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1.GIRIS

Et ve et iriinleri insanlarin ihtiyagc duyduklari bir¢ok besin 6gesini
biinyesinde barindiran, besleyici degeri yiiksek besinler arasinda yer almaktadir.
Yeterli ve dengeli beslenme agisindan et ve et {irlinlerinin tiiketilmesi olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Sucuk, Tiirkiye’de iiretim ve tiiketimi yapilan et iirlinleri icerisinde
yer almaktadir. Sucuk kirmizi et ve yagin kiyma makinesinde veya kuterde ¢ekilmesi
ve hazirlanan hamura c¢esitli baharat ve diger maddeler ilave edilerek dogal veya
yapay kiliflara doldurulmasi ve belirli sartlarda (sicaklik, rutubet, hava akimi)
olgunlastirilmasi ile tiretilen et trtiniidir (Tayar 1989, Caplice and Fitzgerald 1999,
Con ve Gokalp 2000, Goniilalan ve ark 2004).

Fermente sucuklarin olgunlagsmasi siirecinde ortaya cikan kimyasal ve
biyokimyasal reaksiyonlar ile mikrobiyolojik faaliyetler, iiriinlerin karakteristik
Ozellikleri ve niteliklerinin ortaya ¢ikmasinda oldukga biiyiik 6nem arz etmektedir
(Ertas 1999, Gokalp ve ark 2004, Lebert ve ark 2007). Fermente sucuklarda aroma,
tat, lezzet, renk ve tekstiiriin olusmasinda glikoliz, lipoliz, proteoliz reaksiyonlar
etkili olmaktadir. Belirtilen reaksiyonlar baslica mikrobiyolojik faaliyet ve endojen

enzim aktiviteleri sonucunda sekillenmektedir.

Fermente et lriinlerinde starter kiiltiirler, Uriin glivenilirligini saglamak,
irtiniiniin niteligini iyilestirmek, duyusal 6zellikleri olusturmak ve diger amaglar igin
kullanilmaktadir. Ancak fermente et frlinlerinde kullanilan hammaddenin
mikrobiyolojik Kkalitesi ile birlikte tretim asamalarinin hijyenik olmamasi
dolayisiyla, fermente et tirtinleri Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella ssp. vb patojen mikroorganizmalar agisindan risk
tasimaktadir (Kaban ve Kaya 2006, Siriken ve ark 2006, Yal¢in ve Can 2013).

Antibiyotiklerin farkli amaglarla (6rn., tedavi edici, profilaktik) bilingsiz, asir
ve yaygin kullanimi antibiyotik direngli bakterilerin ¢evre lizerinde secici bir
baskisinin ortaya ¢ikmasma neden olmustur. Antibiyotiklerin beseri hekimlikte
kullaniminin yani sira veteriner hekimlikte profilaktik olarak hayvan yemlerine ilave
edilmesi ve uygulanan doz ve tiirevlerinin bilingsiz kullanimi1 giiniimiizde ortaya
cikan antibiyotik direngliligini artirmaktadir. Bakterilerde ¢esitli antibiyotiklere karsi
farkli mekanizmalara bagli olarak direnclilik fenotipleri (6rn., MRSA) ortaya

cikmistir. Antibiyotik direngliligi ile ilgili ¢alismalar yakin zamana kadar klinik
1



izolatlarda yiiriitiilmekte iken, son yillarda besin kaynakli izolatlar da 6nemli hale
gelmistir (Pan ve ark 2011).

Fermente et iriinleri ile viicuda alinan yararli ve patojen bakteriler transfer
edilebilen antibiyotik direng genlerini tagiyabilmektedirler (Mathur ve Singh 2005).
Dolayisiyla laktik asit bakterileri baslica siit {iriinlerinde oldugu gibi fermente et
tirtinlerinde de yakin bir zamana kadar giivenle kullanilmalarina karsin intrinsik veya
kazanilmig antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesine bagli olarak laktik asit
bakterilerinin dogrudan veya dolayli olarak antibiyotik direngliligi bakimindan

degerlendirilmesini ortaya ¢ikarmistir (Levy 1997, Leroy ve De Vuyst 2004).

Bu arastirmada, fermente ve 1s1l islem uygulanan sucuklarda S. aureus, E. coli
ve Enterococcus faecium kontaminasyonunun belirlenmesi ile birlikte sucuk
florasinda dominant olarak kabul edilen Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake
ve Lactobacillus curtavus izolatlarin antibiyotik direnglilikleri ve mecA, tetM ve

vanA antibiyotik diren¢ genlerinin saptanmasi amaglandi.
1.1. Fermente Et Uriinlerinin Tarihcesi

Besinlere uygulanan fermantasyon ve kurutma islemleri, en eski muhafaza
yontemleri arasinda yer almaktadir. Fermantasyonun M.O 2500 ve daha eski yillarda
kullanildig1 belirtilmektedir (Leroy ve ark 2006, Vignolo ve ark 2010, Lindsay 2012,
Leroy ve ark 2013). Kiyilmis etin ve ¢esitli ¢cesni maddelerinin karigtirilarak hayvan
bagirsag icerisine doldurulmasi ve kurutulmasinin ilk olarak Orta Asya’da yasayan
Tirk kavimleri arasinda goriildigi ileri siiriilmektedir (Oguz 1976). Dogu
toplumlarindaki zengin kaynaklarin ve kiiltiiriin bat1 toplumlarina gog, savas gibi
sosyolojik ve diger faktorler yoluyla gecisi sonucunda Avrupa toplumlarmin
fermente besinler ile karsilagtig1 tahmin edilmektedir. Avrupa’da fermente besinlerin
13. ve 14. yy’dan itibaren benimsenmeye basladigina dair kanitlar yazili kaynaklarda
yer almaktadir (Leroy ve ark 2006, Demeyer 2010, Vignolo ve ark 2010). Diinya’da
meydana gelen degismelerin (6rn., go¢ yollarinin agilmasi ve yeni kitalarin kesfi)
sonucu olarak yoresel ve bolgesel olarak iiretilen fermente et iiriinleri diinyanin

birgok bolgesine yayillmistir (Fadda and Vignolo 2007, Demeyer 2010).



Diinya’da fermente et iirlinleri iiretim ve tiiketimi en yogun olarak Orta ve
Dogu Asya, Orta Dogu, Avrupa’da gergeklesmesine kargin, Amerika ve Afrika
kitalarinda bu oranin olduk¢a diisiik oldugu bildirilmektedir (Maddock 2007,
Zeuthen 2007). Son 50 yil igerisinde et teknolojisindeki O6nemli gelismelerin
geleneksel olarak iiretilen et iiriinlerinin birbirlerinden farklilagmasina neden oldugu
belirtilmektedir (Leroy ve ark 2013). Bununla birlikte fermente et tiriinleri arasindaki
farkliliklar iiriiniin stabilitesi, olgunlasma ve kuruma siireclerindeki laktik asit
bakterilerinin asidifikasyon karakteristigi ile su aktivitesinin yakindan iliski
icerisinde oldugu bildirilmektedir (Lindsay 2012). Baslica mikroorganizmalara bagli
olarak sekilenen biyokimyasal ve fiziko-kimyasal degisiklikler ile hammadde ve
tiretim teknolojisi arasindaki etkilesim sonucunda farkli tekstiir, aroma ve duyusal

niteliklere sahip iriinler ortaya ¢ikmaktadir (Lindsay 2012, Leroy ve ark 2013).
1.2. Fermente ve Isil Islem Uygulanms Sucugun Tanim

1072 yilinda Kaggarli Mahmud tarafindan yazilan Divan-1 Liigat-it Tiirk adl
eserde sucuk sozciigiinden ilk kez s6z edilmis ve koyun bagirsaklari igerisine
doldurulan et, yag ve baharat karisimindan olusan bir yiyecek olarak tanimlanmistir
(Ercoskun ve Ozkal 2011). Benzer sekilde Oguz (1976), sucugun kiyilmis etin tuz ve
biber ilave edildikten sonra bagirsak (kumbar-bumbar) veya bez kiliflar igerisine
doldurulup giineste asilarak kurutulmasi ile elde edilen bir et iiriinii oldugunu ve Orta
Asya’da yasan biitiin Tirk topluluklar tarafindan erisgi, ilisgin, kumbar, pigkin gibi
farkl1 isimlerle bilindigini belirtmektedir.

Tirk sucugu genel anlamda “kasaplik biiyiikkbas hayvan govde etlerinden
hazirlanan hamurun, dogal veya yapay kiliflara doldurulmasi ve bir stire bekletilerek
olgunlastirilmasiyla elde edilen fermente et {iriinii” olarak tanimlanabilmektedir
(Tayar 1989, Inal 1992, Dinger ve ark 1995, Yildirrm 1996, Con ve ark 2002, Oztan
2003,Gokalp ve ark 2004).

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin 28488 numarali Tebligi’ne (Resmi
Gazete 2012a) gore sucuklar, fermente ve 1si1l islem gérmiis sucuk olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Fermente sucuklar “biiyiik bas ve kii¢lik bas hayvan etlerinin ve
yaglariin kiyilarak lezzet vericiler ile karistirildiktan sonra dogal ve yapay kiliflara

doldurularak belirli kosullarda fermantasyon ve kurutma islemleri uygulanarak nem



orant %40’ 1n altina diislirilmis, kesit ylizeyi mozaik goriiniimiinde olan 1s1l islem
uygulanmamis fermente et {iriinii” olarak ifade edilmektedir. Isil islem gormiis sucuk
ise “biiyiik bas ve kiiciik bas hayvan etlerinin ve yaglarinin veya kanatli hayvan etleri
ve yaglarinin kiyilarak lezzet vericiler ile karistirildiktan sonra dogal ve yapay
kiliflara doldurularak belirli kosullarda fermantasyon ve kurutma islemleri
uygulanarak nem oram1 %50’nin altima disiliriilmiis kesit ylizeyi mozaik
goriiniimiinde olan 1s1l islem uygulanmis fermente et iiriinii” olarak tanimlanmaktadir
(Resmi Gazete 2012a). Fermente ve 1sil islem goérmiis sucuklar sekillerine goére
kangal, baton (cubuk, baston) ve parmak olmak iizere {i¢ grupta incelenebilmektedir

(Oztan 2003).

1.2.1. Fermente ve Isil Islem Uygulanms Sucuklara Ait Nitelikler

Fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuklarin kalite parametreleri arasinda
fiziko-kimyasal ve mikrobiyolojik kriterler yer almaktadir. Tiirk Gida Kodeksi, Et ve
Et Uriinleri Tebligi’ne (Resmi Gazete 2012a) gore fermente ve 1s1l islem gormiis
sucuklarin toplam et proteinleri degerinin kiitlece en az sirasiyla %16 ve %14,
kollojen miktar1 toplam et proteinlerinin kiitlesinde en fazla sirasiyla %20 ve %25,
nem miktarinin toplam et proteinleri miktarina orani sirasiyla 2,5 ve 3,6 nin altinda,
pH degerinin en yiiksek sirasiyla 5,4 ve 5,6 olmasi gerektigi belirtilmektedir.
Bununla birlikte her iki grupta da yag miktarinin toplam et proteinleri miktarina
oraninin 2,5’in altinda olmas1 gerektigi vurgulanmaktadir. Ayrica 1si1l islem
uygulanmis sucuklarin nem miktarimin kiitlece en fazla %50 olabilecegi
bildirilmektedir. Cizelge 1.1°de fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuklara ait

fiziko-kimyasal kalite nitelikleri gosterilmektedir (Resmi Gazete 2012a).

Cizelge 1.1. Fermente ve Isil islem Uygulanmis Sucuklarin Fiziko-Kimyasal Kalite
Nitelikleri.

Nitelik Fermente Sucuk fsil Islem Uygulanmis
Sucuk

Toplam Et Proteini Degeri’ En az %16 Enaz %14

Kollojen/Toplam Et Proteini Oran1~ En fazla %20 En fazla %25

Nem/Toplam Et Proteini Orant <2,5 <3,6

Yag Miktari/Toplam Et Proteini <25 <25

Oranm

pH En ¢ok 5,4 5,6

Nem Miktari” - En fazla %50

. (Kiitlece, %)



Fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuklarda et kaynakli olmayan proteinler,
nisasta ve nisasta iceren Uriinler ile soya ve soya iirlinlerinin kullanilamayacagi,
baharat kaynakli nisasta ve bitkisel protein miktar1 toplaminin kiitlece %1°1
asmamas1 gerektigi vurgulanmaktadir. Ayrica fermente ve 1sil islem uygulanmis
sucuklarin starter kiltiirler ilave edilerek {iretilmesine de izin verilmektedir.
Fermente sucuk iiretim ortamm en fazla 12°C sicaklia sahip olmasi gerektigi
belirtilmektedir (Resmi Gazete 2012a).

Fermente ve 1s1l islem uygulanan sucuklarin hammaddeden tiiketiciye kadar
gecen siire¢ igerisinde saglikli iiretimin giivence altina alinabilmesi i¢in sucugun
mikrobiyolojik kalite kriterleri de olduk¢a 6nem tasimaktadir. Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde (Resmi Gazete 2011) fermente ve 1sil islem
uygulanmis sucuklarin mikrobiyolojik kriterleri ortaya koyulmustur. Cizelge 1.2°de
sucuklar i¢in olmasi gereken mikrobiyolojik kriterler gosterilmektedir (Resmi Gazete
2011).

Cizelge 1.2. Sucuklara Ait Mikrobiyolojik Kriterler.

Numune Limitler
Sucuk Mikroorganizma Alma Plani Referans Metot
n Cc m M
Salmonella ssp. 5 0 0/25 g-ml EN/ISO 6579
Fermente L. monocytogenes 5 0 0/25 g-ml EN/ISO 11290-1
Sucuk Escherichia coli
0157 5 0 0/25 g-ml ISO 16654
Isil Islem  sglmonella ssp. 5 0 0/25g-ml  EN/ISO 6579
Uygulanmis
Sucuk L. monocytogenes 5 0  0/25g-ml  EN/ISO 11290-1

n: deney numune sayi1si

c: mile M arasindaki sayida mikroorganizma igeren kabul edilebilir en fazla deney numune sayisini
m: (n-c) sayidaki deney numunesinin graminda kabul edilebilir en fazla mikroorganizma sayisi

M: ¢ sayidaki deney numunesinin graminda kabul edilebilir en fazla mikroorganizma sayisi

1.3. Sucuk Teknolojisi

Tiirkiye’de sucuk iiretimi, kirmiz1 et ve yagin pargalandiktan sonra kiyma
makinesinde ¢ekilmesi, igerisine belirli oranlarda baharat, ¢esni verici madde ilavesi
ile birlikte tiim bilesenlerin karistirtlmasi ve dinlendirmesiyle elde edilen hamurun,
bagirsaklara veya yapay kiliflara doldurularak belirli kosullarda (siire, sicaklik, nisbi
rutubet ve hava akim hizi) olgunlastiriimasi neticesinde gergeklestirilmektedir. Isil

islem uygulanmis sucuklar, sucuk hamurunun kiliflara dolumu gergeklestirildikten
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sonra kisa bir fermantasyon islemini takiben belirli siire ve sicaklikta 1s1l islem
uygulamasiyla elde edilmektedir. Sekil 1.1°’de fermente sucuk iiretim asamalari
gosterilmektedir (Con ve ark 2002, Oztan 2003, Erkmen ve Bozkurt 2004, Gokalp ve
ark 2004, Ercoskun 2006). Diinya genelinde {iretilen bazi fermente et iriinlerinin
tiretim kosullar ve karakteristik 6zellikleri Cizelge 1.3’te gosterilmektedir (Fadda ve
Vignolo 2007).

Hammadde Temini ve Tartim1 Baharat ve Diger
(Kirmizi et ve Yag) (4 C) BilesenlerinTemini ve

v

Boyut Kiigiiltme (~2-3mm)

.

Hamurunun Hazirlanmasi ve
Dinlendirme

'

Kiliflara Dolum

‘

Fermantasyon ve Olgunlastirma
(~ 6-8 giin)

'

Muhafaza ve/veya Tiiketim

Sekil 1.1. Fermente Sucuk Uretim Semasi.



Cizelge 1.3. Diinya’da Kuru ve Yar1-Kuru Bazi Fermente Sosislerin Uretim Kosullar
ve Karakteristik Ozellikleri.

. .. Olgunlastirma Ry, Ry/Protein
Ulke Ady/Tipi Sl%akllgsl(o(:) (%) B pH Orani
Yunanistan  Fermente sosis 24-12 32-33 0,80-0,92 4,6-4,9 -
Fransa Saucission 12 - 0,83-0,93 6,2-6,5 2,0:1
Fermente Sosis 24-12 - 0,85-0,86 5,0 -
Ispanya (Salchichon, 15-10 - 0,77-0,80 5,6-5,9 -
Chorizo) 20-10 44-55 0,92-094 55-56 1,1-1,3:1
Fermente Sosis
Portekiz (Chourica, 15 29-41 0,83 5354 1,0-11:1
Salpicao)
Tiirkiye Fermente 25-18 30 089-095 4655 .
Sucuk
Hirvatistan Fermente Sosis 20-16 13-15 0,91-096 5,3-5,5 -
ABD Peperoni 36-13 - 0,90 4,7-4,8 1,6:1
Arjantin ~ Fermente Sosis 23-15 28 0,90 5,2-5,4 1,4:1
Hollanda  Fermente Sosis 25-16 - 0,95 45 -
Irlanda Fermente Sosis 24-15 45-49  <0,91 51 -
Liibnan Fermente Sosis 35 60-65 - 4,4-47 3,51
Tayland Nham 30 70 - 4,4-4.8 3,5:1

Ticari iretilen sucuklarda fermantasyonu saglayabilmek amaciyla sucuk
hamuruna kontrollii sekilde bazi starter mikroorganizma tiirleri tek baslarina veya
belirli oranlarda kombine sekilde sucuk hamuruna ilave edilmektedir. Tirkiye’de
retilen sucuklarda genellikle Lactobacillus, Staphylococcus, Pediococcus ve
Micrococcus cinsi  bakteriler basta olmak {izerefarkli cins ve tiirdeki
mikroorganizmalar da kullanilmaktadir (Con ve ark 2002, Gokalp ve ark 2004).
Diinya genelinde fermente et iriinlerinde bulunan starter nitelikteki bazi
mikroorganizmalarin  karakteristik Ozellikleri Cizelge 1.4’te gosterilmektedir

(Hutkins 2006).



Cizelge 1.4. Fermente Et Uriinlerinde Kullanilan Baslica Starter Kiiltiirler.
Minimum Optimum Glikozdan

rl\r/]I;kroorganIZ Sicaklik  Sicaklik ) Asit Incl;li;tr:;[ne Ana Islev
(C) (C) Uretme* &
L. sake 4 32-35 + - Asit Olusumu
L. curvatus 4 32-35 + - Asit Olusumu
L. plantarum 10 42 + -2 Asit Olusumu
P. pentasacens 15 28-32 + - Asit Olusumu
P. acidilactici 15 40 + - Asit Olusumu
K. varians 10 25-37 - + Tat, Aroma
S. carnosus 10 30-40 - + Tat, Aroma
S. xylosus 10 25-35 - + Tat, Aroma

! Anaerobik sartlar altinda
2 Baz alt tiirler nitrat1 diisiik glikoz ve yiiksek pH ortamlarda indirgeyebilmektedir.

Fermente sucuklarin kalitesi, 6zellikle fermantasyon ve kurutma siirecinde
mikroflorayt olusturan mikroorganizmalarin tiir ve sayilarmma bagli olarak
sekillenmektedir. Sucuklarda fermantasyon hammadde, kullanilan alet ve ekipman,
iretim ortamindan {irline gegcen mikroorganizmalarla rastgele inokiilasyon olarak
gerceklesebilecegi gibi, iiretim asamasinda sucuk hamuruna starter kiiltiir ilavesi ile
de ger¢eklesmektedir (Coventry ve Hickey 1991, Con ve ark 2002, Ercoskun 2006).

Tiirkiye’de fermente sucugun iiretim teknolojisinin standart olmayisi, liretim
stiresinin uzun olusu, sucuk {ireticilerinin ve tiiketicilerin siirekli ve degismeyen
standart bir kalitede {iriin talep etmeleri vb. faktorler, sucuk fireticilerini 1s1l iglem
uygulanan sucuk iiretimine yonlendirmistir. Sucuk sektorii agisindan sucuklarda 1s1l
islem uygulanmasinin en onemli avantaji liretim siirecinin birka¢ giin igerisinde
gercekleserek triinlin kisa silirede satisa hazir hale getirilmesidir. Sucuk iiretim
teknolojisinde 1s1l islemin kullanilmasinin diger nedenleri arasinda {irlinde patojen
mikroorganizma riskinin en aza indirilmesi ve iiriin kalite stabilitesinin dayanikli

hale getirilmesi gelmektedir.

Tirkiye’de fermente sucuklara 1sil islem %70-%99 arasinda rutubetli
ortamlarda, farkli siirelerde merkeze 45-72°C  arasinda degisen sicaklik
uygulanmasiyla gerceklestirilmektedir (Tayar 1994, Filiz 2002). Bununla birlikte
Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’ne (Resmi Gazete 2012a), gére 1sil
islem gormiis sucuklarda uygulanan 1s1l islemin, tiretimde kirmiz1 ¢ig eti kullanilmasi
durumunda ise merkez sicakhigm en az 68°C, ¢ig kanath etlerin kullanilmasi

durumunda en az 72°C’lik sicaklik uygulanmasi gerektigi belirtilmektedir.



Sucuklara 1s1l islem uygulanmasi ile arzulanan aromatik degisimlere yol agan
mikroorganizma faaliyeti ortadan kalkmakta veya yetersiz kalabilmektedir.
Dolayisiyla laktik asit olusumu, lipoliz, proteoliz gibi kimyasal reaksiyonlar tam
olarak sekillenememektedir. United States Department of Agriculture (USDA)
tarafindan iglenmis et iriinleri i¢in uygulanmasi ongoriilen merkez nokta sicaklik

deger ve siireleri Cizelge 1.5’te belirtilmistir (Anonim 1998, Ercoskun 2006).

Cizelge 1.5. Et Uriinleri I¢in Uygulanan Merkez Nokta Sicaklik Deger ve Siireleri.

Sicaklik ('C) Siire (dk)
54,4 121
60,5 15
62,7 10
65,5 3
68,3 1

Isil islem uygulanmig sucuk iretiminde, kiliflara dolumu yapilan sucuk
karisimina genellikle 8-24 saatlik kisa bir fermantasyon siiresini takiben 1s1l islem
uygulanmaktadir. Buna kargin fermente Tiirk tipi sucuk tiretiminde fermantasyonun
saglanmas1 amaciyla yaklasik 6-12 giinliik bir iretim siiresine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Con ve ark 2002, Filiz 2002, Oztan 2003). Isil islem uygulanmis sucuklarda
depolama siirecinde kimyasal ve biyokimyasal faaliyetler sekillenememekte, arzu
edilen degisikliklerin gergeklesmesinde rol alan bakteri aktivitesi, enzimatik
faaliyetler (6rn., proteoliz, lipoliz) ve diger unsurlarin aktiviteleri biiyiik olgiide
yavaglamakta ve/veya ortadan kalkmaktadir. Ayrica sucuga uygulanan 1sil islem,
triin formiiliinde kullanilan baharatin ve diger bilesenlerin O6zellikleri ile
birliktefermantasyon sirasinda olusan tat, lezzet ve aroma bilesiklerinin de olumsuz

yonde farklilagmasina neden olabilmektedir (Ercoskun 2006).
1.3.1. Fermente Sucuklarda Meydana Gelen Metabolik Reaksiyonlar

Sucuklarda fermantasyon ve olgunlasma stirecinde karbonhidrat, protein ve
lipit metabolizmasina bagli olarak farkli birtakim metabolitler olusmaktadir. Tiim
metabolik reaksiyonlarin birbirleriyle olan tepkimediizeylerinin kontrol altinda
tutulmasi oldukea giictlir. Bu baglamda metabolik faaliyetlerin etkilesimleri oldukca
onem tasimaktadir (Ercoskun 2006).



Fermente sucuklarda karbonhidrat metabolizmasi sonucunda genellikle asidik
karakterdeki bilesikler ortaya ¢ikabilmektedir (Cocconcelli ve Fontana 2010).
Karbonhidrat metabolizmasi ile ortaya ¢ikan aroma, reaksiyona giren seker ¢esidine
bagl olarak olusankimyasal bilesiklerdenkaynaklanir. Kesim sonrasinda kaslarda var
olan glikojen bakteriler tarafindan mikrobiyal faaliyet sonucunda oncelikle glikoza
ve/veya laktik asit-laktata indirgenmektedir. Belirtilen siire¢ igin olduk¢a uzun bir
zamana ihtiya¢ duyulmakta ve metabolik faaliyet sinirli kalabilmektedir. Bu duruma
bagli olarak istenilen pH azalmasi ger¢eklesememekte ve dolayisyla renk, tekstiir,
diger duyusal nitelikler de olumsuz yonde etkilenmektedir. Fermente sucuklarda
etkili karbonhidrat fermantasyonunun ger¢eklesmesi sucuklarin kalitesine etki
edecek faktorlerde (6rn., arzu edilen renk, aroma, pH diismesi, laktik asit olusumu)
olumlu yonde artislar meydana gelmektedir (Gokalp ve ark 1998, Oztan 2003,
Ercoskun 2006, Cocconcelli ve Fontana 2010).

Sucuklarda fermantasyon siirecindeki protein metabolizmasi olduk¢a 6nemli
bir role sahiptir. Et proteinleri fermantasyon asamasinda 6ncelikle etlerde bulunan
enzimler (Cizelge 1.6) ile birlikte proteolize maruz kalmaktadir. Ortaya ¢ikan
proteoliz, etin yapisinda bulunan veya mikrobiyolojik aktivite sonucunda ortaya
¢ikan enzimler (6rn., aminopeptidaz), protein yapisinda olan bilesikleri par¢alayarak
ucucu ve ucucu olmayan azotlu bilesikler ile birlikte protein yapisinda olmayan
polipeptit, dipeptit, niikleotit gibi azotlu bilesiklerin olusumuna yol acarak sucuklara
aroma bilesikleri kazandirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Gokalp ve ark 1998,
Toldra 1998, Ercoskun ve Con 2003, Ercoskun 2006, Toldra 2007). Buna karsin
besinlerde bulunan serbest aminoasit ve protein yapisindaki bilesikler,
dekarboksilasyon aktivitesiyle biyokimyasal aktif biyojenik aminlerin (6rn.,
histamin, tiramin, triptamin, feniletilamin) olusmasina yol agabilmektedir (Toldra
1998, Toldra 2007). Cizelge 1.6’da etlerdeki bazi 6nemli proteolitik ve lipolitik
enzimler gosterilmektedir (Toldra 2007).

10



Cizelge 1.6. Etlerdeki Bazi Onemli Proteolitik ve Lipolitik Enzimler.

Enzim Ana Substrat Ortaya Cikan Bilesik
Katepsin Miyofibribler proteinler  Protein pargalari
Kalpain Miyofibribler proteinler  Protein pargalari

20S Proteasome Miyofibribler proteinler  Protein pargalari
Tripeptidilpeptidaz Polipeptitler Tripeptitler
Dipeptidilpeptidaz Polipeptitler Dipeptitler
Dipeptidaz Dipeptitler Serbest amino asitler
Aminopeptidaz Peptitler (amino) Serbest amino asitler
Karboksipeptidaz Peptitler (karboksil) Serbest amino asitler
Lizozomal asit lipaz Triagilgliseroller Serbest yag asitleri
Asit fosfolipaz Fosfolipit Serbest yag asitleri
Esteraz Triagilgliseroller Kisa zincirli serbest yag asitleri
Hormon Duyarli lipaz ~ Triagilgliseroller Serbest yag asitleri
Monoagilgliserol lipaz ~ Monoagilgliserol Serbest yag asitleri

Fermente sucuklarda lipoliz olaymin mikrobiyolojik (6rn., Micrococcus,
Staphylococcus, Lactobacillus) aktivite sonucunda ortaya ¢iktigi belirtilmektedir
(Hinrichsen ve Andersen 1994, Stahnke 1994, Ercoskun ve ark 2004). Micrococcus
ve Staphylococcus’lar genelde uzun zincirli trigliseritler, Lactobacilluslarn ise kisa
zincirli yag asitlerini hidrolize etme yeteneklerine haiz olduklar1 bilinmektedir. Lipit
metabolizmasiin bir kismi kabul edilen lipit oksidasyonu etlerde kalite parametresi
icin istenmeyen bir durum olarak karsilanirken, sucuk gibi fermente et iriinlerinde
aromatik bilesiklerin ortaya ¢ikmasi ve arzu edilen lezzet ve tadin olusmasinda rol

oynamaktadir (Toldra 1998).

1.4. Fermente Sucuklarin Mikroflorasinda Yer Alan Lactobacillus Cinsi

Bakteriler

Lactobacillus’lar, Firmicutes alemi, Lactobacillales simifi, Lactobacillaceae
familyasi, Lactobacillus cinsinde yer almakta olup, su ve toprakta az bulunmakla
birlikte siit ve triinleri, et ve uriinleri, hububat ve sebzeler ile bitki ve bitki
atiklarinda, memelilerin agiz, gastrointestinal ve vajina florasinda yaygin sekilde

bulunmaktadir (Hensyl 2000a, Giileren 2008, Yeniel 2006).

Lactobacillus cinsi bakterilerinin simiflandirilmasinda morfoloji, glikoz
fermantasyon sekli, farkli sicakliklarda iireme, asit veya alkali toleransi, DNA baz
yapisi, yag asidi komposizyonu ve hiicre duvarmin bilesenleri esas alinmaktadir
(Madigan ve ark 1997, Hensyl 2000a, Toldra 2007). Lactobacillus’lar, gram (+) ve
katalaz (-), genellikle hareketsiz, spor olusturmayan ve fakiiltatif anaerob, sekeri
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fermente ederek karakteristik fermantasyon tiriinii olan basta laktik asit olmak iizere
birgok asidi tireten (Cizelge 1.8), diizgilin veya kivrimli uzun basil seklinde bakteriler
olarak tanimlanabilmektedir (Con 1995, Hensyl 2000a). Lactobacillus’lar igerisinde
et ve et iiriinlerinin fermantasyonunda 6nem arz eden baslica bakteriler L. plantarum,
L. fermenti, L. sake, L. casei, L. curvatus, L. farciminis, L. acidophilus olarak
gosterilebilmektedir. Cizelge 1.7°de baz1 Lactobacillus tiirii bakterilerin fizyolojik ve
biyokimyasal karakteristikleri, Cizelge 1.8’de karbonhidrat fermantasyon nitelikleri
belirtilmistir (Giirakan ve ark 1995, Hensyl 2000a, Giileren 2008,).
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Cizelge 1.7. Lactobacillus Tiirlerinin Fizyolojik ve Biyokimyasal Karakteristikleri.

L. L. L. L. L. L.
- : . : casei sub. . L. plantarum L. sake
agilis  alimentarius  bavaricus casei curvatus  maltaromicus
. ) - mDAP Lys- Lys- mDAP mDAP Lys-
Peptidoglikan tipi direkt ~ -YSDAsSP - Lys-DAsp DAsp DASsp direkt direkt D,Z\sp
Teikoik asit - - - - - - Gliserol/Ribitol -
Elektroforetik
hareketlilik 1.40 0.80 - 1.22 1.20 Belirsiz 1.44 1.20
D-LDH
Elektroforetik
hareketlilik 1.20 1.10 1.60 0.93 1.60 Belirsiz 1.28 1.60
L-LDH
Allosterik
L-LDH - - + + + - - +
% mol G+C 43-44 36-37 41-43 45-47 42-44 36 44-46 42-44
Laktik asit izomerleri L L(D) L L D/L L D/L D/L
15°C’de tireme - + + + + + + +
Arjininden olusan NH3 - - - - - Belirsiz - -

mDAP :Meso-diaminopimelic acid, Lys-DAsp: Lysine-D-iso-asparagine, D: D laktik asit izomer formu, L: L laktik asit izomer formu, D-LDH: D-Laktat

dehidrogenaz, L-LDH: L-laktat dehidrogenaz
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Cizelge 1.8. Lactobacillus Tiirlerinin Karbonhidrat Fermantasyon Ozellikleri.

[72)
3 =3 3 -
o wn
Karbonhidrat S 3 5 g 5 g =
Fermantasyonlari 2 "g’ § D g % g £ o
f s 8 88 3 € E =© §
4 4 4 48 4 40 04 04 4
Amigdalin + o - + - ¥ d + =+
Arabinoz - d - - - - + d +
Sellobioz + o+ o+ + + + + o+ 4+
Eskulin + + o+ + + 0 + o+ 4+
Fruktoz + o+ + + + + + + +
Galaktoz + + o+ + + + o+ o+ o+
Glikoz + o+ o+ + + o+ o+ o+ 4
Glukonat -+ 4 + + 0 -+ 4+
Laktoz + -+ d d + O+ o+ o+
Maltoz + + + + - + o+ o+ o+
Mannitol + - - + - + d + -
Mannoz + o+ + + + + + + +
Melezitoz + - - + - + . d }
Mellibioz + -+ - - + o+ o+ o+
Rafinoz + - - - - +f o+ o+ o+
Ramnoz - - - - - - - - -
Riboz + o+ 4+ + + o+ o+ o+ 4
Salisin + + o+ + + + d + o+
Sorbitol d - - + - + - + -
Siikroz +  + + + - + + + +
Trehaloz + o+ - + - + d + +
Ksiloz - - - - - - - d -
+:Pozitif -: Negatif d: Degisken

Fermente sucuklardan en fazla izole edilen Lactobacillus tiirleri arasinda L.
plantarum, L. sake ve L. curvatus’un oldugu belirtilmektedir (Ozdemir 1999). L.
sake’nin fermente sucuklardan izole edilme oranmnin %50-65, L. curvatus’un ise
yaklasik %25, L. plantarum’un ise %10-15 oldugu bildirilmektedir (Schillinger ve
Liicke 1987, Ozdemir ve ark 1996, Unliitiirk ve Turantas 1998, Ozdemir ve ark 2002,
Bagyigit ve ark 2007). Ayrica fermente sucuklarin mikroflorasinda yer alan L.
bavaricus, L. brevis, L. casei, L. buchneri ve L. paracasei, L. rhamnosus gibi
Lactobacillus cinsine ait bakterilerin diger tiirlere gore daha az sekilde yer aldig

vurgulanmaktadir (Papamanoli ve ark 2003).

Lactobacillus cinsi mikroorganizmalarin fermente sucuklarda yeterli oranda
bulunmasi ve/veya iiretim agamalarinda ilave edilmesi sonucunda 6zellikle laktik asit

bakterileri asitligin artmasina, dolayisiyla {riiniin pH degerinin azalmasina neden
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olmaktadir. Bu durum et proteinlerinin su tutma kapasitesini diislirmekte ve
fermantasyon siirecinde sucuklarin su kaybetme oraninin artigina neden olarak
fermantasyon siirecinin kisalmasina yol a¢gmaktadir (Leistner 1995, Cocconcelli ve
Fontana 2010).

Fermantasyon siiresince Ozellikle laktik asit bakterilerinin curvasin A,
sacaicin gibi bakteriyosin 6zelligi gosteren bilesikler ile diasetil, asetaldehit, hidrojen
peroksit, hidrojen siilfiir gibi metabolit triinlerini olusturduklari ve metabolitlerin
patojen mikroorganizmalarin (6rn., L. monocytogenes, S. aureus) iiremeleri tizerinde
olumsuz etki saglayabilecegi yapilan ¢alismalarda vurgulanmaktadir (Messi ve ark
2001, Erdogrul ve ark 2002, Filiz 2002, Papamanoli ve ark 2003, Dinger 2007).

Bununla birlikte Lactobacillus cinsi bakterilerin fermente sucuklarda
kontrolsiiz bir sekilde bulunmasi, diger saprofit veya patojen bakterilerin yarattig
olumsuz etkilere (6rn., lezzet ve aroma kayiplari, renk kaybi, gaz olusumu, mukoz

tabaka olusumu) sebep olabilmektedir (Hu ve ark 2009, Toomey ve ark 2010).

1.4.1. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake ve Lactobacillus curvatus’un

Fermente Sucuklar Uzerindeki Etkinlikleri

Fermente et endiistrisinde starter kiiltiirlerden iiriin giivenligini saglama, iirlin
stabilitesini 1yilestirme ve duyusal 6zellikler kazandirma amaciyla yararlanilmaktadir
(Liicke 2000, Kaban 2007, Toldra 2007). Fermente sucuklarda basta L. plantarum, L.
sake ve L. curvatus olmak tizere bir¢ok laktik asit bakterileri (6rn., L. lactis, L. casel,
P. acidophilus, P. acidilactici, P. pentosaceus) fermantasyonda rol oynamaktadirlar
(Yaman ve ark 1998, Ozdemir 1999). Bunun yaninda fermente sucuklarda starter
kiiltiir olarak katalaz pozitif koklar (6rn., Staphylococcus carnosus, Staphylococcus
xylosus, Micrococcus varians), kiifler (6rn., Penicillium nalgiovense) ve mayalar
(6rn., Debaryomyces hanseii) kullanilabilmektedir (Leistner 1995, Candogan 2000,
Lebert ve ark 2007). Cizelge 1.9°da European Food Safety Authority (EFSA)
tarafindan besinlerde nitelikli giivenilir olarak kabul edilen (Qualified Presumption

Safety) Lactobacillus tiirleri gosterilmektedir (Anonim 2007b, Korhonen 2010).
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Cizelge 1.9. EFSA Tarafindan Besinlerde Nitelikli Giivenilir Olarak Kabul Edilen
Baz1 Lactobacillus Tiirleri.

Lactobacillus Turleri

L. acidophilus L. amylolyticus L. amylovorus

L. alimentarius L. aviaries L. brevis

L. buchneri L. casei L. crispatus
L.curvatus L. delbrueckii L. farciminis

L. fermentum L. gallinarum L. gasseri

L. helveticus L. hilgardii L. johnsonii

L. kefiranofaciens L. kefiri L. mucosae

L. panis L. paracasei L. paraplantarum
L. pentosus L. plantarum L. pontis

L. plantarum, L. sake ve L. curvatus, sucuk hamurunda bulunan
karbonhidratlari, lipitleri, azotlu bilesikleri ve diger kiigiik molekiil agirlikli
bilesikleri pargalayarak sucugun kendine has duyusal 6zelliklerinin (6rn., renk, tat,
koku, kivam, yap1 ve aroma bilesikleri) olusumunda 6nem tagimaktadir (Selgas ve
ark 1993, Stahnke 1994, Blom ve ark 1996, Navarro ve ark 1998, Shahidi 1998a,
Shahidi 1998b, Ercoskun 2006, Lebert ve ark 2007).

L. plantarum, fakiiltatif heterofermantatif olma 6zelliginden dolay1 sucuklarin
fermantasyonu siirecinde olusturdugu laktik asit ve diger organik asitler ile tiriinde
yapisal nitelikler, kivam, renk ve tadin gelismesinde etkili rol oynamaktadir (Toksoy
ve ark 1999). Bunun yaninda her iki D ve L laktik asit izomerlerini iiretebilme
yetenegine sahiptir (Candogan 2000) (Cizelge 1.6). Ancak L. plantarum, sucuklarda
fermantasyon sicakliginin azaldig: siirecte laktik asit liretiminde azalma meydana
gelmektedir. Buna karsin fermantasyon 25C ve daha disiik sicakhiklarda
gerceklestirildiginde, L. sake ve L. curvatus tarafindan curvasin A ve sacaisin
tiretiminin  stirdirildigi  (Kongkiattikajorn 2013, Krockel 2013) ve patojen
mikroorganizmalarin gelisimlerini inhibe ettigi vurgulanmaktadir. Olgunlastirma
sicakligi 20-22°C olan fermente sucuklar ile ilgili yapilan calismalarda sucuk
mikroflorasinda baskin grubu L. sake ve L. curvatus oldugu, olgunlastirma
sicakligmim 25°C oldugu ve daha yiiksek oldugu kosullarda ise L. plantarum'un

ortama baskin oldugu vurgulanmaktadir (Ozdemir ve Siriken 1996).
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1.5. Antibiyotiklerin Tanim ve Siniflandirilmasi

Antibiyotik terimi “karsit yasam” veya “yasam karsit1” anlamina gelmektedir.
Antibiyotikler bagsta kiif, bakteri ve bitkiler tarafindan {retilen ve baz
mikroorganizmalar iizerinde inhibe veya tahrip edici etki yapan, enfeksiyon
etkenlerinden korunmada yararlanilan, sentetik, yar1 sentetik veya dogal yapilar
seklinde bulunan kimyasal madde olarak tanimlanabilmektedir (Cetinkaya ve ark
2000). Aarestrup ve Jenser (2007)’e gore antibiyotikler, “bazi mikroorganizmalarin
yok edilmesini veya gelismesini engelleyen ayn1 zamanda konakgiya az oranda zarar
veren dogal, yar1 sentetik ve sentetik yapidaki bilesikler” olarak tanimlanmaktadirlar.
Oner (1992) ve Ozsahin ve ark (2005) antibiyotikleri “mantarlar veya benzeri
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, bazi mikroorganizmalarin gelismesini
durdurma ve Oldiirme giicii bulunan dogal veya sentetik maddeler” seklinde

aciklamaktadirlar.

Antibiyotikler ilk kez 1920’li yillarin basinda ortaya ¢ikarilmig ancak insan
ve hayvanlardaki enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaya 1940’11 yillarda yogun
olarak gecilmistir. Daha sonraki siire¢ igerisinde yeni tiirdeki antibiyotiklerin
bulunmasi, spektrumlarin genislemesi, patojen mikroorganizmalara karsi tedavilerin
gelismesinde ve farklilasmasinda biiyiikk 6nem kazanmistir (Barbosa ve Levy 2000,

Wheat 2001, Tollefson ve Karp 2004, Sanders 2005, Saga ve Yamaguchi 2009).

Antibiyotikler hedef hiicreye etkilerine, etki mekanizmalarina, etki
gosterdikleri mikroorganizma grubuna, etki spektrumuna, immiinomodiilatér

etkilerine gore 5 ana grupta incelenebilmektedir (Sdenz ve ark 2001, Wegener 2003,
Erol 2007, Kohenski ve ark 2007).

1.5.1. Hedef Hiicreye Etkilerine Gore Antibiyotikler

Antibiyotikler, hedef hiicreye etkilerine gore bakteriyostatik ve bakteriyositik
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Bakteriyositik etki gdsteren antibiyotikler,
bakterilerin yikimlanmasini saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Bakteriyostatik
grupta yer alan antibiyotikler ise ribozom aktivitesini engelleyerek bakterilerin

iremesini inhibe etme ve/veya durdurma etkisini gostermektedirler. Ayrica
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antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 hedef hiicreye etki durumlarimi de etkilemektedir
(Pankey ve Sabath 2004, Kohenski ve ark 2007,).

1.5.2. Etki Mekanizmalarina Gore Antibiyotikler

Antibiyotikler etki mekanizmalarma gore hiicre duvar1 sentezini
engelleyenler, protein-DNA-RNA sentezini inhibe edenler, para amino benzoik asit
(PABA) sentezinin durduranlar ve membran gegirgenligi inhibisyonunu saglayanlar
olmak tiizere 4 grupta incelenebilmektedir. Cizelge 1.10°da etki mekanizmalarina
gore antibiyotik gruplar1 gosterilmektedir (Davies ve Webb 1998, Mc Dermott ve ark
2002, Alanis 2005).

Cizelge 1.10. Etki Mekanizmalarina Gore Antibiyotiklerin Gruplandirilmasi.

Etki Mekanizmasi Antibiyotik Gruplari
Hiicre Duvari Sentezinin ~ B-laktamlar (6rn., penisilin, sefalosporin,
Engellenmesi karbapenemler), glikopeptitler, siklik lipopeptitler

Tetrasiklinler, aminoglikozitler, kloramfenikol,
okzazolidonones, (6rn., linozolid), makrolitler,
linkozamitler, kuinolonlar, florokuinolonlar, rifampin

Protein, DNA ve RNA
Sentezinin Inhibisyonu

PABA Sentezinin
Engellenmesi

Membran Gegirgenliginin
Inhibisyonu

Siilfanomitler, trimethompin

Polimiksinler (6rn., kolistin, polimiksin-B)

Bakteri hiicresi, protoplazmik membran ile hiicreyi ozmotik etkilerden
koruyan sert bir hiicre duvari ile ¢evrilidir. Bakteri hiicre duvarini pargalayan, duvar
polimerlerinin sentezini veya duvara inkorporasyonunu engelleyen maddeler,
tiremekte olan bakterileri ozmotik etkilere duyarli hale getirip yikimlanmasina neden
olmaktadir. Bakteri hiicre duvar1 kendine 0zgli oldugundan ve bu sekildeki
biyosentezin okaryotik hiicrelerde bulunmamasindan dolay1 etkilesimde bu bolgeye
etkisi olan ilaglar spesifik ve non-toksiktirler. Hiicre duvari biyosentezi iizerine
oncelikle etki gosteren antibiyotikler basta penisilin ve sefalosporinler olmak iizere
fosfomisin, sikloserin, vankomisin ve basitrasin olarak gosterilebilmektedir (Mc

Dermott ve ark 2002, Alanis 2005).

Hiicre duvari sentezini engelleyen antibiyotikler, hiicre duvarindaki yapilarin
(6rn., peptidoglikogan) islevlerinde degisikliklere yol agarak etki gostermektedirler.
Bu grup igerisinde B-laktam, glikopeptit (6rn., vankomisin, teikoplanin), sikloserin,

basitrasin gibi antibiyotik gruplar1 yer almaktadir (Davies ve Webb 1998, Kohenski
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ve ark 2007). Baz1 gram (+) bakteriler (6rn., Enterococcus) hiicre duvari sentezini
engelleyen antibiyotiklere (6rn., aminoglikozit, tetrasiklin) karsi intrinsik olarak

degil, sonradan kazanilan bir diren¢ mekanizmasi gelistirebilmektedirler (Kohenski

ve ark 2007).

B-laktam grubu antibiyotiklerin ortaya ¢ikisi Il. Diinya Savasi’na dayanmakta
olup, 1940’lh yillarda tedavi amaciyla enfeksiyonlarin tedavisinde oldukca yaygin
olarak kullanilmigtir (Wilke ve ark 2005). Giiniimiizde ise p-laktam grubu
antibiyotikler, mikroorganizmalara kars1 yiiksek etki giicline sahip olmalari, diisiik
maliyetle ve kolaylikla temin edilebilmeleri, genis spektrum ve diisiik yan etkilere
sahip olmalarindan dolay1 yaygin olarak tercih edilmektedir (Wilke ve ark 2005). -
laktam grubu antibiyotikler, transpeptidaz gibi bakteri hiicre duvarinin sentezinde
gorev alan enzimler iizerinde olumsuz etki yaratarak mikroorganizmalarin
olusturdugu enfeksiyonlarda kullanilmaktadir. Ayrica hiicre duvari disinda gorev
alan enzimler {lizerinde engelleyici bir rol oynayarak hiicre duvar1 fonksiyonlarini
inhibe etmektedir (Neuhauser ve Danziger 2005, Wilke ve ark 2005). -laktam grubu
antibiyotikler arasinda yer alan tiirevleri hiicre duvarinin sentezinde goérev alan
enzimlerin inhibisyonunun yaninda kimyasal yapilarina eklenen yan zincirlerde f-
laktamaz enzimi aktivitesine kars1 direngli bilesik veya molekiilleri igererek
mikroorganizmalar iizerindeki olumsuz aktivitelerini artirmaktadirlar (Wilke ve ark
2005).

B-laktam grubu antibiyotikler icerisinde penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemler gibi gruplar yer almaktadir. Bu grup antibiyotikler
dogal, yar1 sentetik veya sentetik olarak iiretilmekte olup, mikroorganizmalarin [3-
laktamaz enzimi {retebilir 6zellikte olma durumuna karst yapilarinda bulunan
bilesiklerle belirtilen 6zellik karsisinda direngli olmasina yol agabilmektedir (Parry
1987, Ozsahin ve ark 2005). Antibiyotik tarihinde 6nemli bir yere sahip olan
penisilin, giiclii bakterisitik etkisinin yaninda toksikolojik etkileri nisbeten diisiik
dogal veya yar1 sentetik yapida bulunabilmektedir (Miller 2002). Penisilin
cogunlukla Penicillium notatum ve Penicillium chrysogenum gibi mikroorganizmalar
basta olmak iizere cesitli kiif tiirlerinden ekstraksiyon ve saflastirma yontemleriyle
elde edilmektedirler (Miller 2002, Ozsahin ve ark 2005). Yar: sentetik penisilinler,

dogal penisilin yapisin1 kimyasal manipiilasyonlarla degistirmek suretiyle veya
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penisilin molekiiliinde ana kimyasal yapiy1 olusturan 6-apa’ya uygun bir yan zincir
eklemek suretiyle elde edilmektedirler (Parry 1987, Ozsahin ve ark 2005).

Penisilinler thiazoldine halkasi, f-laktama baglanma yapist ve yan molekiil
zinciri olmak iizere 3 ana kimyasal yapidan meydana gelmektedir. Sefalosporin,
karbapenem ve monobaktam gibi farkli yari-sentetik ve sentetik antibiyotikler [3-
laktam yapisinda olup, penisilin 6zelligi tasimaktadir. Penisilin grubu antibiyotikler
dogal, penisilinaz direngli, amino penisilin, spektrumu genisletilen ve amino
penisilin/B-laktamaz  inhibitér  icerenler —olmak iizere 5 ana  grupta

incelenebilmektedir.

Biitlin penisilinler aktif olarak bakteriyositik etkiye sahiptirler. Penisilinler
hiicre duvariin sentezini inhibe etmekte olup, enzimlere baglanarak ¢apraz protein
baglar1 olusturmakta ve olusan enzimler penisilin baglayici proteinler olarak
bilinmekte olup, hiicre duvarinin hemen altinda yer almaktadirlar. Penisilin baglayici
proteinler otolitik enzimlerle birlikte duyarli bakterilerde hiicre duvar yapisini

zayiflatmakta ve sonugta hiicrelerin par¢alanmasina neden olmaktadir (Miller 2002).

Dogal penisilinler aerobik ve gram (+) bakteriler (6rn., Enterococcus,
Streptococcus) lizerinde etkinliklerini gostermektedirler. Ayrica bazi B-laktamaz
enzimi tretemeyen Staphylococcus tiirlerine karsi da etkindirler. Amino penisilin
gibi sentetik penisilinler ise yapilarindaki bilesenlerin etkinlik diizeyine gore gram (-)
bakterileri (6rn., Haemophilus influenzae, E. coli, Neisseria gonorrhoeae)
etkileyebilme ozellikleri kazanmiglardir (Miller 2002). Cizelge 1.11’de penisilin
spektrumunun siniflandirilmasi gosterilmektedir (Epstein ve ark 1997, Miller 2002).
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Cizelge 1.11. Penisilin Spektrumunun Siniflandirilmasi.

Sinif Tiirev Antibakteriyel Spektrum
Penisilin G Sodyum Gram (+) koklar, penisilinaz
Penisilin G Potasyum  iiretemeyen aerobik
Dogal Penisilin G Benzatine ~ mikroorganizmalar,
2 Penisilin G Prosaine ~ Gram (+) Streptococcus,
Penisilinler
Staphylococcus,
Penisilin V Diger (6rn., Actinomyces israeli,
Clostridium ssp.)
Penisilinaz Metisilin
o Kloksasilin Metisiline duyarli S. aureus
Enzimine . -
Direncli Dikloksasilin
L Nafsilin Metisiline duyarli Streptococcus ssp.
Penisilinler .
Oksasilin
. Ampisilin L. monogytogenes
A:arr?ilgicl)inler Amoksisilin Enterococcus ssp.
P Bakampisilin Proteus mirablis, E. coli
. Karbenisilin .
Genis . Klebsiella ssp.
Mezlosilin
Spektrumlu . - Pseudomonas ssp.
o Piperasilin -
Penisilinler . - S. aureus, S. pneumonia
Tikarasilin
Amino penisilin/ Amok3|3|_I|n/ _ Metisiline duyarl S. aureus
B-Laktamaz Klavulanik asit .
. H. influenzae
Inhibitor - .
: Ampisilin/Sulbactam  Moraxella catarrhalis
Kombinasyonlari

Dogal penisilinler ilk olarak ortaya ¢ikarildiklari i¢in klinikte ilk kullanilan
antibiyotik olma 6zelligindedirler. Dogal penisilinler arasinda yer alan penisilin G ve
penisilin V dar spektruma sahip olup, penisilin G (benzylpeniciline) parenteral,
penisilin V (phenoxymethylpeniciline) ise oral olarak kullanima uygundur. Cizelge
1.11°den de goriilecegi tizere penisilin G dort farkli formda bulunmaktadir. Sodyum
ve potasyum iceren penisilin G formlar1 depolama siirecinde degisimini dengelemek,
benzathine ve procaine formlari ise aktivite esnasinda yavas emilmeyi saglamak ve
yarilanma Omriinii uzatmak amaciyla gelistirilmistir (Miller 2002). Penisilin G grubu
dogal antibiyotiklerin dokulara etkin bir sekilde niifuz etme, duyarh
mikroorganizmalar i¢in yliksek diizeyde aktivite gosterme gibi niteliklere sahiptir.
Buna karsin penisilin G grubu antibiyotiklerin gastrik salgilar karsisinda kolay
inaktive olma, B-laktamaz enzimi iiretebilen mikroorganizmalara kars1 etkisiz kalma

gibi olumsuz 6zellikleri de bulunmaktadir.
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Sentetik  penisilinler, ilk olarak penisilinaz  enzimi iiretebilen
mikroorganizmalarin ortaya cikmasiyla birlikte gelistirilmeye baglanmistir. Bu
grupta yer alan penisilinler yapilarinda penisilin molekiiliine bagh biiyiik yan zincir
igcermekte olup, Staphylococcus’larin penisilinaz enzimini iiretebilme ve B-laktam
halkasin1 degistirebilme yetenegini engellemektedir. Bu o6zelliklerinden dolay1
sentetik  penisilinlerin ~ bircogu  “antistafilokokkal  penisilinler”  olarak

nitelendirilmektedir (Miller 2002).

Metisilin, sentetik penisilinler icerisinde yer alan ve penisilinaz enzimine
direngli penisilinler grubu igerisinde onemli bir yere sahiptir. Metisilin, metisiline
direngli Staphylococcus aureus’un (MRSA) ortaya ¢ikmasindan dolayr kullanimda
kisa siire kalmistir (Miller 2002, Stapleton ve Taylor 2002). Penisilinaz enzimine
direncli penisilinler grubu igerisinde nafsilin, oksasilin, kloksasilin, dikloksasilin gibi
diger sentetik penisilin tlirleri yer almaktadir. Penisilinaz enzimine direngli
penisilinlerin etki spektrumlar1 orta diizeyde, deri ve yumusak dokularda olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilabilmektedir (Miller 2002, Parry
1987). Ancak gilinlimiizde Staphylococcus’lar basta olmak lizere metisiline karsi
zamanla diren¢ kazanmis mikroorganizmalarin yol agtig1 enfeksiyonlarda kullanimi
etkin degildir. Dikloksasilin, penisilinaz enzimi iireten stafilokokkal enfeksiyonlarin
ve mastitisin tedavisinde kismi olarak kullanilan sentetik penisilinler arasinda yer

almaktadir (Parry 1987).

Mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavi siirecinde
antibiyotiklerin kullanim amaglar1 arasinda gelistirilmis bir diger mekanizmay1
mikroorganizmalarin  protein, DNA veya RNA sentezinin engellenmesi
olusturmaktadir. Mikroorganizmalarin protein, DNA veya RNA sentezinin
engellenmesinde veya durdurulmasinda tetrasiklin, aminoglikozit, makrolit, kuinolon
ve florokuinolon olarak 4 ana grupta kullanilmakta olup, dogal, yari-sentetik ve
sentetik olarak 3 farkli sekilde iiretilmektedir. Protein, DNA veya RNA sentezinin
engelleyen veya durduran antibiyotikler, bakterilerin canliliklarin1 koruyabilme ve
cogalma siirecinde bakteri icin gereksinim duyulan protein ve/veya protein
yapisindaki bilesiklerle birlikte, DNA ve RNA sentezi veya aktivitesini olumsuz
etkileyerek bakteriler iizerinde bakteriyostatik etki gostermektedirler (Aleksandow ve

Simonson 2008).
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Tetrasiklinler, ilk olarak 1940’1 yillarda toprak mantar1 olarak bilinen
Streptomyces aureofaciens’in fermantasyonu sonucunda ortaya ¢ikmistir (Davies ve
Webb 1998). Tetrasiklin grubu igerisinde 1954 yilinda kimyasal olarak {iretilen ilk
antibiyotik Klortetrasiklindir (Oka ve ark 2000, Sapadin ve Fleishmajer 2006).
Tetrasiklin grubu antibiyotikler kendi aralarinda dogal, yari-sentetik ve kimyasal
olarak modifiye edilenler olmak {izere 3 grupta incelenmektedir. Etki mekanizmalari
bakimindan protein, DNA veya RNA sentezini engelleyen antibiyotik grubundadir
(Speer ve ark 1992, Davies ve Webb 1998, Sapadin ve Fleishmajer 2006).
Tetrasiklinler, 4 halkal bir karboksilik yap1 olan hidronaftesen ¢ekirdegi bulunmakla
birlikte ¢ekirdegin 5., 6. ve 7. pozisyonlarindaki yan halkalara farkli bilesiklerin
eklenmesine gore tiirevler farklilik gostermektedir (Schnappinger ve Hillen 1996,
Fuoco 2012). Yaygin olarak bilinen tetrasiklin grubunda daktiloskilin, doksisiklin,
minosiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin gibi ajanlar yer almaktadir (Speer ve ark
1992). Tetrasiklin grubu antibiyotikler, insanlarda bakteri kaynakli enfeksiyon ve
hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin yaninda veteriner hekimlikte ¢iftlik
hayvanlarinin enfeksiyonlariyla birlikte profilaktik etki gostermesi amaciyla da oral
yollardan veya hayvan yemleriyle birlikte kullanilmiglardir (Speer ve ark 1992,
Aleksandow ve Simonson 2008).

Tetrasiklinlerin ¢ogunlugu etkilerini bakteri hiicre duvarindan giris yaptiktan
sonra ribozomlarin A konumuna aminoacyl-tRNA’larin baglanmalarin1 bloke ederek,
bakterilerin  protein  sentezini durdurmak ve/veya engellemek suretiyle
gerceklestirmektedirler (Speer ve ark 1992, Davies ve Webb 1998, Fluit ve ark 2001,
Sapadin ve Fleishmajer 2006). Tetrasiklinlerin bakterilerde ribozomlarin A
konumuna aminoacyl-tRNA’larin baglanmalarini bloke etmesinin yaninda tRNA
stabilitesi, rRNA sentezi ve aminoasit metabolizmasi tizerindeki ikincil etkilerden
dolay1 protein sentezini engellemektedirler (Speer ve ark 1992). Ancak Rasmussen
ve ark (1991) ve Olivera ve Chopra (1992) baz1 tetrasiklinlerin (6rn., kleokardin,
tiatetrasiklin) diger tetrasiklinlerden farkli olarak sitoplazma mekanizmasi tlizerinde
etki gostererek antimikrobiyal etki gosterdigini bildirilmektedirler. Bakteriler
tetrasiklinlere karsi tetrasiklinlerin ribozomlara gecisini sinirlayici, tetrasiklinlerin
ribozomlara baglanmasii degistirici ve tetrasiklinleri inaktive eden enzim
sentezleyici olmak tlizere 3 sekilde antibiyotik diren¢ mekanizmasi gelistirmislerdir

(Speer ve ark 1992). Tetrasiklinler, ¢iftlik hayvanlarinda ve insanlarda ortak
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kullanim1 olan antibiyotik gruplar arasinda yer almaktadir. Tetrasiklinlerin yaygin
olarak kullanilmasinda ¢ogunlugunun oral yollardan alinmasi, ucuz olmasi, az yan
etkiye sahip olmasi gibi etkenler 6nemli rol oynamaktadir. Ancak bakteriyositik etki
yerine bakteriyostatik etki gostermesi, gebe kadinlarda ve ¢ocuklarda iskelet sistemi
tizerindeki olumsuz etkileri gibi nedenlerden dolay1 kullanimi kisithidir (Speer ve ark

1992).

Antibiyotiklerin bir diger onemli etkinlik mekanizmasini
mikroorganizmalarin i¢ ve dis membranlarindaki gecirgenligin ve membran
mekanizmasinin bozulmasi olusturmaktadir. Antibiyotiklerin membran gegirgenligi
ve mekanizmas1 iizerindeki etkileri, mikroorganizmalara bakteriyostatik etki
gostererek canliliklarinin yitirilmesini saglamaktadir. Mikroorganizmalarin membran
gecirgenliginin inhibisyonu, membran yapisindaki bilesiklere (6rn., lipopolisakkarit)
gore farklilagmaktadir. Antibiyotikler, lipopolisakkarit yapidaki membranlara sahip
mikroorganizmalara, membrandaki lipitlerde bulunan katyonlarin aniyonik degerlige
doniismesinde, ayrica bazi proteinlerin yer degistirmelerini saglayarak membran

gecirgenligi ve yapisini olumsuz sekilde etkilemektedirler (Landman ve ark 2008).

Glikopeptit grubu antibiyotiklerden vankomisin, teikoplanin bakteri hiicre
duvar sentezininin inhibisyonu seklinde etki gostermektedirler. Vankomisin ilk kez
1950°1i yillarmm basinda Amycolatopsis orientalis tarafindan {iretilen bilesigin
(compound 05865) penisilin  direngli ~ Staphylococcus’lardan  kaynaklanan
enfeksiyonlarin tedavisinde basari elde edilmesi sonucunda ortaya ¢ikmistir (Levine
2006, Woodford ve ark 1995, Yao ve Crandall 1994). Gegen siire¢ igerisinde
vankomisinin saf olarak elde edilememesi ve fazla yan etkilerle karsilasilmasi
nedeniyle dnemini yitirmis olmasina ragmen, sentetik olarak saf seklinin liretilmesi
ve bakteriyel endokarditis tedavisinde basar1 elde edilmesi sonucunda 1958 yilinda
FDA’nin vankomisin kullanimina izin verdigi bildirilmektedir. Metisilinin ortaya
¢ikmasi ve kullanimina izin verilmesiyle birlikte penisiline direngli Staphylococcus
enfeksiyonlarin tedavisinde gilincelligini yitiren vankomisinin MRSA’larin ortaya
cikmasiyla birlikte 1980°1i yillarin bagindan 1990’1 yillarin ortalarina kadar tekrar
onem kazandign vurgulanmaktadir (Yao ve Crandall 1994, Levine 2006, Onciil
2010). Sekil 1.2°de vankomisinin kimyasal yapis1 gosterilmektedir (Yao ve Crandall
1994).
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Amino asit-1 ~ Amino asit-3

Sekil 1.2. Vankomisinin Kimyasal Yapisi.

Sonraki yillarda vankomisinin kimyasal yapisinda degisiklikler ortaya
cikarilarak avoparcin, teikoplanin gibi diger glikopeptit grubu antibiyotikler elde
edilmeye baglanmistir. Vankomisin, gram (+) bakterilerde hiicre duvar yapisini
Olusturan peptidlerin terminal D-ala-D-ala dizisine baglanmak suretiyle
transglikolizasyon reaksiyonunu ve peptidoglikan olusumunu inhibe ederek
bakteriyosidal etki gostermektedir. Bu nedenle gram (-) bakterilerin (Flavobacterium
meningosepticum istisna) hedef yapilarina lipid membranlarindan gegememeleri
nedeniyle etki gosterememektedirler (Oztiirk 2002, Levine 2006, Onciil 2010). Son
yillarda koagulaz (-) Staphylococcus’lar (6rn., S. haemolyticus, S. epidermidis) ve
Enterococcus’larda  glikopeptitlere  kasi  direng  gelistigi  bilinmektedir.
Enterococcus’larda vankomisin direncinin D-ala D-ala ligaz enziminin peptidoglikan
onciil molekiiliiniin D-ala-D-ala distal ucunun yapisinin degistirilip vankomisinin
buraya adhezyonunun engellemesi sonucu gelistigi bildirilmektedir (Yao ve Crandall
1994, Woodford ve ark 1995, Oztiirk 2002).

1.6. Antibiyotiklerin Hayvansal Uretimde Kullanim

Antibiyotiklerin hayvanlarda tedavi ve biiylimeyi artirma amacli kullanimlari
1940’11 yillara dayanmaktadir (Salisbury ve ark 2002, Mathur ve Singh 2005,
Sanders 2005). Antibiyotikler hayvan beslemede ilk kez 1946 yilinda streptomisinin
tiretiminden elde edilen kiiltiir kalintilariin civciv rasyonlarina katilmasiyla
kullanilmaya baglanmistir. Daha sonraki yillarda hayvansal {iretimde biiyliime amagh

kullanilan en yaygin antibiyotik grubu arasinda tetrasiklinler (6rn., aureomisin) yer
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almigtir (Schwarz ve ark 2001, Aarestrup ve Jenser 2007). Enfeksiyonlara neden olan
mikroorganizmalarin etki mekanizmasi ve patogenezin daha iyi sekilde anlasilmasi,
yeni antibiyotik tiirevlerinin ortaya ¢ikarilmasi gibi faktorler sonucunda hayvan
saglig1 konusunda 6nemli gelismelere neden olmustur (Wegener 2003, Tollefson ve
Karp 2004, Saga ve Yamaguchi 2009). Daha sonraki donemlerde hayvanlarda basari
ile kullanilan antibiyotikler hayvancilikta kullanilmaya baslanmistir (Tollefson ve

Karp 2004).

Ciftlik hayvanlarinda antibiyotikler tedavi edici (terapotik), proflaktik ve
biiyiimeyi artirmak olmak tizere 3 temel amagla kullanilmaktadirlar (Saenz ve ark
2001, Teuber 2001, Allerberger ve ark 2003, Wegener 2003, Tollefson ve Karp
2004, Aarestrup ve Jenser 2007, Erol 2007, , Ungemach ve ark 2006).

Hayvansal iiretimde antibiyotiklerin tedavide kullanimi, tlirevlerin
cesitlenmesi ve artisgina bagli olarak olduk¢a yayginlasmigtir. Hayvanlarda
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler minimal diizeyde yan etki
yaratmaktadirlar. Antibiyotik tedavisi antibiyotiklerin tiirev ve gruplari, uygulama
yollar1 (6rn., oral, intravendz ve intramuskular), iiretimi yapilacak hayvanlarin cins
ve tiirlerine gore degisiklik gostermektedir (Wegener 2003, Florea ve Nightingale
2004, Tollefson ve Karp 2004, Ungemach ve ark 2006).

Antibiyotikler, biiylime amagli olarak ilk kez 1940’11 yillarda kanatli hayvan
tretiminde tetrasiklinlerin kullanilmasiyla baslamis olup, daha sonraki yillarda diger
ciftlik hayvanlarinda da kullanimi1 gelistirilmistir. National Office of Animal Health
(NOAH)’e gore biiylime amagli kullanilan antibiyotikler “hayvanlarda biiyiime ve
yem randimanimi artirma, enfeksiydz etkenlere karsi hayvanlart koruma nitelik
tasityan maddeler” olarak nitelendirilmektedir. Hayvanlarda biiyiimeyi artirmak
amaciyla kullanilan antibiyotikleroral yoldan yemlerle veya intramuskular ve

intravenoz yollardan hayvana dogrudan uygulanmaktadir (Hughes ve Heritage 2004).

Hayvanlarda biiylime amach kullanilan antibiyotiklerde {ilkelere gore
uygulama alani, kullanim ¢esit ve dozu farkliliklar gdsterebilmektedir. Giiniimiizde
geligsmis {lilkeler biiylime amacl antibiyotik kullanimima kisitlamalar getirirken,
gelismemis ve gelismekte olan iilkeler bu amagla kullanilan antibiyotiklerin bazi

tiirevlerine izin vermektedir (Hughes ve Heritage 2004).
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Biiylime amagh kullanilan antibiyotiklerin hayvanlarin tiirlerine gore farklilik
gostermesinin nedenleri arasinda yemlerden daha fazla yararlanmak ve/veya
enfeksiyonlardan hayvanlar1 korumak gosterilebilmektedir. Yaygin olarak kanatl
hayvanlarda goriillen enfeksiyonlara yonelik biiylime amagli antibiyotikler
kullanilirken, kasaplik hayvanlarda ise enfeksiyontiirine gore farkli antibiyotik
tirevleri kullanilabilmektedir (Basustaoglu 2004a, Hughes ve Heritage 2004).

Ciftlik hayvanlarinda biliylime amacli kullanilan antibiyotikler arasinda
bambermisin, streptogramin, basitrasin, streptomisin, tetrasiklin, eritromisin,
iyonofor, florokuinolon tiirevleri veya bilesikleri gosterilebilmektedir. Tiirk Gida
Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin
Siniflandirilmast ve Maksimum Kalinti Limitleri Yonetmeligi'ne (Resmi Gazete
2012b) goére hayvanlarda kullanim1 yasaklanan antibiyotikler arasinda kloramfenikol,

dimetridazol, metronidazol, nitrofuranlar, ronidazol yer almaktadir.

Hayvansal iiretimde kullanilan antibiyotiklerin beseri hekimlikte kullanilan
tirevlerle benzerlik gostermesi, antibiyotik direng gelisiminin  yaygimligini
artirmaktadir. Bu durum hayvan mikroflorasi (6zellikle gastrointestinal sistem) ve
yetistiricilik ortamlarinda var olan direncin dogal veya intrinsik olarak insanlarin

yasadiklar1 ¢cevre ve mikrofloraya gecisini desteklemektedir.

Hayvansal iretimde biiyime amacgli kullanilan baz1 antibiyotiklerin
hayvanlarda proflaktik ve tedavi amach kullanilan antibiyotikler ve ayrica insanlarda
kullanilan antibiyotik tiirevleriyle benzerlik gostermesi durumunda antibiyotik
direngliligi goriilebilmektedir. Bu durum, biiylime amagh olarak kullanilan
antibiyotiklerin hayvanlarin intestinal florasinda bulunan mikroorganizmalarin dogal
veya intrinsik olarak diren¢ kazanmasi yoluyla gerceklesmektedir (Butaye ve ark
2003, Hughes ve Heritage 2004). Sekil 1.3’te antibiyotiklere kars1 direngli
bakterilerin hayvanlardan insanlara ge¢is asamalar1 gosterilmektedir (Khachatourians
1998, Anonim 2004, Claycamp ve Hooberman 2004, Korhonen 2010).
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1.7. Antibiyotiklere Kars1 Gelisen Direnclilik Mekanizmalari

Mikroorganizmalarda antibiyotiklere kars1 direnglilik gelismesinde hastane ve
toplum kokenli etmenlerin yaninda hayvansal {iretimde birgok amagla antimikrobiyal
madde ve antibiyotiklerin kullanilmasiyla gidalardan kaynaklanan antibiyotik
kalmtilar1 biiyiik rol oynamaktadir (Oztiirk 2002). Bir antimikrobiyal maddeye kars1
direngli hale gelen bir mikroorganizma tiiriinde bu kemoterapétik maddeye yap1 veya
etki bakimindan yakin diger antimikrobiyallere kars1 da diren¢ gelisebilmektedir. Bu
duruma capraz direng (cross resistance) adi verilmektedir. Mikroorganizmanin yapisi
ve etkisi farkli birgok antibiyotige karsi direngli hale gelmesi durumuna ise bir¢ok
ilaca  direnglilik  (multiple-drug  resistance)  olarak  tanimlanmaktadir.
Mikroorganizmalarin antimikrobiyallere karsi gosterdigi diren¢ dogal (intrinsik) ve
kazanilmis (genotipik, kalitsal) olmak tiizere 2 grupta incelenebilmektedir

(Vahaboglu 1993, Oztiirk 2002).
1.7.1. Dogal (intrinsik) Diren¢

Mikroorganizmanin yapisit nedeniyle direngli olusu anlamina gelir. Kalitsal
bir direng degildir. Genellikle antimikrobiyal maddenin baglanarak etkili oldugu
hedef molekiilin olmamasi dogal direnci olusturur. Bir antimikrobiyal maddeye
dogal direngli olan tiirlin hi¢ bir kdkeni o antibiyotikten etkilenmemektedir. Birgok
gram (-) negatif bakteri vankomisine ve metisiline, enterokoklar sefalosporinlere
duvar yapilar1 nedeniyle intrinsik diren¢ gostermektedir. Aminoglikozitlerin hiicre
membranindan gecisi oksijen bagimli, enerji gerektiren bir olay oldugundan oksidatif
fosforilasyonun olmadigi zorunlu anaerobik bakterilerde yeterli antimikrobiyal
madde hiicre icine giremediginden anaerobikler iizerine aminoglikozitlerin etki

gostermedigi belirtilmektedir (Oztiirk 2002).

Genellikle ilaclarin etkili olmasi i¢in mikroorganizmanin aktif iireme
doneminde olmas: gerekmektedir. Bakteri sporlari veya dominant haldeki
mikobakteriler gibi metabolik olarak inaktif mikroorganizmalar ilaglara fenotipik
olarak direncli goriilebilir, ama bunlardan olusan yeni kokenler ilaglara duyarhdir.
Buna benzer sekilde bakterilerin hiicre duvarsiz L sekilleri, hiicre duvar1 sentezini

etkileyen antibiyotiklerden etkilenmemektedirler. L sekilleri temel sekle doniisiip
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hiicre duvarlarin1 yeniden kazaninca antibiyotiklere duyarli hale gelmektedirler

(Oztiirk 2002).
1.7.2. Kazanilmis (Genotipik, Kalitsal) Diren¢

Sonradan kazanilan bir direng tipidir. Bu tip direnclilikte bakteri popiilasyonu
antimikrobiyal madde ile ilk temasa geldiginde ila¢ mikroorganizma iizerine
etkilidir, ancak temas siiresinde veya tekrarlanan tedaviler sirasinda mikroorganizma
popiilasyonunda antibiyotiklere kars: direng gelismektedir. Antimikrobiyellere karsi
gelisen direng esas olarak bu yolla gerceklesmekte ve genetik degisim sonunda
seleksiyonla direngli kdkenler ortaya ¢ikip yayilmaktadir. Genetik direng¢ kromozom,
plazmid, transpozonlarin kontrolii altinda sekillenmektedir. Mikroorganizmalar,
diren¢ mekanizmalarindan birini ve/veya birkagimi birlikte kullanarak antibiyotiklere
kars1 diren¢ kazanmaktadir (Boogaard ve Stobberingh 1999). Cizelge 1.12°de

kazanmlmis diren¢ mekanizmalar gosterilmektedir (Oztiirk 2002).

Cizelge 1.12. Kazanilmis Direng Mekanizmalari.

Gruplar Mekanizma

[lacin hedefinde degisiklik olmas1

Penisilin baglayan proteinlerin degisimi (B-laktamlara karsl direng)
Ribozomal hedefin degisimi (aminoglikozit, makrolitlere kars1 direng)
Degismis enzimatik hedef (siilfonamid, trimethoprim, rifampin, kuinolon)

Sentezlenen enzimle ilacin inaktive veya modifiye edilmesi, B-laktamaz
2 Aminoglikozid modifiye eden enzimler (asetilaz, adenilaz, fosforilaz)
Kloramfenikol asetil transferaz

Hiicreye giren veya biriken ila¢ miktarinin azalmasi

a. Gecirgenligin (permeabilite) azalmasi

b. Antibiyotigin alim ve transport sisteminin zayiflig1 veya yoklugu
c. Aktif pompalama ile ilacin disar1 atilmasi (Efflux)

Antimikrobiyal maddenin etkisinin sonuglarin1 6nlemek
4 Ila¢ hedefi veya yardimci substratlarin asir1 olusumu (stilfonamit,
trimethoprim)

Tolerans (bakteriyositik etki gosterebilen dozun inhibe edici dozdan
normale gore ¢ok yiiksek olmast)

Kromozomal direng, mikroorganizmalarin kromozomlarinda kendiliginden
bir mutasyon sonucu olusmaktadir. Her hiicre bliinmesinde mutasyon sikligi 10 ile
101 diizeylerindedir.Ancak baz1 antibiyotikler igin bu oran (6rn., rifampisin i¢in 107
ile10”) daha yiiksektir. Kromozomal mutasyonla kazanilan direng tek asamali veya

cok agamali mutasyon olmak iizere 2 sekilde gerceklesmektedir (Vahaboglu 1993).
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Tek asamali mutasyondamikroorganizmalarin antibiyotik ile bir veya birkag
etkilesimi sonucunda hizli derecede direng (6rn., streptomisin direnci) gelismektedir.
Rifampisine kars1 E. coli ve S. aureus’da bu tipte bir diren¢ gelisimi 6rnek olarak
gosterilebilmektedir.  Mutasyon, bu  mikroorganizmalarda  sefalosporinlerin
yikimlanmasini saglayan [-laktamaz enzimi iiretiminde artisa neden olmaktadir

(Oztiirk 2002).

Cok asamali mutasyon direng derecesi artarak devam eden sekilde (6rn.,
penisilin tipi direng) gelisen direng tipidir. Penisilin ve tetrasikline direng gelisimi bu
sekilde gelismektedir. Mutasyonla porin iiretimi bozulmasi sonucunda bakterinin
ilaca gecirgenligi azalabilir, ilacin baglandigi hedef degisebilir (6rn., rifampisin
direnci mutant hiicrede bu ilaca duyarsiz bir RNA polimeraz olusumuna, kinolon
direnci bu ilaca duyarsiz yeni bir DNA gyrase sentezine, stafilokoklarda metisilin
direnci mutant bir kromozal gen olan mecA geninin PBP 2 yerine penisilinlere
duyarsiz PBP 2a olusumuna neden olmasi) veya bakteriyi parcalayan bir enzim (6rn.,
kromozomal B-laktamazlar) sentezlenebilmektedir. Kromozomal mutasyonla gelisen
direng bagka tiirden bakterilere yayilmadigindan ve mutasyona ugrayan bakterinin
metabolizmasi da degisebilip liremesi kisitlanabileceginden dolay1 plazmidle olusan
dirence gore karsilastirldiginda daha seyrek goriilmektedir. Kromozomal
mutasyonla gelisip klinik 6neme sahip direng Ornekleri rifampisin, izoniazid ve
kuinolon direnci ile stafilokoklarda metisilin direnci olarak gosterilebilmektedir

(Boogaard ve Stobberingh 1999, Oztiirk 2002).
1.7.3. Genetik (Kromozomal) Diren¢ Mekanizmalan

Genetik diren¢ mekanizmalari, mikroorganizmalarin genetik yapilarinda
meydana gelen degisiklikler sonucunda kalici olarak ortaya ¢ikan direnci
olusturmaktadir. Bu olusum plazmid, transpozon ve tolerans olmak tizere 3 grupta

degerlendirilebilmektedir (Boogaard ve Stobberingh 1999, Oztiirk 2002).

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak ¢ogalan, kromozom dis1 genetik
elementlerdir. Plazmidler antimikrobiyallere ve agir maddelere direng genleri
yaninda degisik virtilans faktorlerini de tasiyabilirler. Klinikte goriilen direncin ana
sorumlusu plazmide bagl direngtir. R-plazmidi adi verilen diren¢ plazmidleri bir

veya daha ¢ok sayida antibiyotige karsi direng genlerini tasimaktadir. Direng
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plazmidleri diger duyarli bakterilere transdiiksiyon (direng¢ plazmidleri
bakteriyofajlarla birlesir ve bakteriyofajlar bu direng genlerini tasiyarak diger
bakterilere aktarir, 6rn., B-laktamaz geninin hassas Staphylococcus’lara aktarimi),
transformasyon (diger bakterilerin lizisiyle ortamda bulunan plazmid veya DNA
kalintilar1 duyarli bagka bakteriler tarafindan alinmasi) ve konjugasyon (temasla
olusan sitoplazma kopriisii araciligi ile R-plazmidleri direncgli bakteriden duyarliya
gecisi) mekanizmalariyla gegerek direng gen materyallerini aktarmakta ve boylece

direncin yayilmasina neden olmaktadir.

Plazmidlere bagli direng genellikle antibiyotigi inaktive eden veya bakterinin
gecirgenligini degistiren enzimler ile olusmaktadir. Viicuttaki normal mikrofloranin
plazmid transferine karsi bir koruma sagladigi belirtilmektedir. Bagirsak
mikroflorasinin ¢ogunlugunu anaerobik organizmalarin olusturdugu ve anaerob
kosullarda plazmid transferinin inhibe edildigi, bu nedenle normal saglikli bagirsak
florasinin  R-plazmidlerine karsi en 1iyi savunma mekanizmast oldugu
distiniilmektedir. Aminoglikozitler, sefalosporinler, kloramfenikol, makrolitler,
penisilinler, siilfanomitler, nitrofurantoin ve fusidik aside karsi gelisen direngten

genellikle plazmidlerin sorumlu tutuldugu belirtilmektedir (Vahaboglu 1993).

Transpozonlar bir DNA molekiiliinden digerine (kromozomdan plazmide,
plazmidden kromozoma) gegebilen DNA dizileridir. Plazmidden farkli olarak
bagimsiz sekilde replike olamamaktadir. Ampisilin, kloramfenikol, kanamisin,
tetrasiklinler ve trimethoprime kars1 dire¢ gelisiminden sorumludurlar. Integronlar,
hiicre i¢inde bazi transpozon veya plazmidlerde bulunan genetik yapilar olup yeni

genlerin kazanilmasini saglamaktadirlar.

Ozellikle ¢ok kisa siire icerisinde birgok ilaca direngli fenotiplerin ortaya
¢ikip yayilisinda integronlarin rolii oldukg¢a biyiiktiir. R plazmidleri ve transpozonlar
sadece ayni tiir bakteriler arasinda degil, baska tlirden bakterilere de gecis yetenegi
gostermektedirler. R plazmidleri ve transpozonlarin etkisiyle asagida belirtilen

degisimler sonucu direng gelisimi gergeklesmektedir.
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v Antimikrobiyel maddeyi pargalayan enzim olusturulmasi (6rn., p-laktamazlar,
kloramfenikol asetil transferaz, aminoglikozitleri asetilasyona,
nukleotidilasyona ve fosforilasyona ugratan enzimler)

v' Hiicre ¢eperi gecirgenliginin bozulmasi: Gram (-) bakterilerde lipoprotein dis
tabaka nedeniyle bunlarda daha sik goriilmesi vedirengli kokenlerde poruslar
olusturan porin proteinlerin sentezinde bozulma

v llacin hiicreden disar1 atilmas1 yan1 pompalanmasi (efflux) hizlanabilir (6rn.,
tetrasiklinlere direng gelisimi)

v Ilacin ortamdan alimisinda (uptake) azalma

v’ 1lacin hiicre i¢indeki etki yerine baglanmasinin azalmasi (Oztiirk 2002).

Tolerans bir antimikrobiyal maddenin veya antibiyotigin in vitro testlerde
minimal bakteriyositik konsantrasyonunun (MBK) artmasi sonucu MBK/MIK
oraninin 32’nin {stline ¢ikisini ifade etmekte olup, 2-4 arasindaki degerler normal
olarak kabul edilmektedir. Tolerans otolizinlerin etkinliginin azalmasi sonucu olup S.
aureus ve bazi Streptococcus’larda goriilmektedir. Otolizinler mutasyon sonucu
yitirilmekte veya lipoteikoik asit tarafindan inhibe edilebilmektedir. Ancak bazi
antibiyotik tiirevlerinin otolizinleri aktive yetenegi bulunmamaktadir. Sonugta ilgili
antibiyotikle bakterinin iiremesi durdugu halde bakteri bu ilaglarin oldiiriicii ve
olumsuz etkisine karsi direng gostermektedir (Vahaboglu 1993, Oztiirk 2002).
Cizelge 1.13’te bazi antibiyotiklerin etki ve direnclilik mekanizmalari

gosterilmektedir (Guardabassi ve Courvalin 2006, Egervarn 2009).
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Cizelge 1.13. Baz1 Antibiyotiklerin Etki ve Direnglilik Mekanizmalari.

Antibiyotik Siif Etki Mekanizmasi Diren¢ Mekanizmasi
Peptidoglikan sentezinin transpeptidasyon B-laktamaz enziminin iiretimi ve PBP’lerde
Ampisilin B-laktam asamasinda PBP’lerin  baglanmasinin .
engellenmesi mutasyonun olusmasi
D-Ala-D-Ala peptidoglikan . S
Vankomisin Glikopeptid  prekiisorlerine  baglanarak ~ PBP’lerin D-A[&l _[.?_AI? l.aktat olusumu ile peptidglikan
etkisinin engellenmesi prekiirsorlerinin sinirlandirilmasi
Streptomisin
Amikasin . ... Ribozomlarm 30S’lik alt birimlerine N_AcetyltranSferaZ’o_.A.d enyltranSf?raZ’.o_ .
- Aminoglikozid g ! L Phosphotransferaz  gibi  aminoglikozitleri
Gentamisin baglanarak protein sentezinin inhibisyonu ... ." . . .
Kanamisin doniistiiren enzim aktivitesi
Oksitetrasiklin Tetrasiklin Ribozomlarin 30S’lik alt birimlerine Ribozom korunma gen aktivitesi, effluks
Tetrasiklin baglanarak protein sentezinin inhibisyonu  pompa aktivitesi, enzimatik inaktivasyon
Eritromisin Makrolid Ribozomlarin  50S’lik alt birimlerine Metilasyon veya rRNA’min 23S’lik alt
baglanarak protein sentezinin inhibisyonu biriminde mutasyon, effluks pompa aktivitesi
Kloramfenikol Fenikol Ribozomlarin  50S’lik alt birimlerine Metilasyon veya rRNA’min 23S’lik alt

baglanarak protein sentezinin inhibisyonu

biriminde mutasyon, effluks pompa aktivitesi

Trimethoprim
Stilfanomid

Trimethoprim
Stilfanomid

Tetrahidrofolat doniisiimiiniin inhibisyonu

Hedef enzimlerde ger¢eklesen mutasyonlar
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1.8. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake ve Lactobacillus curvatus’un

Fizyolojik Ozellikleri ve Karakterizasyonu

Lactobacillus’lar metabolik {riinler ve fenotipik &zellikler bakimindan
homofermantatif ve heterofermantatif olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadirlar. L.
plantarum, L. sake ve L. curvatus fakiltatif heterofermantatif 6zellik gostermektedir
(Stiles ve Holzapfel 1997, Hammes ve Vogel 2005, Hammes ve Hertel 2006,
Egervarn  2009). Cizelge 1.14’de baz1 Lactobacillus tiirlerinin fenotipik
karakterizasyonu gosterilmektedir (Stiles ve Holzapfel 1997).

Cizelge 1.14. Baz1 Lactobacillus Tiirlerinin Fenotipik Karakterizasyonu.

Oligat Fakdltatif Obligat
Homofermantatif Heterofermantatif Heterofermantatif
L. acidophilus L.acetolerans L.brevis
L.delbrueckii sub. bulgaricus  L.alimentarius L. buchneri
L.delbrueckii sub. delbrueckii L. bifermantas L.fermentum
L.delbrueckii sub. lactis L.curvatus L.hilgardii

L. helveticus L. paracasei sub.paracasei  L.parabuchneri
L. johnsonii L. plantarum L.parakefir

L. kefiranofaciens L. sake L.reuteri

L. plantarum tiirii, dogada yaygin halde bulunmakla birlikte yogun olarak
bitkiler ve bitkisel fermente iriinler, et ve diriinleri, sit ve urlinleri, insan ve
hayvanlarin mukozal yiizeyleri ile gastrointestinal sistemlerinde saptanmaigtir. Bunun
yaninda paketlenmis veya vakumlanmis fermente et Uriinlerinin de florasinda yer
almaktadirlar (Smith ve Despain 1957, Ammor ve ark 2007, Ammor ve ark 2008). L.
plantarum’un morfolojik ve fizyolojik ozellikleri fakiiltatif anaerob, tek veya kisa
cubuk zincirler seklinde iireme, hareketsiz, gram (+), glikoz, galaktoz, mannoz,
friiktoz, laktoz, rafinoz, salisin’den laktik asit agia ¢ikarabilme (Cizelge 1.8), 10-
40°C sicaklik araliklarinda tireyebilme (optimum 30°C) ve %5.5°den daha yiiksek
NaCl konsantrasyonlarinda gelisebilme seklinde gosterilebilmektedir (Smith ve

Despain 1957).

L. sake, ilk olarak piring saraplarindan izole edilmis olup, diger Lactobacillus
tirleri ile birlikte et ve iriinleri, siit ve iriinlerinin yanisira bira, malt ve fermente

iceceklerdebulunmaktadir (Klein ve ark 1996, Aras Hisar ve ark 2005).
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L. curvatus ise L. plantarum’a benzer fizyolojik ve morfolojik o6zellik
gostermesine karsin 4 C ve daha disiik sicakliklarda gelisebilme, melibiyoz ve
maltozu fermente edebilme, DNA’larinda var olan G+C oran1 gibi farkliliklarla

birbirlerinden ayrilmaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997).
1.8.1. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Antibiyotik Direncliligi

Yaklagik 2000°1li yillarin basmma kadar Lactobacillus cinsi bakterilerin
antibiyotik direnglilikleriyle ilgili yapilan sistematik arastirma sayisi ve konu ile elde
edilen sonuglar olduk¢a azdir. 2000’li yillardan sonra arastirmalar, c¢evresel
kaynaklardan elde edilen direnglilik genleri ve materyallerin plazmidler,
transpozonlar gibi farkli genetik materyal ve mekanizmalar ile aktarilabildigi ve
direngli fenotiplerin ortaya ¢iktig1 yoniinde bir¢ok bulguyu ortaya koymustur. Teuber
ve ark (1999) Lactobacillus cinsi bakterilerin g¢evresel kaynaklarda var olan
antibiyotik genlerinin besinlere ve hatta insanlarin bagirsak florasinda yer alan

bakterilere gecis gosterebildigini belirtmektedir.

Lactobacillus cinsi bakterilerin sahip olduklar1 biyokimyasal nitelikler (6rn.,
metabolit iiriinleri) sonucunda fermente et triinlerinde basta E. coli, S. aureus gibi
mikroorganizmalar basta olmak iizere antibiyotiklere kars1 direncli bakterilerde dahil
olmak tizere bircok patojene karsi inhibe edici aktivite gostererek antogonistik etki
gostermektedir. Ancak fermantasyon siirecinde veya gastrointestinal sistem
igerisinde bakteriler arasinda gergeklesen etkilesimler sonucunda Lactobacillus’larin

hiicre duvarlarin1 antibiyotik direncli patojenlere kars1 bir hedef haline getirmektedir

(Korhonen 2010, Maxton ve ark 2013).

Hayvan yetistiriciliginde ve beseri hekimlikte yogun olarak antibiyotik
kullanim1 ¢evresel kaynaklarda veya besinlerde bulunan mikroorganizmalar1 direngli
genlere maruz birakabilmektedir. Bu durum da direngli fenotiplerin gen seg¢iciligi
tizerinde bir baski yaratmaktadir (Teuber ve ark 1999). Son zamanlarda bir¢ok
arastirmaci rezervuar kaynakli bakterilere benzer nitelikte insanlar i¢in patojen olan
gida kaynakli bakterilerin direnclilik profillerinin benzerlik tasidiklart sonucuna
ulagsmigtir (Perreten ve ark 1997, Salyers ve ark 2004, Wang ve ark 2006). Bu

baglamda, rezevuar bakterilerin gidalarda bulunabilecek patojen ve diger bakterilere

36



direncli genleri farkli mekanizmalar vasitasiyla transferettigi yoniinde bulgular elde

edilmistir (Toomey ve ark 2010).

Ozellikle fermente sucuk gibi 1s1l islem uygulanmayan fermente et iiriinleri,
antibiyotik direnglili§i agisindan insan gastrointestinal sistem mikroflorasin1 direkt
olarak baglayici bir rol istlenmekte ve bu durumda direng fenotiplerinin ortaya
c¢tkmasinda ve yayginlagsmasi konusunda en 6nemli faktorii olusturmaktadir (Teuber
ve ark 1999). Son yillarda yapilan arastirmalar (Threllfal ve ark 2000, White ve ark
2002, Wang ve ark 2006, Walsh ve ark 2008, Toomey ve ark 2010) insan
gastrointestinal sistem mikroflorasinda bulunan patojen bakterilerin sahip olduklari
genetik antibiyotik direncliligi 6zelliklerinin, ¢evrede rezervuar bakteri tiirlerindeki
ozellikler ve nitelikler ile benzerliklerin ve iligkilerin ortaya c¢ikarilmasi neticesinde
rezervuar bakteriler ile insan ve hayvan mikrofloralarinda yer alan patojen bakteriler
arasinda antibiyotik direngli gen transferlerinin gergeklesebilecegini ortaya

¢ikarmaktadir.
1.9. Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecium

Hammadde kalitesinin disiik olmasi, iiretim siirecinin uzunlugu, iretimin
hijyenik sartlarda gerceklestirilememesi ve standardizasyon eksiklikleri gibi etkenler
sucuklar1 patojen (6rn., S. aureus, E. coli ve Salmonella ssp.) ve saprofit
mikroorganizmalarin neden olabilecegi mikrobiyolojik risklere acik bir {irtin haline
getirmektedir (Oztan 2003, Gokalp ve ark 2004,). Ancak sucuklarin iiretim siirecinde
uygulanan bazi islemler (6rn., fermantasyon, 1sil islem) patojen ve saprofit
mikroorganizma varligini baskilamak veya minimum diizeye indirmek amaciyla

uygulanmaktadir.

1.9.1. Staphylococcus aureus’un Taksonomisi, Morfolojik Ozelikleri ve

Patojenitesi

Staphylococcus’lar ilk olarak 1880°li yillarda Alexander Ongston tarafindan
insan kaynakl1 apselerden izole edilmis ve iliziim salkimi1 anlamina gelen “staphyle”
kelimesi ile yuvarlak tane anlamina gelen “coccus” kelimelerinin birlestirilmesinden
ortaya ¢iktigi bildirilmektedir (Evans 1957). Daha sonraki yillarda Rosenbach
tarafindan beyaz renkli koloniler Staphylococcus pyogenes aureus, Staphylococcus

pyogenes albus, Staphylococcus pyogenes citreus olarak 3 tir izole edildigi
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belirtilmektedir (Evans 1957, Kloos ve Bennerman 1995, Cengiz 1999, Boone ve
Castenholz ~ 2001).  Biyomolekiiler  teknolojideki  gelismeler  1518inda,
immunokimyasal ve biyokimyasal ozellikler temel alinarak Staphylococcus cinsi
igerisinde 22 tiir tanimlanmistir (Boone ve Castenholz 2001, Wang ve ark 2003,

Cakir 2007).

Staphylococcus aureus, Firmicutes subesi, Bacilli sinifi, Bacillates takimu,
Staphylococcaceae familyasi, Staphylococcus cinsi igerisinde yer alan bir
mikroorganizma tiirtidiir. Daha sonraki yillarda koagiilaz reaksiyonlarina gore ti¢ tiir

olarak (S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus) tanimlamustir.

S. aureus, gram (+), aerobik veya fakiiltatif anaerobik, optimum iireme
sicakligi 37 C olan ve 10-45'C’ler arasinda gelisme 6zelligi gosterebilen, 0.5-1.5 pm
capinda yuvarlak-diizgiin koloni sekli ve/veya ikili, dortlii kok olarak kisa zincir
olusturabilen ve genellikle {iziim salkimi seklinde diizensiz kiimeler halinde goriilen,
hareketsiz ve sporsuz, mikrokapsiil ve toksin olusturma yeteneklerine sahip, %10’luk
NaCl konsantrasyonlarina tolerant 6zellik gosterebilen birmikroorganizma olarak
bilinmektedir (Bannerman 2003, Evans 1957). Ayrica koagulaz, mannitolve diger
karbonhidratlardan trehaloz, mannoz, maltoz, siikkroz ve laktozu pargalarlarken,
ksiloz, sellobioz, arabinoz ve rafinozu parcalayamamaktadir. Nitrat1 nitrite indirgeme
yetenekleri bulunmaktadir (Cengiz 1999, Waldvogel 2000). Cizelge 1.15°te S.
aureus’un biyokimyasal 6zellikleri gosterilmistir (Hensyl 2000b, Duman 2007).
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Cizelge 1.15. Staphylococcus aureus’un Biyokimyasal Ozellikleri.

Ozellikler Koagulaz () Koagulaz ()
S. aureus S. aureus

Pigment (+). z ()
Aerobik lireme (+) (+)
Fakiiltatif anaerobik iireme (+) (+)
%10 NaCl’de iireme (+) z
%15 NaCl’de iireme yA d
Acetoin sentezi (+) (+)
Siikroz (+) (+)
Maltoz (+) (+)
D-Mannitol +) d
D-Mannoz (+) (+)

o- toksin (+) )
Hiyoliironidaz (+) (+)
Koagulaz (+) ()
Ureaz (+),z (+)
Hemoliz +) (), z
DNase (+) (), z
Novobiocin direnci ) Q)
Istya direngli niikleaz +) (). 2

+: %90°dan fazla pozitif ~ -: %90’dan fazla negatifz: zayif gelisme d: degisken

Dogada S. aureus, insan ve hayvanlarin normal florasinda yaygin bulunan bir
mikroorganizmadir. Genellikle hayvanlarin ve insanlarin deri, kil, nazal bosluklari ve
mukozada yer almaktadir. S. aureus, sepsis, toksik sok sendromu, endokarditis,
tromboflebit, solunum sistemi enfeksiyonlari, pndmoni, menenjit, idrar yolu
enfeksiyonlar1 basta olmak {izere bir¢ok enfeksiyonun etkenini teskil etmektedir

(Bayrakal ve ark 2007, Todar 2013).

Staphylococcus cinsi bakteriler igerisinde S. aureus’un patojenitesinin diger
tirlere oranla daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. S. aureus’un patojenitesini
etkileyen faktorler arasinda hiicre duvari yapilari, kapsiil, toksin ve enzimleri yer
almaktadir. Patojenitenin de belirleyici unsuru, S. aureus’un konak hiicrenin

savunma sistemi ile girdigi etkilesimdir (Tiinger 2004).
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1.9.2. Staphylococcus aureus’un p-Laktam Grubu Antibiyotiklere Karsi

Direnclilik Mekanizmasi

B-laktam grubu antibiyotiklere kars1 S. aureus’un direng gdstermesi 1930°1u
yillarin basinda siilfanomid grubu antibiyotiklere karsi basladigi ve ardindan
glinimiizdeki linezolid ve daptomisin gibi yeni tiirevlere kadar yayildig
belirtilmektedir (Fuller ve ark 2005). Penisilinler, 1940’11 yillarda yaygin bir sekilde
Staphylococcus’lardan kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmis olup,
yaygin kullanim sonucunda kisa siirede penisiline direngli suslarin ve olgularin
ortaya ¢iktigr bildirilmektedir. 1944 yilinda S.aureus’un penisilinaz olarak
adlandirilan ve penisilinin B-laktam halkasin1 hidrolizasyonunu gerceklestirdikten
sonra penisilonik asidin ortaya c¢ikmasini saglayan ve dolayisiyla penisilinleri
inaktive eden bir enzimi tiretebildigi bulunmustur (Fuda ve ark 2005, Fuller ve ark
2005).

Gegen siire¢ igerisinde  Staphylococcus’larin  eritromisin, tetrasiklin,
streptomisin gibi tlirevlere karsi da direng gelisimi gosterdikleri belirtilmektedir
(Cetinkaya ve Unal 1996, Fuller ve ark 2005). 1960’11 yillarda penisiline direngli
suslarin ortaya ¢ikisini takiben yeni tiirevlerin ortaya ¢ikmasinda rol oynamis, bu
stirecte Staphylococcus’lardan kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisinde p-laktam
grubu antibiyotiklerden yari sentetik yapida olan metisilin yaygin bir sekilde
kullanilmistir. 1961°de metisilinin penisilinin yerine kullanimmin ardindan kisa
stirede direncli S. aureus’lar ortaya ciktigi ve diinya genelinde hizla yayildigi
belirtilmektedir. B-laktam grubu antibiyotiklere karsi direngli S. aureus’larin ve
Metisilin Resistant S. aureus (MRSA)’un 1970’li yillardan itibaren Avrupa iilkeleri,
1980’1 yillardan sonra ABD basta olmak iizere diinyanin birgok iilkesinde saglik
problemlerine yol agtig1 bildirilmektedir (Fuda ve ark 2005). Bununla birlikte -
laktam grubu antibiyotiklerin beseri ve veteriner hekimlikte kullaniminin
yayginlagmasi ve kullanim miktarlarinin artisi, S. aureusun antibiyotiklere karsi

direngliliginde diger bir 6nemli faktorii olusturmaktadir.

B-laktamaz enzimiyle hidrolize olmayan B-laktam antibiyotiklere (metisilin,
oksasilin, nafsilin, kloksasilin, dikloksasilin) karsi olan diren¢ metisilin direnci
olarak adlandirilmaktadir (Chambers 1988, Mulligan ve ark 1993, Chambers 1997,
Maranan ve ark 1997, Sancak 2007). Metisiline duyarl S. aureus (MSSA)’larda bes
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adet penisilin baglayan protein (PBP) bulunurken, MRSA’larda bunlara ek olarak
PBP2 velveya PBP2a olarak adlandirilan 78 kDa agirlikta olan farkli bir PBP
sentezlenmektedir (Deurenberg ve ark 2007). PBP2a, diger PBP’lerden farkli olarak
B-laktam yapisindaki antibiyotiklere kars1 diisiik afinite gostermektedir. Dolayisiyla,
B-laktam grubu antibiyotik varliginda, yiiksek afiniteli PBP’lerin fonksiyonunu
yerine getirerek peptidoglikan sentezini siirdiirebilme yetenegine sahip olan tek

transpeptidazdir (Chambers 1997).

B-laktam grubu antibiyotikler, normalde hiicre duvarinda yer alan PBP’lere
baglanarak peptidoglikan sentezini inhibe etmektedir. MRSA’larda ise bu
antibiyotikler PBP2a’ya baglanamamakta ve bunun sonucunda hiicre duvarinda
peptidoglikan sentezi devam etmektedir. PBP2a’y1 kodlayan gen, 2.1 kb
biiytikligiinde olan ve mecA olarak adlandirilan bir gendir (Sancak 2007, Deurenberg
ve ark 2007). Tim MRSA’lar bu gene sahipken metisiline duyarli olan suslarda
mecA geni bulunmamaktadir. mecA geni, bakteri kromozomunda “Staphylococcal
Casette Chromozome” (SCCmec) kaseti tizerinde yer almaktadir. SCCmec kasetinin
biiytiklikkleri 20 kb’dan 68 kb’a kadar degiskenlik gosteren 5 alt tipi (Tip I-V)
bulunmaktadir. Tip I, IV ve V, sadece yapisal ve regiilatuar genler ile rekombinaz
genlerine sahiptir. Bu alt tiplerde, transpozon elemanlar1 ve f-laktam grubu disindaki
antibiyotiklere direngten sorumlu olan genler bulunmamaktadir. Hastane kokenli
MRSA’lar SCCmec alt tip I-1II’# igerirken, toplum kaynakli MRSA’lar SCCmec alt
tip IV ve V’i icermektedir (Chambers 1997, Katayama ve ark 2000, Hiramatsu ve ark
2001, Deurenberg ve ark 2007).

PBP2 veya PBP2a’nin sentezine yonelik genetik bilginin S.aureus’larin
kromozomlarinda bulunan mecA geninde bulundugu ve bakteriler arasi transfer
olmadig belirtilmektedir (Chambers 1988, Derbentli 1996, Chambers 1997). mecA
geninin ekspreksiyonuna bagli olarak S. aureus’larda goriilen metisilin direngliligi
homojen ve heterojen diren¢ olmak iizere iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Homojen
direng bir bakteri popiilasyonundaki tiim S. aureus’larin mecA geni tagimalart ile
ortaya ¢ikarak sekillenmektedir. Bu tiir direnglilikte ¢cevre kosullarinin rolii oldukga
diisiik olmakla birlikte, daha ¢cok genetik materyal aktarimlariyla ilgili gelismektedir.

S. aureus’larda homojen direnglilik yaygin olarak goriilmemektedir.
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Heterojen tip direng ise, popiilasyondaki bakterilerin tiimiiniin mecA geni
tasimalarina karsin, diren¢ durumu sadece 10*-10° diizeyindeki sayinin igerisinden
birkaginda goriilmektedir (Karabiber ve Karahan 1995). Bununla birlikte S.
aureus’larda intrinsik olarak ortaya ¢ikan metisiline kars1 gelisen dirence ilave olarak
iki farkli mekanizma da ortaya c¢ikarilmistir. Bu direng tiplerinden ilki, asir1 B-
laktamaz iiretimi nedeniyle meydana gelen diren¢ (Borderline Resistant S. aureus-
BORSA), ikincisi ise B-laktam grubu antibiyotiklere ilgisi azalmis olan modifiye
PBP’lerin iiretimi ile ger¢eklesen direng tipi (Modified Penicillin Binding Protein S.
aureus-MODSA) olarak sekillendigi bildirilmektedir (Karabiber ve Karahan 1995).
Her iki mekanizma da diisiik diizeyde bir metisilin direnci ortaya ¢ikarmakta ve
tedavi edilebilirligi diger direng tiplerine gore daha kolay sekilde saglanabilmektedir
(Karabiber ve Karahan 1995).

Metisiline kars1 direnci ortaya ¢ikaran mecA geni, mecR1 ve mecl olmak
lizere 2 diizenleyici gorevi goren gen tarafindan kontrol edilmektedir. mecR1 ve mecl
genleri P-laktamaz geninin diizenleyicisi olan blaR1 ve blal genleri ile yapi,
fonksiyon ve diizenleme mekanizmasi agisindan benzerlik gostermektedir (Mulligan
ve ark 1993, Kuwahara-Arai ve ark 1996, Chambers 1997). Blal proteini, blal geni
tarafindan kodlanmakta ve [-laktamaz enziminin transkripsiyonunu inhibe
etmektedir. BlaR1 ise blaR1 geni tarafindan kodlanmakta ve B-laktamaz enzimi
varhiginda B-laktamaz gen transkripsiyonuna neden olmaktadir. mecR1 ve mecl
genleri, mecA i¢in aym diizenleyici rolii iistlenmektedir. Mekanizma olarak mecl,
mecA’y1 baskilayan bir protein, mecR1 ise sinyal uyarict bir proteini kodlamaktadir
(Kuwahara-Arai ve ark 1996, Kobayashi ve ark 1998, Sancak 2007).

Direng fenotipini etkileyen bir diger faktor ise B-laktamaz plazmidi olarak
belirtilmektedir. B-laktamaz geninin iiretimi, blaZ adi verilen bir gen tarafindan
kodlanmakta ve antirepresor olan blaR1 ve represor olan Blal tarafindan kontrol
edilmektedir. Transmembran proteini olan BlaR1, p-laktam varliginda ona
baglanarak ve hiicre disindan hiicre igine sinyal iletimini saglayarak [-laktamaz
enziminin lretilmesinin baglamasina yol agmaktadir (Maranan ve ark 1997, Fuda ve
ark 2005, Sancak 2007). MRSA’larin ¢ogunlugunda B-laktamaz genini tasiyan
plazmid bulunmast ve mecR1 ve mecl sisteminin defektif olmasi nedeniyle mecA
geninin esas olarak bla sistemi ile indiiklendigi ortaya koyulmaktadir. Ancak B-

laktamaz genlerini tasiyan plazmid, alici bakteriye verildiginde PBP2a yapimi
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konstiitatif halden indiiklenebilen hale gelebilmekte, PBP2a miktar1 veya
indiiklenebilir olma durumu ile direng gelisim profili arasinda bir iliski
ger¢eklesmemektedir. Bu durum PBP2a’nin konstiitatif olabilecegini fakat bakterinin
heterojen direng gosterebilecegini isaret etmekte, bdylece S. aureus’larin metisilin
diren¢ fenotipinde baska faktorlerinde yer alabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir

(Chambers 1997, Fuda ve ark 2005, Sancak 2007).

MRSA suslarinda PBP2a miktarinin konstiitatif veya indiiklenebilir olma
durumunun metisilin direncinde homojen ve heterojen direng arasindaki iligkinin
gosterilememesi “factors essential for the expression of metisilline resistance”
(FEM) olarak tanimlanan faktorlerin (6rn., ortamin NaCl konsatrasyonu ve sicakligi)
ortaya ¢ikarilmasina 11k tutmustur. Transpozonlar kullanilarak inaktivasyon yoluyla
metisiline direngli S. aureus suslarindan duyarl suslar elde edilmesi, mec disindaki
genlerin tanimlanmasina olanak saglamistir. FEM faktorleri, mecA geninden farkli
olarak hem duyarli hem de direngli S. aureus suslarinda bulunmaktadir (Henze ve ark
1993, Sancak 2007). Yapilan galismalar FEM faktorlerinin hiicre otolizisindeki
degisikliklerle iliski igerisinde oldugunu ortaya koymaktadir. S. aureus’larin tireme
ortamlarina %4 NaCl ilave edilmesinin, PBP2a miktarinda artisa neden olmadig:
fakat direncin eksprese edilmesini artirdigi, benzer sekilde 30°C’lik inkiibasyon
sicakliginin otolizi inhibe ettigi, tim S. aureus suslarinda PBP2a varligina ragmen

direnci olugsmasina yol agtig1 vurgulanmaktadir (Fuda ve ark 2005, Sancak 2007).
1.9.3. Escherichia coli’nin Taksonomisi, Morfolojik Ozelikleri ve Patojenitesi

E. coli, ilk kez Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda yeni dogan
bebeklerin diskilarindan izole edilmis ve “Bacterium coli commune” adi1 verilmistir.
Daha sonraki yillarda taksonomik calismalar neticesinde 1919 yilinda Castellani ve
Chalmer tarafindan Escherich’in adi verilerek “Escherichia coli” olarak
tammmlanmustir. E. coli, Bacteria alemi, Enterobacteriales takimi, Enterobactericaea
familyasi igerisinde yer alan Escherichiaceae cinsi bakteri grubu igerisinde yer alan
bir bakteri tiiriidiir (Smith ve Despain 1957, Toreci 2002, Bilgin 2006).
Escherichiacea cinsi igerisinde bulunan E. coli’nin en 6nemli tiirlerden biri oldugu,
ekosistem i¢inde toprakta, sularda, hayvan ve insanlarin gastrointestinal kanalinda

dogal olarak bulundugu belirtilmistir (izgiir 2006, Senman 2010).
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E. coli’nin morfolojik 6zellikleri 0.5-3.0 um boyutlarinda, genelde gubuk
formunda, tek, ¢ift veya kisa zincirler olusturan, peritrik flagellaya sahip ancak
hareket 6zelligi degisken olan, genellikle kapsiilsiiz, spor 6zelligi olmayan, gram
boyama neticesinde negatif 6zellik gosterdigi belirtilmektedir. Sivi besiyerlerinde
bulaniklik olusturan, kati1 besiyerlerinde ise diizgiin kenarli, ortast kalkik, 1-3 mm
capinda pigmentsiz koloniler olusturmaktadir (Smith ve Despain 1957). E. coli’nin
fizyolojik ozellikleri arasinda fakiiltatif anaerobik o6zellikte, 8-45C’lik sicaklik
araliklarinda iireyebilen ve en uygun iireme sicakligim 37 C oldugu, pH 5.0-8.0
araliklarinda yavas ancak en uygun notr ortamda iireme gosterdigi belirtilmektedir
(Smith ve Despain 1957). Ayrica biyokimyasal ozellikleri glikozdan asit ve gaz
olusturmasi, laktoz, D-mannitol, D-sorbitol, L-arabinoz, L-ramnoz, maltoz, D-ksiloz,
trehaloz ve D-mannozu fermente etmesine karsin adonitol, inositol, sellobioz, eritrol,
D-arabitolii fermente etmemesi, nitrat1 nitrite indirgemesi, katalaz, metil red, lizin
dekarboksilaz, ONPG deneylerinin pozitif olmasina ragmen, oksidaz, Voges
Proskauer, fenilalanin deaminaz, lipaz, 25°C'de DNase deneylerinin negatif olmas,
indol olusturmasi, H,S, iireaz olusturmamasi, tek karbon kaynagi olarak sitratta
tirememesi ve jelatini hidrolize etmemesi olarak gosterilebilmektedir (Erdem 1999,
Bilgin 2006, Winn ve ark 2006). E. coli’nin hareketsiz, laktozu fermente etmeyen,
glikozdan gaz olusturmayan suslar1 inaktif suslar olarak kabul edilmekte ve bu suslar
birgok 6zellikleri ile Shigella cinsine daha yakin sekilde tanimlanmaktadirlar (Erdem
1999, Toreci 2002). E. coli’nin gevresel faktorlere duyarlilik diizeyi diger gram
negatif bakterilerin Ozelliklerine benzerlik gostermektedir. E. coli suslariin
cogunlugu 60°C’de 30 dakika, 70°C’de 2 dakikada inaktive oldugu belirtilmektedir
(Himathongham ve ark 2000).

Kaufmann tarafindan 1944 yilinda yapilan serotiplendirme sonucunda bakteri
yiizey antijenlerine (O), flagella (H) ve kapsiil (K) antijenlerinin varlig1 belirlenmistir
(Lior 1996, Nataro ve Kaper 1998, Clarke ve ark 2003). Bir serotip genetik anlamda
homojen olmasa da genelde belli serotiplerin hastalik etkileri ayni oldugu i¢in halk
saglig1 ve tibbi mikrobiyoloji agisindan pratik bir simiflandirma yontemi olarak
kullanilmaktadirlar. Diyareye yol acan E. coli suslar1 viriilans 6zellikleri, patojenite
mekanizmalari, trettikleri toksin tipleri, neden olduklar1 klinik semptomlar,

epidemiyolojik farkliliklarina gore simiflandirilmaktadir. Ayrica O:H antijenlerine
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gore enteropatojenik, enterotoksijenik, enteroinvaziv, enteroagregatif ve

enterohemorajik olarak klasifiye edilmektedir (Clarke ve ark 2002, Arslan 2008).

E. coli’nin patojenitesini olusturan temel unsurlar olarak fimbriumlar,
eksotoksinler, kapsiil, hemolizin, sideroforlar, K1 antijeni, endotoksinler
gosterilebilmektedir. E. coli’nin patojenitesi tizerinde rol oynayan faktorler hiicre
ylizeyinde ve hiicre igerisinde olusturulan olmak tizere iki sekilde
gosterilebilmektedir. Bununla birlikte hiicre yilizeyinde yer alan faktorler, E. coli’nin
konak hiicrelere tutunmasinda rol oynamakla birlikte doku invazyonu, biyofilm
olusumu veya sitokin indiiksiyonu gibi farkl islevleri de yerine getiren fakli fimbria
sekillerini icermektedir. Hiicre icersinde yer alan faktorler ise, Fe™’in simirli oldugu
ortamlarda E. coli’nin biyolojik faaliyetlerine ve iiremelerine devam etmesine
yardimcet olmaktadirlar (Erdem 1999, Emody ve ark 2003, Murray ve ark 2005, Kim
ve ark 2006, Tasdemir 2009).

1.9.4. Escherichia coli’nin Tetrasikline Kars1 Direnclilik Mekanizmasi

Tetrasiklinler, hiicre icerisine gecis yaptiktan sonra ve ribozomlarin 30S alt
birimlerine baglanarak protein sentezinin bozulmasit sonucunda etkilerini
gostermektedirler.  Protein  sentezinin inhibisyonu aminoasitlerin tRNA’ya
baglanmasin1 engelleme, mRNA’nin ribozomlara baglanmasin1 veya aminoasil-
tRNA bilesiginin ribozom mRNA kompleksine baglanmasini inhibe etme, peptidil
transferaz etkinligini azaltarak peptid baglar1 olusumunu engelleme ve mMRNA
tizerindeki kodonlarin tRNA’lar tarafindan yanlis okunmasina neden olma etkilerine
neden olmaktadirlar. Bununla birlikte tetrasiklinlerin en yaygin etki mekanizmasi
aminoacyl-tRNA’nin ribozomlarin 30S’lik alt birimlere baglanmasini engelleyerek
protein sentezinin durdurulmasi oldugu belirtilmektedir (Suzuki 2010). Temelde
ribozomal korunma mekanizmasi, bakteri ribozomlarinda protein sentezinin
inhibisyonu ile gerceklesmektedir (Oztiirk 2002). Mikroorganizmalarda tetrasiklin
direncligitet genleri tarafindan kodlanmaktadir. Yaklasik 40’dan fazla tet geni
tetrasiklin direngliligin olusumunda gorev almaktadir. Cizelgel.16’da tetrasiklin (tet)
direng genleri ve direnglilik mekanizmalarinin smiflandirilmasi gosterilmektedir

(Speer ve ark 1992).
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Cizelgel.16. Tetrasiklin (tet) Direng Genleri ve Direnglilik Mekanizmalari.
Gen

Suifi Konum Direnglilik  Mekanizma Protein Mikroorganizma
Tc', Mn' AeY(;lrJT:(I)?]’as
A-E Plazmid (A?’C’E)S Efflux 43 kDa, Haemophilus,
Tc', Mn>, pompasi membran
(C.D) Moraxella,
' Enterobacteriacea
K Plazmid T, Mn" Efflux 35 kDa, Staphylc_)coccus,
pompasi membran Bacillus
Streptococcus,
L Plazmid Tc', Mn® Efflux 50 kDa, Enterococcus,
pompasi membran )
Bacillus
. 72 kDa, Birgok gram (-) ve
M Transpozon, Tc', Mn' Ribozom sitoplazmik gram (+)
Plazmid korumasi ) ’
membran mikroorganizma
Campylobacter,
Plazmid, r r Ribozom .72 kDa,_ Streptococcus,
0] Tc', Mn sitoplazmik
Kromozom korumasi Enterococcus,
membran
Peptostreptococcus
P Plazmid - Efflux - Clostridium ssp.
pompasi
Ribozom 72 kDa,
Q  Kromozom  Tc', Mn' sitoplazmik  Bacteroides ssp.
korumasi
membran

Tc": Tetrasiklin Direncliligi ~ Mn": Minosiklin Direngliligi

Bircok mikroorganizma tiirlinde oldugu gibi tetrasiklinlere karsi temel
direnglilik mekanizmasi efflux pompa aktivitesi, ribozomlarda protein sentezinin
inhibisyonu, enzimatik inaktivasyon olmak iizere 3 sekilde ger¢eklesmektedir
(Connel ve ark 2003, Koo ve Woo 2011). Cizelge 1.16’dan da goriildiigi tizere tetM
geni transpozon ve plazmidlerde yer almaktadir. tetM geni Tn916 tipi conjugatif
transpozonu iizerinde diger mikroorganizmalara tasmabilecegi belirtilmektedir

(Roberts 1990, Speer ve ark 1992).

Tetrasiklin direngliliginde ribozomal korunmayr saglayan proteinlerin
olusumunda temelde tetM, tetO ve tetQ genleri yaygin olarak gorev almaktadirlar.
tetM geni ilk olarak oral ve enterik Streptococcus’larda Tn916 ve Tn1545 konjugatif
tronspozonlarda  tanimlanmis  olup, ribozom proteinlerinin  olugumunun
inhibisyonuna yol acan en yaygin genler arasinda yer almaktadir (Clewell ve
Gawron-Burke 1986, Roberts 1990, Taylor ve Chau 1996, Taylor ve ark 1998,
Chopra ve Roberts 2001). Bunun yaninda son yillarda yapilan ¢alismalar neticesinde

tetP, tetS, tetT, tetW’nin de ribozomal korunma seklinde direnglilige yol agtigi
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belirtilmektedir. Bakterilerde tetP haricinde yukarida belirtilen genlerin efflux pompa
aktivasyonuna yol agan genlerden daha baskin ve yaygin sekilde bulunmakta
olduklar1 vurgulanmaktadir (Taylor ve ark 1998, Chopra ve Roberts 2001). Bu
durumun bir diger sebebinin de tetM gensekansinin %70 oraninda ribozomal
korunma mekanizmasinda yer alan diger genler ile benzerlik gdstermesi olabilecegi

vurgulanmaktadir (Taylor ve Chau 1996, Taylor ve ark 1998).

Ribozomlardan tetrasiklinlerin uzaklastirilmasini saglamakta en biiyiik rolii
tetM geni iistlenmektedir. tetM ribozomlarda tetrasiklinlerin aktivitelerine kars1 gorev
alan sitoplazmik protein yapisinda bulunmaktadirlar (Suzuki 2010). tetM,
ribozomlarda elongasyon faktorleri olarak bilinen EF-G ve EF-Tu ile sekans
benzerligine sahiptir. EF-G ve EF-Tu ise guanosin trifosfataz (GTPase) iist
familyasinda yer alan translasyon mekanizmasinda gruplandirilmaktadirlar (Connel
ve ark 2003, Roberts ve Schwarz 2009). tetM guanosin trifosfata (GTP) baglanmasi
ve GTP’yi hidrolize etmesine ragmen invivo veya invitro ortamda elongasyon
faktorlerinin (EF-G ve EF-Tu) yerini alamamaktadir. Bu niteligi ile tetM efflux
pompa aktivitesi gosteren proteinlerden ayrilmaktadir. tetM, ribozomlarin 30S alt
birimlerinin h4 bolgesine baglanarak tetrasiklinlerin ribozomlarda ilk olarak
baglandig1 bolgenin protein yapisinin allosterik olarak bozulma ve/veya degismesine
neden olmakta, boylece tetrasiklinler ribozomlara baglanamamakta ve protein sentezi
devam etmektedir (Taylor ve Chau 1996, Connel ve ark 2003, Roberts ve Schwarz
2009). Boylece hiicre igerisinde tetrasiklin varligina ragmen ribozomlarda protein
sentezi devam etmekte, bununla birlikte efflux pompa aktivitesi ve enzimatik
inaktivasyona neden olan diger genlerin varliginda da tetrasiklinler kolayca aktif
transport yoluyla hiicre digina aktarilmakta veya enzim aktiviteleri ile inaktive
edilmektedirler (Suzuki 2010). Ayrica ribozomal koruma genlerinin varlig
transpozonlar ve plazmidler vasitasiyla bir bakteri hiicresinden diger bakteri
hiicresine veya ortama gecis yapabilmekte ve silire¢ icerisinde kazanilmis g¢oklu

direnglilik de olusabilecegi vurgulanmaktadir (Roberts ve Schwarz 2009).

E. coli, ¢evresel ortamlarda en yaygin bulunan bakteri tiirlerinden birisi
olmakla birlikte gidalar igerisinde de 6zellikle et ve triinlerinde 6nem arz edebilecek
patojen mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. E. coli’de var olan tetrasiklin
direncliligi daha ¢ok ribozomal korunma seklinde ortaya ¢ikmakta olup, ribozomal

korunmada gorev alan en yaygin genler arasinda tetM yer almaktadir. Bu durumun
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en Onemli nedenleri arasinda tetrasiklinlerin ge¢misten itibaren yiiksek miktarlarda
ve bununla birlikte c¢iftlik hayvanlar1 iiretiminde de kullanilmis olmalar
diistiniilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalar E. coli’de var olabilecek tetM geninin
cevresel kaynaklardan veya tetrasiklinlere direncli bakterilerden gecis yapabilecegini
gostermektedir (Koo ve Woo 2011). tetM gibi ribozomal korunma genleri, plazmid
veya transpozonlar ile bir hiicreden diger bir hiicreye veya cevresel ortamlardan
bakteriye gegebilecegi ve dolayisiyla gegen siire¢ igerisinde direncin bu sekilde
ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte E.coli’de var olabilecek
olan tetM geni, tetrasiklinlere direngli E. coli izolatlarinin varhigma dikkati
¢ekmektedir (Cengiz ve ark 2010, Koo ve Woo 2011).

1.9.5. Enterococcus faecium’un Taksonomisi, Morfolojik Ozelikleri ve
Patojenitesi

Enterococcus faecium, Enterobacteriaceae familyasi Enterococcus cinsi
igerisinde yer almaktadir. E. faecium, 1980°li yillara kadar Steptococcus faecium
olarak tanimlanmakta, ilerleyen yillarda yapilan molekiiler ve biyokimyasal
calismalar neticesinde Enterococcus familyas1 icerisinde yer aldig1 ortaya
cikarilmigtir. Toprak, su, yiyeceklerde, insan ve hayvanlarin bagirsak, safra yollari,
agiz ve bazen de derilerinde (6zellikle perineal deri) normal florada bulunmaktadirlar
(Koneman ve ark 1997). E. faecium, gram (+), oval kok tarzinda, kisa zincirler
halinde yaklagik 0.6-2.0x0.6-2.5 um boyutlara sahip olan, fakiiltatif anaerob, katalaz
(-), 10-45°C arasindaki sicakliklarda iireyebilen, optimum iireme sicakligmin 35°C
oldugu, %6.5’lik NaCl c¢ozeltisinde ve 2.5 ile 12 pH degerleri arasinda iireme
gosterebilen ve %40’lik safra ¢ozeltisi ortaminda eskulini hidrolize etme ve Blood
Agar’da gama tipi hemoliz Ozelligine sahip, bununla birlikte L-
pyrolidonylbetanaphthylamid (PYR) maddesini hidrolize etme yetenegi bulunan,
Lancefield serolojik smiflandirmasinda D grubu igerisinde yer alan bir bakteri
turtidir (Willet 1992, Facklam ve ark 1999, Moellering 2000, Laport ve ark 2003,
Nakajo ve ark 2006, Daane 2008).

Insanlarda ve hayvanlarda E. faecium’un patojenitesi yapisma ve
kolonizasyon, konakg¢1 hiicre savunmasina karsi gelisen direng, bakteri inhibisyonu,
doku hasari, yangi indiiksiyonu olmak iizere 5 temel isleve dayanmaktadir. E.

faecium, yapisma ve kolonizasyon islevini, aggregasyon substrati, diger ylizey
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adhezinleri, lipoteikoik asit (LTA) ile konak¢inin okaryotik hiicrelerine yapigma
faktorleri ile gergeklesmektedir. Konaker hiicre savunmasina karst olusan direng,
plazmidler tarafindan kodlanan aggregasyon substrati, alici ve verici hiicrelerin
birlesmesini saglayarak plazmid transferini kolaylastirmaktadir. Aggregasyon
substrati (AS) 37 kDA uzunluga sahip bir protein olmakla birlikte, plazmidler
tarafindan kodlanmakta ve adhezyon islevi iistlenmekte ve plazmid transferini
kolaylastirmaktadir. Bu sekilde antibiyotik direng genleri basta olmak {izere pek ¢ok
gen de bakteriler arasinda transfer edilebilmektedir (Rakita ve ark 1999, Siilmuth ve
ark 2000, Kayaoglu ve ark 2004).

1.9.6. Enterococcus faecium’un Vankomisine Karsi Direnclilik Mekanizmasi

Vankomisin, glikopeptit grubu antibiyotikler arasinda yer almakta olup,
beseri ve veteriner hekimlikte kullanimi 1950°1i yillara kadar dayanmaktadir. Yiiksek
dozlarda ve olduk¢a yaygin olarak kullanim sonucunda Enterococcus’lar basta
vankomisin olmak iizere bir¢ok antibiyotige karsi1 diren¢ kazanmislardir. Gegen siireg
icerisinde Ozellikle hayvansal tliretimde profilaktik, metaflaktik gibi farkli amaglarla
vankomisinin kullanim1 sonucunda bakteriler tarafindan c¢evresel kaynaklara
direnclilik aktarilmaya baglanmis, sonugta hayvan sagligi problemlerinin ve toplum
veya hastane kaynakli direngli Enterocococcus enfeksiyon vakalarinin artmasina
neden olmustur. 1980°li yillarda ilk kez vankomisin direngli E. faecium’un neden
oldugu sorunlar irdelenmeye baslamis ve giiniimiizde hem hayvan sagligi hem de

insan saglig1 lizerinde bir baski yaratir hale gelmistir.

E. faecium’un birgok antibiyotige karsi direnglilik mekanizmasi dogal veya
kazanilmig direng seklinde gelismektedir. Vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptit
grubu antibiyotikler temelde hiicre duvari sentezinde peptidoglikan polimerlerinin
olusumunda D-alanil-D-alanin (D-ala-D-ala) peptidinin terminal ucuna baglanarak
hiicre duvar1 sentez mekanizmasinin bozulmasina yol agmaktadirlar (Walsh 1989,
Arthur ve ark 1996, Ghidan 2007). Vankomisin direngli E. faecium sahip oldugu
ligaz enzimi yardimiyla D-ala-D-ala proteininin u¢ kismindaki baglanma noktasinin
yapisin1 D-ala-D-ala-laktat veya D-ala-D-ala-serin sekline doniistiirmektedir. Bu
sekilde glikopeptit grubu antibiyotiklerin, hiicre duvarmmin D-ala-D-ala ucuna
baglanma yetenekleri azalmakta ve dolayisiyla hiicre duvar1 sentezi devam

etmektedir. Gilinlimiizde vankomisin diren¢ profili, ligaz enzimini kodlayan genlerin
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durumuna ve ortaya ¢ikan doniisiime gore siniflandirilmaktadir. D-ala-D-ala-laktat
dontisimiine vanA, vanB, vanD, D-ala-D-serin tipinde ise vanC ve vanE en yaygin
sekilde goriilen genlerdir. Cizelge 1.17°de Enterococcus cinsi bakterilerde
glikopeptit grubu antibiyotiklere kars1 gelisen direnglilik fenotipleri gosterilmektedir
(Dutka-Malen ve ark 1992, Navarro ve Courvalin 1994, Arthur ve ark 1996, Fines ve
ark 1999, Quintiliani ve Courvalin 1996, Ghidan 2007).

Cizelge 1.17. Glikopeptitlerin Enterococcus ssp.’lar Igerisindeki Direnglilik
Karakterizasyonu.

Karakter Glikopeptit Direnglilik Fenotipi

vanA vanB vanC
Direng Tipi Kazanilmis Kazanilmis Dogal
Vankomisin (MIK) 64>1000 8>1000 8-32
Teikoplanin (MIK) 16>1000 0.5-1 0.5-1
Ekspresyon Indiiklenebilen Indiiklenebilen -
Plazmid veya Kromozomal
Gen Lokasyonu ) Kromozomal
kromozomal veya plazmid
Transpozon Tn1546 Tn1547,Tn3382 -
Transferedilebilirlik + + -
Terminal Doniistimii D-ala-D-laktat D-ala-D-laktat D-ala-D-ser
Enterococcus E.
.. Enterococcus -
Tiirler ss ssp., casseliflavus,
p- Strep. bovis E. gallinarum

E. faecium’un vanA tipi ortaya c¢ikan direnglilik mekanizmasi, yiiksek
diizeyde vankomisin (>64 pg/ml) ve teikoplanine (>16 ng/ml) kars1 gelisen direng
tipidir. Gegmiste vanA tipi direnglilik, izolatlarin MIK degerlerine gore belirlenirken
giiniimiizde molekiiler tekniklerin kullanilmasiyla spesifik ligaz genlerinin varligina

gore gerceklesmektedir (Basustaoglu 2004b, Cigekler Tok 2006).

E. faecium’da vanA tipi direncin olusumunda Tnl1546 transpozonu gorev
almaktadir. Tn1546 transpozonu 10851 bp boyutunda, direngliligin olusumunda Tn3
ile birlikte 9 polipeptit tarafindan kodlanmakta ve iliskilendirilmektedir (Cetinkaya
ve ark 2000). Sekil 1.4’te Tn1546 transpozonun yapist gosterilmektedir (Coleri ve
Cokmiis 2008).
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Sekil 1.4. Tn1546 Transpozonunun Yapisi Ve Dizileri.

Sekil 1.4’ten gorildigl tizere Tn1546 transpozonunun 6n ve arka dizileri
sayesinde diren¢ genleri ilizerinde bulundugu plazmid ile baska bir plazmide
baglanabilmektedir. Bu aktarimin saglanmasina ORF1 yapisal transpozazi, ORF2 ise
relovazin kodlanmasindan sorumludur. vanR ve vanS genleri glikopeptitlere cevap
olarak regiilasyon sistemi ile vanH, vanA ve vanX genlerinin transkripsiyonunun
aktivasyonuna yol agarak depsipeptit olusumunu kontrol etmektedir. vanA geni genis
bir substrat 6zgiilligiine sahip bir ligazi, vanH ise peptidoglikan sentezinde alanin ile
laktatin yer degistirmesine yol acan depsipeptitin sentezinde gerekli olan
dehidrojenazi kodlamaktadir. Boylece vanA tipi direnglilikte direng genleri
cogunlukla plazmid ve konjugatif transpozonlar araciligiyla diger tiirlere (6rn., S.
aureus) aktarilabilmektedir (Handwerger ve ark 1992, Bozdogan ve Leclercq 1999,
Cetinkaya ve ark 2000, Hanrahan ve ark 2000, Coleri ve Cokmiis 2006).

1.10. Antibiyotik Duyarhlik ve Direncliligini Belirlemede Kullanilan Yontemler

Glinlimiizde bakterilerin antibiyotik duyarliligi ve direncliligine iliskin bir¢cok
metot ve analiz yontemi kullanilmakta olup, her yontemin kendine ozgi bir
degerlendirme sistemi bulunmaktadir. Antibiyotik duyarlilik ve direnglilikte
kullanilan yontemler diliisyon (6rn., sivi besiyeri ve kati besiyeri), disk difiizyon
(6rn., Kirby-Bauer), epsilometre (E-Test), otomatize, spesifik mekanizma testleri ve
molekiiler-genotipik yontemler (6rn., PCR, DNA hibridizasyon) olmak iizere 6 ana

grupta incelenebilmektedir (Richter ve Ferrano 2007, Jorgensen ve Ferrano 2009).
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Diliisyon metodu, antibiyotik duyarliliginda kullanilan ilk test olma 6zelligi
tagimaktadir. Metodun uygulanmasi sivi besiyeri ve kati besiyeri diliisyon olmak
tizere iki sekilde gergeklestirilmektedir. Broth diliisyon yonteminde test tiiplerine
ilgili bakterinin gelisebilecegi sivi besiyeri igerisine farkli diliisyonlarda hazirlanmis
antibiyotik tiirevi (6., 1, 2, 4, 8 ve 16 mg/ml) eklenerek farkli konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren tiipler elde edilmekte, 1-5x10° kob/g diizeyinde standardize
edilmis bakteri siispansiyonu hazirlanmaktadir. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan
farkl1 antibiyotik konsantrasyonuna sahip tliplere inokiilasyon yapilmakta ve
bakterinin optimum {ireme kosullar1 altinda inkiibasyona birakilmakta, sonugta test
tiiplerinin tubiditesi degerlendirilmekte ve bu sekilde bakterinin minimum ve
maksimum konsantrasyonlara karst duyarliligi belirlenebilmektedir (Jorgensen ve
Turnidge 2007, Jorgensen ve Ferrano 2009). Kat1 besiyeri (agar) diliisyon metodu da
stv1 besiyeri diliisyon metoduna benzerlik gostermekte olup, kati besiyerinde farkl
antibiyotik ~ konsantrasyonlarinda  ilgili  bakterinin  ilireme  Ozelliklerinin
degerlendirilmesi ile birlikte minimum ve maksimum inhibisyon konsantrasyonlari
hakkinda degerlendirmenin yapilabilmesini saglamaktadir (Jorgensen ve ark 1994,

Rennie ve ark 2008).

Disk difiizyon yontemi, temelde 1-2x10° kob/g diizeyinde standardizasyonu
yapilmis  bakteri  siispansiyonunun hazirlanan  Mueller Hinton Agar’a
inkiibasyonunun yapilmasi1 ve belirli konsantrasyonlarda antibiyotik tiirevi igeren
disklerin belirli prosediirler izlenerek inkiibasyonun gergeklestirilmesi ve sonuglarin
degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir (Jorgensen ve Turnidge 2007, Anonim
2009).

Bakterilerde antibiyotik duyarlilik ve direngliligin belirlenmesinde kullanilan
bir diger yontem epsilometre (E Test) testidir. Belirtilen yontem steril kat1 besiyeri
iizerine (genellikle Mueller Hinton Agar) 1-2x10° kob/g diizeyinde standardizasyonu
yapilmis bakteri siispansiyonu yayilmakta ve ardindan belirli konsantrasyonlarda
antibiyotik emdirilmis test plakalarinin yerlestirilmesi ve izolatin optimum
kosullarda inkiibasyonunun saglanmasi ve ortaya c¢ikan sonucun degerlendirilmesi
prensibine dayanmaktadir. Neticede test edilen izolatin antibiyotik tiirevine karsi
MIK degeri belirlenebilmektedir. Son yillarda epsilometre testi, disk difiizyon
yontemiyle birlikte bakterilerin antibiyotik duyarlilik profillerinin  ortaya

cikarilmasinin yaninda gecerlik ve giivenilirliginin artirilmasiamaciyla tercih edilen
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bir yontem olarak degerlendirilmektedir (Jorgensen ve Turnidge 2007, Richter ve
Ferrano 2007, Prakash ve ark 2008, Rennie ve ark 2008, Jorgensen ve Ferraro 2009).

Antibiyotik duyarlilik ve direncliliginde kullanilan bir diger yontem seklini de
otomatize test sistemleri olusturmaktadir. Otomatize test sistemleri uygun ve kalibre
edilmis mikrodiliisyon iceren plakalara, belirli prosediirler esliginde izolatin inokiile
edilerek degerlendirme olanagi saglamaktadir. Otomatize test sistemleri, uygulama
ve sonug¢ alma siireglerinin hizli ve kisa siirede gergeklestirilmesi, teknik prosediir
hatalarin1 biiyiikk 06l¢iide ortadan kaldirmasi, ¢ok sayida izolata kisa siirede
uygulanabilinmesi gibi nedenlerden dolay1r tercih edilebilen bir yontem olarak
gosterilebilmektedir. Bunun yaninda otomatize test sistemlerinin yiiksek maliyetli
olmasi ve test cihazlarina periyodik olarak kalibrasyon ve bakimlarmin yapilmasi
gibi gerekliliklerinden dolayr diger metotlarla karsilastirildiginda islevsellik
acisindan oldukga yetersiz kalmaktadir (Jorgensen ve Ferrano 2009, Barenfanger ve
ark 1999). Otomatize sistem testlerine Vitek System (BioMerieux, France), Walk-
Away System (Dade International, Sacramento, Amerika Birlesik Devletleri),
Sensititre ARIS (Trek Diagnostic Systems, East Grinstead, Ingiltere), Avantage Test
System (Abbott Laboratories, Irving, Texas, Amerika Birlesik Devletleri),
Micronaut (Merlin, Bornheim-Hesel, Almanya), Phoenix (BD Biosciences,
Maryland, Amerika Birlesik Devletleri) Ornek olarak gosterilebilmektedir
(Barenfanger ve ark 1999).

Spesifik mekanizma testleri, dogrudan ilgili bakterinin antibiyotige karsi
belirli bir diren¢ mekanizmasint tanimlamak amaciyla gergeklestirilmektedir.
Uygulama prensibi, izolatin belirli bir antibiyotige karsi gelistirmis oldugu belirli
diren¢ mekanizmasini belirli bir reaktif ajan kullanilarak ortaya ¢ikarilmasi seklinde
gerceklesmekte ve kalorimetrik esaslara dayanarak sonuglarin degerlendirilmesini
icermektedir (Richter ve Ferrano 2007, Jorgensen ve Ferrano 2009). Bu yontemde
ticari olarak farkli firmalarca iiretilmis bircok spesifik direnglilik testleri
bulunmaktadir. Burada antibiyotiklere kars1 izolatin gelistirmis oldugu direng tiirleri
ortaya ¢ikarilmasina karsin direnglilik diizeyleriyle ilgili herhangi bir degerlendirme

ortaya koyulamamaktadir.
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Genotipik ve molekiiler yontemler, antibiyotik direngliligi konusunda
bakterinin sahip oldugu DNA, RNA gibi genetik materyallerde var olan spesifik
direng genlerinin veya gen bdlgelerinin tespit edilmesi amacina dayanmaktadir.
Boylece plazmid, transpozon gibi farkli materyaller iizerinde kompleks direnglilik
ajanlart ve mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilabilmesi ve 6zellestirilebilmesinin
yaninda bakteriler arasinda direnclilik materyallerinin sahip oldugu mutajenik
Ozellikleri de ortaya ¢ikarilabilmektedir (Fluit ve Schmitz 2001, Ledeboer ve
Hodinka 2011).
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gereg

Arastirma i¢in Konya il merkezindekimarketlerde tiiketime sunulan 50 adet

1s1l islem uygulanmis ve 50 adet fermente sucuk numunesi toplandi.

2.1.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve Tammlanmasinda Kullamlan

Gerecler ve Hazirlanmalarn
Gram Boyama Testi
Kristal Viyole Soliisyonu

Kristal viyole stok soliisyonunu i¢in 40 g kristal viyole (Merck 1.01408) 400
ml etil alkol ile cam balon jojede karistirildi. Amonyum oksalat stok soliisyonu igin
ise 16 g amonyum oksalat (Merck 101190) 1600 ml distile su ile balon jojede
karistirildiktan sonra filtre kdgidindan siiziildii. Kristal viyole stok soliisyonundan 40
ml, amonyum oksalat stok soliisyonundan ise 160 ml koyu renkli cam siseye aktarildi

ve muhafaza edildi.
Lugol Soliisyonu

Lugol stok soliisyonu icin balon jojeye 25 g iyot (Merck 1.04763) 50 g
potasyum iyodiir (Merck 1.05051) 500 ml distile su konuldu. lyice karistirildiktan
sonra filtre kagidindan koyu renkli cam siselere siiziildii. Stok soliisyonundan 60 ml,

220 ml distile su ile karistirild1 ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edildi.
Safranin Soliisyonu

0.5 g Safranin (Merck 1.15948) 10 ml etil alkolde eritildi. Soliisyona 100 ml
distile su eklendi ve karistirilarak 24 saat bekletildi. Koyu renkli cam siselere siiziildii

ve muhafaza edildi.
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Mikrobiyolojik Analizler
Plate Count Agar (PCA)

PCA (Merck, 1.05463) besiyerinden 225 g 1000 ml distile suda
¢oziindiiriildii. 121°C’de otoklavda 15 dakika sterilize edildi.

Katalaz Soliisyonu (%03)

Katalaz soliisyonu i¢in 3 ml H,O, (Merck 1.08600) 97 ml distile su ile
karistirildi.

Oksidaz Testi

Oksidaz aktivitesini belirlemek amaciyla oksidaz test ¢ubuklar1 (Oxoid BR
0064A) kullanildu.

Koagulaz Testi

Mikroorganizmalarin otoaglutinasyonunu belirlemek amaciyla 1 ml steril

tavsan kani plazmasi vida kapakli steril tliplere aktarildi.
Baird Parker Agar

Baird Parker Agar (Oxoid CM 0275) besiyerinden 63 g 1000 ml distile suda
¢oziindiirildii. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Besiyeri sogutulduktan
sonra igerisine % 5 Egg Yolk Tellurit ilave edildi ve karistirildi.

Buffered Peptone Water

Buffered Peptone Water (Oxoid CM 0509)’dan 20 g 1000 ml distile suda
¢Oziindiiriildii. Su banyosunda (Kottermann D-3162) eritilerek cam pyrex siselere
225’er ml aktarildi ve otoklavda (DH-WAC 010080-Daihan Scientific-Wice
Clave™) 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

Egg Yolk Tellurite Emulsion

Ticari steril Egg Yolk Tellurite Emulsion (Oxoid SR0054) kullanild:.

56



Mannitol Fermantasyon Test Reagenti

Buffered Peptone Water’dan 20 g 1000 ml distile suda eritildi ve su
banyosunda ¢oziindiiriildii. igerisine %0.01 oraninda fenol red (Merck 1.07241)
ayiract ilave edildikten sonra vida kapakli test tiiplerine 5 ml olacak sekilde
aktarildiktan sonra 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. 5 g Mannitol (Merck 1.05982)
95 ml distile su ile karistirilarak %5°lik mannitol soliisyonu hazirlandi. %5°lik

mannitol soliisyonundan steril peptonlu su besiyerlerine %1 oraninda ilave edildi.
API Staph Testi

API Staph (Biomerieux 20500) test stripleri iireticinin belirlemis oldugu

prosediirler dogrultusunda kullanildi.
Brucella Broth Muhafaza Besiyeri

Brucella Broth (Becton Dickinson Company, Sparks MD 21152-211088)
besiyerinden 28 g ve Agar (Merck 1.01614)’dan 1.6 g 850 ml distile suda
¢oziindiiriildii. Su banyosunda karistirilarak eritildikten sonra 160 g gliserin (Merck
5.00190) ilave edildi. Vida kapakli Eppendorf tiiplerin igerisine cam boncuklar
koyuldu ve hazirlanan besiyerinden 5 ml steril pipet yardimiyla aktarildi ve

otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
Brain Hearth Infusion (BHI) Broth

BHI Broth’dan (Merck 1.10493) 37 g 1000 ml distile suda ¢ozlindiiriildii.
Vida kapakli tiiplere aktarildi ve 121'C’de 15 dakika sterilize edildi.

Violet Red Bile Agar (VRBA)

VRBA (Oxoid CM0485)’dan 38.5 g 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii.

Sicak su banyosunda tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirilarak bekletildi.
Sorbitol MacConkey Agar (SMAC)

SMAC (Oxoid CM0813)’dan 51.5 g 1000 ml distile suda ¢oziindiiriilerek
121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
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Tryptone Soy Agar (TSA)

TSA (Oxoid CMO131)’dan 40 g 1000 ml distile suda c¢oziindiirildi.
Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

Tryptone Soy Broth (TSB)

TSB (Oxoid CMO0129)’den 30 g 1000 ml distile suda ¢ozdiirildi ve
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

Kovack’s Indole Reagent

Indol testinin analizinde Kovack’s Indole Reagent (Merck 1.09293)
kullanildi.

Metil Red Ayiraci

Methyl Red (Merck 1.06076)’den %5’lik stok soliisyonu koyu renkli cam

siselere hazirland1 ve kullanilmak {izere muhafaza edildi.
Methyl Red-Voges Proskauer (MR-VP) Broth

MR-VP Broth (Merck-1.05712) besiyerinden 17 g 1000 ml distile suda
¢oOziindiiriildii. Su banyosunda eritildikten sonra vida kapakli test tiiplerine 5 ml

olarak aktarildi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
VRBA with MUG

VRBA+MUG (Oxoid CMO0978) besiyerinden 38.6 g tartildi ve 1000 ml
distile su eklendi ve su banyosunda tamamen eriyinceye kadar karistirilarak

¢Oziindiirtldi.
API 20 E Testi

APl 20 E (Biomerieux 20100) test stripleri iireticinin vermis oldugu

uygulama prosediirlerine gore uygulandi.
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Slanetz Bartley Agar (SB)

SB (Oxoid CMO0377)’den 42 g 1000 ml distile su igerisindesu banyosunda

tamamen ¢oziindirildii.
Bile Esculin Agar (BEA)

BEA (Oxoid CMO0888)’dan 44.5 g 1000 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriildii
ve 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

%06.5 NaCl BHI Broth

BHI Broth’dan (Oxoid CM1136) 47 g 1000 ml distile su ile ¢oziindiiriildi.
1000 ml i¢in 65 g NaCl tartild1 ve karisima eklendi ve vida kapakli tiiplere aktarildu.
Ardindan 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

L-pyrrolidonylarylamidase(PYR) Testi

Izolatlarmin  L-pyrrolidonylarylamidase (PYR) aktivitesini  belirlemek
amactyla PYR test kiti (Oxoid ID 580) kullanildi.

Sulfate Indole Motility Medium (SIMM)

SIMM (Merck 1.05470)’den 30 g 1000 ml distile suda ¢oziindiriildii. Vida
kapakl test tiiplerine 10’ar ml aktarildi ve tiipler otoklavda 121'C’de 15 dakika

sterilize edildi.
%010 Steril Koyun Kanh Blood Agar

Blood Agar (Oxoid CMO0271)’dan 40 g 1000 ml distile suda ¢6ziindiiriildi.
121'C’de 15 dakika sterilize edildi. 42-48 'C’ye sogutulduktan sonra %10 oraninda

steril koyun kani ilave edildi.
API 20 Strep Testi

APl 20 Strep (Biomerieux 20600) test stripleri iireticinin vermis oldugu

uygulama prosediirlerine gore kullanildi.
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De Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar

MRS Agar’dan (Oxoid CM0361) 62 g, 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
Su banyosunda ¢dziindiiriildiikten sonra 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Petrilere
aktarildiktan sonra sterilitesi kontrol edildi. Steril petriler kullamlmak iizere +4 'C’de

muhafaza edildi.

De Man Rogosa Sharpe (MRS) Broth

MRS Broth’dan (Oxoid CM0359) 52 g, 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
Su banyosunda eritildikten sonra vida kapakli test tiiplerine 5’er ml olacak sekilde
aktarildi. Otoklavda 121'C’de 15 dakika sterilize edildi. Kullamlincaya kadar +4
'C’de muhafaza edildi.

API 50 CH Testi

APl 50 CH (Biomerieux 50300) test stripleri kullanildi. izolatlarn
aktivasyonu igin API 50 CHL Medium (Biomerieux 50410) kullanildi. Ureticinin

vermis oldugu uygulama prosediirlerine yonelik test gerceklestirildi.
2.1.2. Liyofilize Referans Suslar

Aragtirmada molekiiler tanimlanmada kullanilmak iizere Staphylococcus
aureus (American Type Culture Collection, ATCC 43300, ATCC 25922),
Escherichia coli (Louis Pasteur Institute, Inra Centre de Jouy en Josas, E. coli
HB101, ATCC 25923) ve Enterococcus (ATCC 51559 E. faecium, ATCC 29212 E.

faecalis) cinsi mikroorganizmalar kullanildi.

2.1.3. Liyofilize Referans Suslarin Aktive Edilmesi, Tanimlanmasi ve

Stoklanmasi

Liyofilize referans suslar (S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 25922, E.
coli HB101, E. coli ATCC 25923, E. faecium ATCC 51559, E. faecalis ATCC
29212) biyogiivenlik kabininde (Chemocell LRCx-UV) 1.5 ml Brain Heart Infusion
Broth bulunan vida kapakli test tiiplerine aktarildi. Ureticilerin uygulama protokolleri
dogrultusunda ongbriilen besiyerleri kullanilarak 37'C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Aktive edilen referans suslar ilgili besiyerlerinde g¢ogaltildi. Referans
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suslarin muhafazalar1 %15 gliserin igeren besiyerlerinde vida kapakli kriyo tiiplerde
-86'C’de gergeklestirildi.

2.1.4. Mikroorganizmalara Uygulanan Antibiyotik Duyarhlik Testi Gerecleri
Mueller Hinton Broth

Mueller Hinton Broth (Oxoid CMO0405)’dan 21 g 1000 ml distile suda
¢Oziindiiriildii ve su banyosunda eritildi. Vida kapakli test tliplerine aktarildi ve

121'C’de 15 dakika sterilize edildi. Kullanilincaya kadar +4 ' C’de muhafaza edildi.
Mueller Hinton Agar

38 g Mueller Hinton Agar (Oxoid CM0337)’a 1000 ml distile su eklendi. Su
banyosunda ¢oziindiiriildii. Steril petrilere aktarildi ve petrilere sterilite testi yapildi.

Kullamlincaya kadar +4'C’de muhafaza edildi.
Antibiyotik Direnglilik Test Diskleri

S. aureus, E. coli, E. faecium, L. plantarum ve L. curvatus izolatlarinin
antibiyotik  direncliliklerini  belirlemek amaciyla Cizelge 2.1°de yer alan

antibiyotikler agar diflizyon metoduyla uygulandi.
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Cizelge 2.1.Agar Difiizyon Yontemiyle izolatlara Uygulanan Antibiyotikler.

E E L. plantarum
Antibiyotik Konsantrasyon ' . ; ve
aureus  coli  faecium
L. curvatus
Amikasin 30 ug X
Amoksisilin/
Klavulanik asit S X X X X
Ampisilin 10ug X X X
Eritromisin 15 ug X X X X
Gentamisin 120 pg X X X X
Kanamisin 30ug X X X
Klindamisin 2 ug X
Kloramfenikol 30ug X X X
Nalidiksik asit 30ug X
Oksasilin 1 ug X X
Penisilin G 10U X X X
Sefalothin 30 pug X X X
Siproflaksosin 5pug X X X
Streptomisin 300ug X X X
Teikoplanin 30 ug X
Tetrasiklin 30 pug X X X X
Trimethoprim/
SulfametrF\)akzoI 25ug X X X
Vankomisin 30 pug X X X

Epsilometre Testi (E test)

Izolatlarm MIK degerlerini belirlemek amaciyla 0.015-256 pg/ml araliginda
S. aureus igin oksasilin (Oxoid MAO114F), E. coli igin tetrasiklin (Oxoid
MAO105F), E. faecium i¢in ise vankomisin (Oxoid MAO102F) iceren antibiyotik E

Test seritleri kullanildi.

2.1.5.Mikroorganizmalarin Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi I¢in

Kullanilan Gerecler
Primerler

S. aureus izolatlarina bazi arastirmacilarin (Mukarami ve ark 1993, Lee 2003,
Koluman ve ark 2011, Ozen ve ark 2011) bildirdikleri mecA metisilin direng geni
primerleri (533 bp) kullanildi. E. coli izolatlar1 igin tetM tetrasiklin direng geni
primerleri (171 bp) (Aminov ve ark 2001, Gueimonde ve ark 2006 ve Cengiz ve ark
2010), E. faecium i¢in Bell ve ark (1998)’nin belirttigi vanA vankomisin direng geni

primerleri (231 bp) kullanildi. Tim primer dizileri kullanilmadan 6nce National
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Center For Biotechnology Information (NCBI) veritabaninda yer alan Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) veritabaninda dogrulandi. Primerler Bioneer
firmasina sentezlettirildi ve liyofilize sekilde tedarik edildi. Ureticinin vermis oldugu

protokoller ¢ergevesinde bidistile saf su kullanilarak seyreltimler hazirlandi.
DNA Ekstraksiyon

IzolatlarmDNA ekstraksiyonlarinin gergeklestirilmesi amaciyla Fermentas
Genomic DNA Purification Kit (K0512, Lot:00075751) kullanildi.

dNTP Set

Aragtirmada Fermantas (798 Cromwell Park Drive, Suites R-S Glen Burnie,
Maryland, USA) firmasinin iiretmis oldugu 100 mM’lik dATP, dCTP, dGTP, dTTP
setler (# RO181 Lot: 00072998) kullanildi.

Taqg DNA Polimeraz

Fermantas marka Taq DNA Polymerase (#EP0402, Lot:00064242) enzimi
kullanilda.

Gen Ruler

Fermantas marka GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (#SM0321
Lot:00072044) soliisyonu kullanildi.

Elektroforez Buffer Yiiriitme Soliisyonu (1X Tris Borate EDTA-TBE Buffer)

10X TBE buffer stok soliisyonu hazirlamak amaciyla 108 g Tris Base (Appli
Chem-Ottoweg 4 DE-64291, A2264), 55 g Borik asit (Merck 12015), 20 ml 0.5 M
Etilen Diamin Tetra Asetik Asit-EDTA (Merck 1.08418) 1000 ml distile suda
¢Oziindiiriildii. Hazirlanan soliisyondan 100 ml alindi ve 900 ml distile su ilave

edilerek ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Etidyum Bromid

20 mg etidyum bromid (Sigma, Eschenstrasse 5, 82024 Taufkirchen
Germany, E 7637) 19.8 ul distile su ile sulandirildi.
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Agaroz Jel Soliisyonu

Agaroz jel’in hazirlanmasi amaciyla 2.7 g Agaroz (Sigma A 9539), 150 ml
1X’lik TBE soliisyonunda ¢oziindiiriildii. Mikrodalga (Beko MD 1505) firinda
eritildi. Sogutularak igerisine 15 pl etidyum bromid eklendi.

2.2. Yontem

Sucuk numunelerine fiziko-kimyasal analizler ile mikrobiyolojik analizler
uygulandi. Numunelerden identifiye edilen S. aureus, E. coli, E. faecium, L.
plantarum ve L. curvatus izolatlar1 kriyo tiiplerde icerisinde %15 gliserin bulunan
Brucella Broth’a aktarilarak -86'C’de muhafaza edildi. Sucuk numunelerinden izole
edilen mikroorganizmalara agar difizyon ve E test metodu ile antibiyotik
duyarhilik/direnclilik Glgtimleri gergeklestirildi. Polimerase Chain Reaction (PCR)
metoduyla mecA, tetM ve vanA antibiyotik direng genleri arastirildi.

2.2.1. Fiziko-Kimyasal Analizler
pH Analizi

Sucuk numunelerinin pH degerleri elektronik pH 6lgiim cihazinda (WTW

marka, pH 7110 masa tipi model) kaydedildi.
Su Aktivitesi (ay) Analizi

Numunelerin su aktiviteleri su aktivite tayin cihazi (Duratherm marka Aw-

Wert-Messer model) kullanilarak gergeklestirildi.
Toplam Rutubet Analizi

Numuneler rutubet cihazinin (AND Marka MX-50 Moisture Analyzer)
haznesine 5 g tartildi. Cihaz 105°C sicakhiga ayarlandi ve analiz sonucunda elde

edilen deger ylizde olarak hesaplandi.
Toplam Kuru Maddede Yag Analizi

Rutubet analizinden sonra numunelerin iizerini kapatacak kadar

karbontetrakloriir (Sigma Aldrich Ref. 319961) ilave edildi. Karbontetrakloriiriin
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rengi degismeyinceye kadar ekstraksiyon islemine devam edildi. Islem sonucunda
numuneler oda sicakligindabekletilerek kurutuldu. Hassas terazi kullanilarak (AND
Marka, EK-600H model) tartildi.

2.2.2. Mikrobiyolojik ve Molekiiler Analizler

Numuneler plastik steril stomacher torbalarna 25 g tartildi, 225 ml steril
peptonlu su ilave edildi. Stomacher cihazinda karistirildi ve steril pyrex siselere

15,

aktarildi. Steril ringer sollisyonuile 10den 10™’¢ kadar vida kapakli tiiplere

sulandirmalar gergeklestirildi.
Toplam Mezofilik Aerobik Mikroorganizma (TMAM) Sayisinin Tespiti

Diliisyonlardan 1’er ml alinarak steril petrilere aktarildi. Plate Count
Agar’dan petrilere dokme plak yontemi seklinde petrilere aktarildi. 30'C’de 48-72

saat inkiibasyona birakildi ve iireme gosteren koloniler sayildi.

Staphylococcus aureus’un izolasyonu ve Tanimlanmasi, Antibiyotik Direnclilik

Testleri ve mecA Geninin PCR ile Belirlenmesi

S. aureus’un izolasyon ve tanimlanmasinda Food and Drug Administration
(FDA) tarafindan onerilen metot kullanildi. Hazirlanan seyreltimler sonrasinda %5
Egg Yolk Tellurite iceren Baird Parker Agar’a dokme plak yontemi kullanilarak
ekim yapildi ve petriler 37 C’de 24-48 saat arasinda aerobik kosullarda inkiibasyona
birakildi. Tellurite iceren Baird Parker Agar’da siyah renkte, 1 mm ¢apinda yuvarlak,
konveks sekilde, etrafinda hale bulunan siipheli koloniler degerlendirmeye alindi.
Stipheli kolonilere gram boyama, katalaz, oksidaz, koagulaz, mannitol karbonhidrat

testi uygulandi. Tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in ise API Staph test kiti uygulandi.
Gram Boyama

Stipheli koloniler yuvarlak uclu 6ze yardimiyla alinarak lam iizerine tespit
yapildi. Kristal viyole soliisyonu ile 1 dk boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra
lugol soliisyonu dokiildii ve 30 sn bekletildi. Saf etil alkol ile dekolorasyon uygulandi
ve distile su ile yikandi. Ardindan safranin soliisyonu ile 30 sn boyama islemi
gerceklestirildi ve distile su ile yikandi. Oda sicakliginda kurumaya birakildi. Lamlar

kuruduktan sonra {izerine immersiyon yagi (Merck 1.04699) damlatildi.
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Mikroskobun 100’1k objektifiyle incelendi. Mor renge boyanan, kok, tiziim salkimi
tarzinda sekilleri olan bakteri hiicreleri siipheli S. aureus olarak degerlendirmeye

alindi.
Katalaz Testi

Pastor pipeti ile %3’lik H,O, soliisyonundan birkag damla lam {izerine
dokiildii. Igne uclu platin 6ze yardimiyla alman siipheli koloniler lam {izerinde
%3’lik H,0; soliisyonu ile karistirildi. 10-20 sn icerisinde lam iizerinde kabarcik ve

gaz olusumu katalaz pozitif olarak degerlendirildi.
Oksidaz Testi

Oze yardimiyla siipheli koloniler oksidaz test kiti iizerine alindi. Renk

degisiminin gézlenmemesi pozitif olarak degerlendirildi.
Koagulaz Testi

Lam {izerine steril fizyolojik tuzlu su damlatildi. Yuvarlak uclu 06ze
yardimiyla steril tavsan kam plazmasindan alind1 ve 6ze ile yayildi. igne uglu 6ze
yardimiyla siipheli olarak alinan 1-2 koloni lam tizerinde karigtirildi. Lam tizerinde
5-10 sn igerisinde bakteri hiicreleri arasinda otoaglutinasyon goriilen izolatlar pozitif

olarak degerlendirildi.
Mannitol Karbonhidrat Fermantasyon Testi

Siipheli kolonilerden igne uglu 6ze yardimiyla %5’lik mannitol bulunan vida
kapakli karbonhidrat testi tiiplerine aktarildi. 35'C’de 2-7 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda  kirmizi-kahverengi renk olusumu pozitif olarak

degerlendirildi.
API Staph Testi

TSA’da 37C’de 24 saat kiiltive edilen S. aureus izolatlar1 APl Staph test
striplerine iireticinin Gngordiigii asamalar dahilinde uygulandi. 37'C’de 24 saat
aerobik sartlar altinda stripler inokiile edildi. API Web Software (Biomerieux)

programi yardimiyla izolatlarin identifikasyonlar1 degerlendirildi.
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izolatlarin Muhafazasi

S. aureus olarak tanimlanan izolatlar Brucella broth muhafaza besiyeri i¢eren
eppendorf tiiplere aktarildi. izolatlar antibiyotik direnglilik testleri ve PCR ile direng
geninin belirlenmesinde kullanilmak iizere -86'C’de kullamlincaya kadar muhafaza
edildi.

izolatlarin Antibiyotik Duyarhhklarimin Belirlenmesi

S. aureus izolatlarinin antibiyotiklere karsi duyarliliklarinin belirlenmesi
amaciyla Cizelge 2.1°de gosterilen antibiyotik diskleri kullanildi. S. aureus’larin
antibiyotik duyarliligit National Committee for Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (Anonim 2007a) ve European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (Anonim 2009, Anonim 2011) prosediirlerine
uygun olarak agar difiizyon yontemiyle gerceklestirildi. -86 C’de muhafaza edilen
izolatlar TSB’ye ekilerek 37'C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. TSB’de iireyen
izolat TSA’ya aktarildi ve 37 C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Ureme gosteren
kolonilerden 5 adet yuvarlak uglu 6ze yardimiyla Mueller Hinton Broth’a bulunan
test tiiplerine aktarildi. 37 C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiiplerde
bulunan izolatlarin bulanikligi Mc Farland cihazinda 0.5 bulaniklik standardina gore
ayarlandi. 0.5 Mc Farland bulaniklik standardinda bulunan izolatlardan 120x120 mm
boyutlarindaki steril petrilerde bulunan Mueller Hinton Agar’in tiim yiizeyine yayma
metodu ile ekim yapildi. Antibiyotik test diskleri petrilere birbirlerine 3-4 cm, petri
kenarma 1 cm olacak sekilde yerlestirildi. Inkiibasyon sonrasinda antibiyotik
disklerinin etrafinda olusan zon caplar1t Olgiildii. Elde edilen zon caplar1t CLSI
(Anonim 2007a) ve EUCAST (Anonim 2009, Anonim 2011) kriterlerine gore
degerlendirildi.

Staphylococcus aureus i¢in Epsilometre Testi (E Test)

S. aureus’un antibiyotiklere karst MiK degerinin &lgiilmesi amaciyla 0.012-
256 pg/ml araliginda oksasilin (Oxoid MA 0114F) igeren test seritleri kullanildi.
Mueller Hinton Broth’da Mc Farland 0.5 standartlarina gére hazirlanan siispansiyon
120x120 mm boyutlarindaki Mueller Hinton Agar iceren petrilere yayma metoduyla

tim yiizeye Drigalski ¢ubugu kullanilarak yayildi. Epsilometre test seridi petrilere
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yerlestirilerek 35C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda
tireme goriilen alanlar 6lgiildii. CLSI (Anonim 2007a) ve EUCAST (Anonim 2009,
Anonim 2011) standartlarina gore degerlendirilerek izolatlarin duyarli oldugu en
diisiik ve en yiiksek doz belirlendi.

PCR Yéntemiyle Staphylococcus aureus Olarak Tammlanan Izolatlarda mecA

Gen Tespiti
Ornek Hazirlanmasi

Eppendorf tiipler igerisinde Brucella Broth’da -86'C’de muhafaza edilen
izolatlar ve referans suslar (S. aureus ATCC 43300 ve S. aureus ATCC 25923)
¢oziindiiriildii ve TSB igeren steril vida kapakli tiiplere aktarildi. 37'C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Mc Farland cihazinda (DEN-IB Mc Farland Dansitometer)

optik dansitesi 4’e ayarlandi.
DNA Ekstraksiyonu

TSB’de optik dansitesi Mc Farland 4’e ayarlanan izolatlara DNA
ekstraksiyonu amaciyla Fermentas Genomic DNA Purification Kit (K0512,
Lot:00075751) kullanildi. Ureticinin ydnergelerine uygun olarak DNA ekstarksiyonu
gerceklestirildi. Izolatlardan 1 ml alnarak santrifiij (VWR Micro centrifuge tubes
211-0015) tiiplerine aktarildi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij (Niive NF 1200R)
edilerek st kisimda kalan supernatant atildi. Alt kisimda kalan bakteri pelleti
ekstraksiyon asamalar1 i¢in kullanildi. Pelletin iizerine otomatik pipet (Nichiryo
Nichipet EX) ile 200 pul steril distile su eklendi ve vortekslendi. Pelletin {izerine 400
ul lizis soliisyonu (Fermantas K0512 Lot:00066035) eklendi ve 1sitic1 bloga (Bioneer
My Genie 96 Thermal Block Cycler) yerlestirilerek 65 C’de 5 dk bekletildi. Pelletin
tizerine 600 pl kloroform (Merck 1.02445) ilave edildi ve 3-5 kez el yardimiyla
yavasca calkalandi. 10000 rpm’de 2 dk santrifiye edildi. DNA igeren supernatant
kisim mikropipet yardimiyla yeni bir eppendorf tiipe aktarildi ve 800 pl prespitasyon
soliisyonu (Fermantas K0512 Lot:00064865) eklendi ve oda sicakliginda karistirildi.
10000 rpm’de 2 dk santrifiye edildi ve mikropipet yardimiyla siipernatant
uzaklastirildi. DNA pelleti 100 pl 1.2 M NaCl (Fermantas K0512 Lot:00066034) ile
hafifce vortekslenerek ¢oziindiiriildii. Uzerine 300 pl sogutulmus etanol eklendi ve

-20'C’de 10 dk bekletildi. Ardindan 10000 rpm’de 4 dk santrifiij edildi ve etanol
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iceren supernatant kisim atildi ve elde edilen pellet 100 ul steril distile su ile

¢oziindiiriildii. Kullanilincaya kadar +4 'C’de bekletildi.
PCR Mix Soliisyonu Hazirlama

PCR mix soliisyonu i¢in 6nceden hazirlanmis (Bioneer Accupower Multiplex
PCR Premix) olan premiks kullanildi. Premiks seti, DNA polymerase, dNTP set,
MqgCly, stabilizer ve tracking dye’dan olusmaktadir. Ekstrakte edilen DNA’lardan 2.5
ul, forward ve reverse primerlerden 1 pl olacak sekilde ayarlandi ve 20 pl steril

distile su ilave edildi.
Primerler

S. aureus’un metisiline karsi diren¢ geninin tespit edilmesinde National
Center For Biotechnology Information (NCBI) veritabaninda yer alan Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) kullanilarak mecA geninin asagida belirtilen
forward ve reverse primer dizileri kullanildi. mecA forward (5'AAA ATC GAT
GGT AAA GGT TGG C 3') mecA reverse (5'AGT TCT GCA GTACCG GATTTG
C 3') olarak belirlendi. Kullanilan her iki primer 533 bp uzunlugundaki bir bolgeyi

amplifiye etmektedir.
Agaroz Jelin Dokiilmesi

%1.5’luk agaroz jel elektroforez tankinin (Thermoscientific OWL Easy Cast
B2) icerisine dokiildii. Jel, katilasmasi igin elektroforez tankinin igerisinde 30-45 dk

arasinda bekletildi.
PCR Amplifikasyonu

Elde edilen bakteri DNA’larinin PCR amplifikasyonu i¢in Lee (2003) ve
Mukarami ve ark (1993)’nin belirttikleri thermal cycle kosullar1 farkli sicaklik ve

stirelerde dogrulandiktan sonra uygulandi (Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.2. mecA Geni i¢in Uygulanan Thermal Cycle Kosullari.

Sicaklik Siire Islem
94 C’de” 30 sn Denaturasyon
55 C’de” 30 sn Annealing (Primer baglanmast)
72'C’de” 1dk Extension (Primer uzamasi)
72'C’de 5 dk Final Extension (Son Uzama)

* 40 dongii

Elektroforez

Icerisinde %]1.5’luk agaroz jel bulunan elektoforez tankinin kuyucuklarmna
amplifiye edilen DNA, pozitif kontrol amaciyla mecA geni tasiyan ATCC 43300
referans sus ile negatif kontrol amaciyla mecA geni tasimayan ATCC 25923 referans
sus Orneklerinden 5’er pul mikropipet yardimiyla aktarildi. Loading dye (Fermentas
6X DNA Loading Dye #R0611 Lot:00066284) ve marker (Fermentas GeneRuler 100
bp Plus DNA Ladder #SM0321 Lot: 00050227) karisimindan 5 pl alinarak en
bastaki ve en sondaki kuyucuklara aktarildi. Elektroforez cihazinda (Thermo
Scientific EC-300XL2) 90 volt 40 miliamper akim siddetinde 1 saat bekletildi.

UV Transilluminator ile Goriintiileme

Elektoforez isleminin ardindan S. aureus i¢in mecA gen varli§ini gosteren
amplifiye DNA sonuglari UV transilluminatérde (DNR Bio Imaging Systems

Minibispro) goriintiilendi.

Escherichia coli’nin izolasyonu ve Tammlanmasi, Antibiyotik Direnclilik

Testleri ve tetM Geninin PCR ile Belirlenmesi

E. coli’nin tespit edilmesi amaciyla dilisyonlardan 1’er ml alinarak igerisinde
Violet Red Bile Agar (VRBA) (Oxoid CM0485) bulunan steril petrilere ¢ift kat
seklinde dokiilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyounun ardindan
pembe-mor renkli iireyen koloniler hazirlanan steril TSB igeren tiiplere aktarildi ve
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan Sorbitol MacConkey (SMAC) Agar
(Oxoid CMO0813)’a tek koloni diisecek sekilde ¢izme plak yontemiyle aktarildi ve
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda SMAC Agar’da
sorbitol negatif olan renksiz koloniler siipheli olarak degerlendirildi ve gram boyama,
katalaz, oksidaz, indol, metil red, Voges-Proskauer ve B-glukoronidaze aktivite

testleri gerceklestirildi. E. coli izolatlarmin identifikasyonunun dogrulanmasi
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amaciyla TSA’da 37°C’de 24saat inokiile edilen izolatlar, APl 20 E (Biomerieux
20100) test striplerine iireticinin belirlemis oldugu uygulama prosediirleri dahilinde
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Elde edilen sonuglar kaydedildi ve API Web
Software (Biomerieux) programinda identifikasyonlar dogrulandi. -86'C’de

muhafaza etmek amaciyla Brucella Broth’a aktarildi.
Gram Boyama

Stipheli koloniler yuvarlak uclu 6ze yardimiyla alinarak lam {izerine tespit
yapildi. Kristal viyole soliisyonu ile 1 dk boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra
lugol soliisyonu dokiildii ve 30 sn bekletildi. Saf etil alkol ile dekolorasyon uygulandi
ve distile su ile yikandi. Ardindan safranin soliisyonu ile 30 sn boyama islemi
gerceklestirildi ve distile su ile yikandi. Oda sicakliginda kurumaya birakildi. Lamlar
kuruduktan sonra tizerine immersiyon yagi (Merck 1.04699) dokiildii. Mikroskobun
100’lik objektif kullanilarak incelendi. Pembe renge boyanan, gram negatif, basil
tarzinda sekilleri olan, bakteri hiicreleri Escherichia siipheli olarak degerlendirmeye
alind1 (Harrigan 1998).

Katalaz Testi

Pastor pipeti ile %3’lik H,O, soliisyonundan birka¢ damla lam {izerine
dokiildii. Igne uglu platin 6ze yardimiyla siipheli kolonilerden alind1 ve lam iizerinde
%3’liikk H,0; soliisyonu ile karistirildi. 10-20 sn igerisinde lam {izerinde kabarcik ve

gaz olusumu pozitif olarak degerlendirildi (Harrigan 1998).
Oksidaz Testi

Ozeyardimiyla siipheli koloniler oksidaz test kiti iizerine alindi. Renk
degisiminin gozlenmemesi oksidaz testi negatif, E. coli yoniinden pozitif olarak

degerlendirildi.
Indol Testi

Stipheli koloniler 6ze yardimiyla alind1 ve Buffered Peptone Water bulunan
tiiplere aktarildi. 37 C’de 2-7 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda
tiplere 0.5 ml Kovac’s ayiract ilave edildi ve hafifce kanistirildi. Tiiplerin st

kisimlarinda olusan kirmizi renk pozitif olarakdegerlendirildi.
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Metil Red Testi

MR-VP Broth besiyerine siipheli koloniler inokiile edildi. 37'C’de 2-7 giin
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda her bir tiipe 4 damla %5°lik Metil Red
ayiracindan ilave edildi ve hafif¢e galkalandi. Kirmizi renk olusumu pozitif olarak
degerlendirildi (Harrigan 1998).

Voges-Proskauer Testi

MR-VP Broth’a siipheli koloniler ekildi. 37°C’de 2-7 giin inkiibasyona
birakildi. Barrit yontemine gore inkiibasyon sonrasi tiiplere 1 ml %40°lik KOH ve 3
ml %>5’lik alfanaftol eriyiginden ilave edildi ve karistirildi. 2-5 dk icerisinde renk

olusumu goriilmeyen izolatlar pozitif olarak degerlendirildi (Harrigan 1998).
B-glukoronidaze Aktivite Testi

B-glukoronidaze aktivitesini saptamak amaciyla methyl-
umbellipherylglucorunidase ihtiva eden Violet Red Bile Agar+tMUG (Oxoid CM
0978B)’a oze ile ekimleri yapilarak 37 C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Ultra
viole lamba yardimi ile floresan Ozellik gosteren koloniler E. coli olarak

degerlendirildi.
API1 20 E Testi

E. coli izolatlarinin identifikasyonunun dogrulanmasi amaciyla TSA’da
37°C’de 24saat inkiibe edilen izolatlar, API 20 E test striplerine tireticinin belirlemis
oldugu prosediirler dahilinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Elde edilen
sonuglar kaydedildi ve API Web Software programinda identifikasyonlar dogrulandi.

izolatlarin Muhafazasi

E. coli olarak tanimlanan izolatlar Brucella broth iceren muhafaza besiyeri
iceren eppendorf tiiplere aktarildi. Izolatlar antibiyotik direnclilik testleri ile PCR

uygulamasi amaciyla -86'C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.
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izolatlarin Antibiyotik Duyarhhklarimin Belirlenmesi

E. coli olarak tanimlanan izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi
icin Cizelge 2.1°de belirtilen antibiyotik diskleri kullanildi. Antibiyotik duyarlilik
testleri CLSI (Anonim 2007a) ve EUCAST (Anonim 2009, Anonim 2011)
standartlarma gére agar difiizyon yontemiyle yapildi. -86' C’de muhafaza edilen
izolatlar TSB’ye ekilerek 37°'C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. TSB’de iireyen
izolat TSA’ya aktarildi ve 37 C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Ureme gdsteren
kolonilerden 5 adet yuvarlak uglu 6ze yardimiyla Mueller Hinton Broth bulunan test
tiiplerine aktarildi ve 37 C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda tiiplerde
bulunan izolatlarin bulanikligi Mc Farland cihazinda 0.5 bulaniklik standardina gore
ayarlandi. 0.5 Mc Farland bulaniklik standardinda bulunan izolatlardan 120x120 mm
boyutlarindaki steril petrilerde bulunan Mueller Hinton Agar’in tiim yiizeyine yayma
metodu ile ekim yapildi. Antibiyotik diskleri petrilere birbirlerine 3-4 cm, petri
kenarina 1 cm olacak sekilde yerlestirildi. Inkiibasyon sonrasinda antibiyotik
disklerinin etrafinda olusan zon caplart Olgiildii. Elde edilen zon caplart CLSI
(Anonim 2007a) ve EUCAST (Anonim 2009, Anonim 2011) kriterlerine gore
degerlendirildi.

Escherichia coli i¢in Epsilometre Testi (E Test)

E. coli izolatlariin MIK degerlerinin belirlenmesi amaciyla 0.012-256 ug/ml
diizeyleri arasinda tetrasiklin igeren antibiyotik E Test seritleri (Oxoid MAQ105F)
kullanildi. Mueller Hinton Broth’da Mc Farland 0.5 standartlarina gore hazirlanan
siispansiyon 120x120 mm boyutlarindaki Mueller Hinton Agar igceren petrilere
yayma metoduyla tiim ylizeye Drigalski ¢ubugu kullanilarak yayildi. Epsilometre test
seridi petrilere yerlestirilerek 35'C’de 18-24 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonucunda tireme goriilen alanlar 6lgiildii. CLSI (Anonim 2007a) ve EUCAST
(Anonim 2009, Anonim 2011) standartlarina gore degerlendirilerek izolatlarin

direngli oldugu en diisiik ve en yiiksek antibiyotik dozu belirlendi.
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PCR Uygulamasiyla Escherichia coli Izolatlarinda tetM Gen Tespiti
Ornek Hazirlanmasi

Brucella Broth’da -86 C’de muhafaza edilen izolatlar ve referans suslar (E.
coli HB101 ve E. coli ATCC 25922) ¢oziindiiriildii ve vida kapakli tiiplerde bulunan
TSB’ye aktarildi. 37'C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
tiiplerin Mc Farland degerleri tespit edildi ve DNA ekstraksiyonu i¢in Mc Farland

optik dansite degerleri 4’e ayarlandi.
DNA Ekstraksiyonu

Arastirmada Fermentas Genomic DNA  Purification Kit (KO0512,
Lot:00075751) kullanild1. Ureticinin ydnergelerine uygun olarak DNA ekstraksiyonu
gerceklestirildi. DNA ekstaksiyonu amaciyla TSB’de Mc Farland degeri 4’ ayarlanan
izolatlardan 1 ml alind1 ve mikro santrifiij (VWR Micro centrifuge tubes 211-0015)
tiplerine aktarildi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij (Niive NF 1200R) edilerek {ist
kisimda kalan supernatant dokiildii. Alt kisimda kalan bakteri pelleti ekstraksiyon
asamalar1 i¢in kullanildi. Pelletin {izerine otomatik pipet (Nichiryo Nichipet EX) ile
400 pl lizis soliisyonu eklendi ve vortekslendi. 65'C’de 5 dakika inkiibasyona
birakildi. 600 pl Kloroform ilave edildi ve 3-5 kez pipete edildi. 10000 rpm’de 2
dakika santrifiye edildi. 80 pl presipitasyon soliisyonu 720 pl steril distile su ile
karistirildi. DNA igeren iistteki faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alind1. Uzerine 800
ul presipitasyon sollisyonu ilave edildi ve oda sicakliginda ters diiz edilerek
karistirildi. 10000 rpm’de 2 dakika santrifiye edildi. Olusan supernatant mikropipet
yardimiyla uzaklastirildi. Pellet 100 pul NaCl soliisyonu igerisinde ¢oziindiiriildii ve
vortekslendi. Pellete presipite olmasi amaciyla 300 ul sogutulmus etanol eklendi ve -
20'C’de 10 dakika bekletildi. 10000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Etanol
mikrotiipten tamamen uzaklagtirildi. Pellet 100 pl steril distile su ile vortekslenerek

¢oziindiiriildii. Kullanilincaya kadar +4'C’de bekletildi.
PCR Mix Soliisyonu Hazirlama

PCR mix soliisyonu i¢in 6nceden hazirlanmig premiks (Bioneer Accupower
Multiplex PCR Premix) kullanildi. Premiks seti, DNA polymerase, dNTP set, MgCl,,
stabilizer ve tracking dye’dan olusmaktadir. Ekstrakte edilen DNA’lardan 2.5 pl,
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forward ve reverse primerlerden 1ul olacak sekilde ayarlandi ve 20 pl steril distile su

ilave edildi.
Primerler

E. coli’nin tetrasikline kars1 direng geninin tespit edilmesinde National Center
For Biotechnology Information (NCBI) veritabaninda yer alan Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) kullanilarak tetM geninin asagida belirtilen
forward ve reverse primer dizileri kullanildi. tetM Forward (5’ACA GAA AGC
TTATTA TAT AAC 3°) tetM Reverse (5' TGG CGT GTC TAT GAT GTT CAC 3))
olarak belirlendi. Kullanilan primerler 171 bp uzunlugundaki bir bolgeyi amplifiye
etmektedir (Aminov ve ark 2001).

Agaroz Jelin Dokiilmesi

%1.5’Iuk agaroz jel elektroforez tankinin (Thermoscientific OWL Easy Cast
B2) igerisine dokiildii. Jel, katilasmasi igin elektroforez tankinin igerisinde 30-45 dk

arasinda bekletildi.
PCR Amplifikasyonu

Elde edilen bakteri DNA’larinin PCR amplifikasyonu icin bazi
arastirmacilarin (Aminov ve ark 2001, Cengiz ve ark 2010, Gueimonde ve ark 2006)
belirttikleri thermal cycle kosullar1 uyguland: (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. tetM Geni I¢in Uygulanan Thermal Cycle Kosullar1.

Sicaklik Siire Islem

94 C’de 3 dk flk denaturasyon

94'C’de” 30 sn Denaturasyon

55.2'C’de” 30 sn Annealing (Primer baglanmast)
72'C’de” 45 sn Extension (Primer uzamasi)
72'C’de 7 dk Final Extension (Son Uzama)

" 35 dongii

Elektroforez

Icerisinde %]1.5’luk agaroz jel bulunan elektoforez tankinin kuyucuklarina

amplifiye edilen DNA, pozitif kontrol amaciyla tetM geni tasiyan E. coli HB101
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referans sus ile negatif kontrol amaciyla tetM geni tasimayan ATCC 25922 E. coli
referans sus Orneklerinden 5’er ul mikropipet yardimiyla aktarildi. Loading dye
(Fermentas 6X DNA Loading Dye #R0611 Lot:00066284) ve marker (Fermentas
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder #SM0321 Lot: 00050227) 5 ul alinarak en
bastaki ve en sondaki kuyucuklara aktarildi. Elektroforez cihazinda (Thermo
Scientific EC-300XL2) 90 volt 40 miliamper akimda 1 saat bekletildi.

UV Transilluminator ile Goriintiileme

Elektoforez isleminin ardindan E. coli i¢in tetM gen varhigimi gosteren
amplifiye DNA numune sonuglari UV transilluminatérde (DNR Bio Imaging

Systems Minibispro) goriintiilendi.

Enterococcus faecium’un izolasyonu ve Tamimlanmasi, Antibiyotik Direnglilik

Testleri ve vanA Geninin PCR ile Belirlenmesi

E. faecium’un izolasyonunda, numunelere ait seyreltimler hazirlandiktan
sonra Slanetz Bartley Agar (SBA)’a ekimleri gergeklestirildi ve 35 C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda petrilerde kahverengi-kirmizi renkte,
konveks sekilde, etrafinda hale olmayan yuvarlak-oval koloniler siipheli olarak
degerlendirildi. Ardindan siipheli kolonilerden Bile Esculin Agar (BEA)’a yuvarlak
uclu 6ze yardimiyla tek koloni diisecek sekilde ekimler gerceklestirildi. 35'C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. BEA’da parlak siyah renkli, yuvarlak, konveks sekilli
sekilde iireyen koloniler siipheli Enterococcus olarak degerlendirildi. BEA’da iireyen
kolonilere gram boyama, katalaz, %6.5 NaCl BHI Broth’da tireme, L-pyrrolidonyl
arylamidase(PYR), hareket, hemoliz ve API 20 Strep testi uygulandi.

Gram Boyama

Siipheli kolonilerden yuvarlak uglu 6ze yardimiyla lam iizerine tespit yapild.
Kristal viyole soliisyonu ile 1 dk boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra lugol
soliisyonu dokiildii ve 30 sn bekletildi. Saf etil alkol ile dekolorasyon uyguland: ve
distile su ile yikandi. Ardindan safranin soliisyonu ile 30 sn boyama islemi
gerceklestirildi ve distile su ile yikandi. Oda sicakliginda kurumaya birakildi. Lamlar
kuruduktan sonra iizerine immersiyon yagt (Merck 1.04699) damlatildi ve 151k

mikroskobunda 100’liik objektifle incelendi. Mor renge boyanan, gram pozitif,
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yuvarlak kok tarzinda sekilleri olan, bakteri hiicreleri siipheli Enterococcus olarak

degerlendirmeye alindi.
Katalaz Testi

Pastor pipeti ile %3’liikk HyO, soliisyonundan birka¢ damla lam {izerine
dokiildii. igne uglu 6ze yardimiyla siipheli koloniler %3’liik H,O; soliisyonu ile
karigtirildi.  10-20 sn igerisinde lam iizerinde kabarcik ve gaz olusumunun

gbzlemlenmemesiyle analiz pozitif olarak degerlendirildi (Harrigan 1998).
Bile Esculin Hidrolizi Testi

Stipheli kolonilerden Bile Esculin Agar iceren petrilere yuvarlak uglu 6ze
yardimiyla tek koloni diisecek sekilde ekim yapildi. 35 C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyerinde iireyen ve esculini hidrolize ederek
parlak siyah renkli, yuvarlak, konveks sekilde iireyen koloniler pozitif olarak
degerlendirildi (Harrigan 1998).

%6.5 NaCl BHI Broth’da Ureme

Stipheli koloniler vida kapakli tiiplere hazirlanan steril %6.5 NaCl BHI
Broth’a inokiile edildi. 37'C’de 6 saat aerobik kosullarda inkiibasyona birakildu.
Uremenin gergeklesmesi ve besiyerinin bulamk hale gelmesi pozitif olarak

degerlendirildi (Harrigan 1998).
L-pyrrolidonylarylamidase (PYR) Testi

Izolatlarinin  L-pyrrolidonylarylamidase (PYR) aktivitesini  belirlemek
amactyla PYR test kiti (Oxoid ID 580) kullanildi. Ureticinin yonergeleri
dogrultusunda izolatlar analize tabi tutuldu. Analiz sonucunda kartlarda sabit mor

rengin olusmasi pozitif olarak degerlendirildi.
Hareket Testi

Vida kapakli tiiplerdeki 5 ml Sulfate Indol Motility Medium (SIMM)

besiyerine siipheli kolonilerden igne u¢lu 6ze yardimiyla koloniler dik bir sekilde
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ekildi. 25'C’de aerobik ortamda 2-5 giin inkiibasyona birakildi. Yiizeye dogru

semsiye tarzindaki iiremenin olugsmamasi E. faecium pozitif olarak degerlendirildi.
Hemoliz Testi

Steril petrilerde %10 koyun kani i¢ceren Blood Agar hazirlandi. BEA’da iireyen
kolonilerden katalaz, PYR, %6.5 NaCl BHI broth’da iireme analizlerinde pozitif
olarak degerlendirilen izolatlar vida kapakli tiiplerde hazirlanmis TSB’ye aktarildi.
37 'C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. TSB’de iireyen kolonilerden %10 steril
koyun kani ilave edilmis Blood Agar’a tek koloni diisecek sekilde yuvarlak uglu 6ze
yardimiyla ¢izme metoduyla ekim yapildi. 37'C’de acrobik ortamda 24-48 saat
arasinda inkiibasyona birakildi. Her 12 saatte hemoliz 6zellikleri bakimindan 1s1ik
altinda inceleme yapildi. Ekim cevresinde seffaf veya beyaz renkte lireme gosteren
ve etrafinda hemoliz zonu olusturmayan koloniler gama hemoliz seklinde E. faecium

bakimindan pozitif yonde degerlendirildi (Harrigan 1998).
API 20 Strep Testi

E. faecium izolatlarmin identifikasyonlarinin dogrulanmasi amaciyla API 20
Strep testi uygulandi. izolatlar TSA’da 37'C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Taze
kiiltiirlerden iireticinin ugulanma prosediirleri dogrultusunda 37 C’de mikroaerofilik
ortamda (%10 CO,) 24 saat inkiibasyona birakildi. Elde edilen sonuglar kaydedildi

ve APl Web Software program: yardimiyla izolatlar dogrulandi.
izolatlarin Muhafazasi

Tanimlama testleri sonucunda E. faecium olarak tanimlanan izolatlar Brucella
Broth muhafaza besiyeri igeren eppendort tiiplere aktarildi ve antibiyotik direnclilik

testleri ile PCR uygulamas1 amaciyla -86 C’de kullamlincaya kadar muhafaza edildi.
izolatlarin Antibiyotik Duyarhhik Testleri

-86'C’de muhafaza edilen E. faecium izolatlari TSB’ye ekilerek 37 C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Tiiplerde lireme gosteren 3-5 koloni alinarak steril vida
kapakl tiiplerde bulunan Mueller Hinton Broth’a aktarildi ve 37 C’de 24 saat inkiibe
edildi. 0.5 Mc Farland optik dansite olacak sekilde bakteri siispansiyonlar1 hazirlandh.

Olusan siispansiyon yayma plak seklinde 120x120 mm’lik petrilerde bulunan
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Mueller Hinton Agar’a inokiile edildi. inokiilasyondan sonra petriler 37 C’de 5 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda giivenlik kabininde antibiyotik diskleri
CLSI (Anonim 2007a) ve EUCAST (Anonim 2009, Anonim 2011)’a gore
yerlestirilerek 37 C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. E. faecium’un antibiyotik
duyarhiginin belirlenmesinde Cizelge 2.1°de yer alan antibiyotik diskleri kullanildi.
Inkiibasyon sonrasinda antibiyotik disklerinin etrafinda olusan zon caplar1 6l¢iildii.
Elde edilen zon gaplar1 CLSI (Anonim 2007a) ve EUCAST (Anonim 2009, Anonim
2011) kriterlerine gore degerlendirildi.

Enterococcus faecium icin Epsilometre Testi (E Test)

E. faecium olarak identifiye edilen izolatlardan 0.5 Mc Farland diizeyinde
hazirlanan siispansiyondan 2 ml alinarak Mueller Hinton Agar’a ekim yapildi.
Ardindan vankomisin (Oxoid MA 0102F) test seritleri uygulandi. 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra E test sonug¢lart CLSI (Anonim 2007a) ve EUCAST
(Anonim 2009, Anonim 2011) o6nerileri dogrultusunda vankomisin igin belirtilen

kriterlere gore degerlendirildi.
Enterococcus faecium’un PCR Uygulamasiyla vanA Gen Tespiti
Ornek Hazirlanmasi

-86'C’de muhafaza edilen E. faecium izolatlari ve referans suslar (ATCC
51559 E. faecium ve ATCC 29212 E. faecalis) ¢ozlindiiriildii. Ardindan izolatlar
TSB bulunan vida kapakli test tiiplerine aktarildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda DNA ekstraksiyonu i¢in Mc Farland cihazinda

mikroorganizmalarin optik dansitesi 4’e ayarlandi.
DNA Ekstraksiyonu

Arastirmada Fermentas Genomic DNA Purification Kit (K0512,
Lot:00075751) kullanildi. Ureticinin ydnergelerine uygun olarak DNA ekstarksiyonu
gerceklestirildi. DNA ekstaksiyonu amaciyla TSB’de Mc Farland degeri 4’ ayarlanan
izolatlardan 1 ml alind1 ve mikro santrifiij (VWR Micro centrifuge tubes 211-0015)
tiiplerine aktarildi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij (Niive NF 1200R) edilerek fist

kisimda kalan supernatant dokiildii. Alt kisimda kalan bakteri pelleti ekstraksiyon
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asamalar icin kullanildi. Pellete otomatik pipet (Nichiryo Nichipet EX) ile 400 ul
lizis soliisyonu eklendi ve vortekslendi. 65'C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. 600
ul kloroform ilave edildi ve 3-5 kez pipete edildi. 10000 rpm’de 2 dakika santrifiye
edildi. 80 ul presipitasyon soliisyonu 720 pl steril distile su ile karistirildi. DNA
iceren iistteki faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alind1. Uzerine 800 ul presipitasyon
sollisyonu ilave edildi ve oda sicakliginda karistirildi. 10000 rpm’de 2 dakika
santrifiye edildi. Supernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirildi. Olusan pellet 100
ul NacCl soliisyonu igerisinde ¢oziindiiriildii ve vortekslendi. Pellete presipite olmasi
amaciyla 300 pl sogutulmus etanol eklendi ve -20'C’de 10 dakika bekletildi. 10000
rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Etanol mikrotiipten tamamen uzaklagtirildi. Pellet

100 pl steril distile su ile vortekslenerek ¢oziindiiriildii. Kullanilincaya kadar +4'C’de
bekletildi.

PCR Mix Soliisyonu Hazirlama

PCR mix soliisyonu i¢in 6nceden hazirlanmis (Bioneer Accupower Multiplex
PCR Premix) olan premiks kullanildi. Premiks seti, DNA polymerase, dNTP set,
MgCl,, stabilizer ve tracking dye’dan olusmaktadir. Ekstrakte edilen DNA’lardan
2.5ul, forward ve reverse primerlerden 1 pl olacak sekilde ayarlandi ve 20 pl steril

distile sudan ilave edildi.
Primerler

E. faecium’un vankomisine karsi diren¢ geninin tespit edilmesinde NCBI-
BLAST programi kullanilarak vanA geninin asagida belirtilen forward ve reverse
primer dizileri kullanildi. vanA Forward (5> GTA GGC TGC GAT ATT CAA AGC
3’) vanA Reverse (5' CGA TTC AAT TGC GTA GTC CAA 3') olarak belirlendi.
Kullanilan primerlerin 231 bp uzunlugundaki bir gen bolgesini amplifiye ettigi

dogrulandi.
Agaroz Jelin Dokiilmesi

%1.5’luk agaroz jel elektroforez tankinin (Thermoscientific OWL Easy Cast
B2) igerisine dokiildii. Jel, katilagsmasi i¢in elektroforez tankinin igerisinde 30-45 dk
arasinda bekletildi.
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PCR Amplifikasyonu

Elde edilen bakteri DNA’larinin PCR amplifikasyonu ic¢in bazi
aragtirmacilarin (Bell ve ark 1998, Yayla 2007) bildirdikleri thermal cycle kosullar
uygulandi (Cizelge2.4).

Cizelge 2.4. vanA Geni i¢in Uygulanan Thermal Cycle Kosullar.

Sicaklik Stire Islem

94'C’de 3dk ik Denaturasyon

94'C’de” 30 sn Denaturasyon

55°C’de” 30 sn Annealing (Primer baglanmast)
72'C’de” 1dk Extension (Primer uzamast)
72'C’de 5 dk Final Extension (Son Uzama)
“30 déngii

Elektroforez

Icerisinde %1.5’luk agaroz jel bulunan elektoforez tankinmn kuyucuklarma
amplifiye edilen DNA, pozitif kontrol amaciyla vanA geni tasiyan ATCC 51559 E.
faecium referans sus ile negatif kontrol amaciyla vanA geni tasimayan ATCC 29212
E. faecalis referans sus Orneklerinden 5’er ul mikropipet yardimiyla aktarildi.
Loading dye (Fermentas 6X DNA Loading Dye #R0611 Lot:00066284) ve marker
(Fermentas GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder #SM0321 Lot: 00050227)
karistmindan 5 pl almarak en bastaki ve en sondaki kuyucuklara aktarildi.
Elektroforez cihazinda (Thermo Scientific EC-300XL2) 90 volt 40 miliamper akim
siddetinde 1 saat bekletildi.

UV Transilluminator ile Gérintiilleme

Elektoforez isleminin ardindan E. faecium i¢in vanA gen varligini gésteren
amplifiye DNA numune sonuglari UV transilluminatérde (DNR Bio Imaging

Systems Minibispro) goriintiilendi.
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Lactobacillus Cinsi Bakterilerin izolasyonu ve Tammlanmasi, Antibiyotik

Direnclilik Testleri ve mecA, tetM ve vanA Genlerinin PCR ile Belirlenmesi

Lactobacillus Cinsi Bakterilerin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Lactobacillus cinsi bakterilerin izolasyon ve tanimlanmasi amaciyla
hazirlanan diliisyonlardan De Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar’a (Oxoid CM 0361)
dokme plak yontemiyle ekim yapildi. 37'C’de anaerobik kosullarda 48-72 saat
inkiibasyona birakildi. MRS Agar’da yuvarlak, etrafinda hale bulunmayan, beyaz
renkli ireme gosteren koloniler siipheli Lactobacillus olarak degerlendirildi
(Harrigan 1998). Siipheli kolonilerden 3-5 adet yuvarlak uglu 6ze yardimiyla alindi
ve steril vida kapakli tiip igerisinde bulunan De Man Rogosa Sharpe (MRS) Broth’a
(Oxoid CM 0359) aktarildi. 37'C’de 48 saat anaerobik ortamda inkiibasyona
birakildi. Ardindan yuvarlak uglu 6ze yardimiyla tek koloni diisecek sekilde MRS
Agar’a ekimleri gergeklestirildi. 37'C’de anaerobik ortamda 48 saat inkiibe edildi.
Ureyen siipheli kolonilere API 50 CH test kiti yardimiyla tanimlayici analizler
gerceklestirildi. L. plantarum ve L. curtavus’u tanimlayici testler yapildi ve sonuglar

APl Web Software programi ile degerlendirildi.
Gram Boyama

Yuvarlak uglu 6ze ile MRS Agar’dan alinan kolonilerin lama tespiti yapildi.
Siipheli kolonilerden hazirlanan preparat kristal viyole ile 1 dk boyandi. Distile suyla
yikandiktan sonra lugol ile 30 sn muamele edildi. Preparat saf etil alkol ile 10-15 sn
kolorasyon islemine tabi tutuldu. Distile suyla yikandi. Safranin ile 30 sn boyandi.
Mikroskobun 100’likk objektifinde immersiyon yagi (Merck 1.04699) vasitasiyla
incelendi. Pembe renkle boyanmis gram pozitif (+), basil tarzinda, tek tek veya zincir

seklinde olanlar degerlendirildi (Harrigan 1998).
API 50 CH Testi

Lactobacillus cinsi olarak tanimlanan izolatlarin tiiriinliin belirlenmesi igin
APl 50 CH test kitlerinden vyararlanildi. API 50 CH tanmimlama kiti farkli
biyokimyasal test substratlarin1 igeren ve mikroorganizmalarin karbonhidrat
metabolizmasinin ¢alisilmasini saglayan 49 adet mikrotiip ve 1 adet kontrol tiipiinden

olugmaktadir. API 50 CHL Medium’a MRS Agar’da iireyen bakteri kiiltiiriinden
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aktarma yapilarak bakteri siispansiyonu ireticinin belirledigi asamalar dahilinde
hazirlandi. 50 kuyucuga, steril pipet kullanilarak inokiilasyonlar yapildi. Daha sonra
kuyucuklarin tist kismi mineral yag kullanilarak kapatildi. 37°C’de anaerobik
kosullarda 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda indikator igeren
mikrotiiplerdeki besi ortami renginin s6z konusu karbonhidrat fermantasyonuna ve
ortam i¢inde yer alan bir pH indikatorii araciligiyla saptanan asit liretimine baglh
olarak mordan saritya doniismesi durumunda sonug¢ pozitif, rengin ayni kalmasi
durumunda ise negatif olarak degerlendirildi. APl Web Software yazilimprogrami

vasitastyla tiir diizeyinde identifiye edildi.
izolatlarin Antibiyotik Duyarhhik Testleri

L. plantarum ve L. curvatus olarak tamimlanan ve -86 C’de muhafaza edilen
izolatlar MRS Broth’a ekilerek 37°'C’de anaerobik ortamda 48 saat inkiibasyona
birakildi. Tiplerde iireme gosteren 3-5 koloni steril vida kapakli tiiplerde bulunan
Mueller Hinton Broth’a aktarildi. 37 'C’de 24 saat anaerobik ortamda inkiibe edildi.
Mueller Hinton Broth’da iireyen izolatlardan Mc Farland optik dansitesi 0.5 olan
bakteri slispansiyonlar1 hazirlandi. Siispansiyondan yayma plak seklinde 120x120
mm’lik petrilerde bulunan Mueller Hinton Agar’a inokiile edildi. Inokiilasyondan
sonra petriler 37°C’de 5 saat inkiibasyona birakildiktan sonra giivenlik kabininde
antibiyotik diskleri CLSI (Anonim 2007a)’nin onerileri dogrultusunda yerlestirildi.
37°C’de anaerobik ortamda 24-48 saat inkiibasyona birakildi. izolatlara Cizelge
2.1’de gosterilen antibiyotik diskleri uygulandi. Sonuglar CLSI (Anonim 2007a) ve
EUCAST (Anonim 2011) kriterlerine gore degerlendirildi.

Lactobacillus plantarum velLactobacillus curvatus Olarak Tamimlanan izolatlar
icin Epsilometre Testi (E Test)

L. plantarum ve L. curvatus izolatlarmin MIK seviyelerinin tespiti amaciyla
izolatlara E Test uygulandi. Mueller Hinton Broth’da 0.5 Mc Farland optik dansite
seklinde hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 2 ml Mueller Hinton Agar’a yayma
plak seklinde giivenlik kabininde ekildi. Ardindan steril pens yardimiyla 0.012-256
ug/ml diizeyinde oksasilin (Oxoid MA 0114F), tetrasiklin (Oxoid MA 0105F),
vankomisin (Oxoid MA 0102F) E test seritleri kullanildi. Sonuglar CLSI (Anonim
2007a) ve EUCAST (Anonim 2011) kriterlerine gore degerlendirildi.
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Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus’un PCR Uygulamasiyla mecA,
tetM ve vanA Genlerinin Tespiti

Ornek Hazirlanmasi

L. plantarum ve L. curvatus olarak tanimlanan ve -86 C’de muhafaza edilen
izolatlar TSB bulunan vida kapakli test tiiplerine aktarildi. 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda izolatlara DNA ekstraksiyonu
yapabilmek amaciyla mikroorganizmalarin optik dansitesi Mc Farland cihazinda 4’e

ayarlandi.
DNA Ekstraksiyonu

Arastirmada Fermentas Genomic DNA  Purification Kit (K0512,
Lot:00075751) kullanild1. Ureticinin ydnergelerine uygun olarak DNA ekstarksiyonu
gerceklestirildi. DNA ekstaksiyonu amaciyla TSB’de Mc Farland degeri 4 ayarlanan
izolatlardan 1 ml alind1 ve mikro santrifiij (VWR Micro centrifuge tubes 211-0015)
tiiplerine aktarildi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiijj (Niive NF 1200R) edilerek iist
kisimda kalan supernatant dokiildi. Alt kisimda kalan bakteri pelleti ekstraksiyon
asamalar1 i¢in kullanildi. Pelletin {izerine otomatik pipet (Nichiryo Nichipet EX) ile
400 pl lizis soliisyonu eklendi ve vortekslendi. 65 C’de 5 dakika inkiibasyona
birakildi. 600 pl kloroform ilave edildi ve 3-5 kez pipete edildi. 10000 rpm’de 2
dakika santrifiye edildi. 80 pl presipitasyon soliisyonu 720 pl steril distile su ile
karistirildi. DNA igeren {listteki faz yeni bir mikrosantrifiij tliptine alind1 ve 800 pl
presipitasyon soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda karistirildi. 10000 rpm’de 2
dakika santrifiye edildi. Olusan supernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirildi.
Pellet 100 pl NaCl soliisyonu igerisinde ¢oOziindiiriildii ve vortekslendi. Pellete
presipite olmasi amaciyla 300 pl sogutulmus etanol eklendi. -20'C’de 10 dakika
bekletildi. 10000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Etanol mikrotiipten tamamen
uzaklastirildi. Pellet 100 pl steril distile su ile vortekslenerek c¢oziindiiriildii.

Kullamlincaya kadar +4'C’de bekletildi.
PCR Mix Soliisyonu Hazirlama

PCR mix soliisyonu i¢in dnceden hazirlanmig (Bioneer Accupower Multiplex

PCR Premix) olan premiks kullanildi. Premiks seti, DNA polymerase, dNTP set,
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MgCly, stabilizer ve tracking dye’dan olusmaktadir. Ekstrakte edilen DNA’lardan 2.5
ul, forward ve reverse primerlerden 1 pl olacak sekilde ayarlandr ve 20 pl steril

distile sudan ilave edildi.
Primerler

L. plantarum ve L. curvatus izolatlarinin mecA, tetM ve vanA genlerinin
belirlenmesine yonelik yapilacak uygulamalarda Cizelge 2.5’te belirtilen primer

dizileri kullanildi.

Cizelge 2.5. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus Izolatlarinda mecA,
tetM ve vanA Genlerinin Belirlenmesinde Y 6nelik Primer Dizileri.
Gen Primer (5°-----3”) Uzunluk (bp)
mecAl AAA ATC GAT GGT A AAGGTTGG C

mecA2 AGT TCT GCA GTACCGGATTTGC 533
tetM1 ACA GAAAGC TTATTATAT AAC 171
tetM2 TGG CGT GTC TAT GAT GTT CAC
vanAl GTA GGC TGC GAT ATT CAA AGC 231
vanA2 CGATTC AAT TGC GTAGTC CAA

Agaroz Jelin Dokiillmesi

%1.5’luk agaroz jel elektroforez tankinin (Thermoscientific OWL Easy Cast
B2) icerisine dokiildii. Jel, katilasmasi igin elektroforez tankinin igerisinde 30-45 dk

arasinda bekletildi.
PCR Amplifikasyonu

Numunelerden izole edilen L. plantarum ve L. curvatus DNA’larmmin PCR

amplifikasyonu i¢in Cizelge2.6’da belirtilen thermal cycle kosullari uygulandi.
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Cizelge 2.6. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus Izolatlarinda mecA,
tetM ve vanA Genlerinin Belirlenmesinde Uygulanan Themal Cycle Kosullart.

Gen Sicaklik Siire Islem
94'C’de” 30sn  Denaturasyon

mecA 55:C’de: 30sn  Annealing (Primer baglanmasi)
72 C’de 1dk Extension (Primer uzamasi)
72'C’de 5dk  Final Extension (Son Uzama)
94'C’de 3dk [lk Denaturasyon
94'C’de” 30sn  Denaturasyon

tetM 55.2'C’de” 30sn  Annealing (Primer baglanmasi)
72'C’de” 45sn  Extension (Primer uzamast)
72'C’de 7dk  Final Extension (Son Uzama)
94'C’de 3dk [lk Denaturasyon

94'C’de” 30sn  Denaturasyon

vanA 55:C’de*** 30sn  Annealing (Primer baglanmasi)
72'C’de” 1dk Extension (Primer uzamasi)
72 C’de 5 dk Final Extension (Son Uzama)

40 dongii, 25 dongii, 30 dongii
Elektroforez

Her bir izolat i¢cin yapilan elektroforez asamasinda, igerisinde %1.5’uk
agaroz jel bulunan elektoforez tankiin kuyucuklarma amplifiye edilen DNA, ilgili
gene ait pozitif kontrol referans sus orneklerinden 5’er pl mikropipet yardimiyla
aktarildi. Loading dye (Fermentas 6X DNA Loading Dye #R0611 Lot:00066284) ve
marker (Fermentas GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder #SM0321 Lot: 00050227)
karigtmindan 5 pl alinarak en bastaki ve en sondaki kuyucuklara aktarildi.
Elektroforez cihazinda (Thermo Scientific EC-300XL2) 90 volt 40 miliamper akim
siddetinde 1 saat bekletildi.

UV Transilluminator ile Goriintilleme

Elektoforez igleminin ardindan L. plantarum ve L. curvatus bakterileri i¢in
mecA, tetM ve vanA gen varligimi gosteren amplifiye DNA sonuglart UV
transilluminatdrde (DNR Bio Imaging Systems Minibispro) goriintiilendi ve sonuglar

degerlendirildi.
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2.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmadan elde edilen verilerin analizinde SPSS paket programi (versiyon
17) kullanildi. Verilere yiizde (%), aritmetik ortalama ( X ) kullanilarak temel
tanimlayict istatistikler uygulandi ve ortaya c¢ikan sonuglar degerlendirildi.
Istatistiksel iliskilerin belirlenmesi amaciyla verilere iki &rnek bagimsiz t testi
uyguland1 ve ortaya c¢ikan farkliliklar p<0.05 anlamlilik diizeyi temel alinarak
degerlendirildi (Stimbiiloglu ve Siimbiiloglu 2005, Biiylikoztiirk 2007).
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3. BULGULAR

Arastirmada Konya piyasasindan farkli firmalara ait 50 adet fermente ve 50
adet 1s1l iglem uygulanmig toplam 100 sucuk numunesi, Kasim 2012-Nisan 2013
tarihleri arasinda toplandi. Numunelerde S. aureus, E. coli ve E. faecium
kontaminasyonu ile L. plantarum ve L. curvatus varligi arastirildi. Izolatlara CLSI
(Anonim 2007a) ve EUCAST (Anonim 2009, Anonim 2011) tarafindan Onerilen
prosediirler dahilinde agar difiizyon metodu ve epsilometre testi (E Test) kullanilarak
farkli antibiyotiklere kars1 direnglilik profilleri 6l¢iildii. Bununla birlikte molekiiler
yontemlerle antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla izolatlara PCR
metodu kullanilarak mecA, tetM ve vanA antibiyotik direng genlerinin varhig

incelendi.
3.1. Sucuk Numunelerine Ait Fiziko-Kimyasal Analiz Sonuglar:

Piyasadan temin edilen fermente ve 1sil islem uygulanmis sucuk
numunelerine iliskin ortalama (X +SE) pH, su aktivitesi (ay), nisbi rutubet (%),
toplam kuru madde (%), toplam kuru maddede yag (%) degerleri Cizelge 3.1’de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Sucuk Numunelerine Ait Fiziko-Kimyasal Analiz Sonuglart.

Grup n X+SE t p
1 50 5,29+0,05
PH 2 50 5s9:004 40 0,000
C o 1 50 0,94+0,00
Su aktivitesi (aw) 5 50 095:000 3,689 0,000
s 1 50 34,47+0,54
0 1) 1)

Nisbi Rutubet (%R},) 5 50 35 87+0.92 1,307 0,194
Toplam Kuru Madde (%) 1 50 6532:0,54 1,307 0,194
P . 2 50 64,12£092 '
Toplan}) Kuru Maddede Yag 1 50 29,05+0,55 5,377 0,000
Orani (%) 2 50 32,68+0,38

! Fermente Sucuk ?Isil Islem Uygulanmis Sucuk

Cizelge 3.1 incelendiginde, fermente ve 1sil islem uygulanmis sucuk
numunelerinden elde edilen pH degerlerinin ortalamasi (X+SE) sirasiyla 5,29+0,05;
5,59+0,04 olarak belirlendi. Ortaya c¢ikan farkliliklarin anlamli oldugu saptandi
(p<0,000). Sekil 3.1’de fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuklardan elde edilen

pH degerlerinin dagilimi gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. Sucuk Numunelerine Ait pH Sonuglarinin Dagilimi.

Fermente ve 1si1l islem uygulanmis sucuklarda su aktivitesi (a,) ortalama
degerlerinin sirasiyla 0,94+0,00, 0,954+0,00 oldugu tespit edildi. Her iki grup
arasindaki farkliliklar anlamli bulundu (p<0.000). Sucuk numuneleri nisbi rutubet
bakimindan degerlendirildiginde, fermente sucuklarda ortalama 34,47+0,54, 1s1l
islem uygulanmis numunelerde ise ortalama 35,87+0,92 degerleri saptandi. Her iKi
grupta nisbi rutubet degerleri bakimindan istatistiksel agidan anlamli herhangi bir
farklilik ortaya ¢ikmadi (p>0,194) (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1°den goriilecegi tizere, fermente sucuklarda toplam kuru madde
ortalama 65,52+0,54, 1s1l islem uygulanmis numunelerde ise 64,12+0,92 olarak
belirlendi. Her iki grup arasinda anlamli bir farkliligin ortaya ¢ikmadigi saptandi
(p>0,194). Arastirma sonuglarina gore fermente sucuk numunelerinde toplam kuru
maddede yag orant (%) ortalama 29,05+0,55, 1s1l islem uygulanmis sucuk
numunelerinde ise ortalama 32,68+0,38 olarak tespit edildi. Gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlamli diizeyde farkliligin oldugu belirlendi (p<0,000) (Cizelge
3.1).

89



3.2. Sucuk Numunelerine Ait Mikrobiyolojik Analiz Sonuclar:

3.2.1. Toplam Mezofilik Aerobik Mikroorganizmma (TMAM) Sayisi

Mikrobiyolojik analizler sonucunda sucuk numunelerine iliskin TMAM

analiz sonuglar Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Sucuk Numunelerine Ait TMAM Sayisi (log;, kob/g).
Grup n X+SE t Degeri p
1 50 10,84+0,68
2 50 5,72+0,41 6,393 0,000

! Fermente Sucuk 2 Is1l Islem Uygulanmis Sucuk

TMAM

Fermente sucuk numunelerinde ortalama (X +SE) TMAM sayilart (logio
kob/g) 10,84+0,68, 1s1l islem uygulanmis numunelerde ise 5,72+0,41 olarak tespit
edildi. Her iki grup TMAM sayilar1 arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,000)
(Cizelge 3.2).

3.2.2. Staphylococcus aureus Sayisi

Fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuk numunelerinden mikrobiyolojik

analizler sonucunda elde edilen S. aureus sonuglar1 Cizelge 3.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. Sucuk Numunelerinde Staphylococcus aureus Sayisi (log,, kob/g).

Grup n X+£SE
S, aureus 1 50 1,84+0,34
2 50 -
! Fermente Sucuk 2 Isil Islem Uygulanmis Sucuk

Cizelge 3.3 incelendiginde, fermente sucuk numunelerine ait S. aureus say1
ortalamasimin 1,84+0,34 oldugu, 1sil islem uygulanmis numunelerden ise izole
edilemedigi belirlendi. S. aureus numuneleri icerisinden Yyapilan APl Staph

tanimlama testleri sonucunda 9 izolat S. aureus olarak belirlendi.

3.2.3. Koliform Bakteri Sayis1

Koliform bakterileri yoniinden fermente ve 1sil islem uygulanmis sucuk

numuneleri incelendiginde (Cizelge 3.4) sayi ortalamalarinin sirastyla 1,07+0,31,
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0,26+0,11 oldugu saptandi. Her iki gruba ait tespit edilen say1 ortalamalar1 arasinda
anlaml1 farkliligin olustugu belirlendi (p<0,05).

Cizelge 3.4. Sucuk Numunelerine Ait Koliform Bakteri Sayisi (logy, kob/g).
Grup n X+SE t Degeri p
1 50 1,07+0,31
2 50 0,26+0,11 2,449 0,016

! Fermente Sucuk ? Is1l islem Uygulanmis Sucuk

Koliform Bakteri

Stipheli izolatlara APl 20 E uygulanarak gergeklestirilen identifikasyon
testleri sonucunda, koliform bakteri siipheli izolatlardan 2’si E. coli olarak identifiye
edildi.

3.2.4. Enterococcus ssp. Sayisi

Fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuk numunelerinden elde edilen
Enterococcus soyuna ait bakteri say1 ortalamasinin sirastyla 2,88+0,42 ve 0,70+0,23
oldugu, gruplar arasinda anlamli farkliligin ortaya ¢iktigi tespit edildi (p<0,000)
(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Sucuk Numunelerine Ait Enterococcus ssp. Sayisi (logy, kob/g).
Grup n X+SE t Degeri p
1 50 2,88+0,42
2 50 0,70+0,23 4,494 0,000

! Fermente Sucuk 2 Isil Islem Uygulanmis Sucuk

Enterococcus ssp.

Numunelerden elde edilen siipheli izolatlara yapilan API Strep test sonucunda

12 izolat E. faecium olarak tanimlanda.

3.2.5. Laktik Asit Bakteri Sayisi

Sucuk numunelerinin  laktik asit bakteri sayilari Cizelge 3.6°da
gosterilmektedir. Fermente sucuklarda laktik asit bakteri say1 ortalamasi 10,59+0,81,

1s1l islem uygulanmis sucuklarda ise 2,75+0,76 olarak belirlendi.
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Cizelge 3.6. Sucuk Numunelerinde Laktik Asit Bakteri Sayisi (log;, kob/g).
Grup n X+SE t Degeri p
1 50 10,59+0,81
2 50 2,75+0,76 7,010 0,000

! Fermente Sucuk 2 Is1l Islem Uygulanmis Sucuk

Laktik Asit Bakterileri

Gruplar arasinda laktik asit bakteri say1 ortalamalart bakimindan anlamli
diizeyde farkliligin oldugu saptand: (p<0,000) (Cizelge 3.6). izolatlara APl 50 CH
test kiti uygulandi ve sonuglar API Web Software programi yardimiyla
degerlendirildi. Degerlendirme neticesinde 17 izolat L. plantarum, 11 izolat L.
curvatus, 19 izolat L. brevis, 3 izolat L. salivarius, 5 izolat Leuconostoc
mesenteroides, 3 izolat L. delbrueckii, 1 izolat Carnobacterium maltoramaticum, 1
izolat C. divergens, 4 izolat L. acidophilus, 7 izolat L. paracasei, 3 izolat Weissella
confusa, 5 izolat L. lactis, 2 izolat W. viridescens, 1 izolat P. pentosaceus, 3 izolat
Leu. lactis, 1 izolat L. fermentum olarak tanimlandi. Fermente ve 1si1l islem
uygulanmis sucuk numunelerinde 16 farkli mikroorganizma tiirii tespit edilmis olup,
Lactobacillus cinsi bakterilerin dominant oldugu ve L. brevis (%22,09), L. plantarum
(%19,76) ve L. curvatus (%12,79)’un en yaygin bulunan tiirler oldugu belirlendi.

Buna karsin izole edilen tiirler arasinda L. sake identifiye edilmedi.

3.3. Antibiyotik Direnclilik Bulgular:

Kiiltiirel yontemlerle izolasyon ve identifikasyonu yapilan S. aureus, E. coli,
E. faecium, L. plantarum ve L. curvatus tirlerine ait izolatlara antibiyotik
direngliliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan agar difiizyon yontemine gore S. aureus
izolatlarmin %100’tniin amoksisilin/klavulanik aside, %66,6’simin gentamisine,
%55,6’smin  klindamisine, %44,4’tiniin siproflaksosine, %66,7’sinin teikoplanine,
%77,8’inin tetrasikline, %66,7’°sinin vankomisine duyarli oldugu tespit edildi
(Cizelge 3.7) (Resim 3.1).
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Cizelge 3.7. Staphylococcus aureus Izolatlarin Antibiyotik Direnglilik Sonuglari.

Antibiyotik

[zolatlar

Amoksilin/Klavulanik Asit
Eritromisin
Gentamisin
Klindamisin
Oksasilin
Penisilin G
Sefalothin
Siproflaksosin
Teikoplanin
Tetrasiklin
Vankomisin
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S: Duyarly, I:Orta Diizeyde Duyarli, R: Direngli

Resim 3.1. Staphylococcus aureus izolatlarinin Agar Difiizyon Test Goriintiisii.

Bununla birlikte S. aureus izolatlarinin %55,5’inin eritromisine, %11,1’inin

gentamisine, %11,1’inin klindamisine,

%22,2’sinin

sefalothine,

%44 ,4’linlin

siproflaksosine, %33,3’linlin teikoplanine, %]11,1’inin tetrasikline ve %11,1’inin

vankomisine orta diizeyde duyarli profilde oldugu belirlendi (Sekil 3.2).
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100 +
80 -
60 -
40 -
0 -
AMC E CN DA OX P CF CIP TP TE VA
B Duyarlt Orta Diizeyde Duyarli ™ Direngli

AMC: Amoksisilin/Klavulanik Asit, E: Eritromisin, CN: Gentamisin, DA:
Klindamisin, OX: Oksasilin, P: Penisilin G, CF: Sefalothin, CIP: Siproflaksosin, TP:
Teikoplanin, TE: Tetrasiklin, VA: Vankomisin

Sekil 3.2. Staphylococcus aureus izolatlarin Agar Diflizyon Test
Sonuglarinin Dagilimi.

S. aureus izolatlarinin %44,4’linlin eritromisin, %22,2’sinin gentamisin,
%33,3’tintin  klindamisin, %100’iiniin oksasilin ve penisilin G, %55,6’sinin
sefalothin, %11,1’inin siproflaksosin, tetrasiklin ve vankomisine direngli oldugu
tespit edildi (Sekil 3.2).

Antibiyotik duyarlilik sonuglar1 bakimindan E. coli izolatlarmin %100’{iniin
amikasin, ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, eritromisin, gentamisin, kanamisin,
streptomisin, trimethoprim/sulfamethakzol ve tetrasikline karsi duyarli, %50’sinin
kloramfenikole kars1 orta diizeyde duyarli, %50’sinin ise kloramfenikol ve nalidiksik

aside kars1 direngli profile sahip oldugu saptand: (Sekil 3.3) (Resim 3.2).
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Cizelge 3.8. Escherichia coli izolatlarinin Antibiyotik Direnglilik Sonuglar.

Antibiyotik (Konsantrasyon) Izolatlar

Amikasin

Ampisilin
Amoksislin/Klavulanik Asit
Eritromisin

Gentamisin

Kanamisin

Kloramfenikol

Nalidiksik Asit
Streptomisin

Tetrasiklin
Trimethoprim/Sulfamethakzol

VDU OMWAOIOOLOLOLOOnON

DUV —0Luumuumowmumo

S: Duyarly, I:Orta Diizeyde Duyarli, R: Direngli

Resim 3.2. Escherichia coli izolatlarmin Agar Difiizyon Test Goriintiisii.
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100 -
80
60
40
20
0.

AK AMP AMC NA S TE SXT
lDuyarh Orta Duzeyde Duyarh B Direncli

AK: Amikasin, AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik Asit, E:
Eritromisin, CN: Gentamisin, K: Kanamisin, C: Kloramfenikol, NA: Nalidiksik
Asit,S: Streptomisin, TE: Tetrasiklin, SXT:Trimethoprim/Sulfamethakzol

Sekil 3.3. Escherichia coli izolatlarinin Agar Difiizyon Test Sonuglarmin
Dagilimi.

E. faecium izolatlariin antibiyotik duyarlilik sonuglart Cizelge 3.9’da
gosterilmektedir. Izolatlarm %100’iiniin ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit ve
kloramfenikole, %33,3’iiniin eritromisine, %33,3’liniin gentamisine, %91,7’sinin
penisilin G’ye, %8,3’iiniin siproflaksosine, %91,6’sinin streptomisine, %50’sinin
tetrasikline, %25’inin trimethoprim/sulfamethakzole, %33,3’iiniin vankomisine kars1
duyarli oldugu tespit edildi (Sekil 3.3) (Resim 3.3).
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Cizelge 3.9. Enterococcus faecium Izolatlarinin Antibiyotik Direnclilik Sonuglari.

Izolatlar

Antibiyotik 28 29

Ampisilin S S
Amoksisilin/
Klavulanik Asit
Eritromisin
Gentamisin
Kanamisin
Kloramfenikol
Oksasilin
Penisilin G
Sefalothin
Siproflaksosin
Streptomisin
Tetrasiklin
Trimethoprim/
Sulfamethakzol
Vankomisin S S
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S: Duyarly, I:Orta Diizeyde Duyarli, R: Direngli

Resim 3.3. Enterococcus faecium izolatlarinin Agar Difiizyon Test Goriintiisii.
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Ayrica E. faecium izolatlarmin %50’sinin eritromisine, %8,3’liniin
gentamisin, kanamisine, penisilin G, streptomisin ve tetrasikline, %91,7’sinin
sefalothine, %33,3’iiniin siproflaksosine, %50’sinin vankomisine karsi orta diizyede
duyarli oldugu belirlendi. Bununla birlikte izolatlarin %16,7’sinin eritromisine,
%358,4’tinlin  gentamisine, %91,7’sinin  kanamisine, %100’tniin  oksasiline,
%8,3’linlin  sefalothine, %58,4’linlin siproflaksosine, %41,6’sinin tetrasikline,
%75’inin trimethoprim/sulfamethakzole, %16,7’sinin vankomisine direngli oldugu
saptand1 (Sekil 3.4).

100 -

20 - —

O T T T T

AMPAMC E CN K C OX P KF CIP S TE SXT VA
B Duyarl Orta Diizeyde Duyarli B Direngli

AMP: Ampisilin, AMC: Amoksisilin/Klavulanik Asit, E: Eritromisin, CN: Gentamisin, K: Kanamisin,
C: Kloramfenikol, OX: Oksasilin, P: Penisilin G, KF:Sefalothin,CIP: Siproflaksosin, S: Streptomisin,
TE: Tetrasiklin, SXT:Trimethoprim/Sulfamethakzol, VA: Vankomisin

Sekil 3.4. Enterococcus faecium Izolatlarin Agar Difiizyon Test Sonuglarinin
Dagilima.
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S. aureus izolatlarmin MIK degerinin belirlenmesine yonelik yapilan
oksasilin (0,012-256 ug/ml) E test sonuglarmin 4-64 ug/ml, E. coli izolatlarinin
tetrasiklin degerinin 1-4 pg/ml araliginda oldugu tespit edildi. E. faecium suslarinin
1-4 pg/ml vankomisin degerine sahip oldugu belirlendi (Cizelge 3.10) (Resim 3.4,
Resim 3.5, Resim 3.6). S. aureus izolatlarin %100’tGniin oksasiline, E. coli
izolatlarinin  %50’sinin tetrasikline, E. faecium izolatlarinin ise %58,3 liniin

vankomisine direngli oldugu belirlendi.

Cizelge 3.10. Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Enterococcus faecium
Izolatlarinin MIK Sonuglari.

Antibiyotik™ Izolat Ust Limit
SA1l 4
SA2 8
S.A4 8
S.A5 8
Oksasilin S.Ab6 16
SA7 32
S.A8 64
S.A 28 16
S.A29 16
- E.C2 4
Tetrasiklin ECH 1
EF1 2
EF4 2
EF5 4
EF6 4
E.F19 4
. E.F 28 2
Vankomisin EE 29 5
E.F 30 4
E.F 42 4
E.F 46 4
E.F 47 1
E.F 48 4

"(0,012-256 pg/ml)
S.A: S. aureus, E.C: E. coli, E.F: E. faecium
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Resim 3.4. Staphylococcus aureus izolatlarinin E-Test Goriintiisii.

|
<>
<>
<>
<>
|
<>
big
b

D

Resim 3.6. Enterococcus faecium Izolatlarinin E-Test Goriintiisii.

L. plantarum ve L. curvatus izolatlarinin %96,4’t amoksisilin/klavulanik
asite, %85,7’sinin eritromisine, %64,2’sinin gentamisine, %42,8’inin kanamisine,
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%89,3’linlin kloramfenikole, %53,6’smin penisilin G’ye, %100’iiniin ampisiline,
%64,3’tintin  sefalotine, %57,1’inin siproflaksosine, %92,9’unun streptomisine,
%60,7’sinin tetrasikline, %35,7’sinin trimethoprim/sulfamethakzole ve oksasiline,
%46,4’tintiin vankomisine kars1 duyarli olduklari sonucuna varildi (Cizelge 3.11)
(Resim 3.7).

Resim 3.7. Lactobacillus plantarum izolatlarinin Agar Difiizyon
Test Goriintisii.
Belirtilen izolatlarin %3,6’sinin amoksisilin/klavulanik asite, eritromisine ve
sefalothine, %14,4’tiiniin gentamisine, %210,7’sinin kanamisine ve kloramfenikole,
%17,9’unun penisilin G’ye, %7,1’inin streptomisin ve tetrasikline karsi orta

duyarliliga sahip olduklar1 tespit edildi (Cizelge 3.11).

Ayrica L. plantarum ve L. curvatus izolatlarini %10,7’sinin eritromisin, %
21,4Unlin gentamisine, %46,5’inin  kanamisine, %28,5’inin penisilin G’ye,
%32,1’inin  sefalothine, %42,9’unun siproflaksosine, %7,1’inin streptomisine,
%32,2’sinin tetrasikline, %64,3’linlin trimethoprim/sulfamethakzole ve oksasiline,

%53,6’s1nin vankomisine karsi direngli olduklari belirlendi (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3.11. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus izolatlarini Agar
Difiizyon Testi Sonuglari.

izolat Antibiyotik
LP 11
LP 13
LP 15
LP 24
LP 31
LP 41
LC 45
LP 51
LP 61
LP 64
LP 73
LP 74
LP 84
LP 131
LP 143
LP 401
LC 405
LP 482
LC 554
LP 802
LC 813
LC 814
LC 822
LC 871
LC 873
LC 982
LC 983
LC 984

A

@)

A

3

VUL LOBBOLLOOOLOOLODODDODLN=—=—UONOnnnnnomn
DLV OLOLOLOLOLOLOOIOTOLVIOTOVOOO—ULUOLOOOnum,aOOnnMm
U)(I)U)(D(D(D(D(D(D(DE;U—;UE(DE—U)—U)——U)(D;UU)U)2
VLU OLLLLVIOOVIOOLOnIOTIODODON——0VDOVODO0O—W0WAOOAO0NAX
NDNULUBHLUBLBLBLOOOOOOOLOLNOLN——0Nunm—umunuunmunuonmunn
nDuunmumuuLnmnITunuunuumun————u0Lun—000DODUVLWMAOAOAOWMTO
VULV LOLOVOLOLOLOOLOLOOOLOLOOOLOOOOOOnnnnonn

AMC: Amoksisilin/Klavulanik Asit (30 pg), E: Eritromisin (15 pg), CN: Gentamisin (120 pg), K:
Kanamisin (30 pg), C: Kloramfenikol (30 pg), P: Penisilin G (10 U), AMP: Ampisilin (10 pg)
LP: L. plantarum, LC: L. curvatus izolatlar:
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Cizelge 3.11 (Devam). Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus
izolatlarinin Agar Difiizyon Testi Sonuglari.

irolat Antibiyotik
LP 11
LP 13
LP 15
LP 24
LP 31
LP 41
LC 45
LP 51
LP 61
LP 64
LP 73
LP 74
LP 84
LP 131
LP 143
LP 401
LC 405
LP 482
LC 554
LP 802
LC 813
LC 814
LC 822
LC 871
LC 873
LC 982
LC 983
LC 984
KF: Sefalothin (30 pg), CIP: Siproflaksosin (5 pg), S: Streptomisin (300 pg), SXT:
Trimethoprim/Siilfamethakzol (25 pg), TE: Tetrasiklin (30 pg), VA: Vankomisin (30 pg), OX:

Oksasilin (1 pg)
LP: L. plantarum, LC: L. curvatus Izolatlar

S

_|
<
>

(/)U)(DU)U)(D;UU)U)(DU)EU)(D—U)U)U);UEZUEU)U);UEZUU)§
(/)U)(DU)U)(D;UU);U(D;UU);UU)U)U);U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U%
DL OLUBLOLOLOLOLOBLOLOOLOOOuOOOH—U—UDunuunuunmouomoumounom
U)U)U)U)(D(D;U(D;U(D(D(D;U(D(D(D;U—;Um—(DU)U);UEZUU)r_||-|
NULOVVOLOMVITNVNIVNIDIIONITIOIOIOOUIODODOIDODOIX
DO BLVOLLOLOIOLVITIOLOLOnLWInnLn OO O0OOOO00DO0XNOLO0D

(DU)(DU)(DU);UU);UU)(D;U;U;U;UU);U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;U9
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Cizelge 3.12. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus Izolatlarinin MIK
Sonuglart.

izolat Antibiyotik™

Oksasilin Tetrasiklin Vankomisin
LP 11 4 > .
LP 13 8 16 A
LP 15 8 p y
LP 24 16 16 A
LP 31 2 5 )
LP 41 16 5 )
LC 45 32 16 32
LP 51 8 3 3
LP 61 32 8 o
LP 64 16 39 3
LP 73 2 4 5
LP 74 2 5 ;
LP 84 0,5 0,25 05
LP 131 8 0.5 ;
LP 143 32 5 05
LP 401 2 1 ;
LC 405 1 0,25 1
LP 482 0,5 0,25 0,25
LC 554 0,5 0.5 05
LP 802 4 16 2
LC 813 05 0,25 0,25
LC 814 8 <012 hst
LC 822 <0,12 0,25 0,25
LC 871 0,25 05 05
LC 873 05 0,25 0,5
LC 982 <0,12 0.5 0.5
LC 983 <0,12 0,25 0,25
LC 984 0,5 <012 05

*0,012-256 pg/ml
LP: L. plantarum, LC: L. curvatus izolatlart

L. plantarum izolatlarmin oksasilin MIK degerinin <0,012-32 pg/ml,
tetrasiklin degerinin <0,012-32 pg/ml, vankomisin degerinin ise 0,25->256 pg/ml
diizeyinde oldugu tespit edildi. L. curvatus izolatlarinin ise <0,012-1 pg/ml
diizeyinde oksasilin, <0,012-0,5 ng/ml diizeyinde tetrasiklin, 0,25-1 pg/ml arasinda
vankomisin MIK degerine sahip oldugu saptand: (Cizelge 3.12) (Resim 3.8).
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Resim 3.8. Lactobacillus curvatus izolatlarinin E-Test Goriintiisti.

L. plantarum izolatlarmin MIK degerleri incelendiginde %71,4’{iniin
oksasiline, %61,9’unun tetrasikline, %66,6’siin vankomisine direngli oldugu tespit
edildi. L. curvatus izolatlarmm MIK degerlerine gore %18,8’inin oksasilin,

%09, 1’inin tetrasikline, %9,1’inin vankomisine diren¢ gosterdigi ortaya koyuldu.
3.4. PCR Bulgulan

Numunelerden identifiye edilen S. aureus izolatlarina mecA gen sekansi PCR
ile molekiiler diizeyde analiz gergeklestirildi. izolatlarin tamamimin mecA genini
tasimadigi belirlendi (Resim 3.9). E. coli izolatlarina gerceklestirilen analiz
sonucunda tetM gen bolgesi tespit edilmedi (Resim 3.10). E. faecium izolatlarinin da
benzer sekilde vanA geni tasimadigi saptandi (Resim 3.11). Sucuk numunelerinden
izole edilen L. plantarum ve L. curvatus suslarinin tamaminin mecA, tetM ve vanA

gen bolgelerine sahip olmadigi belirlendi (Resim 3.12, Resim 3.13, Resim 3.14).
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a ] n SAl SA2 SA4 SAS5 SA6 SA7 SA3 SA28 SA29

533bp

a: 100 bp DNA Marker, p: Pozitif Kontrol (S. aureus ATCC 43300),
n: Negatif Kontrol (S. aureus ATCC 25923), SA1-SA29: S. aureus Izolatlar

Resim 3.9. Staphylococcus aureus DNA Orneklerinin mecA Geni
UV Transilluminatér Goriintiisii.

171bp

a: 100 bp DNA Marker, p: Pozitif Kontrol (E. coli HB101),
n: Negatif Kontrol (E. coli ATCC 25922), EC2, EC5: E. coli izolatlari

Resim 3.10. Escherichia coli DNA Orneklerinin tetM Geni
UV Transilluminator Goruntisu.
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a P n EF1 FEF4 EF5 EF6 ©KEF19 FEF28 FEF29 FEF30 EF42 EF46 EF47 EF48

236bp

a: 100 bp DNA Marker, p: Pozitif Kontrol (E. faecium ATCC 51559),
n: Negatif Kontrol (E. faecalis ATCC 29212), EF1- EF48: E. faecium Izolatlari

Resim 3.11. Enterococcus faecium DNA Orneklerinin vanA Geni UV
Transilluminator Goruntisu.

P P P P LP P c TP P P P P P P P P IC P
a P 11 13 15 24 31 41 45 51 61 €4 73 74 84 131 143 401 405 482

533 bp '—
533 bp i.—_

a: 100 bp DNA Marker, p: Pozitif Kontrol (S. aureus ATCC 43300), LP: L. plantarum,
LC: L. curvatus izolatlar:

Resim 3.12. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus DNA Orneklerinin
mecA Geni UV Transilluminatér Gortintiisii.
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LP LP LP LP LP LP < LP LP LP LP LP LP LP LP LP < LP
a P 11 13 s 24 31 41 45 51 61 64 73 74 84 131 143 401 405 482

171 bp

171 bp

a: 100 bp DNA Marker, p: Pozitif Kontrol (E. coli HB101), LP: L. plantarum, LC: L. curvatus
Izolatlar1

Resim 3.13. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus DNA Orneklerinin
tetM Geni UV Transilluminatér Goriintiisii

LP LP LP LP LP LP c LP LP LP LP LP LP LP LP LP < LP
= P 11 13 15 24 31 41 45 51 &1 &1 73 74 84 131 143 401 405 482

236 bp

236 bp

a: 100 bp DNA Marker, p: Pozitif Kontrol (E. faecium ATCC 51559), LP: L. plantarum,
LC: L. curvatus izolatlar:

Resim 3.14. Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus curvatus DNA Orneklerinin
vanA Geni UV Transilluminatér Gorlintiisii.
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4. TARTISMA

Arastirma, fermente ve 1si1l islem uygulanmis sucuklarda fiziko-kimyasal
analizler ile birlikte baz1 patojen ve Lactobacillus cinsi bakteri varliginin tespit
edilmesi ve elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri ve mecA, tetM ve
vanA antibiyotik direng genlerinin PCR yoOntemiyle belirlenmesi amaciyla

gergeklestirildi.
4.1. Fiziko-Kimyasal Analizler

Fermente sucuklarda pH degeri, hammadde kalitesi ve bilesimine (6zellikle
NaCl ve seker miktar1), spontan laktik asit ve diger bakteri yiikii ve ¢esitliligine,
sucuklara uygulanan teknolojik islem (6zellikle 1sil islem), kullanilan starter
mikroorganizma kompozisyonu ve sayisina bagl olarak sekillenmektedir. Fermente
sucuk tretiminin baslangicinda sucuk hamurunun pH diizeyi yaklasik 6,10-6,20
diizeylerindedir. Fermantasyon siiresince pH degerinde kademeli sekildeki azalma
fermantasyon siiresi ile birlikte kuruma parametrelerine bagli  olarak
sekillenmektedir. Isil islem uygulanmis sucuklarda pH degeri, 1sil islemin
sicaklik/zaman kombinasyonu ve proteinlerin denaturasyonuna bagli olarak
degismektedir. Bununla birlikte sucuklarda tiretim baslangicindan itibaren varolan
saprofit veya patojen mikroorganizma gesitliligi veya sayisinin da pH diizeyine etki
edebilecegi vurgulanmaktadir (Con ve ark 2002, Oztan 2003). Nitekim bazi
arastirmacilar (Bozkurt ve Erkmen 2002, Filiz 2002, Ercoskun 2006) dogal fermente
sucuklarda biiyiik 6lciide spontan fermantasyon bakterileri veya starter kiiltiir ilavesi
sonucunda bakteriler tarafindan tretilen laktik asidin hizli bir sekilde pH azalmasina
neden oldugunu ayrica 1sil islem uygulanan sucuklarda proteinlerin 1sil islem
uygulamasiyla birlikte denatiire olarak tamponlanmasi sonucunda pH degerinin
duragan veya yiikselme egilimi gosterdigini belirtmektedirler. Bununla birlikte
sucuklarin sahip oldugu mikroflora cesitliligi ve saprofit ve/veya patojen
mikroorganizma yiikiiniin de pH degerine etki eden bir diger unsur oldugu

vurgulanmaktadir.

Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’nde (Resmi Gazete 2012a) yer
alan degerlere gore pH degerinin fermente sucuklarda en yiliksek 5,4, 1s1l islem
uygulanan sucuklarda ise en yiiksek 5,6 degerlerinde olmasi gerektigi

belirtilmektedir. Arastirmada her iki gruptan elde edilen pH degeri ortalamalarinin
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(Cizelge 3.1) Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’nde (Resmi Gazete
2012a) belirlenen degerler arasinda oldugu saptandi. Buna karsin fermente sucuk

numunelerinin %32’sinin, 1s1l islem uygulanmis sucuk numunelerinin ise %42’sinin

belirtilen degerlerden (Resmi Gazete 2012a) yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 3.1).

Fermente sucuk numunelerinden elde edilen ortalama pH degerleri bazi
calismalarla (Atasever ve ark 1998, Erdogrul ve Ergiin 2005, Gengcelep 2006, Kaban
2013) benzerlik gostermesine karsin bazi arastirmacilarin (Yaman ve ark 1998,
Ercoskun 2006, Kaban 2007, Ercoskun ve ark 2010) elde ettikleri pH bulgularindan
yiiksek, bazi arastirmacilardan (Ulusoy 2007) diisiik oldugu belirlendi. Isil islem
uygulanmis sucuk numunelerinden elde edilen pH degerleri ise Ercoskun (2006)’un
degerleri ile benzerlik gostermektedir. Ayrica bazi c¢alismalarda (Tayar 1989,
Bozkurt ve Erkmen 2002, Filiz 2002, Ercoskun 2006) fermente sucuklarda biiyiik
Olciide spontan fermantasyon bakterileri veya starter kiiltiir ilavesi sonucunda
bakteriler tarafindan iiretilen laktik asidin hizli bir sekilde pH azalmasina neden
oldugu ve 1s1l islem uygulanan sucuklarda proteinlerin 1s1l islem uygulamasina bagl
olarak denatiire olmasiyla pH degerinin duragan veya yiikselme egilimi gosterdigi
belirtilmektedir.

Fermente ve 1sil islem wuygulanmis sucuklarda su aktivite diizeyi
fermantasyon ve olgunlagma siiresi ve sicakligi, uygulanan 1sil islemin niteligi,
ortamin bagil nemi, sucuk bilesimi (6zellikle NaCl ve yag orani), kullanilan kilifin
kalibrasyonu ve gegcirgenlik diizeyi ve ortamin sahip oldugu hava akim hizi ile
yakindan iliski icerisindedir. Sucuklarda fermantasyon asamasinin sonunda su
aktivitesinin 6zellikle 0,85-0,90 diismesiyle patojen ve saprofit mikroorganizmalarin
gelisebilmesini olumsuz olarak etkilemektedir.

Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’nde (Resmi Gazete 2012a)
sucuklarda su aktivite degerine iligkin herhangi bir deger yer almamaktadir.
Fermente sucuklarda tespit edilen su aktivitesi degerlerinin Ulusoy (2007)’un elde
ettigi degerlerden diisiik oldugu saptanmistir. Buna karsin bazi arastirmacilarin
(Gengcelep 2006, Kaban ve Kaya 2006, Gengcelep ve ark 2008, Kaban 2013) elde
ettikleri degerlerle arastirma sonuglari paralellik gostermektedir. Aragtirmadan elde
edilen 1s1l islem uygulanmis sucuk numunelerine iliskin su aktivitesi degerinin ile
Kaban ve Kaya (2006) ile Dalmis (2007)’1n elde ettigi degerlerle benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.
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Fermente sucuklarda nem miktar1 olgunlagma siiresine, ortamin sahip oldugu
bagil nem ve sicakligina 1s1l islem uygulanmis sucuklarda ise uygulanan 1sil islemin
siiresi ve sicakligina bagl olarak sekillenmektedir. Arastirma sonuclarina gore
(Cizelge 3.1), sucuk numuneleri, i¢erdikleri toplam rutubet miktar1 (%) bakimindan
degerlendirildiginde, fermente sucuklarda ortalama %34,47, 1s1l islem uygulanmis
numunelerde ise %35,87 degerleri saptanmistir. Her iki grupta nem degerleri
bakimindan istatistiksel acidan anlamli herhangi bir farklilik ortaya c¢ikmamustir
(p>0,05). Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’nde (Resmi Gazete 2012a)
fermente sucuklarda nem miktarinin toplam et proteini miktarina oraninin 2,5’in
altinda, 1s1l islem uygulanmis sucuklarda ise 3,6’nin altinda ve/veya nem miktarmin
kiitlece en ¢ok %50 olmasi gerektigi belirtilmigtir.

Fermente sucuklarda yapilan ¢aligmalar sonucunda ortalama toplam rutubet
degerini Ercoskun ve ark (2010) %32,48, Yaman ve ark (1998) %37,20, Ercoskun
(2006) %35,29 ve Gengceelep (2006) %34,83 olarak tespit etmislerdir. Belirtilen
degerler aragtirma sonuglar1 ile benzerlik gdstermektedir. Buna karsin Atasever ve
ark (1998) ile Erdogrul ve Ergiin (2005)’tin elde ettigi sonuglar arastirma
sonuclarindan daha diisiik diizeyde bulunmustur. Isil islem uygulanmis sucuk
numunelerine ait toplam rutubet degeri ortalamasinin Ercoskun (2006) ile Kaban ve
Kaya (2006) tarafindan elde edilen degerlerden daha diisiik oldugu saptanmustir.

Fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuk numunelerinden elde edilen toplam
kuru madde miktar1 (%) sirasiyla ortalama 65,52 ve 64,12 olarak tespit edilmistir.
Atasever ve ark (1998) fermente sucuklarda toplam kuru madde degeri ortalamasinin
70,51 oldugunu bildirmektedirler.

Aragtirma sonuglarina gore, fermente sucuk numunelerindeki toplam yag
miktart (%29,05), 1s1l islem uygulanmig sucuk numunelerinden daha diisiik degerde
(%32,68) tespit edilmistir. Fermente sucuklara iliskin toplam yag miktar1 sonuglari
bazi arastirmacilarin (Atasever ve ark 1998, Yaman ve ark 1998) elde ettikleri
sonuglar ile benzerlikler gostermesine karsin birgok arastirmacinin (Sancak ve ark
1996, Erdogrul ve Ergilin 2005, Ercoskun 2006, Er¢oskun ve ark 2010) elde ettigi
degerlerden farkli bulundu. Isil islem uygulanmis sucuk numunelerinden elde edilen
yag miktar1, Ercoskun ve ark (2010)’nin elde ettigi degerlerile benzerlik gostermistir.
Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi (Resmi Gazete 2012a)’ne gore
fermente sucuklarda yag miktarinin toplam protein miktarina oraninin 2,5, 1s1l iglem

uygulanmis sucuklarda ise 3,2’nin altinda olmasi gerektigi belirtilmektedir.

111



4.2. Mikrobiyolojik Analizler

Fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuk numunelerinden elde edilen TMAM
sayilar1 karsilastirildiginda, fermente numunelere ait TMAM say1 ortalamast 1sil
islem uygulanmis numunelerden daha yiliksek bulundu. Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et
Uriinleri Tebligi’nde (Resmi Gazete 2012a) sucuklarda toplam mezofilik
mikroorganizma veya bakteri sayilaria iliskin herhangi bir 6lgiit yer almamaktadir.
Fermente ve 1s1l islem uygulanmig numuneler arasinda TMAM sayilar1 bakimidan
ortaya ¢ikan farklilik, sucuklarda 1sil islem uygulamasinin toplam mikroorganizma
yiikii tizerinde etkili oldugu yoniinde bir¢ok arastirmaci tarafindan elde edilen
sonuglarla uyusmaktadir. Con ve ark (2002), Afyon ilinde biiylik kapasiteli et
isletmelerinde iiretilen sucuklarin mikrobiyolojik kalitelerini belirlemek amactiyla
yirlittikleri arastimada, TMAM sayisint 3,OX104-2,2X108 kob/gdiizeyleri arasinda
oldugunu bildirmektedirler. Kok ve ark (2007) fermente sucuklarda TMAM say1
ortalamasinin 4,20 log;o kob/g oldugunu tespit etmislerdir. Sancak ve ark (1996)
Van’da fermente Tiirk sucuklarinin mikrobiyolojik kalitesini belirlemeye yonelik
yaptiklar1 arastirmalarinda, TMAM sayisinin ortalama 3,3x10° kob/g oldugunu
saptamiglardir. Arastirmada fermente ve 1s1l islem uygulanmis sucuk numunelerinde
elde edilen TMAM sayis1 bazi aragtirmacilarin (Atasever ve ark 1998, Sancak ve ark
1996, Senol ve Nazli 1996) elde ettikleri sonuglardan oldukga yiiksek bulunmustur.
Bu sonu¢ fermente sucuklarin hammadde kalitesi, iiretim/depolama asamalarindaki
hijyenik yetersizlikler, 1s1l islem uygulamasinin yetersizligi ve sucuk iretiminde
starter kiiltiir kullanilip kullanilmamasindan kaynaklanabilmektedir.

Fermente sucuk numunelerinde S. aureus’un izole edilmesi, hammaddenin
mikrobiyolojik kalitesinin diisiik oldugu, hammadde seciminden itibaren gecen
tretim siireci igerisinde ve/veya muhafaza kosullari dahilinde mikrobiyolojik
kontaminasyonun gergeklestigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Isil islem uygulanmis
numunelerde ise S. aureus’un izole edilememesinin temel nedeni 1sil islemin
mikroorganizma yiikii lizerinde inhibe edici etkisinden kaynaklanabilecegi sonucuna
varilabilir. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde (Resmi Gazete
2011) yer alan kriterlerde S. aureus bakimindan fermente ve 1s1l islem uygulanmis
sucuklara iligkin herhangi bir 6l¢iit yer almamaktadir. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii
sucuk standardina (Anonim 2012) gore incelenen her 5 6rnekten S. aureus igin bir

ornekte 5x10% kob/g, 4 oérnekte 10 kob/g’t asmamasi gerektigi belirtilmektedir.
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Yal¢in ve Can (2013), 60 fermente sucuk numunesinin 10’unda (%16,8) koagulaz
(+) S. aureus izole ettiklerini, ortalama koagulaz (+) S. aureus sayisinin ise <0,1x10°
kob/g degerleri arasinda oldugunu belirtmektedirler. Con ve ark (2002) geleneksel
fermente sucuklarda S. aureus sayisinim 2,0x10'-7,1x10° kob/g arasinda degistigini
bildirmektedirler. Sancak ve ark (1996) ¢alismalarinda fermente sucuklarda ortalama
Staphylococcus ve koagulaz (+) Staphylococcus sayilarmnin sirasiyla 6,7x10°, 1,9x10°
kob/g oldugunu tespit etmislerdir.

Tirk Standartlart Enstitlisii’niin yaymlamis oldugu sucuk standardinda
(Anonim  2012) koliform bakterilerin 10" kob/g’i ge¢cmemesi gerektigi
belirtilmektedir. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde (Resmi
Gazete 2011) koliform bakteriler ile ilgili herhangi bir kriter olmamasina karsin E.
coli 0157°nin fermente ve 1s1l islem gérmiis et lrlinlerinde bulunmamasi gerektigi
bildirilmektedir. Yal¢in ve Can (2013) Mersin ve Adana’da geleneksel sekilde
iiretilmis 60 fermente sucuk numunesinin %30’unda <0,1-10° kob/g arasinda
koliform bakteri tespit etmislerdir. Con ve ark (2002) geleneksel fermente sucuklarda
Enterobacteriaceae sayisin <10-1,1x10* kob/g arasinda oldugunu belirlemislerdir.
Sancak ve ark (1996) calismalarinda fermente sucuklarda ortalama koliform bakteri
ve E. coli sayisinin sirasiyla 5,2x10°, 4,6x10° kob/g oldugunu bildirmislerdir. Baz1
arastirma (Sancak ve ark 1996, Con ve ark 2002, Yal¢in ve Can 2013) sonuglarinin
calismadan elde edilen ortalama koliform bakteri sayilarindan yiiksek oldugu
belirlenmistir. Buna karsin Kok ve ark (2007), Aydin’da satisa sunulan fermente
sucuklarda koliform bakteri say1 ortalamasinin 1,62 log;o kob/g, Noveir ve ark
(2000), Tirkiye’de 75 sucuk numunesinde koliform bakteri sayisinin 0-4,6x10°
kob/g, E. coli sayisiin ise 0-2,4x10° kob/g diizeyleri arasinda degistigini bildirmekte
olup, aragtirmadan elde edilen koliform sonuglar1 ile benzerlik gostermektedirler.
Villani ve ark (2005), Italya’da yaptiklar1 ¢alismada 126 taze domuz sosislerinin
%16’sinda verotoksin iireten E. coli izole ettiklerini ve antibiyotik direncli E. coli
O157:H7 susunun domuz sosislerinde 4'C’de bir hafta canliigimi korudugunu
bildirmektedirler.

Fermente ve 1s1l islem uygulamis sucuklardan elde edilen Enterococcus ssp.
sayilarina (2,88+0,42, 0,70+0,23) iliskin Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Tebligi'nde (Resmi Gazete 2011) herhangi bir kriter yer almamaktadir. Ozmen
Togay ve ark (2010) dogal yollardan fermente edilen besinler {izerinde yiiriittiikleri

arastirmalarinda, besinlerden 16 E. faecium, 68 E. faeacalis izolat1 elde ettiklerini,
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fermente sucuklardaki Enterococcus sayisinin 2-4 logip kob/g diizeyinde oldugunu
belirtmektedirler. Karakas (2005) c¢alismasinda, fermente sucuklarda Enterococcus
SSp. sayisinin 9,4x10° kob/g diizeyinde bulundugunu, elde edilen izolatlarin
vankomisine kars1 direng gostermedigini tespit etmistir. Franz ve ark (1999), cesitli
sucuklardan Enterococcus izole edildigini belirterek, bu triinlerdeki Enterococcus
sayisinin 1x10%-2,6x10° kob/g arasinda oldugunu bildirmislerdir. Quednau ve ark
(1998) Isve¢ ve Danimarka’da domuzlarm ve kanathlarin florasinda bulunan
Enterococcus cinsi bakteriler igerisinde E. faecium’un en siklikla izole edilen bakteri
tiirii oldugunu bildirmektedirler.

Fermente sucuk numunelerine ait laktik asit bakteri sonuglarin 1sil islem
uygulanmis numunelerden yiiksek olmasi, uygulanan 1s1l islemin mikroorganizmalar
tizerinde tahrip edici etkisinden kaynaklanmaktadir. Buna karsin, 1sil islem
uygulanmis sucuk numunelerinde yiiksek diizeylerde Lactobacillus soyuna ait
bakteri tespit edilmesi, teknolojik islemlerin farkliligini (6rn., 1s1l islemin sicaklik ve
stiresi) ortaya koymakta ve/veya starter kiiltiir kullamimimi distindiirmektedir.
Ozdemir (1999) Tiirk tipi fermente sucuklar iizerinde yiiriittiigii calismasinda
izolasyon ve identifikasyonu yapilan toplam 252 sustan 207 sus (% 82)’un L. sake,
20 sus (% 7,9)’un L. curvatus, 7 sus (% 2,8)’un L. plantarum, 7 sus (% 2,8)’un L.
viridescens, 9 sus (% 3,5)’un muhtemelen L. agilis benzeri bir tiir, 1 susun ise (%
0,4) L. carnis oldugunu, fermente sucuklarda dominant grubun L. sake, L. curvatus
ve L. plantarum seklinde tespit edildigini bildirmektedir. Benzer sekilde Ozdemir ve
ark (1996), arastirmalarinda 3 hafta 25'C’de olgunlastirilan sucuklarda toplam 80
Lactobacillus izolatindan %80’inin L. sake, %15’inin L. plantarum, %5’inin L.
curvatus oldugunu tespit etmislerdir. Toksoy ve ark (1999), ¢alismalarinda, sucuk ve
sosis numunelerinden izole edilen 97 Lactobacillus cinsi bakteri igerisinde
%41,1’inin L. plantarum oldugunu belirtmektedirler. Yalanca (2009), analize alinan
35 sucuk 6rneginden toplam 29 laktik asit bakterisi izole ettigini bildirmektedir. Con
ve Gokalp (2000) tarafindan gerceklestirilmis ve 51 sucuk orneginden 19 adet L.
plantarum, 4 adet L. curvatus, 4 adet P. pentosaceus, 3 adet P. acidilactici, 2 adet L.
pentosus, 2 adet L. sake, 1 adet L. delbrueckii, 1 adet L. rhamnosus ve 21
Lactobacillus spp. susu izole etmislerdir. Arastirmacinin laktik asit bakterlerine

iligkin bulgulari, arastirmadan elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir.
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4.3. Antibiyotik Duyarhlik ve Direnclilik

Arastirmada, S. aureus izolatlarinda direnglilik diizeyinin en yiiksek oksasilin
ve penisilin G’ye, duyarlilik diizeyinin en yiiksek amoksisilin/klavulanik asit,
oksasilin, tetrasiklin, kanamisin ve vankomisine karsi oldugu belirlendi. Gilindogan
ve ark (2005), et ve kanatli hayvan etlerinde bulunan S. aureus suslarinin metisilin,
basitrasin, penisilin G ve eritromisine karsi olan direnglilik diizeylerini sirasiyla
%67,5, %87,5, %53,8 ve %7,5 olarak tespit etmislerdir. Aragtirmacilarin sonuglari ile
elde edilen bulgular arasinda benzerlikler bulunmaktadir. Bununla birlikte Giindogan
ve ark (2005), penisilin G’ye olan direncliligi, penisilin grubu antibiyotiklerin beseri
ve veteriner hekimlikte uzun siiredir kullanilmasina baglamaktadirlar. Normanno ve
ark (2007), et ve siit triinleri, insan, ¢evresel kaynaklardan izole ettikleri S. aureus
suslarinin %68,8’inin en az bir antibiyotige, ayrica et ve et liriinlerinden izole edilen
suslarin en yiiksek ampisilin ve eritromisin tiirevlerine kars1 direnglilik gosterdigini
bildirmektedirler. Chao ve ark (2007) Cin’de 365 ¢ig et 6rneginin 39’unda (%10,7)
pisirilmis 384 {iriiniin 12’sinde (%3,1) S. aureus saptamuslardir. izole edilen S.
aureus’larin %93,1 oraninda penisiline, %49,4 oraninda tetrasikline ve %37,9
oraninda oksasiline direngli oldugunu, ayrica izole edilen 87 S. aureus izolatinin
69’unun ¢oklu antibiyotik direnglilik gosterdigini tespit etmislerdir. Shahraz ve ark
(2012) Iran’da 256 paketlenmis hamburger numunesinin %25’inden S. aureus izole
ettiklerini, izolatlarin metisilin, eritromisin, penisilin G, sefazolin, siproflaksosin,
vankomisin ve amoksisilin/klavulanik aside karsi sirasiyla %89, %20,3, %]18,7,
%15,6, %14, %26,6 ve %12,5 diizeyinde direng gosterdigini bildirmektedirler.

Arastirmada elde edilen S. aureus izolatlarmin oksasilin MIK degerleri 4-64
ug/ml olarak saptandi. Ancak yapilan molekiiler analizde mecA geni tespit edilmedi.
Buna karsin Lee (2003) hayvansal kaynakli besinlerden izole ettigi S. aureus
izolatlarinin 15’inde mecA genini tespit etmis, hayvansal kaynakli besinlerde bulunan
S. aureus’un insanlarda MRSA’ya neden olabilecegini ileri slirmiistiir. Benzer
sekilde De Boer ve ark (2009) 2217 et numunesi tizerinde MRSA prevelansini
belirlemek amaciyla yiriittiikleri arastirmalarinda kirmizi et numunelerinin
%25,8’inde MRSA tespit ettiklerini, MRSA pozitif hayvanlardan elde edilen
tirlinlerde MRSA’nin izole edildigini, ortaya ¢ikan durumun kesim siirecindeki
kontaminasyon sonucunda ortaya g¢ikabilecegini belirtmektedirler. Shahraz ve ark

(2012) oksasilin ve metisiline direngli S. aureus izolatlarinin timiinde mecA genini
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tespit ettiklerini belirtmektedirler. Lee (2006), Giiney Kore’de hayvansal besin
numunelerinin 19’unda mecA geni tasiyan S. aureus tespit ettigini, izolatlarda mecA
geni ile birlikte mecR1 ve mecl genlerinin de bulundugunu belirtmektedir.
Arastirmamizda S. aureus izolatlarinda mecA geninin tespit edilmemesi, mecA
geninin  transkripsiyonu  ve represyonundaki  direnglilik mekanizmasinin
sekillenemedigi sonucunu ortaya koymaktadir. Ancak metisilin duyarliligi sinirda
olan fenotiplerin Borderline Methicilline Susceptible S. aureus (BSSA) veya
Borderline Oxacilline Resistant S. aureus (BORSA) ortaya c¢ikma riski
bulunmaktadir. Perreten ve ark (1998) fermente siit ve et tiriinlerinden elde ettikleri
S. xylosus, S. lentus gibi fermantasyonda yer alan koagulaz (-) Staphylococcus’larda
kloramfenikol (cat, ermA, ermB) ve tetrasiklin (tetK) direng genlerinin bulundugunu
ve taginabildigini bildirmektedirler. Ayrica Wysocki ve ark (2010), et ve siit
tirlinlerinden izole edilen L. acidophilus ve L. casei ile dogrudan MRSA’nin
interaksiyonu sonucunda %99 oraninda elimine oldugunu tespit etmislerdir.

Sucuk numunelerinden elde edilen E. coli izolatlarinin sadece kloramfenikol
ve nalidiksik aside kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan sonug dogal
direnclilik yoniinde bir ihtimali diisiiniidiirmektedir. Bununla birlikte tetrasiklin MiK
degerlerinin 1-4 pg/ml diizeyinde olmasi ve tetM direng geninin belirlenmemesi
izolatlarin duyarli oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Buna karsin Lei ve ark
(2010) calismalarinda, hayvansal gidalarda bulunan E. coli susglarmin amfisilin,
sefazolin, seftriakson, kanamisin, gentamisin, amikasin, kloramfenikol, tetrasiklin,
nalidiksik  asit, norflaksosin, siproflaksosin, enroflaksosin, levoflaksosin,
trimethoprim-sulfamethakzole kars1 sirasiyla %64, %6,5, %1,7, %36,5, %32,6, %2,8,
%47,8, %86,5, %55,1, %28,1, %30,7, %40,2, %28,1, %68,5 diizeyinde direnglilik
tespit etmiglerdir. Arastirmacilar ¢iftlik hayvanlarindan elde edilen E. coli
izolatlarina ait direnglilik sonuglarinin gidalarda var olan izolatlar ile benzerlik
gosterdiklerini de vurgulamaktadirlar. Van ve ark (2003), kirmizi etlerden izole
edilen antibiyotiklere direngli E. coli izolatlarinin ampisilin, amoksisilin, tetrasiklin,
streptomisin, kloramfenikol, trimethoprime kars1 direng diizeylerinin sirasiyla %20,
%20, %60, %15, %20, %20, coklu direng goOsterme oranint %15 olarak
bildirmektedirler.

Sucuk numunelerinden elde edilen E. faecium izolatlarinda en yiiksek
direngliligin eritromisin, gentamisin, kanamisin, oksasilin, siproflaksosin, tetrasiklin

ve trimethoprim/sulfamethakzole karsi goriildiigii, buna karsin vankomisin
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direncliliginin oldukca diisiik diizeyde (%16,7) oldugu belirlendi. Vankomisin MiK
degerinin 1-4 ug/ml olmasi E. faecium izolatlarinin duyarhilik ve direnglilik
profillerinin benzerlik gosterdigini, bununla birlikte vanA geninin tespit edilmemesi
de ortaya c¢ikan sonucu agiklamaktadir. Ancak farkli tiirevlere karsi direngliligin
tespit edilmesi, c¢oklu antibiyotik direngliliginin sekillenebilecegini ortaya
koymaktadir. Quednau ve ark (1998) E. faecium izolatlarinin 9 ayr1 antibiyotik tiirevi
igerisinde en yiiksek tetrasiklin ve eritromisine direnglilik gosterdigini belirtmekte
olup arastirma sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Ben Belgacem ve ark (2007), Tunus’da fermente et iriinlerinden izole
ettikleri E. faecium suslariin eritromisin, rifampsin, siproflaksosin, lavoflaksosin ve
nitrofurantoine kars1 direnglilige sahip olduklarin1 saptamislardir. Sustackova ve ark
(2004) ¢ig et, 1s1l islem uygulanan ve uygulanmayan fermente et tiriinlerinde bulunan
E. faecium suslarmin eritromisin, tetrasiklin, streptomisin, sefalothin, klindamisine
strastyla %72, %17,4, %4,3, %83, %67 diizeyinde direnglilik gdsterdigini, 1s1l islem
uygulanan fermente et iiriinlerinde goriilen direngliligin {iretim asamalarinda olusan
enterokokkal kontaminasyona ragmen artig gosterdigini, 1sil islem uygulanmayan
fermente kuru salamlarda kontaminasyona ragmen direnglilikte azalmanin
kaydedildigini bildirmektedirler. Ozmen Togay ve ark (2010) sucuk 6rneklerinden
izole edilen 3 E. faecium ve 8 E. faeacalis izolatinin gentamisin, eritromisin,
tetrasiklin ve kanamisine kars1 direngli oldugunu belirtmektedirler.

Jahan ve ark (2013), fermente sosislerden izole ettikleri 29 Enterococcus (15
adet E. faecalis, 13 adet E. faecium, 1 adet E. gallinarum) susunda klindamisine
%89,6, tetrasikline %65,5, tilosine %62, eritromisine %45, streptomisine ve
neomisine %17, kloramfenikole %10,3, penisiline %10,3, siproflaksosine %10,3 ve
gentamisine %3,4 oraninda direnglilik tespit ettiklerini, tiim 6rneklerde vankomisin
ve ampisilin direncinin tespit edilmedigini belirtmektedirler. Pesavento ve ark (2014)
arastirmalarinda et ve et iriinlerinden elde ettikleri 312 Enterococcus izolatinda en
yaygin tiirlerin E. faecium ve E. faecalis oldugunu, izolatlarin %3,5’inin vankomisin,
%2,2’sinin teikoplanine karsi direngli olduklarin1 saptamislardir. Terkuran ve ark
(2011) Tirkiye’de sucuk, peynir gibi fermente gidalardan izole ettikleri 51
Enterococcus ssp. izolatinin %21,5’inin vankomisine orta diizeyde direncli oldugunu
belirtmektedirler.

Lester ve ark (2006), arastirmalarinda tavuk kokenli E. faecium izolatlarinin

vanA geni tasidigini, bu geninin ise insan bagirsaklarinda bulunan E. faecium
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izolatlarina diren¢ kazandirdigini, sonugta enterokokkal direnglilikten sorumlu olan
etkenlerin farkli vektorler vasitasiyla (6rn., hayvanlar, disk1) ¢evreye yayilabilecegini
ve insanlarin florasinda bulunan bakterilerin diren¢ kazanabilecegini bu durumun da
insan saglig1 agisindan bir risk tasidigini belirtmektedirler. Quednau ve ark (1998),
vankomisine direncli tiim suslarin vanA genine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Benzer sekilde Descheemaeker ve ark (1999), gidalardan, hastanelerden ve
hayvan tiretiminin gergeklestigi ciftliklerden izole ettikleri vanA geni pozitif 132
glikopeptit direngli E. faecium izolatinin, Pulsed Field Jel Electroforez yontemiyle
Smal homolojilerinin yiiksek diizeyde birbirlerine benzerlik gosterdigini, izolatlarda
en yaygin Tn1546 tranpozonunun bulundugunu ve farkli numunelerden izole edilen
izolatlarin hayvanlar ile insanlar arasinda muhtemel olarak iliski igerisinde oldugunu
bildirmektedirler. Cocconcelli ve ark (2003) calismalarinda, fermente sosislerde
tetrasiklin ve vankomisin direncliliginde biiylik Oneme sahip olan genlerin ve
transkonjugatif plazmidlerin fermantasyon asamasinda mikroflorada yer alan
Enterococcus tiirlerine aktarilabilecegini belirtmektedirler. Ozmen Togay ve ark
(2010) sucuk numunelerinden izole ettikleri 2 adet E. faecalis izolatina vanA genini
saptamiglardir.

Gazzola ve ark (2012)’nin fermente sosislerde antibiyotik direngliligi
izerinde yaptiklar ¢alismalarinda tetrasiklin ve eritromisin direngliliginde rol alan E.
faecalis OG1rf transkonjugat sus sayisinda fermantasyonun ikinci giiniinden itibaren
selektif antibiyotik baskis1 yaratarak olgunlagma siireci boyunca bir artisin meydana
geldigini ve fermente sosislerden identifiye edilen Enterococcus, Pediococcus,
Lactobacillus ve Staphylococcus gruplarinda tetrasiklin ve eritromisin direngliligine
yol acan genleri tespit ettiklerini, bu durumunda et iriinlerine uygulanan
fermantasyon asamasinin horizontal konjugatif plazmid ve antibiyotik direnclilik
genlerinin aktarilabilecegi uygun bir ortam oldugunu vurgulamaktadirlar.

Aragtirma sonuglarina goére L. plantarum ve L. curvatus izolatlarinin
%10,7’sinin  eritromisin, %21,4’liniin  gentamisine, %46,5’inin  kanamisine,
%28,5’inin penisilin G’ye, %32,1’inin sefalothine, %42,9’unun siproflaksosine,
%7,1’inin streptomisine, %32,2’sinin tetrasikline, %64,3’iiniin
trimethoprim/sulfamethakzol ve oksasiline, %53,6’sinin vankomisine karsi direncgli
olduklar1 belirlendi. Benzer sekilde Dinger (2007) arastirmasinda pastirma, sucuk
gibi et irilinlerinden izole ve identifiye ettigi 163 laktik asit bakterisi icerisinde

52’sinin yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigini, ayrica izole edilen L.
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plantarum suslarinin siproflaksosin, gentamisin, penisilin G, netilmisin siilfat ve
seftriaksona kars1 olduk¢a direngli olduklarini vurgulamaktadir. Yalanca (2009) 35
sucuk numunesinden izole ettigi 29 laktik asit bakterisinin % 100’{iniin vankomisine,
% 97’sinin siprofloksasine, % 26,4 iinilin nitrofurantoine, %13,2’sinin gentamisine ve
% 6,6’sinin rifampsine direngli oldugunu bildirmektedir.

Zhou ve ark (2005) ¢aligmalarinda, probiyotik olarak kullanilan Lactobacillus
ve Bifidobacterium cinsi bakteriler igerisinde L. plantarum suslarinin gentamisin,
neomisin, kanamisin ve streptomisine karsi direng gosterdigini bildirmektedirler.
Katla ve ark (2001) calismalarinda izole edilen Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc ve Streptococcus izolatlarinin vankomisine karsi direngli oldugunu,
Zarazaga ve ark (1999)’da benzer sonuglarin ortaya ¢iktigini belirtmektedirler.

L. plantarum izolatlarmn oksasilin, tetrasiklin ve vankomisin MIK degerinin
strastyla <0,012-32, <0,012-32, 0,25->256 pg/ml L. curvatus izolatlarinin ise <0,012-
1 png/ml diizeyinde oksasilin, <0,012-0,5 pg/ml diizeyinde tetrasiklin, 0,25-1 pg/ml
arasinda vankomisin MIK degerine sahip oldugu saptandi. Bununla birlikte
arastirmadan elde edilen L. plantarum ve L. curvatus izolatlarinin mecA, tetM ve
vanA genlerine sahip olmadigi belirlendi. Buna karsin Comunian ve ark (2010),
ftalya’da fermente gidalarda bulunan L. paracasei suslarinin tetrasiklin ve
eritromisine karsi sirasiyla 128 pg/ml ve >1024 pg/ml diizeyinde direnglilik
gosterdigini, ayrica suglarin tetM ve ermB genlerini tasidiklarini belirtmislerdir.
Gevers ve ark (2002), fermente sosislerde Lactobacillus cinsine ait bakterilerin PCR
metodu ile antibiyotik direngliliklerini inceledikleri c¢alismalarinda, L. plantarum
suglarinin >256 pg/ml diizeyinde, L. sakei subs. carnosus 32->256 pg/ml arasinda,
tetrasiklin tiirevlerine kars1 direnglilik gosterdigini ve suslarda tetM geninin var
oldugunu, ayrica Lactobacillus cinsi bakterilerin %79 unun gentamisin, %64 ’{iniin
penisilin G ve %79’unun kanamisine direnglilik gosterdigini saptamiglardir. Pan ve
ark (2011) Cin’de fermente gidalardan izole ettikleri tizerinde 202 antibiyotik
direngli laktik asit bakterisinin 14’tinde (%6,93) tetM genini tespit etmislerdir.
Gevers ve ark (2000) et tiriinleri arasinda tetrasiklin direncli laktik asit bakterilerinin
en yiiksek fermente sucuklarda goriildiigiini, laktik asit bakterileri arasindan elde
ettikleri L. plantarum ve L. curvatus gibi mikroorganizmalarin tetrasiklin direng

genlerini tagiyabildiklerini bildirmektedirler.
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5. SONUC ve ONERILER

Arastirmada, her iki grupta yer alan sucuklarda ortalama pH ve su aktivitesi
degeri, toplam rutubet miktar1 ve toplam kuru maddede yag miktarlarinin iiretim igin
izin verilen kriterler dahilinde gergeklestigini gostermektedir. Isil islem uygulanmis
sucuklarin bakteri yiikiiniin fermente sucuklardan diisiik bulunmasi 1sil islemin
etkinligini agiklamaktadir. Ancak sucuklardan S. aureus, koliform, Enterococcus ssp.
gibi bakterilerin izole edilmesi, hijyenik iiretimin ger¢eklesmedigini ve dolayisiyla
kontaminasyon riskini ortaya koymaktadir.

Isil islem uygulanmis sucuklarda laktik asit bakteri varliginin yiliksek
bulunmasi, iirinlere uygulanan teknolojik islemlerin farklilik gosterdigi sonucunu
ortaya koyar niteliktedir. Sucuklarda laktik asit bakterileri bakimimdan dominant
tirlerin L. brevis, L. plantarum ve L. curvatus oldugu sonucuna varilmis, belirtilen
tiirlerin sucuklarin iiretim asamalarinda ortaya ¢ikan farkliliklar (6rn., fermantasyon
sliresi ve sicakligi) ile birlikte tirtinlerin sahip oldugu fiziko-kimyasal (6rn., pH, su
aktivitesi) degerlere bagli olarak sekillendigi sonucuna varilabilir.

Sucuk numunelerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin agar diflizyon test
sonucunda oksasilin ve penisilin G’ye direngli bulunmasi ancak PCR analizi
sonucunda mecA geni tasimadiginin tespit edilmesi, antibiyotik direngliliginin
belirlenmesinde kullanilan yontemlerin giivenilirliklerinden kaynaklandigi sonucunu
ortaya ¢ikarmaktadir. E. coli izolatlarnin yapilan antibiyotik direnglilik analizleri
sonucunda tetrasiklin direngliligi ve tetM varligi agisindan 6nem tagimadigi sonucuna
varilmigtir. E. faecium izolatlarinin agar difiizyon yontemiyle ortaya c¢ikarilan
sonucun E test ile paralellik gosterdigi ve PCR analizi sonucunda vanA geni
tasimadigr sonucuna varilmistir. Bu baglamda sucuklarda MRSA, VRE gibi
fenotiplerin tespit edilmemesi 6nem tasimaktadir.

L. plantarum ve L. curvatus izolatlarinin tetrasiklin,
trimethoprim/sulfamethakzol, oksasilin ve vankomisine karsi agar difiizyon
metoduyla direngli olarak tespit edilmis ancak E test ve molekiiler analizlerde
direnclilik saptanmamustir.

Sucuklardan izole edilen patojen bakteriler ile birlikte L. plantarum ve L.
curvatus izolatlarmin antibiyotik direnclilik diizeyleri halk sagligi agisindan 6nem
arz etmektedir. Bu baglamda veteriner hekimlikte antibiyotik kullanimi ve segimi

konusunda gerekli tedbirlerin alinmasi, antibiyotik direngliligi konusundaki
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hassasiyetin saglanmasi ve antibiyotik direncliligi konusundaki bilingliligin

artirtlmas1 gerekmektedir.
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Bakterilerin Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Muhammet Ali CEBIRBAY
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2014

Aragtirma, Konya il merkezinde satisa sunulan fermente ve 1s1l iglem uygulanmis 100 sucuk
numunesine fiziko-kimyasal analizler ile baz1 Lactobacillus cinsi bakteriler, S. aureus, E. coli ve E.
faecium’un belirlenmesi ve izolatlarin antibiyotik direngliliklerinin ve mecA, tetM ve vanA genlerinin
tespit edilmesi amaciyla gergeklestirildi. Fermente sucuk numunelerinin TMAM, S.aureus, koliform
ve Enterococcus ssp. sayi1 ortalamalari sirasiyla 10,84+0,68, 1,84+0,34, 1,07+0,31 ve 2,88+0,42 logyg
kob/g olarak belirlendi. Isil islem uygulanmis numunelerde ise TMAM, koliform ve Enterococcus ssp.
say1 (logyo kob/g) ortalamalari sirasiyla 5,72+0,41, 0,26+0,11 ve 0,70+0,23 olarak saptandi. Fermente
ve 1s1l islem uygulanmis numunelerin laktik asit bakteri say1 ortalamalari sirasiyla 10,59+0,81 ve
2,75+0,76 logyy kob/g olarak tespit edildi. Laktik asit bakteri izolatlar1 arasindan en yaygin izole
edilen tiirlerin L. brevis (%22,0), L. plantarum (%19,7) ve L. curvatus (%12,7) oldugu, diger
izolatlarin (%45,6) L. salivarius, L. delbrueckii, L. lactis, L. paracasei ve Weissella confusa tiirlerden
olustugu saptandi.

S. aureus izolatlarimin oksasilin, penisilin G, sefalothin ve eritromisine sirasiyla %100, %100,
%55,6 ve %44,4 oraninda direngli, E. faecium izolatlarimin ise oksasilin, kanamisin,
trimethoprim/sulfamethakzol, siproflaksosin ve gentamisine sirasiyla %100, %91,7, %75,0, %58,4 ve
%58,4 oraninda direngli olduklar1 belirlendi. S. aureus izolatlarinda oksasilin MIiK degerinin 4-64
pg/ml, E. coli izolatlarinda tetrasiklin MiK degerinin 1-4 pug/ml, E. faecium izolatlarinda vankomisin
MIK degerinin ise 1-4 pg/ml araliginda oldugu tespit edildi.

L. plantarum ve L. curvatus izolatlarinin %46,5’inin kanamisine, %42,9’unun
siproflaksosine, %64,3’liniin trimethoprim/sulfamethakzole ve oksasiline, %53,6’sinin vankomisine
kars1 direngli olduklar1 belirlendi. L. plantarum izolatlarmin MIK degerinin oksasilin <0,012-32
pg/ml, tetrasiklin <0,012-32 ug/ml, vankomisin 0,25->256 pg/ml, L. curvatus izolatlarimin ise
oksasilin <0,012-1 ug/ml, tetrasiklin <0,012-0,5 pg/ml ve vankomisin 0,25-1 pg/ml arasinda oldugu
saptandi. PCR analizi sonucunda tiim izolatlarda mecA, tetM ve vanA genleri tespit edilmedi.

Sonug olarak sucuklarda patojen bakterilerin izole edilmesi mikrobiyolojik kalite agisindan
O6nem arz etmektedir. Sucuklardan izole edilen patojen bakteriler ile birlikte L. plantarum ve L.
curvatus izolatlarimin yiiksek antibiyotik direnglilik diizeyleri halk sagligi agisindan &nem arz
etmektedir. Konu ile ilgili ileri diizeyde molekiiler ¢alismalarin yani sira halk sagligini korumak iizere
gerekli tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Antibiyotik Direngliligi; Lactobacillus; Patojen; PCR; Sucuk.
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7. SUMMARY

Determination of Antibiotic Resistance of Some Pathogen Bacteria and
Lactobacillus Species in Fermented and Heat Treated Sucuks

The study was performed physico-chemical analysis and the isolation of the some
Lactobacillus bacteria species, S. aureus, E. coli and E. faecium and in order to identify the antibiotic
resistance of isolates and mecA, tetM and vanA genes in fermented and heat-treated 100 sucuk samples
offered in Konya city center. The average (log cfu/g) TMAM, S. aureus, coliform and Enterococcus
bacteria counts of fermented sausage samples were found as 10,84+0,68, 1,84+0,34, 1,07+0,31,
2,88+0,42 respectively. In heat treatment applied samples, the average (log cfu/g) TMAM, coliform
and Enterococcus ssp. counts (logyo cfu/g) were determined as 5,72+0,41, 0,26+0,11 and 0,70+0,23
respectively. The average lactic acid bacteria counts (log,, cfu/g) of fermented samples were found
10,59+0,81 and 2,75+0,76 respectively. Most common species among the lactic acid bacteria was
detected L. brevis (22,0%), L. plantarum (19,7%) ve L. curvatus (12,7%) respectively, and other
isolates (45,6%) were generated by L. salivarius, L. delbrueckii, L. lactis, L. paracasei ve Weissella
confusa species.

The S. aureus isolates resistant to oxacillin, penicillin G, cefazolin and erythromycin were
100%, 100%, 55,6%, 44,4% respectively, the resistance of E. faecium isolates to oxacillin,
kanamycin, trimethoprim/sulfamethoxazole, ciprofloxacin, gentamicin were determined as 100%,
91,7%, 75,0%, 58,4%, 58,4%, respectively. The oxacillin MIC values in S. aureus isolates were
between 4-64 pg/ml, the tetracycline MIC values in E. coli isolates were between 1-4 pg/ml, the
vancomycin MIC values in E. faecium were found between 1-4 pg/ml ranges.

L. plantarum and L. curvatus isolates were found to have 46,5% resistance to kanamycin,
42,9% to ciprofloxacin, 64,3% to trimethoprim/sulfamethoxazole and oxacillin, and 53,6% to
vancomycin. The oxacillin MIC values of L. plantarum were <0,012-32 pg/ml, tetracycline MIC
values were <0,012-32 pg/ml, vancomycin MIC values were 0,25->256 pg/ml, and the oxacillin MIC
values of L.curvatus were <0,012-1 pg/ml, tetracycline MIC values were <0,012-0,5 pg/ml, and
vancomycin MIC values were found as 0,25-1 pg/ml. mecA, tetM ve vanA genes could not be detected
in all isolates with PCR analysis.

In conclusion, the isolation of pathogenic bacteria in sausages is crucial in terms of
microbiological quality. Along with these isolated pathogenic bacteria, the high antibiotic resistance
levels of L. plantarum and L. curvatus isolates are also of great importance as regards the public
health. It is essential for sanitation that necessary measures be taken as well as advanced molecular
studies conducted into the issue.

Keywords: Antibiotic Resistance; Lactobacillus; Pathogen; PCR; Sucuk.
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