri belirlemislerdir. Islatma siiresinin uzatilmasinin, sicaklifin yilikselmesinin ve
deri tazeliginin 1slatma sivisindaki ugucu azot miktarinin artmasia neden oldugunu
aciklamiglardir. Bunun yaninda deri agirliginin, deri kisminin ve 1slatma sivisi
miktarinin 1slatma sivisindaki ugucu azot miktarinin artmasi ile iliskisi olmadigini da
ortaya koymuslardir.

Yapici (2008), ana 1slatma asamasinda bakterisit ile birlikte bir fungisit kullaniminin
mikrobiyal yiike etkilerini incelemistir. Arastirict ¢alismasinda bu amagla potasyum
dimetil ditiyokarbamat ve dortlii bilesikler igeren bakterisitler ile farkli
konsantrasyonlarda 2-tiosiyanometiltio benzotiazol bazli fungisit kullanmigtir. Ana
1slatma isleminin sonunda alinan 1slatma sivilarinda, toplam aerobik bakteri sayilari,
proteolitik ve lipolitik bakteri sayilari, toplam aerobik, proteolitik ve lipolitik fungus
sayillar1 ayr1 ayri belirlenmistir.  Arastirict  9%0.5 oraninda potasyum dimetil
ditiyokarbamat iceren bakterisitin, %0.5 oraninda 2- tiosiyanometiltio benzotiazol bazl
fungisit ile birlikte kullanildig1 zaman, tek basina kullanimindan daha etkili oldugunu
saptamistir. Bu iki antimikrobiyalin kullanilmasiyla sinerjistik bir etkinin olustugu, ana
1slatma sivisindaki fungus sayisinin 6nemli oranda azaldigi ve ortamda bakteri

tiremesinin goriilmedigi belirtilmistir.

1.8 ENTEROBACTERIACEAE FAMILYASI HAKKINDA GENEL BILGI

Enterobacreiaceae familyasi, biyokimyasal 6zelliklerine, antijenik yapilarina, niikleik
asit hibridizasyonu ve sekanslarina gore siniflandirilmis 53 cins ve 318 tiire sahiptir. Bu
familyaya ait 53 cins; Arsenophonus, Biostraticola, Brenneria, Buchnera, Budvicia,
Buttiauxella, Calymmatobacterium, Cedecea, Citrobacter, Cosenzaea, Cronobacter,
Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Ewingella, Gibbsiella,
Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Levinea, Lonsdalea,

Mangrovibacter, Moellerella, Morganella, Obesumbacterium, Pantoea,
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Pectobacterium, Phaseolibacter, Photorhabdus, Plesiomonas, Pragia, Proteus,
Providencia, Rahnella, Raoultella, Saccharobacter, Salmonella, Samsonia, Serratia,
Shigella, Shimwellia, Sodalis, Tatumella, Thorsellia, Trabulsiella, Wigglesworthia,
Xenorhabdus, Yersinia ve Yokenella’dir. Bu cinslerden 26 tanesinin insanlarda
enfeksiyonlarla iliskili oldugu bilinmektedir. Ozellikle DNA hibridizasyonu gibi yeni
teknolojik uygulamalar, Enterobacreiaceae smiflandirmasinda sayisiz degisikliklere
neden olmaktadir (Hong ve ark., 2007). Enterobacreiaceae familyasinda bazisi siradisi
ve nadir olmak iizere bir¢ok yeni cins ve tiirler kesfedilmis ve bir¢ok tiir diger cinslere
transfer edilmistir. Ornegin; Enterobacter sakazakii, artik Cronobacter sakazakii olarak
siiflandirilmaktadir (Iversen ve ark., 2007).
Tiim Enterobacteriaceae iiyeleri aerop ve fakiiltatif anaeropturlar. Cogu tiir 37 °C’de
gelisebilirken, bazi tiirler 25-30 °C’de daha iyi gelisim gosterirler. Enterobacteriaceae
familyas1 tiyeleri sporsuz, glikozu fermente eden, nitrati nitrite indirgeyen (Erwinia
cinsinin bazi suslar1 harig), katalaz pozitif, oksidaz negatif, 0.3-1.0x1.0-6.0 pm
boyutlarinda, g¢omak sekilli Gram-negatif bakterilerdir. Genelde Gram-negatif
comaklar1 secen besiyerlerinde iyi liremektedirler. Mac Conkey agar, Endo agar, Eosin-
Metilen Blue (EMB) agar besiyerleri bu amacla gelistirilmistir. Besiyerinde mukoid
koloniler Klebsiella gibi kapsiillii enterik bakterileri; yesil rofle ya da metalik parlaklik
veren koloniler E.coli cinsi bakterileri; besiyerinde yayilma gosterenler ise Proteus cinsi
bakterileri tanimlamaktadir. Familyay1 olusturan bazi tiirlerin peritrikoz kirpikleri vardir
ve bu tiirler hareketlidirler. Tatumella, Shigella ve Klebsiella tiirleri ise hareketsizdirler.
Baz1 suslar tek karbon ve enerji kaynagi olan D-glukoz’da gelisirken, diger suslar
gelismek i¢in  amino asitlere ya da vitaminlere ihtiyag¢ duymaktadirlar.
Enterobacteriaceae familyasinin bazi iiyeleri D-glukoz ve diger farkli karbonhidratlarin
fermantasyonu sirasinda asit iiretirler (Holt ve ark., 1994; Tiinger ve ark., 2003; Ewing
ve ark., 1980).
Familya iiyelerinin tanimlanmalar1 i¢in baz1 biyokimyasal o6zelliklerinden de
yararlanilmaktadir:

e Tiirlerin ayriminda laktozu fermente etme 6zelliginden yararlanilmaktadir. Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia cinsleri laktoz fermente edebilirken,

Salmonella, Shigella, Proteus ve Yersinia cinslerine ait tiirler laktozu fermente edemez.
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e Safra tuzlarina diren¢ Ozelligi bu familyay:r olusturan cins ve tiirlerin ayrimi igin
kullanilmaktadir. Salmonella ve Shigella safra tuzlarina direnglidir. Normal florada
bulunan diger Enterobacteriaceae iiyeleri ise safra tuzlari ile inhibe olurlar.

eSalmonella ve Proteus cinsleri hidrojen siilfiir olusturmaktadirlar (Tiinger ve ark.,
2003).

Dogada, toprakta, suda ve birgok canlinin barsak floralarinda yaygin olarak bulunan
Enterobacteriaceae familyasindaki Salmonella, Shigella, ve Yersinia cinsleri insanlar
icin her zaman patojendirler. Florada yer alan Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
ve Proteus mirabilis tiirleri bulunduklari normal viicut bolgelerinden ayrildiklarinda
enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (Tiinger ve ark., 2003).

Enterobacteriaceae familyasi koliform ve koliform olmayan Enterobacteriaceae olmak
lizere 2 alt gruba ayrilir. Koliformlar, E. coli ve diger Gram-negatif enterik flora igeren
(Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia ve Citrobacter), sporsuz, aerobik ya da
fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Laktozu 48 saat i¢cinde fermente eder, gaz ve asit
tiretirler. Koliform olmayanlar normal flora ya da patojenlerden olusmakta (Proteus,
Morganella, Providencia ve Edwardsiella), laktozu ya hi¢ fermente edememekte ya da
yavas fermente etmektedirler (Talaro ve Chess, 2014). Familyanin hiicre duvarinda LPS
(lipopolisakkarit) yapida bulunan polisakkaritlerle 6zellesen somatik antijenler (O-
antijenleri) ve hareketli kokenlerde kirpik antijenleri (H- antijenleri) bulunmaktadir.
Bazi cinslerde ise kapsiile ait antijenler goriilebilmektedir (E. coli, Klebsiella -K
antijeni, S. typhi, Citrobacter -Vi antijeni). Bu antijenler tir ayriminda ve
epidemiyolojik takipte cok onemlidir (Tusdata, 2010).

1.8.1 Cahsmamizda Islatilmis Derilerden Izole Edilerek Tammlanan

Enterobacteriaceae Familyasi’na Ait Bakteriler Hakkinda Genel Bilgiler

1.8.1.1 Enterobacter Cinsi

Enterobacter cinsinin simdiye kadar tanimlanmis 28 tiirti ve 2 alt tiirii bulunmaktadir.
Sadece 10 tiirii klinik materyallerden izole edilmektedir. Digki florasinda bulunan
Gram-negatif enterik basillerdir. Enterobacter cinslerinin bazilarinda kapsiil vardir.

Peritrik flagellalar1 ile hareketli oluslar1 ve ornitin dekarboksilasyonu yapmalari
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Klebsiella cinsinden ayirt edilmelerini saglamaktadir. H,S olusturmayan fakiiltatif
anaeroblardir. Glukoz ve laktozu fermente ederek asit ve gaz iiretmektedirler. Cogunun
sitrat ve VVoges-Proskauer testi pozitif, triptofandan indol tiretimi ve metil kirmizisi testi
ise negatiftir. Genellikle karbon ve enerji kaynagi olarak sitrat ve malonat
kullanmaktadirlar. DNase, Tween 80, esteraz ve lipaz iiretmezler. Gelismeleri igin
optimum sicaklik 30 °C’dir (Richard, 1984; Koneman, 1997; http://www.bacterio.net/,
2015).

Klinik orneklerden en sik izole edilen tiirler E. cloacae, E. aerogenes ve E. sakazakii

(Cronobacter sakazakii)’dir. insanlarda &zellikle Enterobacter cloacae ve Enterobacter
aerogenes alt solunum yolu enfeksiyonlari, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari, idrar
yolu enfeksiyonlar1 (UTI- Urinary Tract Infection), endokardit, karin i¢i enfeksiyonlar,
septik artrit, kemik iligi iltthab1 ve g6z enfeksiyonlarim1 da kapsayan cesitli
enfeksiyonlardan sorumlu nozokomiyal patojenlerdir (Fraser ve ark., 2009; Tusdata,
2010).

Enterobacter cinsleri toprakta, suda, bitkilerde ve ayrica insan ve hayvanlarmn kalin
bagirsagl ve digkisinda bulunmaktadirlar. E. cloacae ve E. agglomerans’in sebep
oldugu, toplardamar i¢ine verilen siviyla bulasan, bakteriyemi salginlar1 goriilmiistiir. E.
cloacae’ nin 1s1ya direngli enterotoksin tireten suslar1 vardir. E. sakazakii (Cronobacter
sakazakii), yeni doganlarda menenjit ve bakteriyemiden sorumludur, ayrica beyin
apsesi, pndmoni ve yara enfeksiyonlarindan da izole edilmistir (Unat, 1986; Madigan ve
ark., 2015). Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii), genellikle iireaz negatif ve
jelatinaz pozitiftir. Sar1 pigment iiretmesi tanimlanmasinda 6nemlidir, bu sar1 pigment

en iyi 25 °C’de olusturulmaktadir (Brenner, 2005).

1.8.1.2 Proteus Cinsi

Proteus cinsinin simdiye kadar tanimlanmis 8 tiirii bulunmaktadir ve bunlardan 3 tanesi
(Proteus mirabilis, Proteus penneri ve Proteus vulgaris) hastaliklara neden olmaktadir.
Proteus tiirleri hareketli, iireaz enzimi ve H,S iretimleri pozitif ve laktoz fermente
edemeyen bakterilerdir. Peritrik flagellalar1 ile Enterobacteriaceae ailesinin en hareketli
cinsi olduklar1 i¢in besiyerlerinde (kanli agar) halkalar olusturarak yayilim

gostermektedirler. Kiiltiirlerde kokusmus balik veya lagim kokusu gibi tipik kokular

19


http://www.bacterio.net/

vardir (Murray, 2009; Tinger ve ark., 2003; http://www.bacterio.net/, 2015).

Triptofandan indol iiretimi ve ornitin dekarboksilaz testleri ile iki tiire ayrilirlar. P.
mirabilis indol negatif ve ornitin dekarboksilaz pozitif iken, P. vulgaris indol pozitif ve
ornitin dekarboksilaz negatiftir. P. mirabilis bu cins i¢inde en sik idrar yolu enfeksiyonu
olusturan tiirdiir. P. vulgaris’in bazi O antijenleri (OX2, OX19) ile Rickettsia’larin ortak
antijenleri bulunmaktadir. Bu ylizden riketsiyozlarin serolojik tanisinda Proteus’lardan
yararlanilmaktadir. Weil-Felix reaksiyonu riketsiyal antijenler ile Proteus’larin O
antijenleri arasindaki ¢apraz reaksiyonu goésteren bir aglutinasyon testidir (Madigan ve
ark., 2015). Proteus cinsi bakteriler iireaz enzimine sahip olduklari i¢in, idrardaki iireyi
pargalayip amonyak olusturmaktadirlar. Boylece idrar alkali hale gelmekte ve bobrek
tasi olusumuna neden olabilmektedirler. Ayrica alkali idrarda fagositoz yetenegi

azaldig1 i¢in enfeksiyon olusumu kolaylasmaktadir (Tiinger ve ark., 2003).

1.8.1.3 Providencia Cinsi

Normal bagirsak florast iiyesi olan Providencia cinsine ait 10 tiir bulunmakta olup
sadece 3 tir (Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri ve Providencia stuartii)
insanlarda hastalik yapmaktadir. P. stuartii ve P. rettgeri 6zellikle immun sistemi
baskilanmis hastalarda hayati1 tehdit eden agir enfeksiyonlara yol acabilmektedirler. Son
yillarda, uzun siireli iiriner kateter kullanimina bagli olarak gelisen iiriner sistem
enfeksiyonlarinda ve bakteriyemilerde sik karsilasilan etkenlerden biri de P. stuartii dir

(Toreci, 2008; http://www.bacterio.net/, 2015). Tim suslar hareketli, Gram-negatif

kapsiilsiiz comakciklardir. Kanli agar ve Mac Conkey agarda tlireyen koloniler renksiz,
diiz, 2-3mm c¢apindadirlar ve halkalar olusturmazlar. Laktozu fermente edemezler.
Fermente olabilen karbonhidratlardan az miktarda gaz iiretirler. H,S tiretemezler, {ire ve
jelatini hidrolize edemezler. Sitrati kullanabilir ve D-mannitolii fermente edebilirler
(Bilgehan, 2004; O’Hara ve ark., 2000).

1.8.1.4 Morganella Cinsi

Morganella cinsi 2 tiir igermektedir. Hastane enfeksiyonlarinda, immun sistemi
baskilanmis hastalarda ve yeni doganda enfeksiyon etkeni olarak bilinen, iiriner sistem
ve yara enfeksiyonlarma yol agan tiirii Morganella morganii’dir. insanlarda disk1, yara,

balgam, goz, safra, mide ve idrardan izole edilmektedirler (Murray, 2007; Euzéby,
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2013; http://www.bacterio.net/, 2015). Nutrient agarda 35 °C’de 24 saatte iireyen

koloniler 1-2 mm ¢apinda, grimsi, opak, yuvarlak, konveks ve diiz kenarlidirlar.

22 °C’de iyi gelisim gostermektedirler. Peritrik flagellalar: ile genellikle hareketli,
sporsuz, kapsiilsiiz, Gram-negatif ¢omakgiklardir. Bazi suslar 30 °C’nin tiizerinde
flagella olusturamamaktadirlar. M. morganii biyokimyasal acidan hareketli olmayan
Salmonella’ya benzeyebilmektedir. %2 ve daha az agar igeren plak besiyerlerinde
yayilarak treyebilirler fakat halka olusturmazlar. Morganella, H,S olusturmamasi,
jelatinaz ve lipaz enzimlerini bulundurmamasi ile Proteus tiirlerinden, ornitin
dekarboksilaz enzimine sahip olmasi ile Providencia tiirlerinden ayrilmaktadir. Ure ve
indol pozitif olup, glukozu kullanarak asit ve gaz iiretmektedirler. Ayrica mannoz,
galaktoz ve trehalozdan da asit iiretebilmektedirler (Murray, 2009; Bilgehan 2004,
Jensen ve ark., 1992).

1.8.1.5 Citrobacter Cinsi
Citrobacter cinsi 12 tiir icermekte olup 10 tiirii klinik materyallerden elde edilmistir.
Normal flora iiyesi olarak insan ve hayvan digkilarinda bulunabilmektedirler. Siradan

bir besiyerinde kolayca biiyiiyebilmektedirler (Euzéby, 2013; http://www.bacterio.net/,

2015). Peritrik flagellalar1 ile hareketli, sporsuz ve kapsiilsiizdiirler. Mukoid ya da
puriizli suslar olusabilmesine ragmen koloniler genellikle gri, pliriizsiiz ve nemlidirler.
Bazi suglar1 biyokimyasal olarak Salmonella’ya benzemektedir. Klinik 6rneklerden en
stk C. freundii ve C. diversus (C. koseri) izole edilmektedir C. freundii H,S olusturdugu
icin Salmonella ile karisabilir. Salmonella’dan, KCN varliginda iireyebilmeleri, lizin
dekarboksilaz ve ONPG negatif olmalar1 ile ayrilirlar. Metil kirmizisi reaksiyonu
pozitif, VVoges- Proskauer reaksiyonu negatif, glikozdan gaz olusturan, laktozu geg
fermente eden ya da edemeyen, iireyi yavas ve zayif hidrolize edebilen bakterilerdir.
Eskiilin, arabinoz, glukoz, galaktoz, gliserol, inositol, laktoz, levuloz, maltoz, mannitol,
mannoz, rafinoz, ramnoz, salisin, sorbitol, nisasta, sukroz, trehaloz ve ksilozdan asit ve
gaz tretmektedirler (Koneman, 1997; MacFaddin, 2000). C. freundii, ozellikle
bagisiklik sistemi yetersiz olan hastalarda diareye ve agir sepsislere yol agabilmektedir.
Citrobacter menenjiti, hemen hemen yalmizca C. koseri ile iligkilidir ve en sik yeni
doganda goriilmektedir. Menenjit olgularinin %75’inde beyin apsesi gelismektedir
(Toreci, 2008).
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1.8.1.6 Serratia Cinsi

Toplamda 18 tiirii ve 4 alt tiirii bulunmaktadir. Cogunlukla klinik materyallerden izole
edilen 2 tiirii; Serratia marcescens ve Serratia liquefaciens’tir. S. marcescens
prodigiosin denilen bir pigment tiretmektedir. Pigment iiretimi, tiir tipi ve inkiibasyon
stiresine bagli olarak tiirler arasinda oldukca degiskenlik gostermektedir. Pigment
tiretmeyen koloniler Enterobacteriaceae familyasimnin diger iyeleriyle benzerlik
gostermektedirler. Cogu Serratia tiirti hareketli olup peritrik flagellalar1 bulunmaktadir.
Fakiiltatif anaerop, H,S olusturmayan, laktozu yavas fermente eden bakterilerdir.
Hiicreleri ¢omak seklinde ve 0.5-0.8 um x 1.0-5.0 pum capindadir. Optimal gelisim
sicakligi 37 °C olup 5-40 °C arasinda da gelisebilmektedirler. Serratia cinsi gaz
olusumu ile glukoz ve siikroz fermantasyonu yoniinden pozitif, indol ve iire iiretimi
bakimindan negatiftir. Klinik 6rneklerden en sik izole edilen tiir olan S.marcescens
anaerop besiyeri olusturmada kullanilmaktadir. Dezenfektanlara nispeten direnglidir.
Enterobacteriaceae ailesinde spor olusturabilen tek organizma, S. marcescens’in alt
tirti olan S. marcescens subsp. sakuensis’dir (Murray, 2009; Tusdata, 2010).
S.marcescens hastane enfeksiyonlar: seklinde; solunum yollar1 ve yara enfeksiyonlarina,
en sik da lriner sistem enfeksiyonlarina yol agan firsatg1 bir patojendir. Ayn1 zamanda
bakteriyemiye de yol agabilmektedir. Serratia liquefaciens, Serratia fonticola, Serratia
odorifera, Serratia plymuthica ve Serratia rubidaea tiirleri Serratia marcescens’e
kiyasla daha az hastalik yapicidirlar (Bilgehan, 2004; Abbott, 2007).

1.8.1.7 Ewingella Cinsi

Gram-negatif, peritrik flagellali, ¢omak seklinde firsat¢1 patojenlerdir. Fakiiltatif
anaerobik olup pigment olusturmazlar. Optimum gelisme gosterdikleri sicaklik 26
°C’dir. Ewingella americana insanlarda nadir goriilen bir patojendir. Polimikrobik
bakteriyemi, peritonit, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi hastane kokenli enfeksiyonlara
neden olabilmektedir. Balgam, kan ve yaradan izole edilebilmektedir. Ayn1 zamanda
Agaricus bisporus kiiltiir mantarimin patojeni olup “i¢ sap nekrozu” denilen esmerlesme
bozukluguna neden olmaktadir. Dogal kaynagi bilinmemekle beraber hayvanlardan
(salyangoz ve stimiiklii bocek bagirsak igerigi), havuctan ve vakumlu paketlenmis

etlerden izole edilmistir. Laktozu fermente etmektedir. Voges-Proskauer, metil kirmizisi
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ve sitrat iiretimi bakimindan pozitiftir. H,S tiretimi, tire hidrolizi, lipaz, DNaz, arjinin
dehidroliz, lisin ve ornitin dekarboksilaz testlerinin negatif olmasiyla diger
enterobakterlerden kolayca ayirt edilebilmektedir (Reyes ve ark., 2004; Dwarkin ve
ark., 2006).

1.9 ANTIBIYOTIKLER HAKKINDA GENEL BiLGILER

1.9.1 Antibiyotik ve Antibiyotik Direnci

Antibiyotikler ¢esitli mikroorganizma tiirleri (bakteriler, mantarlar, actinomyces)
tarafindan sentezlenen ve diger mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen veya onlari
oldiiren dogal maddelerdir. Onceden antibiyotige duyarli olan bir sus zamanla test
edilen antibiyotige karsi direng¢ gosterebilir. Cogu antimikrobiyal ila¢ direnci igin
genetik  degisimle transfer edilebilen direng genleri gerekmektedir. Tim
mikroorganizmalari inhibe eden bir antibiyotik olmadig: i¢in, baz1 mikroorganizmalar
antibiyotiklere kars1 dogal olarak direnglidirler. Bir¢ok Gram-negatif bakteri hiicre
duvar yapilar1 nedeniyle vankomisin ve metisiline dogal diren¢ gostermektedir. Bir
antibiyotik cesidine karsi duyarligini kaybeden bakteri tiirli, o antibiyotige yakin
kimyasal yapida olan veya benzer etki mekanizmasina sahip olan diger bir antibiyotige
karst da diren¢ kazanabilir. Bu olaya capraz-diren¢ adi verilmektedir. Capraz dirence
ornek olarak, tetrasiklinlere diren¢ kazanmis Gram-negatif bakterilerin, benzer etki
mekanizmasina sahip olan kloramfenikol'a da direng gostermeleri verilebilmektedir.
Mikroorganizmalarin, genetik degisimlere bagh olarak 6nceden duyarli olduklari bir
antibiyotige kars1 diren¢ kazanmalar1 sonucu kazanilmis direng ortaya ¢ikmaktadir. Bu
antibiyotik direnci genetik olarak ya kromozomal DNA’da ya da diren¢ plazmitlerinde
kodlanmisgtir. Bakterilerde en sik goriilen antibiyotik direnci plazmid kaynaklidir.
Bakteri kromozomunda veya plazmitlerinde bulunan direng genleri, yavru hiicrelere
bakteri boliinmesi ile aktarilmaktadir. Plazmidler konjugasyon ile diger bakterilere
aktarilabilmektedir (Tiinger ve ark., 2003; Madigan ve ark., 2015; Bilgehan, 1994;
Yiice, 2001).

Enterobacteriaceae tyelerindeki (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve

Enterobacter spp.) antibiyotik direncinin  en o6nemli kaynagi, beta-laktam
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antibiyotiklerini hidrolize eden ve inaktif hale getiren B-laktamaz enzimleridir. B-
laktamazlar en ¢ok Gram-negatifler tarafindan sentezlenirler. Bir antibiyotigin etkili
oldugu mikroorganizma grubunu antibakteriyel spektrum tanimlamaktadir. Genis
spektrumlu antibiyotikler, ¢ok sayida Gram-negatif ve Gram-pozitif mikroorganizmaya
etkilidir. Dar spektrumlu antibiyotiklerin etkili oldugu mikroorganizma sayisi sinirlidir.
Bakteriyostatik etki, mikroorganizmalarin lireme ve gelismelerinin durdurulmasidir ve
minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ile ifade edilmektedir. MiK, bir bakterinin
iiremesini ve gelisimini durduran en kii¢iik antibiyotik konsantrasyonudur. Bakterisidal
etki ise mikroorganizmanin Oldiiriilmesidir ve minimal bakterisidal konsantrasyon
(MBK) ile ifade edilmektedir. MBK, bir bakteriyi Oldiirebilen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonudur (Tiinger ve ark., 2003; Demirtiirk ve Demirdal, 2004; Madigan ve
ark., 2015).

Tablo 1.2. Etkilerine Gore Antibiyotikler (Tiinger ve ark., 2003).

Bakterisidal Etkililer Bakteriyostatik Etkililer
Beta-laktamlar Tetrasiklinler
Aminoglikozidler Siilfonamidler
Vankomisin Kloramfenikol

Rifampin Makrolidler

Kinolonlar Klindamisin

1.9.2 Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalar1 ve Siniflandirilmasi

Antimikrobiyal maddeler etki mekanizmalarina gore 5 kategoriye ayrilmaktadir;

1. Hiicre duvari sentezini engelleyenler (inhibe edenler)

2. Sitoplazmik membranin yap1 ve fonksiyonunu engelleyenler
3. Protein sentezini engelleyenler

4. Bakteri metabolizmasini1 bozanlar (Antimetabolitler)

5. Niikleik asit sentezini engelleyenler (Tiinger ve ark., 2003).
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1.9.2.1 Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu: Beta-laktamlar ve Glikopeptidler
1.9.2.1.1. Beta-laktam antibiyotikler

Bu grupta yer alan tiim antibiyotikler yapilarinda beta-laktam halkas1 igermektedirler.
Beta-laktam antibiyotikler, hiicre duvar1 sentezini engelleyerek ve kismen de otolitik
enzimleri aktive ederek bakterisidal etki gostermektedirler. Streptokoklar hari¢ hemen
her bakteride bulunmaktadirlar. Bir kismi bakteri kromozumda dogal olarak
bulunurken, bazilar1 da plazmid gibi genetik eleman nakli ile alinmaktadir. Penisilinler,
sefalosporinler, karbapenemler ve monobaktamlar bu grupta yer almaktadir
(Leblebicioglu ve ark., 2008, Tiinger ve ark., 2003).

A) Penisilinler

Penisilin grubu antibiyotikler tip alaninda kullanilan en eski antibiyotiklerdir. Bu
antibiyotik grubu, transpeptidasyonda gorevli penisilin baglayan protein (PBP)’lere
baglanarak hiicre duvar1 sentezinde transpeptidaz enzimin baskilanmasina neden
olmaktadirlar. Enzimin baskilanmasi, bakteri hiicre duvari yapisinda bulunan
peptidoglikan tabakalarina monomerlerin eklenmesini engellemektedir. Sonug olarak
bakteri hiicre duvarinin biitinligii bozulmakta, sitoplazma zar1 pargalanmakta,
bakterinin dis ortama olan direnci kaybolmakta ve hiicre 6liimii meydana gelmektedir
(Balci, 2007). Gram-pozitif bakterilerde lipid dis membranin olmayisi antibiyotiklerin
bakteriye ulagimini farklilastirmaktadir. Baz1 antibiyotik baglanmalar1 hiicre dliimiine,

bazilar1 da hiicre morfolojisinin degisimine neden olmaktadir (Leblebicioglu ve ark.,
2008).

B) Sefalosporinler

Cephalosporium acremonium isimli bir mantardan elde edilerek antibakteriyel tedavi
stireclerinde siklikla kullanilan antibiyotik tiirlerinden biridir. Penisilinler gibi bakteri
hiicre duvar1 olusumundaki basamaklar1 katalizleyen ve PBP olarak bilinen enzimleri
inhibe ederek bakterisidal etki goOstermektedirler. Sefalosporinler, antimikrobiyal
etkinliklerine  gore birinci, ikinci, {¢linci ve dordiinci kusak olarak

siiflandirilmaktadirlar. Kusak sayisi arttikga Gram-pozitif etkinlik azalmakta, Gram-
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negatif etkinlik artmaktadir. Genel olarak tigiincii kusak sefalosporinlerin Gram-negatif
acrop bakterilere karsi etkinligi birinci kusaktakilerden ¢ok daha fazladir. Tim
sefalosporinler streptokoklara kars1 etkilidirler. Citrobacter freundii, Enterobacter spp.,
Morganella spp., Providencia spp., Pseudomonas aeruginosa ve Serratia spp.’in
yaptig1 beta-laktamazlar sefalosporinleri inaktive edebilmektedir. Sefalosporinler Gram-
negatif bakteri hiicre duvarindan porinleri kullanarak ge¢mektedirler. Porinlerin say1
veya capmnda olan degisiklikler bakteriyel direngle sonuclanmaktadir. Ozellikle
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter cloacae suslarinda sefalosporinlere karsi
porin gecirgenligindeki azalma sonucu diren¢ goriilmektedir (Leblebicioglu ve ark.,

2008; Onciil, 2002).

C) Karbapenemler

Karbapenemler, Gram-negatif ve Gram-pozitif aerob ve anaerob bakteriler tizerinde
etkili ve etki spektrumlar1 en genis beta laktamlardir. Klinik kullanima giren ilk
karbapenem tiirevi olan en genis spektrumlu antibiyotik imipenemdir. Diger bir
karbapenem antibiyotik ise meropenemdir ve imipenemden farkli olarak norotoksik
etkisi yoktur. Meropenemin Gram-negatif, imipenemin Gram-pozitif etkinligi biraz
daha fazladir. Her ikisi de Gram-negatif enterik bakteriler, non-fermantatif bakterilerden
P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirlerine ¢ok etkindirler. Gram-pozitif bakterilerden
streptokoklara, pndmokoklara, stafilokoklara (metisiline duyarli olanlar) ¢ok iyi etkinlik
gosterirler (Tinger ve ark., 2003). Karbapenemler, Stenotrophomonas maltophilia,
Bacteroides fragilis ve Serratia’lar tarafindan salgilanan ¢inko metalloenzimlere
duyarlidir. Birgok beta-laktamaz tiiriine direnglidirler. Ertapenem ve doripenem de bu

grupta yer almaktadir (Leblebicioglu ve ark., 2008).

D) Monobaktamlar

Monobaktamlar yapilarinda bulunan monosiklik yapidaki ¢ekirdek nedeniyle diger
beta-laktamlardan farklilik gosteren Chromobacterium spp., Agrobacterium spp.,
Gluconobacterium spp., Flexibacterium spp. ve Pseudomonas spp. gibi toprakta
yasayan bakteriler tarafindan  {retilmektedirler. ~ Aztroenam, Chromobacter
violaceum’dan elde edilen ve halen kullanilmakta olan tek monobaktamdir, sadece

Gram-negatif bakteriler {lizerinde etkilidir. Bu antibiyotik hiicre zarindan gegerek
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penisilin baglayan proteinlere (PBP) baglanmaktadir. Gram-pozitif veya anaerobik

bakterilerde PBP’ye baglanamadig i¢in antibakteriyel etkinligi yoktur (Balc1, 2007).

1.9.2.1.2 Glikopeptidler

Glikopeptidler hiicre duvari sentezinde beta-laktam antibiyotiklerin etkiledigi evrenin
daha Oncesinde etkili olmaktadir. Glikopeptidlerin etkisi, iiremekte olan bakterilere
olmaktadir ve bakterisit etki gosteren bir antibiyotik grubudur. Bu bakterisitik etki
sadece Gram-pozitif ve bazi Gram-negatif bakterilerde goriilmektedir. Glikopeptidler
sitoplazma zarinin permeabilitesini degistirerek ve RNA sentezini inhibe ederek de
bakteriye zarar vermektedirler (Gold, 1996).

Ilk kez 1956 yilinda penisiline direncli stafilokoklara etkililigi sonucunda kullanima
giren glikopeptid antibiyotik vankomisindir. Bakterilerin hiicre duvar: sentezinin ikinci
asamasin1 engelleyerek etki etmektedir. Duyarli mikroorganizmalarin sitoplazmik
membran permeabilitesini bozmakta ve kismen de RNA sentezini Onleyerek
antimikrobiyal etki gostermektedir. Vankomisin sadece Gram-pozitif bakteriler {izerine
etkili dar spektrumlu ve bakterisidal bir antibiyotiktir. Gram-negatif bakterilere etkisi
yoktur (Tiinger ve ark., 2003).

1.9.2.2 Sitoplazmik membranin yapi ve fonksiyonunu inhibe edenler
Polimiksinler gibi bazi polipeptid antibiyotikler deterjan gibi davranip, bakteri hiicre
membranint bozmaktadirlar. Poliyen antibiyotikler ise, mantar ve hayvan hiicre

membranlarindaki steroller tizerinde etki gostermektedirler (Aslan, 1999).

1.9.2.3 Protein sentezinin inhibisyonu

A) Aminoglikozidler

Aminoglikozidler beta-laktam antibiyotikler ile sinerjik etkilesim gostermektedirler.
Elde edilis ve kullamima giris tarihlerine gore streptomisin, neomisin, kanamisin,
gentamisin, tobramisin, sisomisin, amikasin, netilmisin ve izepamisin bu gruptaki
antibiyotikleri olusturmaktadirlar. Aminoglikozidler, 6zellikle Gram-negatif bakteri
ribozomlarinda 30S alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe etmekte ve
mRNA’daki genetik bilginin yanlis okunmasma yol acarak bakterisidal etki

gostermektedirler. Sadece aerob bakterilere etkilidirler (Tiinger ve ark., 2003).
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B) Makrolidler

Makrolidler genellikle Streptomyces tiirleri tarafindan {iretilen benzer yapidaki
antibiyotiklerin olusturdugu homojen bir gruptur. Etki mekanizmalari, 70S bakteri
ribozomunun 50S alt birimine baglanarak protein sentezinin inhibisyonudur.
Mikroorganizmanin tiirline, ireme donemine ve yogunluguna bagh olarak
bakteriyostatik veya bakterisidal etki gdosterebilirler. Eritromisin, azitromisin,
klaritromisin ve spiramisin bu grupta yer almaktadir. Eritromisin, makrolidlerin en eski
iyesi olup Gram-pozitif kok ve basiller ile Gram-negatif koklar1 igeren dar bir
antibakteriyel spektruma sahiptir. Enterobacteriaceae familyasindaki bakteriler

eritromisine direnglidir (Leblebicioglu ve ark., 2008; Tiinger ve ark., 2003).

C) Linkozamidler

Linkozamidlerin grubunda linkomisin ~ ve  klindamisin ~ bulunmaktadir.
Mikroorganizmalarin 50S°lik ribozomal alt birimlerine baglanarak protein sentezini
engellemektedirler. Ribozomlarda ayni bolgeye baglandiklart igin, birlikte
kullanildiklarinda linkozamidler, kloramfenikol ve makrolidler antagonistik etki
gostermektedirler. Etki spektrumu icine S.aureus, koagiilaz negatif stafilokoklar, S.
pyogenes ve S. pneumoniae gibi Gram-pozitif koklar ve anaerop bakteriler girmektedir
(Tiinger ve ark., 2003).

D) Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere, aerobik ve anaerobiklere,
spiroketlere, mikoplazma, riketsiya, klamidya ve baz1 protozoonlara etkili genis
spektrumlu antibiyotiklerdir ve bakteriyostatik etki gdstermektedirler. Protein sentezini
inhibe ederek bakteri g¢ogalmasini engellemektedirler. Ribozomal 30S alt birimine
baglanarak, aminoagil-tRNA’nin ribozomal akseptor bolgeye tutunmasi Onlenir ve
bdylece peptid zincirine yeni aminoasitler eklenemez (Leblebicioglu ve ark., 2008;

Strohl ve ark., 2006).
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E) Kloramfenikol

Kloarmfenikol duyarli bakterilerde protein sentezini 50S ribozoma olan etkisi ile inhibe
ederek bakteriyostatik etki gostermektedir. Etki spektrumu igine birgok Gram-pozitif
kok, gonokoklar, Salmonella tiirleri, Haemophilus influenzae, Vibrio cholerae, anaerop

bakteriler, Mycoplasma ve Rickettsia’lar girmektedir (Tiinger ve ark., 2003).

1.9.2.4 Bakteri metabolizmasim1 bozanlar (Antimetabolitler)

Hiicrenin 6nemli metabolitlerine baglanarak enzim inhibisyonu saglamakta veya
niikleik asitler gibi 6nemli molekiillerin arasina girerek etki gostermektedirler.
Trimetoprim, siilfonamidler ve siilfonlar bu grupta bulunmaktadirlar. Siilfametoksazol
folik asit sentezinin birinci basamagi olan paraaminobenzoik asitten (PABA)
dihidrofolik asit olusumunu, trimetoprim ise folik asit sentezinin ikinci basamaginda
dihidrofolik asitten tetrahidrofolik asit olusumunu engellemektedir. Boylece bakteriyel
DNA ve RNA sentezi durmakta ve bakteriler O6lmektedir. Siilfametoksazol ve
trimetoprim tek baglarina  bakteriyostatik  etkili iken, kombinasyonu olan

trimetoprim/siilfametoksazol bakterisidal etkilidir (Aslan, 1999; Tiinger ve ark., 2003).

1.9.2.5 Niikleik asit sentezini inhibe edenler

A) Kinolonlar

Timii sentetik olarak elde edilen antibakteriyel ilaglardir. Kinolonlar, DNA-giraz
enzimini inhibe ederek bakterisid etki gostermektedirler. Kinolonlarin etkisine maruz
kalan bakteriler boliinemezler, anormal sekilde uzayip oliirler. Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakterilere etkilidirler. Ilk sentezlenen kinolon olan nalidiksik asit, in vitro
kosullarda sadece Enterobacteriaceae familyasina etkili olup idrarda yiiksek
yogunluklara ulasarak idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir. Florokinolonlar
(Ofloksasin, siprofloksasin, enoksasin, norfloksasin, pefloksasin ve levofloksasin) da bu

grupta yer almaktadir (Tilinger ve ark., 2003; Leblebicioglu ve ark., 2008).
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BOLUM 2
MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYAL
2.1.1 Arastirma Olanaklar

Fen Edebiyat Fakiiltesi Bitki Hastaliklar1 ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bulunan Distile Su Cihaz1 (GFL), otomatik pipetler, Terazi (Sartorius
Analytic), Etiiv (Niive EN500), Otoklav (Web MLW), Pasteur Firim1 (Kermanlar),
Vorteks Tiip Karistiricist (Niive), Mikroskop (Olympus), Santrifiij (Sigma), Buzdolabi
(Argelik), Calkalamali Etiiv (Edmund Biihler), pH Metre (WTW), Biyogiivenlik Kabini,
Desikator ve Ceker Ocak’tan faydalanilmistir.

2.1.2 Kullanilan Besiyerleri, Kimyasallar, Test Kitleri ve Antibiyotikler

%0.85 NaCl Igeren Steril Fizyolojik Tuzlu Su, NaCl, Kalsiyum Kloriir (CaCl,), Kristal

Viyole Cozeltisi, %95 Etil Alkol Cozeltisi, Safranin Cozeltisi, Oksidaz Test Ajani,
Katalaz Test Ajani (%3 H,O,), Eozin Metilen Mavisi (EMB) Agar Besiyeri, Indol

Besiyeri, Kovaks Ayiraci, Metil Kirmizist Ayiraci, Voges Proskauer Ayiraglari, 0.5
No’lu McFarland Soliisyonu, Triple Sugar Iron Agar Besiyeri, Triptik Soy Agar (%4
jelatin), Fenol Kirmuzisi, %10’luk Ferrik Kloriir (FeCl,) Ayraci, Aminoasit

Dekarboksilaz Besiyeri, Bromkresol Moru Soliisyonu, Kresol Kirmizisi Soliisyonu,
%1’lik L-Alanin Soliisyonu, %1°lik L-Lizin Soliisyonu, %1°lik L-Prolin Soliisyonu,
Kazein Besiyeri, Pepton Broth Besiyeri, Nitrat Besiyeri, Nessler Ayiraci, Tween 80
Agar Besiyeri, Agar, Mueller Hinton Broth Besiyeri, Mueller Hinton Agar Besiyeri,
Tryptone (Tripton), Enzimatik Pepton, Mineral Yag, API 20E Kitleri, Alkol, Durham
Tiipli, 0.45 pm Membran Filtre Igeren Siringalar, 200 ve 1000 pl’lik Otoklova
Dayanikli Otomatik Pipet Ug¢ Kutusu, 18 ml’lik Cam Tipler, Amikasin (30ug),
Ampisilin (10 pg), Ampisilin/sulbaktam (10/10 pg; 20 pg), Amoksisilin/klavulanik asit
(20/10 pg; 30 pg), Sefalotin (30 pg), Sefoksitin (30 pg), Seftazidim (30 pg), Seftriakson
(30 pg), Sefuroksim sodyum (30 pg), Imipenem (10 pg), Kloramfenikol (30 pg),
Siprofloksasin (10 pg), Gentamisin (10 pg), Kanamisin (30 pg), Meropenem (10 pg),
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Nalidiksik asit (30 png), Norfloksasin (10 pupg), Ofloksasin (5 pg),
Piperasilin/Tazobaktam 10:1 (110 ng), Streptomisin (10 ng),
Siilfametoksazol/Trimetoprim (25 pg), Tetrasiklin (30 pg), Tobramisin (10 pg) ve
Aztreonam (30 pg)

2.1.2.1 %0.85 NaCl iceren steril fizyolojik tuzlu su
Sodyum Kklortir...............:0.85¢

Distile su......................: 100 ml

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.2 Eozin Metilen Blue Agar (EMB)

Eozin Yellowish.......................: 04 g
Pepton.......oooviiiiii 1009
Di potasyum hidrojen fosfat.........: 209¢
Laktoz......covvvviiiiiiit 5.09
SUKIOZ. .ot 50¢9
Metilen mavisi..............oeeeenn...lt 0.07¢g
Agaragar.................ceoeeeenn..n 135 @
Distile su..................c.coeeel...2 1000 ml
PH. o 7.0

121 °C’de otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.3 Gram’1n iyot Cozeltisi

Iyot kristalleri ..........................1¢
Potasyum iyodiir (KI)................. 20
Distile su.......cc.coevevviiininenn..nn: 300 mi

Iyot ve potasyum iyodiir bir havanda ezilip, azar azar distile su ilave edilerek
eritilmistir. Tamam1 eridikten sonra distile su ile 300 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti

kahverengi sisede muhafaza edilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
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2.1.2.4 Kristal Viyole Cozeltisi

Cozelti A

Kristal viyole (%85) .................... 20
Etil alkol (%95) ........ccoviviii220ml
Cozelti B

Amonyum okzalat .......................:. 0.8 g
Distile su.... ...cccoeveveviiiiiiiii s 80 ml

A ¢ozeltisi B ¢ozeltisi lizerine eklenerek karistirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.1.2.5 %95 Etil Alkol Cozeltisi
Etilalkol.........covvieiiiiiee 295 ml
Distile SU...ccoovveiviiiieeiiienne .2 100 ml

2.1.2.6 Safranin Cozeltisi

%95’lik etil alkol ......................: 100 ml
Safranin .................ooci 25 g
Distilesu..........cooevvvvviiiiiinne.: 100 ml

(Norrell ve Messley, 1997).

2.1.2.7 Oksidaz Test Ajani
Dimetil-p-fenilen diamin dihidroklorid..: 1 g
Distile su............ccooevveviiieneen...2 100 mi

2.1.2.8 Katalaz Test Ajam (%3 H,0,)

Hidrojen peroksit.......................... 3 ml
Distile su.........cooevvviiiiininennene.... 100 ml
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2.1.2.9 indol Besiyeri

Tripton.......ccceevevvviveviveenns 10 9
Kalsiyum klortr...............: 0.01 M
Sodyum kloriir................. 50 g
Distile SU.........ccccccvvvrirreenne.s 2000 Ml

Tiplere 2 ml olarak konularak, 5 dakika 121 °C’de otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.10 Kovaks Ayiraci

Paradimetilaminobenzaldehit.........: 5 ¢
[zoamil alkol.........cceevveveeveneee 2 75 ml
Hidroklorik asit.........ccccoocvvveeeeen2 25 mli

Paradimetilaminobenzaldehit alkolde eritildikten sonra yavas yavas asit katilmistir (Kovacs,
1928).

2.1.2.11 Metil Kirmizis1 Ayiraci

% 95°lik etil alkol.............cccceevrvrreenn.s 300 Ml
Metil kirmizist..........ccooevvevviiiiiinnen s 019
Distile SU.......ccoeevveieiiircrcineneenn s 200 Ml

Metil kirmizisi alkolde eritildikten sonra distile su ilave edilmistir (Harley ve Prescott,
2002).

2.1.2.12 Voges Proskauer Ayiraglari

A Ayrraci

a-NAftol ..o 60
Etanol...........ccccceviiiiiecieciieennnn: 100 Ml
B ayiraci

Distile SU.......ccocvvvvviiriiiieieneen. . 100 i
Potasyum hidroksit (KOH)............... 40 ¢
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2.1.2.13 Tween 80 Agar Besiyeri

Pepton.......coovvviiiiiiiil 109
Sodyum kloriir............................... 0.1 ¢
Kalsiyum klortir............................: 0.1 g
Tween 80.....ooviviiiiiiiiiiiiall 10¢g
YN ) 159
Distile su................cooeevieeenen.....2 1000 mli
PH oo 7.0

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Bese, 1974). Tween 80, otoklavdan sonra

steril kosullarda eklenmistir.

2.1.2.14 Jelatin Besiyeri (%4 Jelatin Tyriptic Soy Agar)

Tripton........covevviiiiiiiiiiiieneenn... 15
Phytone (Soytone)...............ooevinndt 59
Sodyum klorid..............coooeiiilt 50
AGar....ooiiiiiii i 209
Distile su.........coovveeiiiieinennn......2 1000 mi
PH e 7.0

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Barnett ve Venghaus, 1989; Birbir ve ark.,
2002).

2.1.2.15 0.5 No’lu McFarland’in Hazirlanmasi

0.18 M Siilfiirik asit ............coevenennnnn..: 9.95 ml
0.048 M Baryum klortir ........................: 0.05 ml

0.5 No’lu Standart McFarland bulaniklik ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 9.95 ml 0.18 M
H,SO, (siilfiirik asit) ¢dzeltisine 0.05 ml 0.048 M BaCl, (baryum kloriir) ¢dzeltisi ilave

edilmis ve iyice karistirilmistir (Cetin, 1980).
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2.1.2.16 Mueller Hinton Broth Besiyeri

Nisasta...........coeeveveeneennes 1.5
Etoziti....................e220g
Kazein (hidrolizat).................: 17.5¢
Distile su............coeevenene......2 1000 ml

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Barnett ve Venghaus, 1989; Birbir ve ark.,
2002).

2.1.2.17 Mueller Hinton Agar Besiyeri

Etozitl......ovvvvvineini 20¢g
Kazein (hidrolizat).................. 17.5¢0
Nisasta.........oeovvvvvvveeeen.n 1.5 g
Agaragar............................ 17.0 g
Distile su....................ve.....2 1000 ml

121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Barnett ve Venghaus, 1989; Birbir ve ark.,
2002).

2.1.2.18 Aminoasit Dekarboksilaz Besiyeri

Pepton........coovviiiiit 50
Etozith. ...l 59
Glukoz......coovviiiiiiiiill 059
Pridoksal..............................: 0.005 g
Distilesu .............................: 1000 ml

Bromkresol Moru Soliisyonu
Bromkresol moru.........................: 0.2 ¢

Distilesu.........ccveeeeeeeiii . 100 ml

Kresol Kirmizis1 Soliisyonu
Kresol kirmizist............................ 0.2 ¢

Distile su......oovveeeeeniiinnneeee....2 100 ml
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Piridoksal, amino asit dekarboksilaz i¢in bir enzim kofaktoriidiir. Dekstroz fermente
olabilen bir karbonhidrattir. Bromkresol moru ve kresol kirmizi pH indikatorleridir.
Aminoasit Dekarboksilaz Besiyeri hazirlandiktan sonra igerisine 5 ml bromkresol moru
ve 2.5 ml kresol kirmizisi soliisyonundan ilave edilip karistirilmistir. Daha sonra 2.7 ml
olacak sekilde tiiplere dagitilarak 121 ‘C’de 15 dakika steril edilmistir (Harley ve
Prescott, 2002).

2.1.2.19 Amino asit Soliisyonlari

% 1°lik L-Lizin Soliisyonu

% 1°lik L-Glisin Soliisyonu
L-Glisin.................cceevveeenn..2 10 g
Distile su......coovveeeeeeeeennnn..2 100 mli

% 1°lik L-Prolin Soliisyonu
L-Prolin.................................. 10 ¢
Distile su......oovveeeeeeeeeeeeee...2 100 ml

%1°lik L-Fenilalanin Soliisyonu

L-Fenialanin............................... 10¢g
Distile SU........oovviiiiiiiiinninnn.. 100 mi

%1°lik L-Tirozin Soliisyonu

L-Tirozin............................... 10 g
Distile su........ovvvevviennenea.s 100 ml
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%1°lik L-Aspartik asit Soliisyonu
L-Aspartik asit............................. 10 g
Distile su......oovveeeeeiiiiiinnnee....2 100 ml

2.1.2.20 Kazein Besiyeri

A Eriyigi
Triptone......ccccocvvvevveveeccieseeieeeenne: 20°Q
AGAr....ooiiiii 209
DiStile SU...c.veiieciiee e 500 mi
B Eriyigi

Distile SU.........c.ceeveeeceeiiiesieesiesneenns 500 M
SkimmilK........c.ccoovvviiiniiiiiiiiie: 20 @

Bu iki ayr1 eriyik erlende 10 dakika 121 °C’de steril edilmistir. Otoklavlama islemi

bittiginde karistirilarak steril petri kaplarina dokiilmiistir.

2.1.2.21 Nessler Ayiraci

Civaiyodiir...................... 100 gr
Potasyum iyodiir............:70 gr
Potasyum hidroksit.........:100 gr
Distile su.....................: 1000 ml

Bir litrelik erlende civa iyodiir ve potasyum iyodiir 400 ml distile suda eritilmistir. Ayr1 bir
erlende 500 ml distile suda potasyum hidroksit eritilip sogutulmustur. Civa ve potasyum
iyodiir soliisyona katilmistir. Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Kahverengi bir
cokiintli ve berrak bir {ist stvi ayrilmistir. Berrrak sivi bir siseye aktarilip etiketlenmistir

(Harley ve Prescott, 2002).
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2.1.2.22 Nitrit Test Ayiraclar

A Ayrraci
Stlfanilik asit............cccoviiiiiiiiceel 8 €
Asetik asit (SN)...oooviiiiiiiiiiii s 1000 ml

(1 kisim glasial asetik asit: 2,5 kisim distile su)

B Ayiraci
N, N,-dimetil-1-naftilamin.............................6ml
Asetik asit (SN)......coevvviiiiiiiiiiiiieeiieeen. . 1000 ml

(Harley ve Prescott, 2002).

2.1.2.23 API 20E Test Kiti
Kit igerigi; API 20E stribi, inkiibasyon kutusu, sonug tablosu, ampul icerisinde NaCl

%0.85 siispansiyon ortami (5 ml) ve mineral yagdan olugsmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. API 20E Test Kiti Ayiraglar, Ortamlar ve Igerikleri

Ayiraclar, Ortamlar Icerikleri

TDA ayrraci (5 ml) Demir klortir 349
Distile su 100 ml

JAMES ayiract (5 ml) Bilesik J2183 059
HCI 100 ml

Zn ayiraci Cinko tozu 109

VP 1 ayiraci (5 ml) Potasyum hidroksit 049
Distile su 100 ml

VP 2 ayiraci (5 ml) a-naftol 60
Etanol 100 ml
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2.2. YONTEM
Calismamiz sirasiyla asagidaki basamaklardan olusmaktadir:

1) Tuzla Organize Deri Sanayisi’ndeki Farkli Tabakhanelerden Islatilmis Deri
Orneklerinin Toplanmast,

2) Islatilmis Deri Orneklerinin pH’ larinin Olgiimii,

3) Islatilmig Derilerde Bulunan Enterobacteriaceae Familyasia Ait Tiirlerin izolasyonu

4) izolasyonu Yapilan Enterobacteriaceae Izolatlarinin API Yontemi ile Tanimlanmasi
(B-galaktosidaz, Arjinin Dihidrolaz, Lizin Dekarboksilaz, Ornitin Dekarboksilaz,
Sitrat Testi, Hidrojen Siilfiir Testi, Ure Hidrolizi, Triptofan Deaminaz, Triptofandan
Indol Olusumu, Voges-Proskauer Testi, Jelatinaz Testi, Glukoz, Mannitol, Inositol,

Sorbitol, Rhamnoz, Sukroz, Melibioz, Amigdalin ve Arabinozdan Asit Uretimi),

5) Islatilmis Derilerden Izole Edilen Enterobacteriaceae Familyasina Ait Tiirlerin
Biyokimyasal Testlerinin Yapilmasi (Oksidaz Testi, Katalaz Testi, Proteaz, Lipaz
Kazeinaz, Metil Kirmizis1 Testi, Nitratin Nitrite 1ndirgenmesi ve Nitrattan Gaz
Olusturma Testi, Dekarboksilaz Testi [L-arjinin, L-sistein, L-glisin, L-alanin, L-
tirozin, L-prolin ve L-hidroksiprolin], Peptondan Amonyak Olusumu),

6) Islatilmis Derilerden izole Edilen Enterobacteriaceae Familyasma Ait Tiirlerin Farkli

Antibiyotiklere Kars1 Duyarliliklarinin Aragtirilmasi.

2.2.1 Farkli Tabakhanelerden Islatilmis Deri Orneklerinin Toplanmasi

Kullanilan 1slatilmis deriler, Tuzla-Istanbul Deri Organize Sanayi Bolgesi’ndeki farkli
tabakhanelerden saglanmistir. Tabakhanede tutulan derilerin tuzlanmis olarak depolama
stireleri ve 1slatilmis derilerin hayvanin hangi kismindan alindigi saptanmistir. Deri
ornekleri aseptik sartlarda alinarak, steril poset ve kaplara konularak, buz ¢antasinda

buz akiileri ile soguk tutularak en kisa zamanda laboratuvara getirilmistir.
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2.2.2 Islatilmus Deri Orneklerinin pH’larinin Ol¢iimii

Islatilmig derilerden 5’er gram deri 6rnegi alinarak ayri ayr erlenlere konulmustur.
Erlenlerin {izerlerine 20 °C’deki steril distile sudan 100 ml eklenerek 1 saat siire ile
calkalayicida ¢alkalanmistir ve standart pH metre ile pH’lart okunmustur (Tirk
Standartlari, 1984; Birbir, 1991).

2.2.3 Islatilms Derilerdeki Enterobacteriaceae Familyasina Ait Tiirlerin izolasyonu
Islatilmig derilerdeki Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerin toplam sayilarinin
belirlenmesi igin plaga yayma yontemi kullanilmistir (Harley ve Prescott, 2002).
Oncelikle her bir deri &rneginden 10’ar gram almarak, ayr1 ayri 90 ml’lik %0.85
oraninda steril tuzlu su bulunduran erlenler igerisine konulmus ve ¢alkalayici etiivde

25 °C’de 100 rpm’de 60 dakika calkalanmustir.

Sekil 2.1. Deri Ornekleri ve Siispansiyonlari.

Deri siispansiyonlarindan 1 ml alinarak iclerinde 9 ml steril fizyolojik tuzlu su bulunan
tiiplere eklenmistir ve 107, 102,10° ve 10*liik seri diliisyonlar hazirlanmistir. Hem
direkt soliisyondan hem de her bir diliisyondan 0.1 ml alinarak plaga yayma yontemi ile
Eozin Metilen Blue (EMB) Agara ekimler yapilmstir. Ekim yapilan petriler 37 °C de 1-
2 giin etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda iireyen kolonilere Gram
boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapilmistir. Saf kiiltiirler elde edilene kadar plaga
yayma yontemiyle ekim islemi tekrarlanmistir. Saf kiiltiirlerin Gram boyamalari
yapilarak Gram-negatif ¢omaklar belirlenmis, oksidaz negatif ve katalaz pozitif
koloniler Enterobacteriaceae iiyesi olarak degerlendirilmistir.
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2.2.3.1 Hareket incelemesi

Saf kiiltiirlerin hareket incelemesi asili damla metodu ile yapilmistir. Saf kiiltiirlerin 24
saatlik siv1 kiiltiirlerinden 1 damla alinarak lamelin ortasina konmustur. Cukur lamin
lamelle temas edecek kismina vazelin striilmiistiir. Cukur lam tersine cevrilerek, ¢ukur
kisim lamelin tizerine konan damlaya gelecek sekilde lamelin {izerine kapatilmistir.
Cukur lam hizlica tersine ¢evrilerek mikroskopta bakterilerin hareket incelemesi

yapilmistir (Cetin, 1973).

2.2.3.2 Gram Boyama

Temiz bir lamin tizerine steril uclu otomatik pipet ile bir damla distile su damlatilmistur.
Steril 6ze ile 24 saatlik bakteri kolonisinden alinarak lam ylizeyine ince bir tabaka
halinde yayilip havada kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamin alt yiizli bek alevinden
birka¢ kez gecirilerek bakteriler lama fikse edilmistir. Daha sonra lamin {izerine kristal
viyole dokiiliip 1 dakika beklenmis ve distile su ile tiim yiizey yikanarak kristal viyole
uzaklagtirllmistir. Preparatin iizerine Gram’in iyot ¢ozeltisi dokiilerek 1 dakika
bekletilerek distile su ile tekrar yikanmustir. %96’lik etil alkol damlatilarak 15-30 saniye
beklendikten sonra distile su ile yikanmigtir. Lamin tizerine zit boya olarak safranin
dokiilerek 1 dakika bekletilmis ve distile su ile yikanip havada kurumaya birakilmistir.
Boyama sonrasi preparat mikroskopta incelenmistir. Inceleme sonrasi kirmizi-pembe
renkli bakteriler Gram-negatif, mor bakteriler Gram-pozitif olarak tanimlanmistir
(Harley ve Prescott, 2002).

2.2.4 1zolasyonu Yapilan Enterobacteriaceae izolatlarmin API Yontemi ile
Tammmlanmas1 (B-galaktosidaz, Arjinin Dihidrolaz, Lizin Dekarboksilaz, Ornitin
Dekarboksilaz, Sitrat Testi, Hidrojen Siilfiir Testi, Ure Hidrolizi, Triptofan
Deaminaz, Triptofandan indol Olusumu, Voges-Proskauer Testi, Jelatinaz Testi,
Glukoz, Mannitol, Inositol, Sorbitol, Rhamnoz, Sukroz, Melibioz, Amigdalin ve
Arabinozdan Asit Uretimi)

Mikroorganizmalarin dogru ve hizli tamimlanabilmesi i¢in bir¢ok ticari sistem
gelistirilmistir. Enterobacteriaceae ve zor iliremeyen Gram-negatif ¢omaklar igin
standart hale getirilmis API 20E de bunlardan birisidir. Saf kiiltiirlerden alinan koloniler
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inokiilasyon sivisi igerisinde (steril 5 ml %0.85 NaCl iceren fizyolojik tuzlu su
soliisyonu) McFarland No. 0.5 yogunlugunda siispanse edilip API® 20E Test
(bioM¢ériux, Inc, France) kitinin igerisinde hazir olarak bulunan 20 adet mikrotiip
(ONPG, ADH, LDC, ODC, ICITI, H,S, URE, TDA, IND, |VPI, IGEL|, GLU, MAN,
INO, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA) i¢ine inokiile edilmistir. |CITI, IVP] ve

IGEL| kuyucuklar1 bakteriyal stispansiyon ile tamamen doldurulmus, anaerobik ortam

yaratmak icin ADH, LDC, ODC, H,S ve URE testleri kuyucuklarinin iist kisimlari
mineral yag ile Ortilmiistir. 37 °C’de 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sirasinda,
metabolizma sonucu kendiliginden ya da reaktiflerin (TDA, JAMES ayiraci, VP1-VP2,
NIT1-NIT2) eklenmesiyle renk degisimleri olusmustur. -galaktosidaz (ONPG) testinde
sar1 renk; Arjinin Dihidrolaz (ADH), Lizin Dekarboksilaz (LDC), Ornitin
Dekarboksilaz (ODC) testlerinde kirmizi/turuncu renk olusumu; Sitrat kullaniminda
(CIT) inkiibasyon sonucu mavi-yesil/ mavi renk olusumu; Hidrojen Silfiir (H,S)
testinde kuyucukta siyah ¢okelti/inci ¢izgi olusumu; Ure hidrolizinde (URE)
kirmizi/turuncu renk olusumu; Triptofan Deaminaz (TDA) testinde kuyucuga TDA
ayiract damlatildiginda hemen kirmizimsi kahverengi renk olusumu; Triptofandan indol
olusumu (IND) testinde damlatilan James ayiraci ile kuyucukta pembe renk olusumu
pozitif reaksiyonlar olarak degerlendirilmistir. Voges-Proskauer (VP) testinde kuyucuga
sirastyla VP1-VP2 ayiraglart damlatilarak 2-10 dakika kadar beklenmistir. Bekleme
stiresi sonunda pembe/kirmizi renk olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir.
Jelatinaz (GEL) testinde kuyucuk i¢inde yaygin bir sekilde meydana gelen siyah
pigment olusumu pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Glukozdan asit iiretimi
(GLU) testinde sar1/grimsi sar1 renk olusumu; Mannitol (MAN), Inositol (INO), Sorbitol
(SOR), Rhamnoz (RHA), Sukroz (SAC), Melibioz (MEL), Amigdalin (AMY) ve
Arabinozdan (ARA) asit tiretimi testlerinde ise sar1 renk olusumu pozitif reaksiyonlar
olarak degerlendirilmistir. Reaksiyonlar okuma tablosuna gore okunup, APIWeb
programi ile bilgisayarda tiir tayini yapilmistir (Brenner, 2005; Madigan ve ark., 2015;
Harley ve Prescott, 2002).
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Sekil 2.2. API 20E Test Sonucuna Ornekler.

2.2.5 Islatilmus Derilerden izole Edilen Enterobacteriaceae Familyasina Ait

Tiirlerin Biyokimyasal Testlerinin Yapilmas1 (Oksidaz Testi, Katalaz Testi,
Proteaz, Lipaz, Kazeinaz, Metil Kirmzis1 Testi, Nitratin Nitrite indirgenmesi ve
Nitrattan Gaz Olusturma Testi, Dekarboksilaz Testi [L-arjinin, L-sistein, L-
glisin, L-alanin, L-tirozin, L-prolin ve L-hidroksiprolin], Peptondan Amonyak

Olusumu)

2.2.5.1 Oksidaz Testi
Oksidaz testi i¢in 1-2 damla %1'lik dimetil-p-fenilendiamin hidroklorid soliisyonu filtre

kagidinin tizerine konularak filtre kagidinin emmesi saglanmistir. Steril bir platin 6ze
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yardimiyla koloniden alinarak filtre kagidinin {izerine yayilmistir. 10 saniye iginde
gozlenen mavi renk olusumu oksidaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Harley ve
Prescott, 2002).

Sekil 2.3. Oksidaz Testleri.

2.2.5.2 Katalaz Testi

Katalaz testi hem mikroorganizmanin gelistigi besiyerinde hem de tireyen koloniler lam
tizerine alinarak yapilmistir. Besiyerinde gelisen saf koloniler lama konularak iizerine
birkag damla %3 hidrojen peroksit (H,O,) eriyi§i damlatilmigtir. Lam {izerinde
bakterinin bulundugu bolgede gaz kabarciklarinin goriilmesi; besiyerindeki koloni

lizerinde %3 hidrojen peroksit (H,O,) ilavesinden sonra gaz kabarciklarinin meydana

gelmesi pozitif katalaz reaksiyonu olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2.4. Lam Uzerinde ve Petri Kabinda Pozitif Katalaz Testi.

2.2.5.3 Proteaz aktivitesi

Besiyerinde gelisen izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Jelatin Agar besiyeri lizerine
ekimler yapilmis ve petriler 37 °C’de 48 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra petrinin iizerini ortecek sekilde doymus amonyum stilfat soliisyonu dokiilmiistiir.
Koloniler etrafinda gozlenen seffaf bolgeler pozitif proteolitik aktivite olarak

degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002; Sanchez-Porro, 2005).
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Sekil 2.5. Proteaz Aktivitesi.

2.2.5.4 Lipaz aktivitesi

Besiyerinde gelisen izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Tween 80 Agar besiyeri
lizerine diiz bir ¢izgi halinde ekimler yapilmis ve petriler 37 °C’de 7 giin inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerin etrafinda opak zonlarm

goriilmesi pozitif lipolitik aktivite olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.2.5.5 Kazeinaz aktivitesi

Besiyerinde gelisen izolatlardan steril 6ze ile alinarak steril Kazein besiyerine dairesel
olarak izolatlarin saf kiiltiirleri ekilmis ve petriler 37 °C’de 7 giin etiivde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerin etrafinda seffaf bir
proteoliz zonu olusmasi kazeinaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott,
2002).

Sekil 2.6. Kazeinaz Aktivitesi.
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2.2.5.6 Metil Kirmizis1 Testi

Besiyerinde gelisen saf kolonilerden hazirlanan bakteri siispansiyonundan steril uglu
otomatik pipet yardimi ile 200 ul alinarak 10 ml steril MR-VP besiyeri iceren tiiplere
konulmus ve 37 °C’de 24-48 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
bu besiyerinden 3’er ml 2 adet steril tiiplere alinarak tiiplin bir tanesine metil kirmizisi
testi icin 0.5 ml metil kirmizis1 soliisyonundan eklenmistir. Tiip i¢inde kirmizi renk

olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002).

Sekil 2.7. Metil Kirmizis1 Testi.

2.2.5.7 Nitratin Nitrite Indirgenmesi ve Nitrattan Gaz Olusturma Testi

Steril Nitrat besiyeri ve Durham tiipii iceren deney tiiplerine izolatlar ekilerek 37 °C’de
1-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra Durham tiipleri icerisinde gaz birikimi
olmasi nitratin indirgenmesi sirasinda gaz olugmasi seklinde degerlendirilmistir. Ayrica
tiplere nitrit test ayiract A ve B’nin eklenmesi ile nitratin nitrite indirgenip
indirgenmedigi kontrol edilmis ve 30 saniyede kirmizi renk olusumu nitritin olustugu
seklinde degerlendirilmistir. Kirmizi renk olusumu goriillmeyen tiiplere 0.001 g ¢inko
tozu eklenmesi ile kirmizi rengin olusmasi negatif (nitratin nitrite indirgenmemesi),
kirmiz1 renk olugmamasi pozitif (nitratin nitrite indirgenmesi) olarak degerlendirilmistir
(Harley ve Prescott, 2002; Sanchez-Porro, 2005; Gonzalez ve ark., 1978; Quesada ve
ark., 1982).
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Sekil 2.8. Nitratin Nitrite Indirgenmesi.

2.2.5.8 Aminoasit Dekarboksilaz Testi

Icerisinde %1°lik farkli aminoasit (L-tirozin, L-lizin, L-glisin, L-alanin, L-prolin, L-
fenilalanin, L-aspartik asit) soliisyonlarini iceren Aminoasit dekarboksilaz besiyerinin
bulundugu tiiplere izolatlar ekilmis ve ilizerlerini 1 cm Ortecek kadar mineral yag
dokiilmistiir. Bu besiyerleri 37 °C’de 1 hafta inkiibe edilmistir. Besiyeri renginin mora
doniismesi mikroorganizmanin aminoasidi kullanarak alkali son iirlinler olusturdugunu,

dolayisiyla pozitif test sonucunu gostermistir.

Sekil 2.9. Aminoasit Dekarboksilasyon Testi.
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2.2.5.9 Peptondan amonyak olusumu

Pepton buyyon besiyeri homojen siispansiyon elde edilinceye kadar kaynatildiktan
sonra, kapakli deney tiiplerine paylastirilarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril
edilmistir. Bakteriler, Pepton buyyon besiyeri igeren steril tiiplere inokiile edilerek 37
°C’de 24-48 saat etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda tiiplere 5-6 damla Nessler
ayiract damlatilmistir. Kahverengi renk ve presipitat olusumu pozitif, renk degisimi
olmamasi ise negatif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Harley ve Prescott, 2002; Bese,
1974; Tamer ve ark., 1989).

2.2.6 Islatilmis Derilerden izole Edilen Enterobacteriaceae Familyasia Ait Tiirlerin
Farkh Antibiyotiklere Kars1 Duyarhhklarinin Arastirilmasi

Islatilmis derilerden izole edilen Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerin tanimlamasi
yapildiktan sonra saf bakteri kolonileri ayri ayr1 Mueller Hinton Broth besiyerine ekilmis
ve tiipler 37 °C’de 24 saat etiivde bekletilmistir. inkiibasyondan sonra her bir bakterinin
10° kob/ml yogunlugundaki siispansiyonlar1, 0.5 No’lu McFarland bulaniklik tiipiine gore
%0.85’lik tuzlu su ile hazirlanmistir. Saf izolatlarin her birinden steril ekiivyon ¢ubuk ile
alinarak Mueller Hinton Agar besiyerine homojen bir sekilde plaga yayma yontemi ile
ekim yapilmigtir. Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerin saf izolatlarin antibiyotik
duyarhiliklarini arastirmak icin antibiyotik diskleri steril pens ile alinarak, ekim yapilmis
olan Mueller Hinton Agar besiyerinin {izerine, diskler arasinda bosluklar kalacak sekilde
yerlestirilmistir. Ekim yapilan ve antibiyotik diski yerlestirilen petri kaplar1 37 °C’de 24
saat etiivde bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafindaki inhibisyon
zonlar1 (mm) 6l¢iilerek, saf izolatlarin hangi antibiyotige hassas, direncli veya orta duyarl
olduklari CLSI ve EUCAST standartlarina gore degerlendirilmistir (Balows ve ark., 1991;
Bauer ve ark., 1966; CLSI, 2014; EUCAST, 2014).

Aminoglikozoid grubu; Amikasin (30pg), Gentamisin (10 pg), Kanamisin (30 pg),
Tobramisin (10 pg), Streptomisin (10 pg),

p-laktam/B-laktamaz inhibitor kombinasyonlari; Ampisilin/sulbaktam (10/10 pg; 20
ng), Amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg; 30 pg), Piperasilin/Tazobaktam 10:1 (110 pg),

Karbapenem grubu; Meropenem (10 pg), imipenem (10 pg),
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Sefalosporin grubu; Sefoksitin (30 pg), Seftriakson (30 pug), Seftazidim (30 pg), Sefalotin
(30 png), Sefuroksim sodyum (30 pg),

Florokinolon grubu; Siprofloksasin (10 ug), Norfloksasin (10 pg), Ofloksasin (5 pg),
Folik asit sentezini engelleyen grup; Trimetoprim/Siilfametoksazol (25 ug),

Kinolon grubu; Nalidiksik asit (30 ug),

Monobaktam grubu; Aztreonam (30 pg),

Fenikol grubu; Kloramfenikol (30 pg),

Penisilin grubu; Ampisilin (10 pg),

Tetrasiklin grubu; Tetrasiklin (30 pg) olmak ftizere 24 farkli antibiyotige Kkarsi
duyarliliklar Kirby-Bauer disk difiizyon ile CLSI (2014) kriterlerine gore yapilmustir.
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda kullanilan 15 adet 1slatilmig deri 6rnegi (5 adet koyun, 10 adet sigir
derisi) Kasim, Ocak, Mart ve Haziran aylarinda Tuzla Deri Organize Sanayi
Bolgesi’nde yer alan farkli tabakhanelerden toplanmistir (Tablo 3.1). Deri 6rnekleri

hayvanlarin etek, sagri, arka kasik ve arka bacak kisimlarindan alinmstir (Sekil 3.1).

Aln  Yanak

On bacak
o : Gogdus ucu
: It orta parcas 2 =
Yan - % . s - Kann
.. hl o —
SR o ¥ & :
= 5 i B
==, I==.z % 2 K% Arka et Arka bacak
— - . ". Q')
.

Cikints

Kuyruk

Sekil 3.1. Derinin Kisimlar1 (MEGEP, 2007).
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Tablo 3.1. Islatilmis Deri Ornekleri Hakkinda Bilgiler.

Ornek No | Hayvan Tiirii | Kullanilan Sigir | Ornegin
ve Koyun Alndigi
Derilerinin Tarih
Kisimlari
K*-1 Koyun Sagri Kasim
(2013)
K-2 Koyun Etek Kasim
(2013)
K-3 Koyun Arka kasik Kasim
(2013)
K-4 Koyun Sagri Mart (2014)
K-5 Koyun Arka bacak Mart (2014)
S**-1 Sigir Etek Ocak
(2014)
S-2 Sigir Sagri Ocak
(2014)
S-3 Sigir Etek Ocak
(2014)
S-4 Sigir Etek Ocak
(2014)
S-5 Sigir Sagri Mart (2014)
S-6 Sigir Arka kasik Mart (2014)
S-7 Sigir Arka bacak Mart (2014)
S-8 Sigir Arka kasik Haziran
(2014)
S-9 Sigir Arka kasik Haziran
(2014)
S-10 Sigir Arka bacak Haziran
(2014)

* K:Koyun Derisi, ** S:Sigir Derisi
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Calismamizda kullandigimiz 1slatilmig derilerin, genellikle 12-18 saat siiren 6n ve ana
1slatma agamalarindan gegtigi belirlenmistir. Aragtirmacilar, 1slatma siiresinin en az 1.5
saat en fazla 48 saat olabilecegini agiklamislardir (Rangarajan ve ark., 2003; Orlita,
2004). Madigan ve arkadaglar1 (2009), cogu bakterinin liremesi i¢in gerekli olan siirenin
0.5 ile 6 saat arasinda degisebilecegini belirtmislerdir. Bu siire dikkate alindiginda 12-
18 saatlik zaman diliminde bakteri sayisinin 6nemli bir sayiya ulasmas: beklenmektedir.

Bu durum kaliteli deri {iretimi i¢in avantajli degildir.

Tuzlanmis derilerde, taze derilerde bulunan ¢ok sayida bakterinin, 6nemli bir kisminin
depolama esnasinda yasamlarina devam ettigi ve derilerde bulunan bakterilerin 1slatma
asamasinda 1slatma suyuna gegtigi belirtilmistir (Berber, 2009). Yeni yiiziilmiis hayvan
derisinin 1 graminda yaklasik 10° bakteri vardir. Deri saf su ile 2 defa yikandiginda,
bakteri sayisinin %90 oraninda azaldigi agiklanmigtir. Derinin durumu 1slatma
tankindaki suda bulunan bakterilerin sayisin1 etkilemektedir. Kana bulasmis, giibresi
fazla olan ve uygun sekilde konserve edilmemis derilerde bakteri cogalmasi daha hizli
olmaktadir. Islatma suyundaki oksijen miktar1 da bakteri saymin artmasini
hizlandirmaktadir. Hayvandan yeni yiliziilmiis deri islenirken miimkiin oldugunca az
havalandirilmis 1slatma suyu kullanilmasi gerekliligi vurgulanmistir. Ayrica 1slatma
sirasinda goriilen bakteri faaliyetinin deriye zarar vermemesi ig¢in on 1slatmanin kisa
stirede tamamlanmasi, su 1sisinin 1slatma siiresine uygun olmasi ve gerektiginde
antimikrobiyal madde kullanilmasi gerektigi belirtilmistir. Islatma sivisinda kullanilan
enzimler; kollajen dokuda bulunmayan ¢6ziinebilir proteinleri deriden uzaklastirmakta,
hidrofil gruplar olusturarak 1slatmay1 hizlandirmakta ve mamul derinin daha yumusak
olmasmi saglamaktadir. Islatmay1 kolaylastiran enzimlerin 28-30 °C sicaklikta ve pH
9.00-11.00 arasinda etkili oldugu ve pH ayarlamasi i¢in soda veya sodyum hidroksit
kullanilabilecegi belirtilmistir. Enzim kullanimi ile kuru derilerin 12-48 saatte, tuzlu
salamura derilerin ise 4 saatte 1slatilabildigi aciklanmistir
(http://bloggmnleather.blogspot.com.tr/2014/03/deri-uretimi-islatma-yumusatma
full.html, 2015).

Aldigimiz deri 6rneklerinin bulunduklar1 1slatma tanklarina bakterisit, 1slatici, enzim,
yag giderici, damar acgicCi, aldehit, pH diizenleyici, sabun, soda, amonyum siilfat ve foril

konuldugu saptanmistir.
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Cevre dokiimanlarinda (1996) yer alan bilgiler dogrultusunda tabakhanelerdeki atik
sulari pH’smin 10.00-12.00 arasinda oldugu bilinmektedir. Berber (2009), 19 adet ana

1slatma si1vi 6rnegi alarak pH degerlerini incelemistir. Arastirict pH degerlerinin 7.00-

10.00 arasinda degistigini belirtmistir. Bizim caligmamizda da 15 adet 1slatilmis deri

orneginin pH degerleri 6l¢iilmiis ve degerlerin 7.00-10.00 arasinda oldugu goriilmiistiir.

Incelenen koyun derilerinin sadece 1 adedinde pH’in bazik (8.86), sigir derilerinin 5
adedinde pH’1n bazik (8.00-10.00) oldugu saptanmustir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Koyun ve Sigir Deri Orneklerinin pH Degerleri.

Koyun Derileri

Sigir Derileri

Omek | 4 |\ 5 | 31 45|12 |3|a4|5| 6 |7|8]09]|10
No
pH 7.00 | 707 | 886 | 702|780 | 760|777 |7.39| 7.15|9.50| 10.00 | 7.50 | 9.00 | 8.50 | 8.00
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Tablo 3.3. izole Edilen Enterobacteriaceae Familyasia Ait izolatlarin Islatilmis Deri

Orneklerinde Bulunma Sikliklari.

Izolatlarin K1 K2 | K3 | K4 | K5 |S1 |[S2 |[S3 [S4 | S5 S6 S7 S8 S9 S10 | Toplam
API Test
Sonuclarina Gore
Benzedikleri
Tiirler

Citrobacter cinsi

Citrobacter +
freundii

Citrobacter koseri + + + 3

Cronobacter cinsi

Cronobacter + + + + 4
sakazakii

Enterobacter cinsi

Enterobacter _ I T I I R Y R D _ i _ _ _ _
amnigenus 1
Enterobacter + R A IR IR I R R B _ b _ _ _ _
cloacae 1
Ewingella cinsi
Ewingella _ [ Y R I N A IR I R _ - _ _ +
americana 1
Kluyvera cinsi
Kluyvera _ R A IR I . Y R B _ _ _ _ _ _
intermedia 2
Morganella cinsi
Morganella + [ N I N I A I I B _ _ _ _ _
morganii 3
Proteus cinsi
Proteus mirabilis + _ _ _ _ _ 1
Providencia cinsi
Providencia + [ T T I N IR R _ _ _ _ _ _
rettgerii 3
Serratia cinsi
Serratia _ S I A N I A AR + + _ + + _
marcescens 4
Serratiaplymuthica | _ | _ | _ | _ | _ | _ | _ | _ | _| _ | _ |+ | _ 1| _ | _ 1
Serratia rubidae R I N S R R R R e N R I I 1
Toplam 6 1132|212 |1]1 2 1 1 1 1 1 26

K:Koyun Derisi , S:Sigir Derisi
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Tuzla Deri Organize Sanayi Bolgesi’nden alinan koyun ve sigir deri 6rneklerinden
Citrobacter freundii (1 izolat), Citrobacter koseri (3 izolat), Cronobacter sakazakii (4
izolat), Enterobacter amnigenus (1 izolat), Enterobacter cloacae (1 izolat), Ewingella
americana (1 izolat), Kluyvera intermedia (2 izolat), Morganella morganii (3 izolat),
Proteus mirabilis (1 izolat), Providencia rettgerii (3 izolat), Serratia marcescens (4
izolat), Serratia plymuthica (1 izolat), Serratia rubidae (1 izolat) olmak iizere toplam 9
cins ve 13 farkl tiir izole edilerek API 20E test kiti ile tanimlanmistir (Tablo 3.3).
Koyun derilerinden 7 cins (Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Kluyvera,
Morganella, Proteus ve Providencia) ve 9 farkli Enterobacteriaceae tiirii izole
edilmistir. En fazla miktarda izole edilen tiir Cronobacter sakazakii olmustur (Sekil
3.2).

m Citrobacter koseri

m Citrobacter freundii

= Cronobacter sakazakii
m Enterobacter cloacae

m Enterobacter amnigenus
= Kluyvera intermedia

= Morganella morganii

= Proteus mirabilis

Providencia rettgeri

Sekil 3.2. Islatilmis Koyun Derilerinden izole Edilen, Enterobacteriaceae

Familyasina Ait Izolatlarin Tiir Sayilari.
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Aslan ve Birbir (2012) tuzlanmis derilerden izole ederek tanmimladiklari 668 adet
bakterinin 268 adedinin (%40.12) Gram-negatif, 400 adedinin (%59.88) Gram-pozitif
oldugunu belirtmislerdir. izole edilerek tanimlanan toplam 668 adet bakterinin 118
adedinin (%17.66) Enterobacteriaceae familyasina ait bakteriler olduklarini tespit
etmiglerdir. Bu 118 bakterinin 66 adedi Enterobacter (%55.9), 14 adedi Hafnia (%
11.9), 9 adedi Escherichia (%7.6), 7 adedi Citrobacter (%5.9), 5 adedi Pantoea (%4.2),
5 adedi Yersinia (%4.2), 4 adedi Salmonella (%3.4), 3 adedi Erwinia (%2.5), 2 adedi
Klebsiella (%1.7), 1 adedi Edwardsiella (%0.9), 1 adedi Proteus (%0.9) ve 1 adedi
Serratia (%0.9) cinsine ait bakteriler olarak tanimlanmistir. Enterobacteriaceae
familyasina ait izole edilen bakterilerden sayica en fazla olan cinsin Enterobacter, en
fazla izole edilen 3. cinsin ise Escherichia (9 adet) cinsi oldugunu saptamislardir.

Escherichia cinsine ait 9 izolatin tamami Escherichia coli olarak tanimlanmustir.

Birbir ve llgaz (1996) 25 adet islatilmis deri 6rneginden Bacillus liquefaciens, Bacillus
subtilis, Bacillus laterosporus, Bacillus megaterium, Kurthia virabilis, Micrococcus
rubens, Bacillus cereus, Pseudomonas aureginosa, Staphylococcus aeurus ve

Staphylococcus epidermidis tiirlerini izole etmislerdir.

Bizim g¢alismamizda da 1slatilmis sigir derilerinden 7 cins (Citrobacter, Cronobacter,
Ewingella, Kluyvera, Morganella, Providencia ve Serratia) ve 9 farkli
Enterobacteriaceae tiirii izole edilmistir. En fazla sayida izole edilen tiir ise Serratia

marcescens olmustur (Tablo 3.3).
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m Serratia rubidaea

m Serratia marcescens

u Serratia plymuthica

m Providencia rettgeri

® Morganella morganii

m Ewingella americana

m Kluyvera intermedia

u Cronobacter sakazakii
Citrobacter koseri

Sekil 3.3. Islatilmis Si181r Derilerinden Izole Edilen, Enterobacteriaceae Familyasina

Ait Izolatlarin Tiir Sayilari.

Calismamizda Citrobacter koseri, Cronobacter sakazakii, Kluyvera intermedia,
Morganella morganii ve Providencia rettgerii hem koyun hem de sigir derilerinden
izole edilmislerdir (Tablo 3.2 ve 3.3).

Birbir ve Ulusoy (2014) tuzlanmis koyun ve sigir derilerinden Enterobacteriaceae
familyasma ait 10 cins ve 20 farkli tiir izole etmislerdir. Izole ettikleri cinslerin
Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Edwardsiella, Hafnia, Escherichia, Proteus,

Klebsiella, Serratia ve Yersinia olduklarini belirtmislerdir.

Citrobacter cinsine ait bakteri tiirleri genellikle su, toprak, gida, hayvan ve insan
bagirsak sistemlerinde bulunmaktadir. Yapilan gozlemler sonucu, Gram-negatif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin %0.8’inin Citrobacter kaynakli oldugu
anlagilmistir (Jones ve ark., 2000). Koyun ve sigirlarin igtikleri sulardan, yasadiklari
topraklardan, yedikleri yemlerden bu cinse ait bakteri tiirlerinin hayvanlara bulasmasi
sonucu, ¢alismamiz i¢in temin ettigimiz derilerden Citrobacter freundii ve Citrobacter
koseri izole ettigimizi disiinmekteyiz. Kato ve arkadaslart (1993), Citrobacter

freundii’nin ilk kez nefrotik sendromlu bir hastada bakteriyel peritonite (karin zari
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iltihab1) neden oldugunu bildirmislerdir. Citrobacter freundii enfeksiyonlar1 evcil ve
vahsi karasal ve sucul memelilerde, kaplumbagalarda, kurbagalarda ve ¢iftlik
baliklarinda tanimlanmistir (Ocholi ve ark., 1989; Wright ve Whitaker, 2001; Galarneau
ve ark., 2003; Jeremi¢ ve ark., 2003; Steele ve ark., 2005; Fernandez ve ark., 2011).
Churria ve arkadaslart (2014), C. freundii’nin ilk kez papaganlarda biiyiik ve
mikroskobik lezyonlar olusturarak ani 6liime neden olan enfeksiyonlara yol agtigini
saptamiglardir. Citrobacter koseri bagisiklig1 bastirilmis hastalarda ve yenidoganlarda

bakteriyemi ve menenjite neden olabilen firsatgi bir patojendir (Doran, 1999).

Cronobacter sakazakii yenidoganlarda menenjit, bakteriyemi ve nekrotizan kolit ile
iligkilidir. Ayn1 zamanda beyin apsesi, solunum ve yara enfeksiyonlarindan izole
edilmistir (Tille, 2014, Mahon ve ark., 2015). Cronobacter sakazakii tahil, gikolata,
patates unu, makarna ve siitlii bebek mamalarinda yaygindir (Biering ve ark., 1989;
Simmons ve ark., 1989; Kandhai ve ark., 2004).

Dogada yaygin olarak bulunan Enterobacter cloacae ¢ogunlukla insanlardan,
bitkilerden, bdceklerden, sudan, topraktan ve kanalizasyondan izole edilmektedir
(Clementino ve ark., 2001; Jang ve Nishijima, 1990; Marchini ve ark., 2002; Richard,
1984). Enterobacter cloacae hastane enfeksiyonlarina neden olabilen firsatg1 bir insan
patojeni oldugu gibi ayn1 zamanda, say1siz bitki tiiriiniin (misir, karaagag, elma, papaya,
hindistan cevizi, zencefil, orkide, mas fasulyesi) de patojenidir (Sanders ve Sanders,
1997; Rossiter ve ark., 1983; Murdoch ve Campana, 1983; Nishijima ve ark., 1987,
Nishijima ve ark., 2004; Wick ve ark., 1987; Takahashi ve ark., 1997). Dogada her
yerde bulunan Enterobacter amnigenus sudan ve topraktan izole edilmektedir. Ayrica
kan, digki, balgam ve yaralar dahil olmak iizere ¢esitli klinik 6rneklerden de izole
edilmistir (Farmer ve ark., 1985).

Derilerini temin ettigimiz koyunlara igtikleri sulardan, yasadiklari topraklardan,
kanalizasyonlardan Enterobacter cinsine ait bakteriler bulasmasi sonucu, ¢alismamizda
islatilmis koyun derilerinden Enterobacter cloacae ve Enterobacter amnigenus izole

ettigimizi diistinmekteyiz.
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Ewingella americana, ozellikle hastane enfeksiyonlar1 ile iligkili  olup
Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri arasinda klinik 6rneklerden ilk izole edilen tek
tirdiir. Bu organizma insanlarda nadiren enfeksiyona neden olmaktadir. Yara, balgam,
idrar, diski, kan ve konjiktiva dahil olmak iizere ¢esitli klinik Orneklerden tespit
edilmistir (Grimont ve ark., 1983; Farmer ve ark., 1985; Heizmann ve Michel, 1991).
Ewingella americana’nin ekolojik nisi ve dogal kaynagi bilinmemektedir fakat
hayvanlardan, havuglardan ve hatta vakumlu paketlenmis etlerden izole edilmistir
(Muller ve ark., 1995; Lyon ve Milliet; 2000; Hamilton-Miller ve Shah; 2001; Helps ve
ark., 1999).

Bu tiirlin ¢alismamizda kullandigimiz derilere hayvanlarin idrar ve diskilarindan

bulagmis olabilecegi diisiincesindeyiz.

Kluyvera intermedia igme ve yilizey sularindan, kirlenmemis topraktan izole
edilebilmektedir. Insanlarda hastalik meydana getirdigine dair herhangi bir kanit
bulunmamaktadir (VUMIE, 2012). Bu tiiriin ¢calismamizda kullanilan derilerin temin
edildigi hayvanlara igtikleri sulardan veya yasadiklar1 topraklardan gegmis olabilecegini

diistinmekteyiz.

Morganella morganii’nin insanlarda ve bazi hayvanlarda pnémoni, peritonit, ampiyem,
perikardit, artropati, endoftalmi, menenjit ve yara enfeksiyonu gibi genis c¢apli
semptomlara neden oldugu bilinmektedir (Ono ve ark., 2001; Abdalla ve ark., 2006;
Roels ve ark., 2007; Atalay ve ark., 2010). Kedi, sigir, tavuk ve saglikli insan
digkilarinda diisiikk sayida bulunan Morganella morganii, sig su foklarinin ve deniz
fillerinin g6z lezyonlarindan, solunum hastaligr bulunan yilanlardan ve tavuklardan
izole edilmistir (Phillips, 1955; Lin ve ark., 1993; Thornton ve ark., 1998; Hawkey ve
ark., 1986b; Tanaka ve ark., 1995; Muller, 1972; Prasad ve Pandey, 1966;). Arastiricilar
ilk kez Morganella morganii’nin tavuklarda ara sira goriilen 6liimciil bir enfeksiyona
neden oldugunu saptamiglardir (Zhao ve ark., 2012). Ho ve arkadaslari (2005),
Ludwig’s anjinine (hizla yayilan, potansiyel olarak oldiiriicti etkisi olan, agiz taban1 ve
boyunda goriilen bir enfeksiyon) ve boyun enfeksiyonuna ilk kez Morganella

morganii’nin neden oldugunu saptadiklar1 bir ¢alisma yapmuslardir.
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Arka bacak, arka kasik ve sagr1 gibi aniise yakin yerlerden aldigimiz islatilmis sigir ve
koyun derilerinden bu bakteri tiiriinii izole etmemizin, hayvanlarin digkilarindaki

Morganella morganii varligindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Proteus cinsine ait bakteri tiirleri erkeklerde, hayvanlarda ve ¢evrede yaygin olarak
goriilmektedir. Kanalizasyon, toprak, digki, bahge sebzeleri ve diger bir¢ok malzemeden
kolayca elde edilmektedir (Gus Gonzalez ve ark., 2006). Durmaz ve arkadaslar1 (1994)
tilkemizde Beyin Omurilik Sivilarindan (BOS) izole edilen ve menenjite neden olan
bakterilerin %2’sinin Proteus tiirleri oldugunu bildirmislerdir. P. mirabilis memeli
bagirsak sisteminin normal flora {iyesidir ve insan, kdopek, maymun, domuz, koyun,
sigir, rakun, kedi, sican ve diger memelilerden izole edilmistir (Guentzel, 1991).
Calismamizda 1slatilmis koyun derilerinden izole ettigimiz Proteus mirabilis’in
hayvanin yasadig1 topraktan ve diskisindan arka kasik, bacak, sagr1 ve etek kisimlarina
bulasmis olabilecegini tahmin etmekteyiz. Siklikla idrar ve ekstraintestinal kiiltiirlerden
izole edilebilen Proteus mirabilis daha ¢ok neonatal (yeni dogan) yas gurubunda olmak

lizere nadiren menenjit olusturmaktadir (Chang ve ark., 2000).

Providencia cinsine ait bakteri tiirleri sinekler, kuslar, kediler, kopekler, sigirlar,
koyunlar, guinea domuzlar1 ve penguenlerde bulunmakta olup piton, engerek ve boa
yilanlarinda yerlesmis bir oral floraya sahiptirler. Siit ineklerinde Providencia stuartii
enfeksiyonu neonatal (yenidogan) ishale, kopeklerde Providencia alcalifaciens
enfeksiyonu ince bagirsak iltihabina neden olmaktadir. Providencia rettgeri timsahlarda
menenjit ve septisemiden, tavuklarda ise ince bagirsak iltihabindan izole edilmistir.
Providencia cinsine ait bakteri tirleri su, toprak ve kanalizasyonlarda da
bulunmaktadirlar (Janda ve Abbott, 2006). insanlarda bu bakteri tiirleri idrar, disk1, kan,
balgam, deri ve yara kiiltlirlerinden izole edilmistir (Krake ve Tandon, 2004).

Tim bu bilgiler, ¢alismamizda kullandigimiz islatilmis koyun ve sigir derilerine
hayvanlarin yasadiklar1 topraklardan, kanalizasyonlardan Providencia rettgeri bulasmis
olabilecegini ve bu nedenle derilerden bu tiirli izole etmemizi kanitlar niteliktedir.

Ik kez Myonsun ve arkadaslar1 (2005), yaptiklar1 ¢alisma ile Providencia rettgeri’nin

mide ve bagirsak iltihabinda 6nemli bir rol oynadigimi ve insanlarda ishale neden
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oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilar bu ¢alisma ile yine ilk kez, Providencia

rettgeri’nin yetiskinlerde bir enteropatojen oldugunu kesfetmislerdir.

Serratia cinsine ait bakteri tiirleri bakteriyemiye yol acarak, solunum sistemi ve iiriner
sisteme yerleserek cerrahi yaralarda, deri ve yumusak dokularda nozokomiyal
infeksiyonlar yapmaya egilimlidirler. Serratia marcescens insanlardan sik¢a izole edilen
Serratia tiiriidiir (Acar, 1986; Ania, 2002; Edmond ve ark.; 1999). Serratia marcescens
menenjit, idrar yolu enfeksiyonlari, zatiirre gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarina,
solunum yolu hastaliklarina, endokardit gibi kan dolasimi enfeksiyonlarina ve bir¢ok
farkli tiirde yara enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Gale ve Sonnenwirth, 1962;
Aronson ve Alderman, 1943; Lancester, 1962; Taylor ve Keane, 1962). Ayrica
yenidoganlarda ve ¢ocuklarda hastane kokenli goz enfeksiyonlarina da neden oldugu
bilinmektedir (Samonis ve ark., 2011). S. marcescens, ozellikle lens takan bireyler
arasinda onemli bir g6z patojenidir (Das ve ark., 2007). Serratia plymuthica insanlarda
solunum sisteminden, kan kiiltiirlerinden, katater ucu kiiltlirlerinden, cerrahi yara
kiiltiirlerinden, periton sivisindan izole edilmistir (Horowitz ve ark., 1987; Carrero ve
ark., 1995). Serratia rubidaea solunum sisteminden, kandan, safra ve yara

orneklerinden izole edilmistir (Ewing ve ark., 1973).

Elde ettigimiz tiim izolatlarin ¢esitli biyokimyasal testleri yapilmistir. Bu testler hem
APl 20E’de bulunanlar hem de bizim lobaratuvarda hazirlayarak yaptigimiz

biyokimyasal testlerdir. APT 20E’de bulunan testler; hidrojen siilfiir (H,S) tretimi,

Voges Proskauer testi, triptofandan indol {iiretimi, tire hidrolizi ve sitrat kullanimi

testidir. Laboratuvarda hazirlayarak yaptigimiz testler ise; peptondan amonyak (NH,)

olusumu, proteaz, lipaz, kazeinaz, metil kirmizisi testi, nitratin nitrite indirgenmesi,
katalaz ve oksidaz aktivite testleridir. Ayrica ¢alismamizda derilerde bulunan
aminoasitlerin aminoasit dekarboksilasyon deneyleri yapilmistir (Tablo 3.4).
Aragtiricilar tarafindan hayvan derilerinde bulunan aminoasitlerin yiizdeleri glisin
(9%32.9), prolin (%12.6), alanin (%10.9), hidroksiprolin (%9.5), glutamik asit (%7.4),
arjinin (%4.9), aspartik asit (%4.7), serin (%3.6), lizin (%2.9), 16sin (%2.4), fenilalanin
(%1.3), histidin (%0.5), tirozin (%0.3) ve sistein (%0.1) olarak belirtilmistir (Eastoe,
1955). Dekarboksilaz aktivitesi mikroorganizmalarin tanimlanmasini ve belirlenmesini

saglayan geleneksel bir biyokimyasal test yontemidir (Falkow, 1958).
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Tablo 3.4. Islatilmis Deri Orneklerinden izole Edilen izolatlarm Gram Reaksiyonlari,

pH 7’de Gelisimleri ve Biyokimyasal Test Sonuglari.

izolatlarin g < — = " ® é © _ §
Karakteristik S 8 |8 |8 |2 S S S S 5 |3 >
Ozellikleri g |€ |3 18 |2 |8 |g k= S E|E |8 |g |X
3 e & = | £ £ o o E B |5 |5 I I
— < = [} e < ] <5 “ = © > =] ~
o] Q bt s £ s = =] = =
S = S (& 2] 3 & £ s c g 2 3
I5+] = 1] o = c et o < . 7} = 2 =
o L o S) 2 a = o ] ) k=] o R
e g g | |8 S g 5 g & |3 < g &
‘=S = |5 a 5 5 = 5 2 2 b= © B
g & |5 [° g |8 |§ |2 g & |E€ | |3
i 3 3 N
Gram Boyama - - - - - - 100
pH 7.0°de Gelisim + + + + + + 100
Protein
Katabolizmasiyla
iliskili Testler
Proteaz Aktivitesi - - - R B T 31
Triptofandan Indol - + - - ¥ - 23
Uretimi
Ureaz Aktivitesi - + 5 - ¥ - 39
H,S Uretimi - - . - B _ 15
NH; Olusumu - - - + - + 23
Kazeinaz Aktivitesi + + + + + + 85
Nitratin Nitrite + + + + + + + + + + | + + + 100
Indirgenmesi
Aminoasit
Dekarboksilasyon
L-alanin - + - + + B T 38
L-prolin + - - - + B N 23
L-aspartik asit - - - - B N 0
L-lisin - - - - - R 7
L-tirozin - - T T N - 15
L-fenilalanin - + - + - + - + - 38
L-glisin - + + - - + N _ 23
Enzimatik Aktiviteler
Oksidaz - - - - - - 100
Katalaz + + + + + + + + + + + + 100
Lipaz Aktivitesi - + - - N - + T 31
Fermentasyon Testleri
Sitratin Tek Karbon + + + + + - + - R + T T 77
Kaynag: Olarak
Kullanimi
Voges—Proskauer Testi + + - + + - - + + 54
Metil Kirmizis1 Testi + - + + + + + + + + + 85
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Calismamizda Enterobacteriaceae familyasina ait izolatlarin derilerde bulunan L-
fenilalanin, L-aspartik asit, L-glisin, L-alanin, L-tirozin, L-prolin ve L-lisin amino
asitlerini parcalayip pargalamadiklari arastirnllmistir. L-alanin Citrobacter koseri,
Serratia marcescens, Serratia rubidaea, Enterobacter amnigenus ve Kluyvera
intermedia tarafindan parcalanmis, L-aspartik asit hicbir izolat tarafindan
parcalanmamustir. L-prolin Cronobacter sakazakii, Serratia marcescens ve Kluyvera
intermedia tarafindan, L-lisin sadece Serratia marcescens tarafindan, L-tirozin sadece
Enterobacter amnigenus ve Kluyvera intermedia tarafindan, L-fenilalanin Citrobacter
koseri, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Serratia plymuthica ve Kluyvera
intermedia tarafindan, L-glisin ise Citrobacter freundii, Citrobacter koseri ve Kluyvera
intermedia tarafindan par¢alanmistir. Cronobacter sakazakii kullanilan aminoasitlerden
sadece L- prolini, Citrobacter freundii sadece L-glisini, Citrobacter koseri L-alanin, L-
fenilalanin ve L- glisini, Serratia marcescens L-alanin, L-prolin ve L-lisini,
Enterobacter cloacae sadece L-fenilalanini, Enterobacter amnigenus L-alanin ve L-
tirozini, Kluyvera intermedia L-alanin, L-prolin, L- tirozin, L-fenilalanin ve L- glisini,
Serratia plymuthica sadece L-fenilalanini ve Serratia rubidaea sadece L-alanini
parcalamigtir. Providencia rettgeri, Ewingella americana, Proteus mirabilis ve
Morganella morganii ise hi¢bir aminoasiti pargalayamamislardir (Tablo 3.4). Koyun
derilerinden (K1,K2,K4) en sik izole edilen Cronobacter sakazakii sadece L- prolini;
sigir derilerinden (S5,S6,S8,S9) en sik izole edilen Serratia marcescens’in ise 4
aminoasidi (L-alanin, L-prolin, L-lisin ve L-fenilalanin) pargaladig: dikkat cekmektedir.
Sigir (S1) ve koyun (K3) derilerinden izole edilen Kluyvera intermedia’nin 5 farkli
aminoasidi (L-alanin, L-prolin, L-tirozin, L-fenilalanin ve L-glisin) pargaladigi dikkat
¢ekmektedir (Tablo 3.5). Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella,
Photobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella cinsleri bir veya daha
fazla aminoasidi dekarboksile edebilmektedirler (Brink ve ark., 1990). Izole edilen tiim
izolatlar pH 7.00’de optimum gelisip, oksidaz-negatif ve Kkatalaz-pozitif olarak
bulunmustur. Tim izolatlar nitrati nitrite indirgemislerdir. 13 izolattan sadece

Citrobacter freundii ve Proteus mirabilis H,S tiretmislerdir. Islatilmis derilerden izole

edilen izolatlarin %31°1 proteaz ve lipaz pozitif, %851 kazeinaz pozitif, %39°u lireaz

pozitif olarak bulunmustur. izolatlarin %77’si sitrat1 kullanirken, %23’ii triptofandan
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indol iiretmis ve peptondan amonyak olusturmuslardir. izolatlarin %85’i ve %54’ii

sirastyla  Metil-kirmizisi ve Voges-Proskauer testleri bakimindan pozitif ozellik

gostermislerdir. Koyun derilerinde en fazla miktarda rastlanan Cronobacter sakazakii

sadece kazeinaz enzimi iiretmis, proteaz, lireaz ve lipaz enzimlerini liretememistir. Sigir

derilerinde en fazla miktarda rastlanan Serratia marcescens ise lipaz, proteaz ve

kazeinaz enzimlerini iiretmis, {ireaz enzimi iiretememistir. incelenen 15 deri 6rneginin 1

adet koyun ve 6 adet sigir derisi olmak tlizere %47’sinde proteolitik ve lipolitik

bakterilerin varlig1 gézlenmistir (Tablo 3.4 ve 3.5).

Tablo 3.5. Derinin Yapisinda Bulunan Proteinler, Yaglar ve Aminoasitlerle ilgili Testler.
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Nitratin Nitrite
e . + + + + + + + + + + + + +
Indirgenmesi
Enzimatik
aktiviteler
Lipaz Aktivitesi - - - - + - + - - - - + +
Aminoasit
Dekarboksilasyon
testleri
L-alanin - - - + - - + - + + - - +
L-prolin + - - - - - + - - + _ _ _
L-aspartikasit - - - - - - - - - R - - _
L-lisin - - - - - - + - - R N R N
L-tirozin - - - - - - - + + N N R
L-fenilalanin - - - - - + + - + - + -
L-glisin - - + - - - - - - - -
Deri Tiirii ve No. K1l | S10 | K1 K3 K1l | K1 S5 K1l K4 K3 K1l S7 S4
K2 K5 K3 S6 s1 K5
K4 S3 S5 S8 S1
S2 S9
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Ulusoy (2014) tuzlanmis koyun ve sigir derilerinden izole ettigi Enterobacteriaceae
familyasina ait izolatlarin (Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Edwardsiella,
Hafnia, Escherichia, Proteus, Klebsiella, Serratia ve Yersinia) %45’inin proteaz,
%30’unun lipaz, %35’inin tireaz pozitif oldugunu, %35’inin triptofandan indol
rettigini, %70’inin sitrat1 karbon kaynagi olarak kullandigini, %65’inin Voges-

Proskauer testi bakimindan pozitif 6zellik gosterdigini ve izolatlarin higbirinin H,S

tiretemedigini belirtmistir.

Oppong ve arkadaslar1 (2006) yaptiklart bir ¢caligmada ham ve islatilmis derilerden
proteaz pozitif Proteus vulgaris ve proteaz negatif Citrobacter freundii izole

etmislerdir.

Shede ve arkadaglar1 (2008) ham deriden Proteus mirabilis, Escherichia coli, Shigella
boydii, Pantoea agglomerans ve Photorhabdus luminescens izole etmislerdir. Bir bagka
calismada ise 85 adet deriden Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter liquefaciens, Citrobacter ve Serratia tiirlerinin
izole edildikleri goriilmiistiir (Newton ve ark., 1977).

Daha onceki caligmalarda tuzlanmis derilerde bulunan Gram-pozitif (Staphylococcus,
Enterococcus, Micrococcus ve Bacillus) ve Gram-negatif (Hafnia, Enterobacter,
Pseudomonas ve Acinetobacter) bakteriler incelenmis olmasina ragmen islatilmis

derilerdeki Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerin tanimlamasi yapilmamustir.

Antibiyotik kullanimimin en 6nemli etkisinin arastirilmasi i¢in yapilan g¢alismalarda,
antibiyotiklerin kullanilmasiyla birlikte hem patojenik bakterilerin hem de dogal flora
bakterilerinin antibiyotiklere karsi direnglerinin arttig1 gozlenmistir. Nourseothricin ve
apramisin gibi antibiyotikleri kullanan hayvanlarda, bu antibiyotiklere karsi direng
genleri hem hayvanlardaki bakterilerde hem de insanlarda dogal floradaki Salmonella
ve Shigella’da bulunmustur. Bu sonug¢ direngli suslarin insanlar ve hayvanlar arasinda
diren¢ genlerini aktarabildigine isaret etmektedir. Besi hayvanlarinda antibiyotik
kullanimi ile antibiyotiklere direngli suslar secilmekte ve gida zinciri yoluyla da bu
direng insanlara nakledilmektedir. Bu nedenle hayvan yemlerinde biiyiime faktorii

olarak antibiyotik kullaniminin %30’a, hatta bazi iilkelerde %50’ye kadar diisiiriilmesi
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onerilmektedir. Biiyiitme faktorii olarak antibiyotik yerine prebiyotik ve probiyotiklerin

gelistirilerek kullanilmasi1 6nemle vurgulanmaktadir (Bogard ve Stobberingh, 2000).

Avrupa Birligi {ilkelerinde antibiyotik gruplarindan tetrasiklinler, penisilinler,
stilfonamidler, makrolidler, polimiksinler, amfenikoller, trimetoprimler, linkozamidler,
aminoglikozitler ve flurokinolonlar hayvanlarda kullanilmaktadir. Tetrasiklinler,
penisilinler, siilfonamidler, makrolidler, trimetoprimler, linkozamidler, 1., 2., 3., ve 4.
kusak sefalosporinler, monobaktamlar, flurokinolonlar ve karbapenemler insanlarda
kullanilmaktadir (ECDC/EFSA/EMA, 2015).

Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda, 1slatilmis derilerden izole edilen
Enterobacteriaceae familyasina ait bakteri tiirlerinin farkli antibiyotiklere kars1
duyarliliklarinin ve hassasiyetlerinin daha onceden test edilmedigi goriilmiistiir. Bu
nedenle calismamizda 6n ve ana islatmaya maruz kalmis derilerden izole edilen
Enterobacteriaceae familyasina ait bakteri tiirlerinin (Citrobacter freundii, Citrobacter
koseri, Cronobacter sakazakii, Enterobacter amnigenus, Enterobacter cloacae,
Ewingella americana, Kluyvera intermedia, Morganella morganii, Proteus mirabilis,
Providencia rettgerii, Serratia marcescens, Serratia plymuthica ve Serratia rubidae) 24
farkli antibiyotige (Ampisilin/sulbaktam (10/10png; 20ug), Sefalotin (30ug), Sefoksitin
(30pg), Seftazidim (30pg), Seftriakson (30ug), Sefuroksim sodyum (30pg),
Kloramfenikol (30ug), Siprofloksasin (10ug), Gentamisin (10ug), Imipenem (10ug),
Kanamisin (30pg), Meropenem (10png), Nalidiksik asit (30 pg), Norfloksasin (10pg),
Ofloksasin  (5ug), Piperasilin/Tazobaktam 10:1 (110ug), Spiramisin (100pg),
Streptomisin  (10ug), Silfametoksazol/Trimetoprim (25ug), Tetrasiklin - (30pg),
Tobramisin (10png), Amikasin (30ug), Aztreonam (30pg), Amoksisilin/Klavulanik asit
2:1 (30png)) karst duyarliliklart ve direngleri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile
saptanmistir. Sonuglar 2014 CSLI standartlarina gore degerlendirilmistir.

Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) listesinde (2012) ¢alismamizda kullandigimiz
aminoglikozitler (amikasin, streptomisin, tobramisin, kanamisin, gentamisin),
penisilinler (ampisilin), pB-laktam/p-laktamaz inhibitor kombinasyonlar1 (amoksisilin-
kluvanat, ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam), karbapenemler (imipenem,
meropenem), 3. kusak sefalosporinler (seftriakson, seftazidim), Kkinolonlar ve

florokinolonlar  (nalidiksik asit, siprofloksasin, norfloksasin, ofloksasin) ve
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monobaktamlar  (aztreonam) “kritik Oneme sahip antimikrobiyaller” olarak
tanimlanmistir. Fenikoller (kloramfenikol), 1. ve 2. kusak sefalosporinler (sefalotin,
sefuroksim sodyum, sefoksitin) ve folik asit sentezi inhibitorii  (trimetoprim-
sulfametoksazol) antibiyotikler “cok onemli antimikrobiyaller” olarak, 3. ve 4. kusak
sefalosporinler, florokinolonlar ve makrolidler ise “yiiksek Oncelikli kritik
antimikrobiyaller” olarak tanimlanmaistir.

Kacaniova ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan ¢alismalarda antibiyotikli yemlerle
beslenen hayvanlarin sindirim kanalinda ve siitlerinde, bu siitlerden yapilan siit
tirtinlerinde antibiyotiklere direngli Enterobacteriaceae familyasi tiyelerinin bulundugu
ispatlanmigstir. Incelenen 21 adet siit 6rneginde Enterobacteriaceae familyasina ait
bakterilerin %57.14’tiniin ampisiline, %14.28’nin streptomisin ve tetrasikline, %9.52
sinin kloramfenikole direncli oldugu; peynir Orneklerinden izole edilen
Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin ise %84’iiniin ampisiline, %24 {iniin
tetrasikline; diger siit iiriinlerindeki bakterilerin %66.66’sinin ampisiline, %52.38’inin

tetrasikline, %14.28’inin streptomisine direnc¢li oldugu belirtilmistir.

67



Tablo 3.6. Islatilmis Koyun Derilerinden izole Edilen Enterobacteriaceae Tiirlerinin

Antibiyotiklere Olan Duyarliliklart.

Koyun
derilerinden
izole edilen

tiirler

Morganella
morganii

Providencia
rettgerii

Cronobacter
sakazakii

Citrobacter
freundii

Proteus
mirabilis

Enterobacter
cloacae

Citrobacter
koseri

Kluyvera
intermedia

Enterobacter
amnigenus

%

%

%

Kloramfenikol

Ofloksasin

Amikasin S S S S S S S | S -1 89
Tobramisin S S S S R S S S S 11| - 89
Kanamisin S R S S S S S | S 1111 78
Gentamisin S S S S S S S S S - - 100
Streptomisin R | R R R R S R S 67 | 11 22

100

Siprofloksasin

33

Norfloksasin

Siilfametoksazol

/Trimetoprim

Imipenem

11

11

100

78

56

Meropenem

Nalidiksik asit

Aztreonam

Ampisilin

11

45

89

78

89

33

11

22
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Tablo 3.6. Devamu.

Sefalosporinler

Sefalotin R S R R R R S R S 67 | - 33
(1.Kusak)

Sefoksitin R S S R S S S S S |22 - 78
(2.Kusak)

Sefuroksim R S R S S R S S S |33 - 67
sodyum

(2.Kusak)

Seftazidim S R R S R R S I I 45122 | 33
(3.Kusak)

Seftriakson S R R R R S R I S |5 |11 33
(3.Kusak)

Tetrasiklinler

Tetrasiklin R R S S R S S S S |33 - 67
B-laktam/

B-laktamaz

inhibitorleri

Piperasilin/ S I R R S R S S S |3 )11} 56
Tazobaktam

Amoksisilin/ R R R R R | S | S 56 | 22 | 22
Klavulanik asit

Ampisilin/ R S S S R S S S S |22 - | 78
Sulbaktam

Toplam direnglilik, 9R 10R 8R 11R 13R 10R 5R 4R 2R

orta hassashk ve ol 3l 21 11 11 11 11 8l 11

Hassashikc 15S 118 148 128 10S 135 185 128 218

R: Direngli, I: Orta duyarli, S: Duyarh

Koyun derilerinden izole edilen Providencia rettgeri, Cronobacter sakazakii, Kluyvera
intermedia, Enterobacter amnigenus, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Citrobacter koseri, Morganella morganii ve Proteus mirabilis Gentamisin, Ofloksasin
ve Norfloksasin’e karst %100 duyarli olarak tespit edilmislerdir. Ayn1 zamanda bu
tiirlerin Amikasin’e %]11’inin orta duyarli, %89’unun duyarli oldugu; Tobramisin ve
Meropenem’e %11’inin direngli ve %89’unun duyarli oldugu; Siprofloksasin ve
Seftriakson’a %356 sinin direngli, %11 inin orta duyarli ve %33’iiniin duyarli oldugu;
Stilfametoksazol/Trimetoprim’e ve Kanamisin’e %11’inin hem direngli hem de orta
duyarli, %78’inin duyarli oldugu; Imipenem’e %11 inin direngli, %33 liniin orta duyarl
ve %56’sinin duyarli oldugu; Ampisilin’e %78’inin direngli ve %22’sinin duyarh

oldugu; Sefoksitin ve Ampisilin/sulbaktam’a %22’sinin diren¢li ve %78’inin duyarh
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oldugu; Seftazidim, Nalidiksik asit ve Kloramfenikol’e %45’inin direngli, %22’sinin
orta duyarli ve %33’iiniin duyarli oldugu; Sefalotin’e %67’sinin direngli ve %33 {iniin
duyarli oldugu; Sefuroksim sodyum ve Tetrasiklin’e %33 {linilin direngli ve %67 sinin
duyarli oldugu; Piperasilin/Tazobaktam’a %33 iiniin direngli, %11’inin orta duyarli ve
%356’smin duyarli oldugu; Amoksisilin/Klavulanik asit’e %56’simin direngli, %22 sinin
hem orta duyarli hem de duyarli oldugu; Streptomisin’e %67 sinin direngli, %11’inin
orta duyarli ve %22’sinin duyarl oldugu; Aztreonam’a %89 unun direncli ve %11 inin

duyarli oldugu goriilmiistiir.

Tablo 3.7. Islatilmis Sigir Derilerinden Izole Edilen Enterobacteriaceae Tiirlerinin

Antibiyotiklere Olan Duyarliliklart.

Sigir

© © !G_J [%2] —
derilerinden = 'S g . c S| & Ko @

L 2= §=|2%|se|lel|eE|3 |23|5E

izole edilen SS 2s| eS| BE|BE|B2|S8c|SE|2S|R|I |S

S & 3 =y s Cltcs| & 5| = ; g ) E s &
tiirler SE|CE|0F|32|BE|RT|0L|2E D& % |%|%
Amikasin S S S S S S S | S - |11 89
Tobramisin S S S S S S S S S - - 100
Kanamisin S R S | | S S | S 11 | 33 56
Gentamisin S S S S S S S S S -] - 100
Streptomisin R | R S R S S R S 45 | 10 45
Kloramfenikol R R S R S | | | | 33 | 44 23
Ofloksasin S S S S S S S S S - - 100
Siprofloksasin S R S S S S R | S 22 | 11 67
Norfloksasin S S S S S S S S S - - 100

Siilfametoksazo S S S S S S S S S - | - 100
I/Trimetoprim
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Tablo 3.7. Devamu.

Imipenem

wn
w
()
wn

33

67

Meropenem

Nalidiksik asit

Aztreonam

Sefalotin
(1.Kusak)

33

wn
w
()
wn

100

67

Sefoksitin
(2.Kusak)

22

78

Sefuroksim
sodyum
(2. Kusak)

45

10

45

Seftazidim
(3.Kusak)

33

33

34

Seftriakson
(3.Kusak)

Ampisilin

Tetrasiklin

56

67

11

22

33

11

Piperasilin/ S | R R S | S S S 22 | 22 56
Tazobaktam
Amoksisilin/ R R R S R R S | S 56 | 11 | 33
Klavulanik asit
Ampisilin/ R S S R S S S S S 22 | - 78
Sulbaktam
Toplam direnglilik, 9R 10R 8R 7R 5R 5R 5R 4R 3R
orta hassashk ve ] 3l 21 21 21 51 11 8l 51

158 118 148 178 148 188 128 16S
hassashk 15S

R: Direngli, I: Orta duyarli, S: Duyarli
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Sigir derilerinden izole edilen Providencia rettgeri, Cronobacter sakazakii, Kluyvera
intermedia, Citrobacter koseri, Morganella morganii, Serratia rubidae, Serratia
marcescens, Serratia plymuthica ve Ewingella americana Tobramisin, Gentamisin,
Ofloksasin, Norfloksasin, Siilfametoksazol/Trimetoprim, Meropenem antibiyotiklerine
kars1 %100 duyarli olarak tespit edilmistir. Bu tiirlerin Amikasin’e karst %11’inin orta
duyarli , %89 unun duyarl oldugu; Kloramfenikol’e %33’iiniin direngli, %44’ liniin orta
duyarli ve %23’linlin duyarli oldugu; Imipenem’e %33’iiniin orta duyarli ve %67 sinin
duyarli oldugu; Aztreonam’a %78’inin direngli %11°inin hem direnc¢li hem de duyarli
oldugu; Ampisilin’e %67 sinin direncgli, %22’sinin orta duyarli ve %11’inin duyarl
oldugu; Sefoksitin ve Ampisilin/sulbaktam’a %22’sinin direngli ve %78 inin duyarli
oldugu; Seftazidim’e %33 {iniin hem direngli hem de orta duyarli, %34 liniin duyarl
oldugu; Sefalotin’e %33’linlin direngli %67 sinin duyarli oldugu; Tetrasiklin,
Sefuroksim sodyum ve Streptomisin’e %45’inin direngli ve duyarli, %10 unun ise orta
duyarl oldugu; Piperasilin/Tazobaktam’a %22’sinin hem direngli hem de orta duyarl
%56’simin  duyarlt oldugu; Amoksisilin/Klavulanik asit ve Seftriakson’a %356’sinin
direngli, %11 inin orta duyarl ve %33 {inlin duyarli oldugu; Nalidiksik asit’e %33 iiniin
hem direngli hem de orta duyarli ve %34 {inlin duyarli oldugu; Kanamisin’e %11’inin
direngli, %33’linlin orta duyarli ve %56’sinin duyarli oldugu; Siproflaksasin’e

%22’sinin direngli, %11’inin orta duyarli ve %67’sinin duyarli oldugu gériilmiistir.

Kurtoglu ve arkadaslar1 (2008), klinik 6rneklerden (idrar, yara, balgam, sperm, apse,
kan ve BOS sivisi) izole ettikleri Proteus mirabilis suslarinin ampisilin (%52.6),
amoksisilin klavulanat (%28.1), sefuroksim (%24.2), siprofloksasin(%8.4), norfloksasin
(%3.7), amikasin (%9.3), gentamisin (%14.8), aztreonam (%3.3) ve imipenem (%1.6)
antibiyotiklerine direnglerini inceleyerek en etkili antimikrobiyallerin amikasin,
norfloksasin, aztreonam, siprofloksasin ve imipenemin en etkili antibiyotikler
olduklarini saptamislardir. iris ve arkadaslar1 (2002), P.mirabilis suslarma kars: en etkili
antibiyotiklerin seftazidim, seftriakson, imipenem, oflaksasin, piperasilin/tazobaktam,
amikasin ve siprofloksasin olduklarini, ayn1 zamanda bu suslarin ampisilin-sulbaktam,
kloramfenikol ve trimetoprim-sulfametoksazole yiiksek oranda direngli olduklarini
bildirmislerdir.

Baykan ve arkadaslar1 (1994) yaptiklari bir ¢alismada P. mirabilis susunun ampisiline

%38, gentamisine %90, imipeneme %71, nalidiksik aside %88, sefalotine % 33,
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seftriaksona %76, siprofloksasine %95 ve tetrasikline %3 oraninda duyarli oldugunu
saptamiglardir. Kaygusuz ve arkadaslart 2001 yilinda yaptifi c¢alismada idrar
orneklerinden izole edilen P. mirabilis suslarinda norfloksasine hi¢ direng
goriilmedigini, siprofloksasine ise %17 direng olustugunu tespit etmislerdir. Chow ve
arkadaglart (1979) Proteus mirabilis’in trimetoprim-sulfametoksazol, ampisilin,
sefalotin, tetrasiklin, kloramfenikol ve streptomisine direngli oldugunu bildirmislerdir.
Bizim calismamizda Proteus mirabilis tobramisine, streptomisine, siprofloksasine,
imipeneme, nalidiksik aside, aztreonama, seftazidime, seftriaksona, sefalotine,
tetrasikline, ampisiline, ampisilin-sulbaktama ve amoksisilin/klavulanik aside direngli;
amikasine, kanamisine, gentamisine, kloramfenikole, oflaksasine, norfloksasine,
meropeneme,sefoksitine, sefuroksim sodyuma ve piperasilin/tazobaktama duyarls;
trimetoprim-sulfametoksazole ise orta duyarli bulunmustur (Tablo 3.6).

Citrobacter koseri kloramfenikol, kanamisin, gentamisin, streptomisin ve tetrasikline
duyarli olarak tesbit edilmistir (Gross ve ark., 1973). Kurtoglu ve arkadaglar1 (2011)
hastanede yatmakta olan hastalardan Citrobacter freundii ve Citrobacter koseri izole
ederek antimikrobiyal duyarlilik durumlarini aragtirmiglardir. Bu bakterilerin en sik
duyarli olduklari antimikrobiyal ajanlarin amikasin (%100), meropenem (%100),
imipenem (%96) ve piperasilin/tazobaktam (%96) olduklarin1 saptamislardir. Arens ve
arkadaglar1 (1997), yaptiklar1 bir ¢alismada hastalardan Citrobacter freundii ve
Citrobacter koseri izole ederek, bu bakterilerde ampisilin, piperasilin/tazobaktam,
sefuroksim,  imipenem, gentamisin, tobramisin, amikasin ve  ofloksasin
antibiyotiklerinin duyarliliklarin1 incelemislerdir. Citrobacter freundii ve Citrobacter
koseri sadece ampisiline direngli, diger antibiyotiklere duyarli olarak tespit
edilmislerdir. Calismamizda her 2 bakteri tirii amikasin, tobramisin, kanamisin,
gentamisin, ofloksasin, norfloksasin, trimetoprim-sulfametoksazol, imipenem,
sefuroksim sodyum, seftazidim, tetrasiklin ve ampisilin/sulbaktama duyarls,
siprofloksasin, aztreonam, seftriakson ve ampisiline diren¢li bulunmustur. Citrobacter
freundii  streptomisin,  kloramfenikol, = meropenem,  sefoksitin,  sefalotin,
piperasilin/tazobaktam ve amoksisilin/kluvanata direng gosterirken, C. koseri bu
antibiyotiklere duyarlilik géstermistir. Citrobacter freundii nalidiksik aside, C. koseri

ise kloramfenikole orta duyarl olarak bulunmustur (Tablo 3.6).
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Genellikle Cronobacter sakazakii suslart ampisilin, sefoksitin, amikasin, kloramfenikol
ve nalidiksik asite duyarlidir, fakat suslarin %87’si sefalotine direnglidir (Farmer et al.,
1980). Lai ve arkadaslar1 (2001) 1995 Ocak ayindan 1996 Aralik ayina kadar gecen
stirede gesitli hastalardan izole ettikleri Cronobacter sakazakii 'nin ¢esitli antibiyotiklere
olan duyarliliklarin1 tespit etmislerdir. Cronobacter sakazakii’yi ampisiline hem direngli
hem orta direngli; gentamisin, ofloksasin ve piperasilin-tazobaktama hem direngli hem
duyarli; seftazidime direngli; amikasin, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-
sulfametoksazole duyarli bulmuslardir.

Calismamizda Cronobacter sakazakii ve Enterobacter amnigenus tetrasiklin, amikasin,
gentamisin, tobramisin, kanamisin, gentamisin, kloramfenikol, ofloksasin, norfloksasin,
trimetoprim-sulfametoksazol, meropenem, sefoksitin, tetrasiklin, ampisilin/sulbaktam
ve ampisiline duyarli; aztreonama direngli bulunmuslardir. Ayrica Cronobacter
sakazakii  streptomisine,  sefuroksim  sodyuma,  seftiriaksona,  sefalotine,
piperasilin/tazobaktama, amoksisilin/kluvanata direngli; imipeneme ve nalidiksik aside
orta duyarli olarak tespit edilmistir. Enterobacter amnigenus sadece seftazidime orta
duyarli ve siprofloksasine direngli olarak bulunmustur.

Chamberland ve arkadaslar1 (1992), Enterobacter cloacae’nin ampisilin, sefoksitin ve
sefalotine direngli;  Enterobacter amnigenus’un tetrasiklin, amikasin, gentamisin,
tobramisin, streptomisin, kanamisin, ampisilin/sulbaktam, amoksisilin/kluvanat,
piperasilin/tazobaktam, sefoksitim, seftazidim, seftriakson, meropenem, imipenem,
aztreonam, siprofloksasin, norfloksasin, ofloksasin, trimetoprim-sulfametoksazol ve

kloramfenikole duyarl ve orta direngli oldugunu bildirmislerdir.

Stock ve ark. (2003), Serratia plymuthica ve Serratia rubidaea’yi sefuroksim sodyuma
direncli, amikasin, gentamisin, tobramisin, amoksisilin/kluvanat,
piperasilin/tazobaktam, seftriakson, seftazidim ve aztreonama duyarli; S. plymuthica’y:
tetrasikline orta direncli olarak bulmuslardir.

Calismamizda Serratia rubidaea, Serratia plymuthica ve Serratia marcescens amikasin,
tobramisin, gentamisin, ofloksasin, siprofloksasin, norfloksasin, trimetoprim-
sulfametoksazol, imipenem, meropenem ve sefalotine duyarli sekilde bulunmuslardir.
Serratia rubidaea ve Serratia marcescens kanamisine orta duyarli ve ampisiline

direngli; Serratia plymuthica ve Serratia marcescens sefoksitine duyarli, tetrasikline,
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amoksisilin/kluvanata direngli tespit edilmislerdir. Ayrica Serratia marcescens
streptomisine  direngli, aztreonama orta duyarli, piperasilin/tazobaktam ve
ampisilin/sulbaktama duyarli tespit edilmistir. Serratia plymuthica kloramfenikol,
nalidiksik asit, seftazidim, piperasilin/tazobaktam ve ampisiline orta duyarh

bulunmustur.

Providencia rettgeri genel olarak gentamisin ve tobramisine direngli fakat amikasine
duyarhdir. Idrardan izole edilen P. rettgeri cinsleri sefuroksim, siprofloksasin ve
amoksisilin-kluvanata duyarlidir (Cornaglia ve ark., 1995). Yapilan ¢aligmalarda M.
morganii seftazidim, aztreonam, imipenem, tazobaktam, siprofloksasin, tobramisin ve
gentamisine duyarli; genellikle sefalotin, amoksisilin-kluvanat, amikasin ve ampisiline
direngli bulunmustur (Biedendach ve ark., 1993; Lee ve Liu, 2006).

Ulusoy (2014) tuzlanmis sigir ve koyun derilerinden izole ettigi Enterobacteriaceae
familyas1 iyelerine ¢alismamizda kullandigimiz 24 adet antibiyotigi uygulamistir.
Izolatlarin yarisindan fazlasi kloramfenikol, aztreonam, sefuroksim sodyum, sefolotin,
seftazidim, nalidiksik asit ve ampisiline kars1 direncli; izolatlarn yarisindan azi
kanamisin, ampisilin/siilbaktam, piperasilin/tazobaktam ve seftriaksona kars1 direncli
bulunmustur. Izolatlarin ¢ogu imipenem, meropenem, ofloksasin, siprofloksasin,
amikasin,  tobramisin,  gentamisin, trimetoprim-sulfametoksazol,  sefoksitin,
amoksilin/kluvanat, streptomisin ve tetrasikline karsi hassas; tamami ise norfloksasine
kars1 hassas bulunmustur. Calismamizdaki izolatlarin da tamami benzer sekilde

gentamisin, ofloksasin ve norfloksasin’e karsi %100 duyarli olarak tespit edilmistir.
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BOLUM 4
SONUCLAR

Hayvanin kesiminden sonra deride bulunan bakteriler sayica artarak besinlerini deriden
karsilamaktadirlar. Bu durumda derideki kollajen lifleri pargalanarak kullanilamaz hale
gelmektedir. Mamiil deri elde etmek i¢in ham derilerin kimyasallarla bir takim iglemlere
tabi tutulmalar1 gerekmektedir. Bu islemlerden ilki “islatma” islemidir. Islatma islemi
kuru derilerde yapiliyor ise 1slatici, antibakteriyel ve su almay1 hizlandirici maddeler
kullanilmas1 gerekmektedir. Islatma islemi ne kadar erken bitirilirse deri o kadar daha
iyi korunmus olur. Calismalarimizda elde edilen verilere gore islatmada kullanilan
antimikrobiyal maddelerin bakteri gelisimini tamamen ortadan kaldiramadig:
goriilmektedir. Islatilmig koyun ve sigir derilerinin saptanan pH degerleri sirasiyla;
7.00-8.86;7.15-10.00 olarak ol¢lilmiistiir. Bu degerlerin bakteri gelisimi i¢in oldukca
uygun oldugu saptanmustir. Islatilmis derileri temin ettigimiz fabrikalarda
antimikrobiyal madde olarak MIRECIDE-SR/50 tuzlu ham derilerin 1slatilmasinda,
toplam deri agirligi tizerinden 100-400 ppm (%0.01-0.04); kuru ham derilerde ise 200-
1000 ppm (%0.02-0.1) arast kullanilmaktadir. Bir baska antimikrobiyal madde olan
PREVENTOL Z-L ise 2 saatlik 6n 1slatma asamasinda yaklagik 500 ppm (%0.05), ana
1slatma asamasinda 2000 ppm (%0.2) miktarda kullanilmaktadir. Islatma asamasinda
antimikrobiyal madde kullanilmasina ragmen topladigimiz 5 adet koyun ve 10 adet sigir
derisi olmak {iizere toplamda 15 adet deriden Enterobacteriaceae familyasina ait
bakteriler izole edimis ve izolatlar API® 20E Test (bioMériux, Inc, France) kiti ile
tanimlanmaistir.

Derilerden izole ettigimiz bakterilerin %3 1’inin hem proteolitik hem de lipolitik aktivite
gosterdigi saptanmistir. Incelenen deri 6rneklerinin %47’sinde proteaz ve lipaz iireten
bakterilerin varlig1 gozlenmistir. Koyun derilerinde proteaz ve lipaz lireten bakterilerin
orani %20 iken, sigir derilerinde bu oranin %60 oldugu gézlenmistir (Tablo 3.4 ve 3.5).
Bu sonuglar bize deri kalitesini olumsuz etkileyen bakterilerin deriler {zerinde
bulundugunu gostermektedir. Derilerin yapisinda bulunan aminoasitlerden alanin, izole
edilen bakteriler tarafindan koyun derilerinde %80, sigir derilerinde %70; prolin koyun
derilerinde %80, sigir derilerinde %60; lisin sadece si1gir derilerinde %40; tirozin koyun

derilerinde %40, sigir derilerinde %10; fenilalanin koyun derilerinde %80, sigir
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derilerinde %70; glisin koyun derilerinde %80, sigir derilerinde %20 oraninda
kullanilmistir. Koyun ve sigir derilerinden izole edilen bakteriler aspartik asidi
kullanamamuisglardir. Lisin ise sadece sigir derilerinden izole edilen bakteriler tarafindan
kullanmilmistir (Tablo 3.5). Sonu¢ olarak deri kalitesini olumsuz yonde etkileyen
bakteriler deri lizerinde bulunan aminoasitleri kullanmislardir.

Islatmada kullanilan antimikrobiyal maddeler derilerde bulunan tiim bakterileri
oldiirememektedir. Kullanilan antimikrobiyal maddeler bazi bakteriler iizerine
bakterisitik, bazilari {izerine bakteriyostatik etki gostermis olabilir. Islatma agamalarinda
biyosid kullanilmasina ragmen, islatmadan ¢ikmis derilerden bakteri izole etmemiz,
kimyasallarin yetersiz konsantrasyonundan veya 1slatma sivisindaki fazla organik icerik
miktarindan 6tiirii yeterli derecede etki gosterememesinden de kaynaklanabilir.
Antibiyotige direngli bakteriler hayvandan hayvana ya da hayvandan insana gegerek
hayvanlarda ve insanlarda antibiyotige diren¢li bakterilerin yayginlagsmasina neden
olmaktadir. Bu mikroorganizmalar hayvanlarda ve insanlarda ciddi enfeksiyonlara
neden olabilmektedir. Antibiyotiklerin dogru kullanimi antibiyotik direngli bakterilerin
yayilmasini ve ortaya ¢ikmasini azaltmaktadir. Penisilinlerle baslayan tedavi siirecinden
yaklasik otuz yil sonra bakterilerde antibiyotiklere karsi direng gelisiminden
bahsedilmeye baslanmistir (Yarsan, 2012). Giinlimiizde bakterilerde antibiyotiklere
karst diren¢ gelisimi 6nemini korumakta olup oniimiizdeki yillarda da 6nemini devam
ettirecektir. Bu yilizden c¢aligmamizda tanimladigimiz Enterobacteriaceae familyasina
ait bakterilerin, hayvanlarda ve insanlarda tedavi amacl kullanilan 24 farkli antibiyotige
olan direngleri belirlenmistir. Sefalosporinlerde kusak sayisi arttikga Gram-negatif
bakterilere kars1 etkinlik artmaktadir (Leblebicioglu ve ark., 2008). Genel olarak tigiincii
kusak sefalosporinlerin Gram-negatif aerop bakterilere karst etkinligi birinci
kusaktakilerden ¢ok daha fazladir. Sefalosporinlerin Gram-pozitif ve Gram-negatif
etkili oldugu belirtilmistir. Tiim sefalosporinler streptokoklara karsi etkilidirler.
Sefalosporinler Gram-negatif bakteri hiicre duvarindan porinleri kullanarak
gecmektedirler. Ozellikle Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter cloacae suslarinda
sefalosporinlere karsi porin gecirgenligindeki azalma sonucu direng goriilmektedir
(Leblebicioglu ve ark., 2008; Onciil, 2002). Karbapenemlerden meropenem ve
imipenem Enterobacteriaceae tiirlerine kars1 etkili antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlerin

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere etkili oldugu agiklanmistir (Leblebicioglu ve
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ark., 2008). Kinolon grubunda yer alan nalidiksik asidin sadece Enterobacteriaceae
familyasina etkili oldugu belirtilmistir (Tilinger ve ark., 2003).

Calismamizda incelenen koyun (2-13 antibiyotige direngli) ve sigir (3-11 antibiyotige
direngli) derilerinin tamaminda, ¢alismamizda kullanilan bazi antibiyotiklere direncli
bakterilerin oldugu saptanmustir. Islatilmis 5 adet koyun derilerinden izole edilen
bakterilerin en yiiksek diren¢ oranlari sirasiyla; monobaktam grubunda (Aztreonam)
%89, penisilin grubunda (Ampisilin) %78 ve aminoglikozidlerde (Streptomisin) ve
sefalosporinlerde (Sefalotin) %67 olarak saptanmistir (Tablo 3.6). Islatilmis 10 adet
sigir derilerinden izole edilen bakterilerin ise en yiiksek direng oranlari %78 oranla
monobaktam (Aztreonam) ve %67 oranla penisilin grubunda (Ampisilin) gorilmistiir
(Tablo 3.7). Aztreonamin sadece Gram-negatif bakteriler iizerinde etkili oldugu
belirtilmistir (Balci, 2007). Ancak bizim c¢alismamizda hem sigir hem de koyun
derilerinden elde edilen izolatlarin en fazla direng olusturdugu antibiyotik aztreonam
olmustur.

Calisma sonuglarimiz derilerde farkli antibiyotiklere karsi direngli Enterobacteriaceae
tiyelerinin var oldugunu ortaya c¢ikarmaktadir. Antimikrobiyal maddelerin dogru bir
sekilde kullanilmasi ile derilerde antibiyotiklere direngli suslarin gelisimi kontrol altina
alinabilir. Bakterilere etkisi olmayan dar spektrumlu antimikrobiyal maddeler islatma
islemi esnasinda kesinlikle kullanilmamalidir. Bu antimikrobiyallerin bakterisitik etkisi
olanlar1 kullanilmalidir. Tuzlanmis derilerde bakteriostatik etkili antimikrobiyaller
kullanildiginda, bu antimikrobiyaller i1slatma asamasinda deriden uzaklagsmaktadirlar.
Bu durumda sadece iiremeleri engellenmis bakteriler, tekrar aktif hale gecerek sayilarini
arttirabilmektedirler. Bu yiizden antimikrobiyal madde se¢iminde bakterileri
oldiirebilecek (bakterisitik etkili) olanlar belirlenmelidir. Uzun siiren 1slatma
islemlerinde bir kez antimikrobiyal madde kullanilmasi yerine islem boyunca birkag kez
antimikrobiyal madde eklenmesi daha uygun olabilecektir. Islatma sivilarinda ayni
antimikrobiyallerin  kullanilmas: sonucu, 1slatma tankinda bulunan bakterilerin
kullanilan antimikrobiyale kars1 direng gelistirme olasiliginin oldugu g6z Oniine
alimmalidir. Bu sebeple bakterisitlerin antibakteriyel aktiviteleri farkli donemlerde test

edilmelidir.
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