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OZET

Bu calisma kapsaminda, Aksaray ilinde satisa sunulan 22 adet tulum peyniri
orneklerinde Enterococcus cinsi bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu
gerceklestirilmis ve antibiyotik duyarliliklart belirlenmistir. Gram-pozitif ve katalaz-
negatif reaksiyonlar veren morfolojik testler neticesinde 6n identifikasyonu yapilan
suslar Enterococcus spp. olarak degerlendirilmistir. Saflik kontrolii sonrasi 62 izolat
-24 °C’de muhafaza edilmistir. DNA izolasyonu neticesinde izolatlarin 16S rRNA
gen bolgesi ¢ogaltilarak sekanslatilmistir. Sekanslama sonucunda tiir diizeyinde E.
faecium (n = 30), E. faecalis (n = 25) ve E. durans (n = 7) olarak tanimlanmustir.
Enterokok suslarinin antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilmis ve 14 adet antibiyotige kars1 duyarliliklari test edilmistir. Izolatlarin
toplamda nalidiksik aside (%100), oksasiline (%92) ve streptomisine (%72.6) kars1
orta veya yiiksek derecede direng gosterdigi saptanmustir. E. faecalis suslarinin klinik
olarak 6nem arz eden ¢esitli antibiyotiklere E. faecium ve E. durans suslarindan daha
direngli fenotipleri oldugu goriilmiistiir. Coklu antibiyotik direncinin %41.93 oldugu
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tulum peyniri, Enterococcus, PZR, antibiyotik direng.

Ocak, 2021; 53 sayfa



M. Sc. THESIS

ISOLATION OF ENTEROCOCCUS TYPE BACTERIABY PZR METHOD IN
TULUM CHEESES PRODUCED IN AKSARAY IDENTIFICATION AND
DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE

Sule AYHAN

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa ARDIC
ABSTRACT

Within the scope of this study, isolation and identification of Enterococcus genus
bacteria from 22 Tulum cheese samples sold in Aksaray province were performed
and their antibiotic susceptibilities were determined. Gram-positive and catalase-
negative strain were evaluated to be Enterococcus spp as a result of morphological
tests. After purification 62 Enterococcus isolate were stored at -24 “C. After DNA
isolation, the 16S rRNA gene region of the isolates was amplified and sequenced. As
a result of sequencing, the species were identified as follows: E. faecium (n = 30), E.
faecalis (n = 25) and E. durans (n = 7). Antibiotic susceptibilities to 14 different
antibiotics of the strains were performed using the disc diffusion method. It was
determined that the isolates showed moderate or high resistance to nalidixic acid
(100%), oxacillin (92%), and streptomycin (72.6%) in total E. faecalis strains were
found to have more resistant phenotypes to various clinically important antibiotics
than E. faecium and E. durans strains. Multiple antibiotic resistance was found to be
41.93%.

Keywords: Tulum cheese, Enterococcus, PZR, antibiotic resistance.

January, 2021; 53 pages
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1. GIRIS

Siit, degerli bir besin kaynagidir. Sadece insanlar i¢in degil, zengin besin icerikleri
bakimindan mikroorganizmalarin gelismeleri i¢in de uygun bir ortamdir. Bu nedenle
siit kolay bozulabilen, mikrobiyal faaliyet acgisindan riskli gidalar grubunda yer
almaktadir. insanlar, siitiin dmriinii uzatmak, uzun siire depolanmasini ve taginmasini
kolaylastirmak i¢in rutubet oranini da azaltalarak gesitli teknolojik yollar vasitasi ile
peynire doniistiirmiislerdir (Calim, 2007). Peynir, siitlin peynir mayasi veya organik
asitlerle pithtilagtirilarak peynir alti suyunun ayrilmasindan sonra pihtinin kesilmesi

ve tuzlanmasi ile elde edilen fermente bir siit tirtinidiir (Kanak vd., 2018).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2020 Temmuz ay1 siit ve siit iriinleri iiretimi
verilerine gore, inek siitlinden peynir tiretimi 60.544 ton ile bir 6nceki yilin Temmuz
ayma gore %12.1 oraninda artis gosterirken koyun, keci, manda ve karigik siitlerden
elde edilen peynir ¢esitleri ise 3.367 ton iretimi ile %12.1 oraninda azalma

gostermistir (TUIK, 2020).

Laktik asit bakterisi (LAB) grubunda yer alan enterokoklar, fekal kaynakli olmalari
ve kotii cevre kosullarina karsi dayanikliklarindan dolayr ¢ogunlukla su, bitki, toprak

veya gidalardan izole edilmektedirler (Giraffa, 2002).

Insan ve hayvan bagirsak sisteminde dogal olarak bulunan 6zellikle et ve siit
rtinlerinin dogal mikroflorasinin bir pargast olmalar1 nedeniyle, bu iirlinlerin
fermentasyonunda dogal starter kiiltiirler arasinda yer almaktadir. Enterokoklarin
suda bulunabilmeleri ve fekal kontaminasyonun bir indikatorii olarak kabul
edilmelerinden dolay1 diger LAB aksine giivenli kabul edilen (GRAS) statiisiinde
degildirler. Ancak, enterokoklar lipolitik ve proteolitik aktiviteleri, sitrat
metabolizmas1 ile bakteriyosin gibi antimikrobiyal aktiviteye sahip proteinleri
sentezleme yeteneklerinden dolay1 fermente gidalarda dnem arz etmektedir (Isleroglu
vd., 2008). Enterokoklarin peynir teknolojisinde sagladigi yararlarin yanmi sira
antibiyotik diren¢ genlerini genomunda veya plazmid olarak ihtiva etmesi

kullanimlarini sinirlamaktadir.

Son yillarda giiniimiizde artan antibiyotik tliketimi bakterilerin inaktivasyonunda

cesitli zorluklara neden olmaktadir. Dogustan veya sonradan kazanilan antibiyotik



direnci bir mikroorganizmadan digerine aktarilabilmektedir dolayisiyla bakteriler
birlikte yasadigi mikrofloranin diger tiyelerini de etkileyebilmektedir. Antibiyotiklere
kars1 sonradan kazanilan diren¢ kromozomlarda degil, plazmidlerde saklanmaktadir.
Bu da antibiyotik direncinin bagka bakterilere konjugasyon yoluyla taginmasini
mimkiin kilmaktadir (Armin vd., 2017). Enterokoklarin firsat¢1 patojenler
olmalarindan dolay1r geleneksel peynirlerden izole edilen enterokok suslarinin

antibiyotik direnglilik profillerinin belirlenmesi gerekmektedir (Inoglu, 2013).

Enterococcus cinsi bakterilerinin tanimlanmasinda fenotipik ve serolojik analizlere
dayal1 geleneksel yontemler ile genotipik yontemler ve kiitle spektrofotometresine
dayali modern yontemler kullanilmaktadir. Klasik tanimlama yontemlerinin 6zellikle
2000’11 yillardan itibaren kullanilmakta olan genotipik yoOntemlere gore uzun
stirmesi, tiirler arast varyasyonlar, tekrarlanabilirliginin zayif olmast ve
giivenirliginin diisiik olmas1 konusunda dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica, klasik
tanimlama yontemleri DNA’ya dayali molekiiler yontemlere gore istatistiksel ve
metodolojik hata olasiliklarinin yiiksek olmasi dolayisiyla basta Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) olmak iizere genotipik tanimlama yontemlerinin kullanilmasi
uygun goriilmiistiir. Molekiiler biyolojide kullanilan PZR temelli yontemler, hiicre
icerisinde bulunan niikleik asitlerin uygun kosullar altinda gogaltildig1 bir tekniktir

(Aydin, 2017).

Bu calismada, Aksaray ilinde iiretilen Tulum peyniri 6rneklerinden enterokok suslari
izole edilmistir. Gram reaksiyon ve katalaz testi ile 6n tanimlamalar1 yapilan izolatlar
Enterococcus spp. olarak tanimlanmistir. Tanimlanan suslarin saflik kontrollerinin
ardindan PZR yontemi ile tiir diizeyinde tanimlamas1 gerceklestirilmistir. Bu tiirlerin
gida kaynakli risk tasiylp tasimadiklari ise antibiyotige karsi direnclilikleri ile

belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Peynir

Siit driinleri igerisinde en fazla taninan gidalardan biri peynir olup, Diinya’da
4000°den fazla peynir ¢esidinin bulundugu ifade edilmektedir. Peynir ¢esitlerinin bir
kisminin daha genis kapsamli ticari olarak iiretildigi, bir kismimin ise geleneksel

yontemlerle yoresel olarak tiretildigi bildirilmektedir (Kogak, 2014).

Peynir, iiretildigi hammaddeye ve tiretim seklindeki farkliliklara bagli olarak tiim
diinyada cok eski zamanlardan beri ¢esitli lezzet ve formlarda {iretilen en 6nemli siit
tirlinlerindendir. Eski zamanlarda ¢abuk bozulan siitiin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan peynir, giinimiizde daha c¢ok lezzeti ve besleyici Ozelliklerinden dolay:
sevilerek tiiketilmektedir. Hemen her ¢esit siitten (6rn; koyun, ke¢i, inek, manda)
tiretilen peynir, 6zellikle protein, vitamin ve mineral madde bakimindan zengin bir

gidadir (Calim, 2007; Sancak vd., 2018).

Peynir; yaglh siit, krema, kismen veya tamamen yagi alinmis siit, yayik alt1 veya
bunlarin birkaginin ya da tamaminin Karigtirilip, peynir mayasi (rennin) veya zararsiz
organik asitlerle pihtilastirildiktan sonra, olusan pihtidan peynir suyunun siiziilmesi,
telemenin  sekillendirilmesi  ve tuzlanmasiyla elde edilen, taze veya
olgunlagtirildiktan sonra tiiketilen bir siit iriinii olarak tanimlanmaktadir. Peynir
cesitliligi de bu asamada uygulanan yontemlere gore farklilik gostermektedir (Ardig,

2003; Calim, 2007).

Kiiltiirel zenginliklere bagl olarak Diinya’da ve Tiirkiye’de ¢ok sayida peynir ¢esidi
iiretilmektedir. Ulkemizde endiistriyel olarak iiretilen peynirlerin yani sira kendine
has kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zelliklere sahip 50’den fazla yoresel ve
bolgesel peynir ¢esidi bulunmaktadir. Birgok iilkede ¢ig siitten geleneksel yollarla
telemesi haslanarak veya haslanmadan iiretilen yar1 sert veya sert tipte peynirler
mevcuttur (Akaoglu vd., 2017; Aydin, 2017). Geleneksel peynirlerin genellikle
mayalama sicakliginin biraz {izerindeki sicaklik degerine kadar 1sitilip, hemen
sogutularak mayalandig1 ya da ¢ig siitten iiretildigi bilinmektedir (Karabiyikli ve
Erdogmus, 2019).



Cig siit sahip oldugu dogal mikrofloraya bagl olarak pastorize siite kiyasla daha
fazla miktarda tat ve aroma bilesenlerine sahiptir (Aydin, 2017). Geleneksel
yontemlerle elde edilen peynirlerde ¢ig siit (inek, koyun, kegi vb.) kullanimi1, peynir
iiretiminde ve depolanmasinda kullanilan tekniklerin ve siirelerin farkli olmasi,
cografi konuma 0Ozgili mikrofloranin farkliligi gibi bir¢ok etkene bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Bu mikroflora siitiin elde edildigi yore kosullari, 6zellikle
kiltiirel aligkanliklar, hayvan tiir ve rklarinin farkliligi, farkli tiretim tekniklerinin
kullanilmasi ile yakindan iliskilidir (Akaoglu vd., 2017). Bu sebeple siitiin dogal
mikroflorasinda yer alan veya siite bulasan mikroorganizmalarin peynire gegtigi ve

fermentasyon sirasinda da gelistigi goriilmektedir (Karabiyikli ve Erdogmus, 2019).

Her iilkede ¢ok farkli tiplerde peynir iiretilmektedir. Ulkemizde iiretilen peynirlerin
oranlart %60 Beyaz , %17 Kasar , %12 Tulum ve Mihali¢ peyniri olup kalan %11°1
ise lor peyniri, Urfa peyniri, otlu peynir, ¢okelek peyniri gibi yoresel peynirler
olusturmaktadir (Kogak, 2014).

2.2 Tulum Peyniri

Tulum peyniri; telemenin ufalanip, tuzlandiktan sonra tulumlara basilip ve belirli bir
siire olgunlastirilmasiyla elde edilen bir peynir ¢esidi olarak tanimlanmaktadir (Sert
ve Akin, 2008). Degisik lezzet ve aromaya sahip olan tulum peyniri zengin protein,
kalsiyum, yag ve fosfor iceriginden dolayr insanlarin saglikli ve dengeli
beslenmesinde dnemli bir yere sahiptir (Hizarci, 2011). Ulkemizde yilda yaklasik 45-

50 bin ton tulum peyniri tiretildigi tahmin edilmektedir.

Tiirkiye’nin sevilerek tiiketilen geleneksel peynirlerinden olan tulum peynirleri;
tilkenin bir¢ok yerinde, 6zellikle de siitiin modern isletmelerde degerlendirilemedigi
kdy ve kasabalardaki kiiciik aile isletmelerinde iiretilmektedir. Uretim daha ¢ok siitiin

fazla oldugu Mart-Temmuz aylarinda gergeklestirilmektedir (Sancak vd., 2018).

Geleneksel olarak bir¢ok c¢esidi bulunan tulum peynirleri, kendine has duyusal
ozellikleri (6rn; beyaz-krem renkli, hafif asidik, tereyagi aromali, yiiksek yag igerikli,
sindirimi kolay, yar1 sert olmasi) ile karakterize olup, lretimlerinde cogunlukla

koyun siitli kullanilmakla birlikte bunun yaninda koyun siitiine, ke¢i veya inek siitii



de ilave edilerek tretilmektedir. Ancak son yillarda inek siitlinden tulum peyniri

tiretimi yayginlasmistir (Calim, 2007).

Tulum peyniri, ismini kullanllan ambalaj malzemesinden almaktadir ve
olgunlagtirmada tulum olarak cogunlukla yiliksek dayanikliliga sahip keg¢i derisi
tercih edilirken, koyun derisi de kullanilmaktadir. Genellikle peynir tulumun ig
kismina doldurulmasia ragmen, Ege Bdlgesinde kullanilacak derinin killar1 tirasg
edilip dis kismi ige gelecek sekilde cevrilir ve peynir hava almayacak sekilde

basilmaktadir (Sert ve Akin, 2008).

Uretimde kullanilan tulumlarin, gdzenekli yapiya sahip olmasi nedeniyle su ve hava
gecirgenligi oldukca fazladir. Tulum peynir iiretiminde deriye alternatif olarak;
tulum, bez, teneke, yar1 sentetik kilif, polietilen poset, plastik bidon, cam kavanoz,
tahta kutu gibi ambalajlama materyalleri de peynirlerin olgunlastirilmasinda
kullanilmaktadir (Calim, 2007; Hizarci, 2011). Daha kolay ve ucuz elde edilmesi,
kullanim kolaylig1 gibi nedenlerle genellikle plastik ambalajlar daha cok tercih
edilmektedir. Tulum peynirlerinin olgunlastirmasi bazi ydrelerde ise canak veya
pismis topraktan yapilan testilerde gergeklestirildigi bildirilmektedir (Akyliz ve
Giiltimser, 1984).

I¢ Anadolu Bolgesi’nde de &zellikle Kirsehir, Nevsehir, Nigde, Yozgat ve Aksaray
illerinde yaygin olarak iiretilmekte olup ¢anak veya ¢omlek peyniri olarak da
isimlendirilmektedir. Bu peynirler iretim teknikleri ve olgunlastiriima yontemleri
bakimindan tulum peynirine benzerlikler gostermektedir. Olgunlagsma islemi magara,
obruk, kiiciik dogal yapilarda ve mahzenlerde gerceklestirilmektedir. Son yillarda
olgunlagtirma islemleri plastik bidonlarda gerceklestirildiginden bidon peyniri olarak

da isimlendirilmektedir (Sert ve Akin, 2008).

Tulum peyniri her ne kadar endiistriyel diizeyde tiretilsede yoresel olarak da farkli
isimlerle anilan iiretim seklinde farkliliklar iceren varyeteleri de mevcuttur. Uretimde
uygulanan teknikler ve {iiretildigi bolgelere gore farkliliklar gosteren tulum peyniri,
genellikle Erzincan, Erzurum, Elazig, Tunceli ve Bingdl’de Savak tulum peyniri,
Corum, Kastamonu ve Cankiri’da Kargi tulum peyniri, Karaman ve Konya’da Divle
tulum peyniri, Antalya ve cevresinde Cimi tulum peyniri ve Ege Bolgesi’nde de

Izmir tulum peyniri olarak adlandirilmaktadir. Bitlis tulum peyniri de geleneksel
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tulum peyniri ¢esitlerinden olup, iilke genelinde ¢ok fazla taninmasada bolgede
tiretimi yaygin bir sekilde yapilan ve sevilerek tiiketilen bir peynir gesididir (Sancak
vd., 2018).

Tiirkiye'de iiretim yontemi ve goriinilisii itibariyle birbirinden oldukca farklilik
gosteren kuru ve salamurali olmak iizere iki tip tulum peyniri iiretilmektedir. Kuru
tulum peyniri; i¢ Anadolu, Dogu ve Giiney Dogu Anadolu Bélgeleri’nde, salamurali
tulum peyniri ise Izmir tulum peyniri olarak bilinmekte ve Ege Bélgesi’nde kiyiya

yakin yerlesim merkezlerinde iiretilmektedir (Sert ve Akin, 2008).
2.2.1 Tulum peynirlerinin oézellikleri

Ticari ya da geleneksel olarak tiretilen tulum peyniri, Tiirkiye’de ¢ok tiretilen peynir
cesitlerinden olmasia ragmen, iiretiminde standart bir teknik uygulanmadigi i¢in
farkli bilesim ve Ozelliktedir. Bu sebeple fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik
ozellikleri farklilik gostermektedir (Hizarci, 2011).

Tulum peyniri {izerine yapilan bir¢ok ¢alismada; Leuconostoc mesenteroides
subspecies cremoris, Leu. mesenteroides subspecies dextranicum, Lactobacillus
casei subspecies casei, Lb. plantarum ile Lactococcus lactis subspecies lactis, Lc.
lactis subspecies cremoris, Lc. casei subspecies casei ve Lc. lactis tiirlerinin

olgunlagmada ve karakteristik tat olusumunda etkili oldugu bulunmustur (Tatls,
2009).

2.2.1.1 Kimyasal ozellikleri

Tulum peyniri tiretiminde bolgelere gore farklilik gosteren siitliin tiirti, bilesimi,
olgunlagsma kosullar1 ve iiretim yontemlerindeki farklilik, elde edilen peynirlerin

kimyasal 6zelliklerini de degistirmektedir (Giin, 2012).

Tulum peynirinin kimyasal bilesimleri; rutubet %40-45, kuru maddede yag %51.6-
58.9, kuru maddede tuz miktar1 %3-6 (w/w) arasinda kabul edilebilir degerde, pH’s1
4.8-5.2 arasinda ve asidik tattadir (Hizarci, 2011). Arastirmacilar tarafindan yapilan
cesitli tulum peyniri Orneklerinde tespit edilen kimyasal analiz bulgular1 Cizelge

2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1. Tulum peynirlerinin kimyasal bilesimi, pH ve Asidite degerleri.

Rutubet | Protein | KmYag | Km Tuz . o Asidite
(%) (%) (%) (%) Kiil (%) pH (%) Kaynak
i (Akytiz,
37.29 21.54 34.96 4.66 5.50 1.66 1081)"
(Akytiz ve
39.16 26.61 25.54 11.92 6.68 - - Giiliimser,
1984)?
(Aric1 ve
44.50 24.56 25.73 3.26 - - 1.82 Simsek,
1991)°
) ) ) (Ates ve Patrr,
37.02 4.82 5.11 1.14 2000a)*
_ ) ) (Ates ve Patrr,
34.16 5.02 6.20 0.58 2000b)°
) i (Bostan,
43.15 41.58 5.99 4.92 1.41 1991)°
38.19 27.44 26.60 5.96 7.84 - 2.60 |(Eralp, 1967)’
(Keles ve
42.98 - 21.33 3.01 3.78 5.41 0.49 Atasever,
1996)°
(Kilig ve
- 24.80 24.28 4.74 - - 1.83 Gong,
1990)°
i i i (Patir vd.,
35.93 10.41 5.52 1.36 2001)"°
35.46 - 43.49 5.29 6.52 5.30 0.57 (Sahin, 1997)"
i (Sengiil,
54.06 19.17 46.66 6.57 4.47 0.76 1995)12
) (Tarake vd.,
57.75 26.17 3.48 5.07 5.38 1.46 2005)"
) (Yaygin,
42.87 21.28 50.19 10.26 7.22 1.54 19711

1: Savak tulum peyniri

2: Yozgat ¢anak peyniri

3: Starter kiiltiir kullanilan tulum peynirleri

4: Deneysel tulum peynir tretimi (90 giin olgunlastirilmis, 1s1 islemi gérmiis siit %2 starter kiiltir katkili, olgunlagsmanin 60.
giinil)

5: Deneysel tulum peynir iiretimi (60 giin olgunlastirma, ¢ig siit)
6: Piyasa (plastik bidonda)

7: Izmir salamurali tulum peyniri

8: Divle tulum peyniri

9: Izmir salamurali tulum (deri) peyniri

10: Deneysel geleneksel tulum peyniri tiretimi (90.gtin)

11: Aksaray ¢comlek peyniri

12: Deneysel Tulum peyniri tiretimi (Tahta Ambalaj)

13: Cam kavanozlarda 90. giin olgunlagtirma

14: zmir salamurali tulum peyniri



2.2.1.2 Mikrobiyolojik ozellikleri

Geleneksel yontemlerle veya endistriyel boyutta tretilen tulum peynirlerinde,
kendisine 6zgii yapi, tat ve aroma kazanmasi i¢in ¢ig siit veya diisiik sicakliklarda
kisa siire 1s1l islem goren (65-68°C/2-5 dk.) siitlerin kullanilmasi, ayni zamanda insan
saglig1 agisindan risk olusturan patojen mikroorganizmalar ve peynir Kalitesini
etkileyerek ekonomik kayiplara neden olan saprofit mikroorganizmalarin gelisimini
de desteklemektedir. Dolayisiyla tiretimde kullanilan siitiin dogal mikrofloras1 ile
peynir yapimi ve olgunlagsmasi esnasinda bulagabilen saprofit ya da patojen 6zellik
tasiyan ¢esitli mikroorganizmalar tulum peynirinin mikroflorasini olusturmaktadir
(Calim, 2007; Giin, 2012). Arastirmacilar tarafindan yapilan ¢esitli tulum peyniri

orneklerinde tespit edilen mikrobiyolojik analiz bulgular1 Cizelge 2.2°de verilmistir.



Cizelge 2.2. Tulum peynirleri iizerine yapilan mikrobiyolojik analiz bulgulari.

Genel . Laktik- . .
Canh I(_élgé?g)asn streptokok (Séa(fl?/)él)ococcus E:g;g?gr)m ?}/I(%){J%I)(Uf Kaynak
(Kob/g) (Kob/g)
8 ) 8 ) 3 6 (Bostan,
3.7x10 2.2x10 7.7x10 1.1x10 1991)1
4| (Bostanve
6.3x10° 7.40x10° - 1.0x10* 0° 81'%’;11%5 Ugur,
' 1992)*
7.43-8.05 7.24-7.71 - 4.51-5.84 2.50-4.35 4.49-6.54 (2%23173%’
(D1grak
1.8x10° 1.15x10’ - - 3.6x10° 1.15x10’ vd.,
1994)*
(Kara ve
6.60 6.36 - - 1.23 2.78 Akkaya,
2015)°
9.45x10’- 3.88x10’- ] ] 9.53x10%- | 8.07x10%- | (Keles,
2.97x10° 4.94x10° 2.53x10° | 6.97x10° 1995)°
i r (Kivang,
9.35 6.93 2.37 7.00 1989a)8
9 6 5 6 (Kurt vd.,
2.13x10 8.56x10 - - 3.20x10 1.87x10 1991)9
(Morul ve
6.78 + 3.04 + 6.36 £ : ..
6.93+£1.17 Isleyici,
142 1.52 1.43 2012)10
7.1x10 5.6x10’ 3.2x10’ 4.4x10° 9.8x10° 2.9x10° (E%t(‘)ro)vﬂ"
) (Patir vd.,
8.41 5.86 5.13 7.01 4.15 2001)12
7 7 7 ) 5 7 (Sahin,
9.9x10 8.3x10 1.6x10 1.5x10 1.7x10 1997)13
8 ) ) 7 <10- 5 (Sengiil,
1.1x10 3.3x10 3.5¢10° 1.7x10 2001)14
(Sengiil
9.11 8.039 - - 21.18 1.10x10° vd.,
2001)"
(Tarake1
7.01 5.96 - - 1.95 3.52 vd.,
2005)"°
1: Tulum peyniri (plastik ambalaj, ortalama deger)
2: Tulum peynriri (Cig siit, 90 giin olgunlastirma, ortalama deger) a: 60.giinden sonra iireme gozlenmemistir.
3: Tulum peyniri (deri, bez, bidon)
4: Savak Tulum peyniri
5: Afyon Tulum peyniri
6: Deneysel peynir (90 giin olgunlagtirma)
7: Divle Tulum peyniri (ortalama deger)
8: Savak Tulum peynir (ortalama deger)
9: Erzincan Tulum peyniri (ortalama deger)

10: Divle Tulum peyniri

11: Tulum peyniri (Cig siit)
12: Tulum peyniri (Cig siit, 90 gilin olgunlagtirma
13: Aksaray ¢comlek peyniri

14: Tulum peyniri (ortalama deger)

15: Tulum peyniri (Cig siit)
16: Tulum peyniri (Cam kavanoz, 90 giin olgunlastirma)




2.3 Enterokoklar

Dogada yaygin olarak bulunan enterokoklar, insan ve hayvanlarin sindirm sisteminde
baskin mikrofloranin iiyesi olup, topraktan, yiizey sularindan, bitkilerden ve g¢esitli

fermente gidalardan siklikla izole edilmektedir (Inoglu, 2013).

Enterokoklar Thiercelin tarafindan 1899 yilinda bagirsak bakterisi olarak
tanimlanmistir. 1906 yilinda Andrews ve Horder tarafindan Streptococcus faecalis
olarak adlandirilmigtir. Lancefield tarafindan ise 1933 yilinda D grup fekal
streptokoklar iginde serolojik bir tiplendirme sistemi gelistirilmis ve bu gruba dahil
edilmistir (Sentiirk, 2017).

Enterokoklar ilk kez DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda
Streptococcus cinsinden ayrilmistir. 1984 yilinda ayr1 bir cins olarak kabul edilen
enterokoklarin bu ayrilma ile diger Gram pozitif koklardan ve laktokoklardan farkli
oldugu gorilmiis ve 16S rRNA analizleri ile bu farklilik dogrulanmistir.
Streptococcus cinsi; Enterococcus, Lactococcus ve Streptococcus olmak iizere 3
cinse ayrilmistir. Enterococcus cinsi iginde; insan ve hayvanlarin gastrointestinal
sistemlerinde, bazi fermente gidalarda ve genis tabiatta bulunan fekal streptokoklar,
Lactococcus cinsi iginde; patojen olmayanlar, Streptococcus cinsi iginde;
Stapylococcus thermophillus ve patojen tiirler toplanmigtir (Demir, 2014; Togay ve
Temiz, 2011; Yogurtgu, 2011).

Gilinlimiize kadar Enterococcus cinsi iiyesi 32 tiir tanimlanmistir. Bunlardan bazilarz;
E. avium, E. asini, E. azikeevi, E. cecorum, E. dispar, E. faecium, E. faecalis, E.
durans, E. gallinarum, E. hirae, E. casseliflavus, E. haemoperoxidus, E. moraviensis,
E. porcinus, E. mundtii, E. pseudoavium, E. columbae, E. phoeniculicola, E.
raffinosus, E. rottae, E. saccharolyticus, E. seriolicida, E. solitarius E. malodoratus
ve E. villorum’ dur (Yogurtgu, 2011). 16S rRNA dizilimi dikkate alindiginda
enterokoklar 4 gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.3. Enterokok grubuna ait bakteri tiirleri.

Grup Bakteri Tiirleri
E. faecium E. faecium, E. hirae, E. mundtii
] E. avium, E. raffinosus, E. malodoratus,
E. avium .
E. pseudoavium
E. gallinarum E. classeliflavus, E. gallinarum
E. cecorum E. columbae, E. cecorum

Diger enterokok tiirlerinden gruba dahil edilmeyen tiirleri E. flavescens, E.
seriolicida, E. dispar, E. sulfurous, E. saccharolyticus ve E. faecalis ise bireysel

olarak simiflandirilmistir (Nalvuran, 2013).

Enterokoklar; Gram-pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, tek, diplokok veya
kisa zincir seklinde, E. gallinarum ve E. casseliflavus gibi bazi tiirleri disinda
hareketsiz, fakiiltatif aerobik bakterilerdir. Enterokok tiirlerinin optimal gelisim
sicakligr 37 °C olup, 60 °C’de 30 dakika uygulanan 1sil islemlerde canliliklarini
stirdiirmektedirler. Genellikle %6.5 NaCl konsantrasyonunda, pH 4-9.6 gibi genis bir
aralikta, 10-45 °C’de ve hatta 50 °C’de bile gelisebilmektedir (Ozlii, 2015; Sentiirk,
2017; Tatli, 2009). Enterokoklar bu 6zelliklerinden dolay1 basta peynir olmak iizere
bazi fermente gidalarin mikroflorasinda bulunmaktadir. Bu sebeple enterokok
tirlerinden E. faecium ve E. faecalis’in bazi1 gidalarda fekal kontaminasyonun
indikatorii olarak degerlendirilirken, E. faecalis’in pek ¢ok gida da yaygin olarak
bulunmasmin her zaman direkt fekal kontaminasyon gostergesi olmamasi gerektigi
bildirilmektedir. Ancak enterokoklarin yalnizca gidalarda yetersiz hijyen ve
sanitasyon gostergesi olarak degil gidanin bir parcasi olarak da degerlendirilmesi

gerekmektedir (Togay ve temiz, 2011).

Geleneksel yollarla ¢ig veya pastorize siitten tiretilen peynirde enterokok varligi,
sagim sirasinda digki ile bulasmis olan hayvan memesinden ya da alet ve
ekipmandan siite bulagarak telemeye oradan da peynire gegmektedir. Enterokoklarin
peynirde bulunan popiilasyonlart oldukga heterojen bir yap1 gostermektedir. Taze
peynirlerde baslangicta 10%*-10° Kob/g arasinda bulunan enterokok, olgunlagmis
peynirlerde ise tuz ve asitlik toleranslarma gore 10°-10° Kob/g arasinda
degismektedir. Ayni1 zamanda pastorizasyon sicakligina dayanikli olmalarinin
yaninda, ekstrem pH ve tuz konsantrasyonu, farkli substrat, diisiik ve yiiksek
sicakliklarda gelisim kosullarina adaptasyon saglamasi geleneksel peynirlerde
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olgunlasma asamasinda sayica logaritmik artisa neden olmaktadir (Aydin, 2017
Giirsoy ve Kinik, 2006).

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda E. faecalis, E. faecium ve E.
durans tiirlerinin peynirde yiiksek siklikla izole edildigi bildirilmektedir.
Enterokoklar proteolitik ve esterolitik aktivitelerinin yani sira sitrat metabolizmasi
yetenekleri ile peynirlerde tat olusumu ve olgunlagsma sirasinda duyusal 6zelliklerin

gelismesinde onemli rol oynamaktadir (Tatli, 2009).

Enterokoklar, siit tiriinleri tiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmasi, bakteriyosin
iiretimi ve probiyotik yetenegi gibi Oonemli biyoteknolojik Ozelliklere sahiptirler.
Probiyotik olarak kullanilmakta olan suslarin genellikle insanlarin gastrointestinal
sisteminden izole edilmekteve bunlar Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirlerine
aittir. Son zamanlarda enterokoklarda probiyotik olarak kullanilmaya baslanmis olup,
tizerinde en fazla calisilan E. faecalis SF68 susudur. Bu susun S. thermophilus ve E.
faecium kullanilarak {iretilen probiyotik tiriiniin, g¢oguklarda goriilen diyarenin
Onlenmesi, yetiskinlerde diyare septomlarinin siiresini kisalttigi ve digskilama

zamanin diizenledigi 6ne siiriilmiistiir.

Ayrica kolesterol seviyesini kisa siirede azaltirken, uzun siirede diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolesterol seviyesinin diigmesinde etkili olmadigi goriilmiistiir
(Dagdemir ve Ozdemir, 2006).

Baz1 LAB insan saglig: iizerinde probiyotik bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Bu etkiler arasinda antibiyotik kaynakli diyarenin, laktoz intoleransinin, gida
alerjilerinin ve biyojenik aminlerin olusumunun Onlenmesi, kalp hastaliklarinin
tedavisi, kolesteroliin kontrolii ve anti-kanserojen hareketin uyarilmast yer
almaktadir. Ancak laktik asit fermentasyonunun, Ozellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis kisilerde, bazi hastaliklarin olusumunda rol aldigi diistiniilmektedir.
Ornegin, fermentasyon sirasinda iiretilen D(-) laktik asit potansiyel olarak asidoz
olusumu nedeniyle yetersiz beslenen ve hasta ¢ocuklar igin zehirli olabilmektedir.
Ayrica bu bakterilerin iiretrit, endokardit, endometrit, pnémoni, artrit, bakteriyemi ve
menenjit gibi Klinik infeksiyonlart ile iligkili olabilecegi de ileri siiriilmektedir.
Bunlara ek olarak Leuconostoc, Enterococcus, Weissella ve Lactobacillus cinsine ait

bazi tiirlerin dis ¢iiriimelerine neden olabilecegi ifade edilmektedir (Ozlii, 2015).
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Insanlarda ¢esitli infeksiyonlara neden olan enterokok tiirleri bulunmaktadir. Bu
mikroorganizmalar genellikle iriner sistem ve yara infeksiyonlarinin yani sira;
yumusak doku, safra sistemi, karin i¢i, endokardiyum ve damar i¢i infeksiyonlarina
neden olmaktadirlar. Ayrica enterokoklar kulak, goz, periodontal dokular, siniisler,
akciger ve merkezi sinir sistemlerini enfekte edebilme 6zelligine sahiptirler fakat bu
infeksiyonlar nadir gozlenmektedir. Enterokok tiirlerinden E. faecalis’in insan ve
hayvanlardaki enterokokal infeksiyonun %80-90 oraninda sorumlu oldugu ve bu
oranin diger tirlere gbére on kat fazla oldugu gorilmiistir. Geriye kalan
infeksiyondan sorumlu enterokok tiirii ise E. faecium’dur. Diger enterokokal
tirlerinden E. casseliflavus, E. avium, E. durans, E. hirae, E. gallinarum, E.
malodoratus, E. raffinosus, E. mundtii ve E. solitarius nadiren insanlarda

infeksiyonlara neden olmaktadir.

Enterococcus suslar1 gidalarda probiyotik veya starter kiiltlir olarak kullanilmaktadir
ancak gida giivenligi a¢isindan {lizerinde birgok arastirma yapilan enterokok tiirlerinin
probiyotik veya starter Kiiltiir olarak kullanilabilmesi i¢in virtilans 6zellikleri tasiyip
tagimadiklar1, hemoliz olusturmalari, glikopeptitlere ve diger antibiyotiklere direng
mekanizmasinin bilinmesi de gerekmektedir. Bu bakteriler mutlak patojen olarak
bilinmezler ancak 6zellikle insan bagigikligini tehlikeye atan firsat¢1 patojen olarak
bilinen bakteriler i¢inde tanimlanmaktadir. Starter olarak kullanilan Enterococcus
tirleri ile hastalik yapici Enterococcus tiirlerinin birbirleriyle karistirilmamasina
ragmen bu mikroorganizmalarin probiyotik veya starter kiiltiir olarak, gida zincirine
girecek suslarmin segilmesinde dikkatli olmayi gerektirmektedir (Sentiirk, 2017,

Tatl1, 2009).
2.4 Mikroorganizmalarda Antibiyotik Direnclilik

Canlilarin gelismesini durdurma veya Oldiirme gilicii bulunan mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan dogal ya da kimyevi maddelere antibiyotik denir (Sentiirk,

2017).

Antibiyotik {iretimi mikroorganizma igin segici bir avantaj saglar. Ornegin,
Penicillium cinsine ait bazi tiirler tarafindan iretilen antibiyotikler, dogada rekabet
halinde oldugu diger mikroorganizmalarin gelismesini engelleyerek Penicillium

cinsine ait tiirlere énemli bir avantaj saglamaktadir (Ozteber, 2013).
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Antibiyotik direnci, bir mikroorganizmanin antimikrobiyal bir ajanin dldiiriici veya
tiremeyi durdurucu etkisine karsi koyabilme yetenegi olarak tanimlanabilir. Son
zamanlarda insanlarda ve hayvanlarda bilingsiz ve gereksiz antibiyotik kullanimi
antibiyotik direng gelisimine ve yayilimima olanak saglamaktadir. Antibiyotik
kullantminin hizli bir sekilde artmasiyla beraber yillar iginde farkli ve gittikce artan
antibiyotige direngli bakteriler ortaya ¢ikmistir. Ancak antibiyotigin kullanilmadigi
1940’1 yillarda, bazi adalardaki toprak ve diski Orneklerinde streptomisin ve
tetrasiklin direngli bakterilerin bulundugu bildirilmektedir. Bunun sonucunda
antibiyotik direngliligin yalnizca yaygin olarak kullanilmakta olan antibiyotiklere
bagli olmadig1 ve bakterilerin olumsuz ¢evre sartlarinda canliligini siirdiirmek igin

kullandig1 savunma sisteminin bir pargasi oldugu da belirtilmektedir.

Anibiyotik direnci, gerek toplumsal gerekse hastane kdokenli infeksiyonlarin
tedavisinde halen sorun olusturmakta ve bu sorun her gegen giin artarak karsimiza
cikmaktadir (Tatli, 2009). Enterokoklarda antibiyotik direngliliginin gelismesinde en
onemli faktorlerden birisi de antibiyotiklerin hayvansal gidalarda katki maddesi
olarak kullaniminin yayginlagsmasidir. Ayrica, besi hayvanlarinda biiyiimeyi artiric
ilaglarn  sik kullanimi da hayvansal gidalardan izole edilen enterokoklarda

antibiyotik direngliliginin artmasina neden olmustur.

Antibiyotiklerin kontrolsiiz bir sekilde hayvan beslenmesinde gelismeyi arttirici ajan
olarak kullanilmasi, antibiyotiklere direngli E. faecium tiirlerinin ortaya ¢ikmasinda
selektif bir ajan rolii tagimaktadir. Klinik uygulamalarda kullanilan antibiyotiklere
kars1 kazanilan direncin bir diger mekanizmasi olarak da, bu antibiyotiklerin hayvan
beslenmesinde bilingsiz  kullanimi1  sonucu gelisen c¢apraz direng olarak

degerlendirilmektedir (Sentiirk, 2017).

LAB mutasyon yoluyla farkli diren¢ mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasma yardim
eder. Ayrica, LAB ¢evredeki diger bakterilerden de direng kazanabilir. Bir LAB bir
kez direncli hale geldigi zaman, direncin determinanti ¢ogalir ve diger bir konaga
aktarilabilir. Bu yiizden, starter suslarda, yem ve gida katkisi olarak kullanilan
bakterilerde “transfer edilebilir antibiyotik direnci’’nin isaretlerini aramak, bu
suslarin teknolojik ve fizyolojik 6zelliklerini belirlemek kadar 6nem arz etmektedir

(Ozteber, 2013).
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Fermente gidalarda ve gastrointrestinal sistemde oldukca fazla miktarda bulunan
LAB antimikrobiyal ajanlara duyarliliklar1 kadar direng genlerini barindirmalart ve
aktarmalar1 da 6nemlidir. Bu incelenen tiir, sus ve antimikrobiyal ajanin gesidine
gore degismektedir. LAB birgok tiirii dogal olarak plazmid tasir. Bu plazmidler
cogunlukla bakterinin metabolik aktivitesi i¢in gerekli enzimleri kodlayan genleri
tagirlar. Ancak bazi tiirler bu genlerin yani sira gesitli antibiyotiklere karst direng
gelistirmeyi saglayan genleri tasiyan plazmidleri de igerirler. Bu bakteriler ¢esitli
gidalarda degisik amaglar i¢in kullanildiginda potansiyel direng tasiyict ve aktaric

olarak is gorebilirler (Demir vd., 2018).

Bir¢ok ¢alisma sadece patojen bakterilerin degil ayrica ¢esitli LAB gibi ticari 6neme
sahip bakterilerinde antibiyotik direnci tasidigi ve bu direncin yayilmasinda etkili
oldugunu gostermektedir (Demirel ve Giirler, 2016). Bu durum antibiyotiklerin
yemlerde, ziraat ve veteriner uygulamalarinda yanlis ve asir1 kullanimindan dolay1
daha zararh bir hale gelmistir. Bu dongii igerisinde fermente siit tirlinlerinin insanlar
tarafindan tiiketildigi g6z Oniine alinirsa antibiyotik direncinin 6nemli bir konu

oldugu daha acik bir sekilde ortaya ¢cikmaktadir (Ozteber, 2013).

LAB her ne kadar patojen ozellik gostermeyen laktobasiller, leukonostoklar ile
laktokoklar antibiyotik direnci gosterse de bunlarin arasindan enterokoklar firsatgi
patojen olmalarindan ve dogada c¢ok yaygin olarak bulunmasindan dolay1 antibiyotik

direng ¢alismalarinda daha 6n planda kalmistir (Demir vd., 2018).

Son zamanlarda vankomisine direngli enterokok (VRE) olgularindaki arts,
arastirmacilart direng¢ genlerince kodlayan proteinlerin yapilarimi ve islevlerini daha
kapsamli sekilde calismaya itmis ve yiiksek diizey glikopeptid direncine sahip
enterokok suslarinin fenotipik ozelliklerini kodlayan genetik bilgilere ulagsmayi
kolaylagmistir. Bu bilgiler 15181 altinda VRE, sadece vankomisin ya da coklu
antibiyotik direnci tasimasi ve diger bakterilere aktarabiliyor olmasi, direncin
indiiklenebilir veya yapisal olmasi ile diger bir¢cok etmene istinaden VanA’dan
VanG’ ye kadar isimlendirilirler. Bu glikopeptid direng tipleri igerisinde en iyi
tanimlanmis olanlar1 VanA, VanB, VanC ve VanD cinsleridir (Coleri ve Cokmiis,
2008).
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Vankomisin direnci olduk¢a 6nem arz etmektedir. Ciinkii bu antibiyotik ¢ok yonlii
enterokokal infeksiyonlarin tedavisinde siklikla basvurulan kuvvetli bir ajandir.
Ampisilin, vankomisin ve gentamisin, ¢oklu antibiyotige direngli enterokoklarin
tedavisinde klinik olarak en yaygin kullanilan antibiyotiklerdir. Son yirmi yilda
vankomisinin yaygin kullanimi sonucu VRE suglarinin sayisinda ve dolayisiyla da
yiiksek vankomisin direncine sahip hastahane kaynakli enterokoklarin invazyon
oraninda artis gorilmiistiir. VRE suslari, biitiin antienterokokal ilaglara karsi da
direng gostermekte ve bu nedenle 6nemli bir risk grubunu olusturmaktadir (Ahmed

ve Baptiste, 2018).

Gidalardan izole edilen enterokoklarin antibiyotik direnglilik 6zelliklerine iliskin
yapilmis cesitli ¢aligmalarda starter kiiltlirler, yoresel peynirler ve siit ve siit
triinlerinden izole edilen bazi1 enterokok suslarinin klindamisin, tetrasiklin,
streptomisin, gentamisin, eritromisin, kanamisin, kloramfenikol ve vankomisin gibi
antibiyotiklere karsi direngli olabildigi belirtilmistir (Nalvuran, 2013; Ayhan vd.,
2020; Tuncer vd., 2013).

2.4.1 Antibiyotik direng gelisimi

Bakterilerde antibiyotiklere kars1 dogal ve kazanilmis olmak iizere iki farkli direng
vardir (Demirel ve Giirler, 2016). Baz1 bakteriler antibiyotiklere dogal olarak direncli
olabilmektedir. ilag kullanimu ile iliskisi olmayan bu tiir diren¢ bakterilerinin temel
ozelligidir ve kalitsal degildir. Dogal direng, bu mikroorganizmalarin tiir 6zelligi
olarak ilacin hedefi olan yapiy! tagimamalarinin veya ilacin yapisal bir 6zellikten
dolayr hedefine ulasmamasmin bir sonucudur. Ornegin ilacin dis membrandan
gecmemesi nedeniyle Gram negatif bakteriler, vankomisine dogal olarak direnglidir
(Tatl1, 2009).

Bakteriler genetik Ozelliklerindeki degisimler sonucu eskiden duyarli oldugu bir
antibakteriyel maddeden etkilenmemeye basladigi durumda, bakteri antibakteriyel
maddeye kars1 direng kazanmis olur. Cesitli fiziksel ya da kimyasal etkilerle bakteri
hiicresinde olusan degisimler sonucu, hiicrenin antibiyotiklere karsi davranisi

degisebilir, gecirgenligi azalabilir ya da hiicredeki antibiyotigin hedefi degisebilir.
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Kazanilmis (ektrensek) direng genellikle enterokoklarin DNA’sinda olusan
mutasyonlar sonucu veya patojenite adalari, konjugasyon, transformasyon,
transpozonlar araciligi ile plazmid DNA aktarimi sonucu goriilmektedir. En sik
goriilen mekanizma ise konjugasyondur. Bir bakteriden aktarilan direng genleri,
bakterinin boliinmesi ile yavru hiicrelere de aktarilir. Bu hiicrelerin ¢gogalmasi ile de
direngli susun ve diren¢ genlerinin yayilimi gergeklesir. Enterokoklar vankomisine,
kloramfenikole, eritromisine, tetrasikline, florokinolona, beta laktamaz {reten
penisilinlere, yiiksek seviye aminoglikozitlere ve klindamisinlere kars1 ise sonradan

ektrensek direng gostermektedirler (Sentiirk, 2017).

Bu genetik degisiklikler, bakterinin savunma sistemini degistirerek sekillenir.
Bunlar; antibiyotigin hedefi olan molekiiliin degisiminden, hiicre duvar
gecirgenliginin azalmasindan, antibiyotigin enzimatik yikimindan, aktif transport

sistemini degistirmesinden kaynaklanmaktadir.

Diren¢ olusumunda rol oynayan genler, antibiyotiklerin uzun siire klinik kullanimi
sonucu gelisebilmektedir. Bu direng, antimikrobiyel madde iiretiminden sorumlu
olan bolgenin bu maddelere kars1 kendini koruyan diren¢ genlerinin aktarilmasiyla

sekillenebilmektedir (Demirel ve Giirler, 2016).

Antibiyotige karst dogal ve kazanilmis c¢esitli diren¢ mekanizmalar1 gosteren
enterokoklar; yar1 sentetik penisilinlere, diisiik diizeyde aminglikozitlere,
linkozamitlere ve streptograminlere karsi dogal direng gosterirken, plazmidler,
integronlar ve transpozanlar aracilifiyla bir¢cok antibiyotige karsi da direng

kazanabilmektedir (Sentiirk, 2017).

2.4.2 Antibiyotik diren¢ aktarimi

Fermente gidalarda ve gastrointrestinal sistemde oldukc¢a fazla miktarda bulunan
LAB mutasyon yoluyla farkli diren¢ mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasina neden olur.
LAB bir¢ok tiirli dogal olarak plazmid tasir. Bu plazmidler ¢ogunlukla bakterinin
metabolik aktivitesi i¢cin gerekli enzimleri kodlayan genleri tasirlar. LAB baz: tiirleri
bu genlerin yani sira ¢esitli antibiyotiklere kars1 direng gelistirmeyi saglayan tasiyici

plazmidleri de igerirler.

17



Ayrica, LAB ¢evredeki diger bakterilerden de diren¢ kazanabilir. Bir LAB bir kez
direncli hale geldigi zaman, direncin determinanti ¢ogalir ve diger bir konaga
aktarilabilir. Bu bakteriler cesitli gidalarda degisik amaclar icin kullanildiginda
potansiyel direng tasiyic1 ve aktarict olarak is gorebilirler (Alp ve Oner, 2014). Bu
yiizden, starter suslarda, yem ve gida katkisi olarak kullanilan bakterilerde “transfer
edilebilir antibiyotik direnci’nin isaretlerini aramak, bu suslarin teknolojik ve

fizyolojik dzelliklerini belirlemek kadar énemlidir (Ozteber, 2013).

Bakteriler ‘Yatay Gen Transferi’ ile antibiyotik direnci kazanabilirler. Bakterinin
sahip oldugu genetik materyal ayn tiire ait bagka bir bakteriye hatta farkli tiirdeki
bakterilere dahi tasinabilir. Bakteride rekombinasyon olaylari ii¢ ana mekanizma ile
meydana gelmektedir: Transformasyon, Transdiiksiyon ve Konjugasyon (Ozdam,

2016).

LAB ile diger bakteriler arasindaki aktif/pasif iletisim sonucu konjugatif plazmidler
ve transpozonlarin aktarilmasi ile diren¢ geni kazanmasi s6z konusudur. LAB
plazmidleri farkli biiyiikliikklerde, fonksiyonlarda ve dagilimlarda bulunmaktadir
(Ozteber, 2013).

Bir hiicreden digerine transfer edilebilen DNA parcalari olan “direncgli plazmidlerin”
tretimi ile bazi durumlarda direng bir bakteriden digerine gecebilir. Antibiyotigi
inaktif hale getiren veya etkisini azaltan enzimler bir hiicrenin antibiyotige direng
kazanmasinda 6nemli bir mekanizmadir. Bunlarin disinda; penetrasyonun azaltilmasi
veya antimikrobiyal bilesigin aktif olarak ekstriide edilmesi ile antibiyotigin hedef
bolgeye ulagmasiin engellenmesi, hedef bolgelerin atlanmasi veya degismesi,
duyarl hiicrelerin daha direngli hiicre tipine doniiserek gosterdigi adaptif cevap ve
bakteri  zarlarmin  gegirgenliginin  azalmast da  antibiyotik  direng

mekanizmalarindandir (Demir vd., 2018).

Enterokoklarda kazanilan direng, ya mutasyonlar ya da daha c¢ok yabanct DNA
kazanimi ile olur. Enterokoklarin, diren¢ genlerini diger bakterilere aktararak
yayabilmek i¢in kullandiklar1 pek c¢ok genetik aktarim sistemleri mevcuttur. Bu
sistemler igerisinde; ¢ok sayida Gram-pozitif (Staphylococcus spp. ve Streptococcus
spp.) tirde de replike olabilen plazmidler, E. faecalis tiirleri arasinda bazi

durumlarda transfer sikligi %100’e yaklagan ve plazmid kopya sayisinin
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belirlenmesinden sorumlu olup stabiliteleri oldukca yiiksek olan seks feromon-cevap
plazmidleri ile genetik materyal {izerinde DNA’nin bir bélgesinden digerine hareket
edebilen, 6zellesmis, konjugatif tipte hareketli genetik elemanlar olan transpozonlar
mevcuttur. Bunun yani sira enterokoklarda; kromozomlar veya plazmidler iizerinde
bulunan transpozonlar ile yeni bir konak bakteriye diren¢ genini entegre olarak
aktarildig1 da gosterilmistir (Coleri ve Cokmiis, 2008).

2.5 Enterokoklarda Tanimlama Yontemleri

Enterokok bakterilerinin tanimlanmasinda c¢ogunlukla fenotipik ve molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. Bakterilerin tanimlanmasinda ilk olarak morfolojik ve
fizyolojik Ozellikleri dikkate alinmigtir. Daha dogru sonuclar elde etmek icin bu
ozellikler tlizerine cesitli diizenlemeler yapilmis ancak birbirine ¢ok yakin tiirlerin
ayrimina olanak saglamamistir. Bu nedenle fenotipik yontemlere gore enterokok
bakterilerinin tiplendirilmesinde daha kesin ve hassas sonuglar veren molekiiler

yontemler kullanilmaya baglanmistir (Yerlikaya, 2014).
2.5.1 Molekiiler yonteme dayal tanimlama

Molekiiler yontemlerde, kullanilan teknigin tipine baglh olarak cins, tiir, alt tiir ve
hatta sus diizeyinde tanimlama yapilabilmekte olup ¢ok yakin tiirlerin de ayriminda
kullanilmaktadir. DNA’ya dayali molekiiler yontemlerin son derece giivenilir,
tekrarlanabilir, hizli ve ucuz olmasi, kiiltiir kosullarindan etkilenmemesi ve
sonuglarin genellikle kolay yorumlanabilmesi bakimindan fenotipik yontemlere gore
avantajlar sunmaktadir. Bu nedenlerle, basta PZR olmak iizere molekiiler yontemler

bu tiir avantajlar gidermede kilit rol oynamaktadir (Ozlii, 2015).
2.5.1.1 PZR yontemine dayal tanéimlama

Mullis vd. (1984) PZR metodu, hiicre icerisinde bulunan DNA biyomolekiiliiniin
istenilen gen bolgesinin hiicre disinda uygun kosullar altinda enzimatik olarak
cogaltildig1 bir tekniktir. Baslangicta belirli bir genin sadece kiiclik bir pargasi elde
edilirken giiniimiizde tek bir genden milyonlarca DNA kopyasi ¢ogaltilabilmektedir
(Yelboga ve Karagiiler, 2012).
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Enterokok bakterilerinin tanimlanmasinda ¢ogunlukla kullanilan molekiiler
yontemler PZR temelli yontemler ve PZR temelli olmayan yontemler olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. En ¢ok kullanilan PZR temelli yontemlerde 16S rRNA’ya dayali
dizi analizleri yer almaktadir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Kiran ve Osmanoglu,

2011).

16S olarak adlandirilan ve nesillerce korunan bu bolge her bir bakteri tiiriine 6zgiidiir
ve bakterilerin jenerasyonu i¢in gereklidir. 16S rRNA bolgeleri yiiksek derecede
korunmus dizileri igcermektedir. Bu yiizden 16S rRNA kodlayic1 genlerinin dizileri o
organizmanin taksonomik grubunu belirlemekte ve ¢ok yakin tiirlerin ayriminda bile
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, filogenetik olarak birbirine bagli izolatlar
arasinda genetik iligkiyi yansitmasi bakiminda olduk¢a onemlidir. Ek olarak 1500
baz ¢ifti (bp) uzunluguna sahip olan bu bdlge sekanslama islemi agisindan da bir

avantaj saglamktadir (ispitli, 2016; Kiran ve Osmanoglu, 2011).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal

Bu tez calismasi kapsaminda Aksaray ili ve c¢evre kdylerde geleneksel yollarla
iiretilen 22 adet tulum peynir ornegi, materyal olarak kullanilmistir. Soguk zincir
altinda laboratuvara getirilen 6rnekler, analiz yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza
edilmistir. Analizler Aksaray Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi

Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.2 Metot

3.2.1 Enterokok suslarinin izolasyonu ve saflastirilmasi
3.2.1.1 Enterokok suslarinin izolasyonu

Enterococcus suslarinin izolasyonu i¢in tulum peyniri 6érneklerinden aseptik kosullar
altinda 10 g peynir 6rnegi tartilmig, 90 mL steril %4 kuvvetinde Ringer soliisyonu ile
stomacher cihazinda homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rneklerin 10"ye
kadar diliisyon serisi hazirlanmistir. Her bir diliisyondan mikropipet yardimiyla 0.1
mL alinarak Kanamycin Esculin Azide Agar’a (KEA)(Merck, Darmstadt, Almanya)
yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Ekimden sonra petri kutulart 37 “C’de
aerobik sartlar altinda 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
petrilerde, goriilen zeytin yesili/siyah arasi renkte ve etrafi berrak zon olan koloniler

muhtemel enterokok olarak degerlendirilmistir.
3.2.1.2 izolatlarin saflastirilmasi

KEA agar iizerinde olusan etrafi siyah zonlu enterokok kolonileri ¢ift kademeli
olarak saflastirilmistir. Saflagtirmada ilk olarak enterokok kolonileri aseptik sartlar
altinda bir 6ze ile alinarak Triptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459) besiyerine
aktarilarak 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra siirme yontemi ile
Triptic Soy Agar (CASO Agar) (Merck 1.05458) ilizerine ekim yapilmis ve tek
koloniler elde edilmistir (Sekil 3.1). Tek koloniye diisiiriilen koloniler tekrar TSB’ye

ekilerek inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3.1. KEA iizerinde gelisen muhtemel enterokok kolonileri ve saflagtirma
basamaklari.

3.2.2 Enterokoklarm 6n identifikasyonu
3.2.2.1 Katalaz testi

Cift kademeli saflagtirma sonucunda TSB besiyerinde gelisen 18-24 saatlik aktif
kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarak temiz bir lam {izerine alinip % 3’liik H,O;
cozeltisi damlatilmistir. Bu islemin sonucunda, gaz ¢ikist gozlenmeyen koloniler

katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Whittenburry, 1964).
3.2.2.2 Gram boyama

Gram reaksiyonu Norris vd., (1981) tarafindan Onerilen metoda gore
gerceklestirilmistir. TSB besiyerlerinde gelisen 18-24 saatlik aktif kiiltiirler Gram
boyamaya tabi tutulmustur. Kiiltiirler lam iizerine, distile su ile yayilarak, preparat
hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar, havada kurutularak, ateste fikse edildikten
sonra, kristal viyole boyasi ile 1 dakika boyanmis ve distile su ile yikanmistir.
Havada kurutulduktan sonra, iyot ¢ozeltisi ile 1 dakika muamele edilen preparatlar,
distile su ile yikanip, tekrar havada kurutulmustur. Daha sonra alkol (%95) ile 15

saniye muamele edilip en son safranin boyasi ile 30 saniye boyanmistir. Gram
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boyama sonucunda menekse moru olarak gézlemlenen kok, diplokok veya tetrakok
yapidaki kiiltiirler saflik kontrolleri yapildiktan sonra ayrilmigtir (Aydin, 2017;
Ozteber, 2013). Sekil 3.2’ de Gram boyamasi yapilan suslarm mikroskop altindaki

gorliniimii verilmistir.

Sekil 3.2. Saflagtirilmis izolatlarin gram reaksiyonlarinin mikroskoptaki goriintiisi.

3.2.3 Saf kiiltiirlerin muhafazasi

On tanimlama sonucu Gram-pozitif ve katalaz-negatif saflik kontrolleri yapildiktan
sonra %40 oraninda steril gliserol igeren TSB besiyerinde -24 °C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.4 Enterococcus suslarinin PZR yontemi ile tanimlanmasi
3.2.4.1 DNA izolasyonu

Izolatlarin toplam genomik DNA’lar1 Promega Wizard Genomik DNA izolasyon Kiti
(Promega, USA) kullanilarak izole edilmistir. Bu baglamda, 6n tanist yukarida
anlatildigt gibi yapilan ve -24 °C’de muhafaza edilen enterokok suslari
aktiflestirilmistir. 18-24 saat sonra her bir izolat 1.5 mL’lik eppendorf tiiplerine
aktarilmis olup 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutulduktan
sonra siipernatant atilmistir. Pellet 480 pL, 50mM konsantrasyonundaki EDTA
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sollisyonu iginde iyice siispanse edilmistir. Daha sonra, hiicre duvarini zayiflatmak
amaciyla 120 pL lizozim enzimi eklenmis ve 37 °C’de bir saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij
edilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra, hiicre duvarimi iyice
yikimlamak amaciyla 600 pL Nuclei Lysis soliisyonu eklenmis ve iyice
vortekslenerek 80 °C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Oda sicakligina
geldikten sonra, 3 pL RNase soliisyonu eklenerek vortekslenmis ve 37 “C’de 30
dakika boyunca bekletilmistir. Oda sicakligina geldikten sonra 200 pL protein
coktliirme soliisyonu eklenmistir ve buz kiiplerinin icinde 5 dakika boyunca
bekletilmistir. Daha sonra, 14.000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij islemi
gerceklestirilerek genomik DNA’y1 igeren siipernatant bagka bir eppendorf tiipiine
aktarilmistir. Uzerine 600 uL isopropanol eklenerek 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Daha sonra, siipernatant uzaklastirtlmis ve pellet kuruduktan sonra
%70’1ik ethanol ile yikanmigtir. Son olarak, DNA’larin konsantrasyonlart NanoDrop
ND-2000 spektrofotometre (Thermo Scientific, USA) kullanilarak yaklasik 50 ng
konsantrasyonlarina seyreltilmis (Sekil 3.3) ve kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

AutoRun | El

Microvolume

260/230

260/280

Opuimized baselne

Sekil 3.3. P1E; numarali izolatin spektrofotometrik DNA grafigi.

3.2.4.2 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

PZR amplifikasyonu i¢in hedef bolge olarak 16S rRNA bolgesi se¢ilmistir. Bu amag
dogrultusunda ileri ve geri primer olarak sirasiyla 5'-GAG AGT TTG ATY CTG
GCT CAG-3’ (Amp-F) ve 5- AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA-3' (Amp-R) (Y
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= C/T; R = A/G) kullamilmistir (Baker vd., 2003). Enterococcus suslarinda 16S
rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu PZR karigimlart kullanilarak T100 termal
dongii cihazinda (Bio-Rad, USA) yapilmistir. PZR tiiplerine toplam hacim 50 pL
olacak sekilde PZR karigimlar eklenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan PZR karigimi.

Madde Adx Miktar
Genomik DNA 1 uL
oxX PZR tamponu 10 uL
dNTP 0.4 uL
Ileri primer FP (20mM) 1 uL
Geri primer RP (20mM) 1 uL
5 U Tag DNA polimeraz enzimi 0.25 uL
ddH,0 36.35 uL
Toplam Hacim 50 pLL

Tiim bilesenler 1 pL Genomik DNA, 10 pL 5 x PZR tamponu, 0.4 pL. dNTP, 1 pL
20 mM primer FP ve RP, 0.25 uLL 5 U Taq polimeraz ve steril ddH,O iyice
karistirlldiktan  sonra PZR termal dongii cihazina yerlestirilmistir. PZR
denemelerinde; 95 °C’de 120 saniye (baslangi¢ denatiirasyonu) 1 dongii, 95 °C’de 30
saniye (¢ift zincirin agilmast), 55 °C’de 20 saniye (primerlerin baglanmasi), 72 °C’de
30 saniye (zincir uzamasi) olarak programlanmistir ve bu islemler 20 defa
tekrarlanmigtir. Bu islem tamamlandiktan sonra bu reaksiyonun sonuna, son zincir
uzama asamast i¢in 72 °C’de 5 dakika (1 dongli) eklenmistir ve 4 °C’ye

sogutulmustur. Cizelge 3.2’de PZR amplifikasyon agamalar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. PZR amplifikasyonu i¢in olusturulan PZR sartlari.

Baslangic denatiirasyon 95 °C 2 dakika (1 dongii)
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye (20 dongii)
Baglanma 55 °C 20 saniye (20 dongii)
Uzama 72 °C 30 saniye (20 dongii)
Son uzama 72 °C 5 dk (1 dongii)
Bekleme 4 °C ()

3.24.3 PZR’da cogaltilan DNA o6rneklerinin jel elektroforezinde kontrolii ve

dizi analizi

PZR iirlinlerinin elektroforezi %]1.2°’lik agaroz iceren jellerde yapilmistir.

Elektroforez islemi igin yatay jel sistemleri kullanilmigtir. %1.2°lik oranda tartilan
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Agaroza 100 MI 1x Tris-Asetat (TAE) (Tris 4.84 g, Sodyum asetat 4.08 g, EDTA
0.37 g, Destile su 1000 mL, pH 8.0+0.02) elektroforez tamponu eklenmistir ve
mikrodalga firin igerisinde ¢oziindiiriilmistiir. Elde edilen ortam 45-50 °C’ye kadar
sogutulmus ve elektroforez plakalarina dokiilmiistiir. Jel taraklar yerlestirilerek 40-
45 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda 1x TAE tampon soliisyonu jelin iizerini
tamamen kapatacak sekilde elektroforez tankina ilave edilerek, jel taraklari jele zarar
vermeden ¢ikarilmistir. Amplifikasyon DNA iiriinlerinden 10 pL alinarak, temiz bir
parafilm tizerinde 2 pL marker boya ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Karistirilan {irtin
mikropipet yardimiyla agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme islemi
bittikten sonra tank kapatilarak giic kaynagina baglanmistir ve 90 volt elektirk akimi
altinda 60 dakika elektroforez islemine tabi tutulmustur. Daha sonra, ortamdan alinan
jel yaklastk 15-20 dakika ethidium bromide igeren soliisyonda bekletilerek
boyanmasi saglanmistir. Jel bir G:BOX F3 jel goriintiileme sistemi (Cambridge,

Ingiltere: Syngene) yardinu ile fotograflanarak iiriinlerin varhig: teyit edilmistir.

Elektroforez sonucu bantlarin varligi anlasilan iriinlerin geri kalan 20 pL’si ABI
Prism® 3730xi cihazi yardimi ile sekans bilgilerinin elde edilmesi amaci ile ticari bir
sirkete gonderilmistir (Macrogen, Giliney Kore). Sekanslama islemi ¢ift yonlii

yapilmistir.
3.2.4.4 Verilerin islenmesi ve filogenetik analizler

Sekanslama sonunda elde edilen veriler MEGA X bilgisayar programi ile analiz
edilmistir. Bu amagla veriler (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) adli internet sitesi
kullanilarak National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank
veritaban1 kiitliphanesine kayitli referans izolatlarla BLAST analizi vasitasiyla
kiyaslanmistir. Bunun sonucunda, referans izolatlar ile benzerlik gosteren izolatlar

NCBI sistemine tanimlanmustir.

Ek olarak, izolatlara ait sekanslar ile GenBank veri tabanindan elde edilen referans
sekanslar (E. faecalis: NR114782, NR115765, NR040789; E. faecium: NR042054,
NR114742, NR113904; E. durans: NR113257, NR036922) analizlere ilave edilmistir
(Thompson vd., 1994).
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Filogenetik analizler, 16S rRNA bdlgesinin sekans verilerine dayandirilarak MEGA
X yaziliminda Maximum-Likelihood yontemi kullanilarak 1000 tekrarli bootstrap
testi ile gerceklestirilmistir (Kumar vd., 2018; Ayhan vd., 2020).

3.2.5 Enterococcus suslarinin antibiyotik direncliliklerinin saptanmasi

Enterokok suglarinin antibiyotik direnglilik/duyarliliklarinin belirlenmesinde Bauer
vd. (1966) tarafindan 6nerilen antibiyotik disk difiizyon yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir. Enterococcus suslar1 37 “C’de 18-24 saat boyunca TSB besiyerlerinde
aktiflestirilerek 0.1 mL bakteri kiiltiirii alinarak Muller Hinton Agar (Merck,
Darmstadt, Almanya) besiyerine yayma kiltir ekim yontemi ile yayilmistir.
Sonrasinda besiyeri tizerine antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Petri kutular1 37
°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik

diskleri etrafinda olusan zon ¢aplari kumpas yardimiyla dl¢tilmiistiir (Cariolato vd.,
2008).

Enterococcus suslarinin antibiyotik duyarlilik diizeyleri Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitlisii (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI) (CLSI,
2011; 2016) tarafindan belirlenen kriterler ¢er¢evesinde; direngli (R), orta duyarli (I)
ve duyarli (S) olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Enterococcus tiirleri i¢in antibiyotik duyarlilik sinirlari.

Zon ¢ap1 yaklasik
Antibiyotikler Disk icerigi (mm)

R [ S
Penisilin 10 pg <14 - >15
Vankomisin 30 ug <14 15-16 | >17
Teikoplanin 30 ug <10 11-13 | >14
Kloramfenikol 30 ug <12 13-17 [ >18
Streptomisin 10 pg <11 12-13 | >14
Tetrasiklin 30 ug <14 15-18 | >19
Ampisilin 10 pg <16 - >17
Rifampin Sug <16 17-19 | >20
Siprofloksasin 5ug <I5 16-20 | >21
Eritromisin 15 ug <13 14-22 | >23
Gentamisin 120 pg <12 13-14 [ >15
Nalidiksik asid 30 pug <13 14-18 | >19
Norfloksasin 10 pg <12 13-16 | >17

R*: direngli I: orta duyarlt S: duyarlt

27



Antibiyotikleri igeren diskler; ampisilin (10 pg), penisilin (10 ug), teikoplanin (30
ug), vankomisin (30 pg), gentamisin (120 pg), streptomisin (10 pug), siprofloksasin (5
ug), kloramfenikol (30 pg), tetrasiklin (30 pg), eritromisin (15 pg), nalidiksik asit (30
ug), norfloksasin (10 pg), oksasilin (1 pug), ve rifampisin (5 pg).ticari bir kurumdan

(Bioanalyses, Tiirkiye) temin edilmistir.

Enterokoklar kazanmis olduklar1 antibiyotik direncini bir bakteriden digerine
aktarabilmektedir dolayisiyla enterokoklar birlikte yasadigi mikrofloranin diger
tyelerini de etkileyerek bu bakterilerin de antibiyotiklere diren¢ kazanmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle gida kaynakli enterokoklarin hastalarda olusturdugu
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere direng géstermesi biiyiik bir
sorundur. Yukarida bahsedilen antibiyotiklerin bazen tek bazen de kombine seklinde
infeksiyonlarin tedavi edilmesinde kullanilmasi, ayrica ampisilin, vankomisin ve
gentamisinin ¢oklu antibiyotige direngli enterokoklarin tedavi edilmesinde en yaygin
kullanilan antibiyotikler arasinda yer almasi c¢alismamizda kullanilan bu

antibiyotiklerin se¢ilmesine olanak saglamistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Enterococcus Suslarmin Izolasyon Sonuglar:

Bu calisma kapsaminda, Aksaray ilinde satisa sunulan geleneksel yollarla iiretilmis
tulum peyniri 6rneklerinin KEA agar ortaminda gelistirilen koyu kahverengi renkte
ve ¢evrelerinde berrak zon olusumu gosteren 62 izolat muhtemel enterokok olarak
izole edilmistir. Segilen izolatlarin tiimii Gram-pozitif, kok morfolojisine sahip,
katalaz-negatif rekasiyon veren, Enterococcus cinsi iiyesi olarak tanimlanmuistir.
Izolatlarin numaralandirilmasi ise kullanilan peynirin numarasi ve peynire ait izolatn
strast dikkate almarak numaralandirilmistir. Ornegin 5 numarali peyirden izole edilen
ve Enterococcus spp. olarak degerlendirilen {i¢ numarali izolat PsE3 seklinde

kodlanmistir. Bu izolatlar -24 °C’de muhafaza edilmektedir.

4.2 Enterococcus Suslarimin PZR Yontemi ile Cogaltilan DNA Orneklerinin

Agaroz Jelde Gériintiisii

On identifikasyonu yapilan ve cins bazinda Enterococcus olarak belirlenen 62
izolatin tamami 16S rRNA dizi analizi yontemi ile tiir diizeyinde tanimlanmigtir. 16S
rRNA yontemi sonucu izolasyonu yapilan DNA oOrnekleri PZR’da cogaltildiktan
sonra agaroz jelde goriintiilenmistir. Agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 4.1 ve Sekil

4.2’ de gosterilmistir.

S
=
|
-

Sekil 4.1. Enterococcus spp. suslarinin genomik DNA &rneklerinin (P1E1-P11E3) jel
elektroforez goriintiisti.
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Sekil 4.2. Enterococcus spp. suslarinin genomik DNA 6rneklerinin (P12E1-P2;E3) jel
elektroforez goriintiisii.

Cogaltilan 16S rRNA fragmentlerinin elektroforezi %1.2 agaroz orani ile hazirlanan

jellerde yapilmistir. Agaroz jelde goriintiilenen izolatlarin tamaminin yaklasik 1500

bp bolgesinde bant verdigi gozlenmistir. Goriintiilerden de anlasilacagi gibi DNA

izolasyon islemi basarili bir sekilde gergeklestirilmis ve DNA 6rnekleri goriintiileri

rahatlikla gézlenebilmektedir.
4.2.1 16S rRNA gen bolgesinin dizi analiz sonuclar:

Cogaltilan 16S rRNA boélgesinin sekanslanmasit sonucunda elde edilen veriler
BLAST programi kullanilarak NCBI veritabanina kayitli dizi analizleri ile
karsilastirilmis ve bu izolatlarin %99-100 homoloji sergiledigi tespit edilmistir. Buna

gore izolatlara ait bilgiler ve NCBI erisim numaralari1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Enterokok tiirlerinin izolat kodu ve NCBI erisim numaralari.

Izolat kodu NCBI veritabanina tanimlanan izolat | NCBI erisim

ad1 numarasi
P.E; E. faecium ATC1 MT393685
P.E, E. faecium ATC 2 MT393686
P,E; E. faecium ATC 3 MT393687
P,E, E. faecalis ATC 4 MT393688
P,Es E. faecalis ATC 5 MT393689
PsE; E. faecium ATC 6 MT393690
PsE, E. durans ATC 7 MT393691
P3E;3 E. faecium ATC 8 MT393692
P4E; E. faecalis ATC 9 MT393693
P4E, E. durans ATC 10 MT393694
P4E;3 E. faecium ATC 11 MT393695
PsE; E. faecalis ATC 12 MT393696
PsE, E. faecalis ATC 13 MT393697
PsEs E. faecium ATC 14 MT393698
PeE: E. faecalis ATC 15 MT393699
PsE> E. faecium ATC 16 MT393700
PsEs E. faecium ATC 17 MT393701
P7E; E. faecalis ATC 18 MT393702
P-E, E. faecalis ATC 19 MT393703
P/E;3 E. durans ATC 20 MT393704
PsE; E. faecalis ATC 21 MT393705
PsE» E. faecalis ATC 22 MT393706
PgEs E. faecium ATC 23 MT393707
PoE; E. faecalis ATC 24 MT393708
PoE, E. faecium ATC 25 MT393709
P1oE1 E. faecalis ATC 26 MT393710
P1oE> E. facealis ATC 27 MT393711
P1oEs E. faecium ATC 28 MT393712
P11E1 E. faecalis ATC 29 MT393713
P E, E. faecalis ATC 30 MT393714
P11Es E. faecium ATC 31 MT393715
PoE; E. faecium ATC 32 MT393716
PoEs E. durans ATC 33 MT393717
PoE;3 E. faecium ATC 34 MT393718
P13E1 E. faecalis ATC 35 MT393719
=) E. faecium ATC 36 MT393720
P13E3 E. faecium ATC 37 MT393721
P14Eq E. faecalis ATC 38 MT393722
PuE, E. faecalis ATC 39 MT393723
P14E3 E. faecalis ATC 40 MT393724
PisEq E. faecium ATC 41 MT393725
PisE, E. durans ATC 42 MT393726
PisEs E. faecium ATC 43 MT393727
P1sE1 E. faecium ATC 44 MT393728
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Cizelge 4.1 (devam). Enterokok tiirlerinin izolat kodu ve NCBI erisim numaralari.

Izolat kodu NCBI veritabanina tanimlanan izolat | NCBI erisim
ad1 numarasi
P16E> E. faecium ATC 45 MT393729
P7E1 E. faecalis ATC 46 MT393730
P7E» E. faecalis ATC 47 MT393731
P.7E;3 E. faecalis ATC 48 MT393732
=1 E. faecium ATC 49 MT393733
P1sE> E. faecium ATC 50 MT393734
PigEs E. faecalis ATC 51 MT393735
P1oE1 E. faecium ATC 52 MT393736
=) E. faecalis ATC 53 MT393737
P1oEs E. faecium ATC 54 MT393738
PaoE1 E. faecium ATC 55 MT393739
o =) E. faecium ATC 56 MT393740
PaoEs E. faecium ATC 57 MT393741
P,1Eq E. faecalis ATC 58 MT393742
o =) E. faecium ATC 59 MT393743
PJEq E. faecium ATC 60 MT393744
PJoE, E. durans ATC 61 MT393745
Px»Es E. durans ATC 62 MT393746

16S rRNA gen bolgesinin dizi analizi ile tanimlamasi yapilan 62 izolatin, 30’u E.
faecium (%48.39), 25’1 E. faecalis (%40.32) ve 7 adedi de E. durans (%11.29) olarak
tammlanmustir. Izolatlarin yiizdesel dagilimlar ile ilgili detayl bilgiler Cizelge

4.2’de verilmistir.

Benzer sonuglar farkli arastirmacilar tarafindan yapilan Tiirk peynirlerinde E.
faecalis, E. faecium ve E. durans‘in en sik izole edilen tiirler arasinda oldugu rapor
edilmistir (Aydin ve Ardig, 2019; Bulut vd., 2005; Dagdemir ve Ozdemir, 2008;
Ispirli vd., 2017).
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Cizelge 4.2. Enterococcus spp. suslariin tiir diizeyinde dagilima.

Gida

.. Adet Suslar Say1 izolat Kodu %
ornegi

ATC1, ATC2, ATC3, ATCG6, ATCS,
ATC11, ATC14, ATC16, ATC17, ATC23,
ATC25, ATC28, ATC31, ATC32, ATC34,
ATC36, ATC37, ATCA41, ATCA43, ATC44,
ATCA45, ATC49, ATC50, ATC52, ATC54,
ATC55, ATC56, ATCS57, ATCS59, ATC60

E. faecium 30 48.39

Tulum

.. 22 ATC4, ATCS5, ATC9, ATC12, ATC13,
peyniri

ATC15, ATC18, ATC19, ATC21, ATC22,
E. faecalis 25 ATC24, ATC26, ATC27, ATC29, ATC30, | 40.32
ATC35, ATC38, ATC39, ATC40, ATCA46,
ATCA47, ATC48, ATCS51, ATCS53, ATC58

ATC7, ATC10, ATC20, ATC33, ATCA42,

ATC61, ATC62 11.29

E. durans 7

Enterokoklar saglikli insanlarin ve hayvanlarin sindirim sisteminde baskin
mikrofloranin dogal iiyeleri olup, olumsuz g¢evre kosullarinda bile yaygin olarak
bulunan bakterilerdir. Insan diskisindan siklikla izole edilen E. faecium, E. faecalis
ve E. durans tirlerinin c¢iftlik hayvanlarinda daha az siklikla izole edildigi
bildirilmektedir. Insan diskisindan en cok E. faecalis ve E. faecium tiirleri izole
edilirken, sigir, koyun ve tavuk gibi ¢iftlik hayvanlarinda ise en ¢ok E. faecium, E.
cecorum, E. faecalis izole edildigi bunun disinda E. durans, E. hirae, E. avium ve E.
gallinarum tiirlerine daha az siklikla rastlanildigi belirtilmistir (Cetinkaya ve Mus,
2010; Togay ve Temiz, 2011).

El-Din vd. (2002), yaptiklari ¢alismada ¢ig siitteki baskin mikrofloranin E. faecium
tiirli oldugunu bildirmislerdir. Bu bakterilerin peynirlerdeki varligini yiiksek sicaklik,

tuz ve asite olan toleranslarindan kaynakli oldugunu belirtmislerdir.

Enterokoklarin peynir mikroflorasindaki varligi, pastorizasyon sicakliklarina
dayanabilmesi, diisik pH ve yiiksek tuz konsantrasyonlarindaki gelisiminin bir
gostergesidir. Peynirlerde yiiksek siklikla izole edilen enterokok tiirleri E. faecium,

E. .faecalis ve E.durans’dir.

Ayrica enterokoklar peynirde olgunlasma asamasinda her ne kadar tat ve aromaya
katki saglasada, hayvansal gidalar basta olmak iizere 1s1l islem gérmiis ve ¢ig siitten
tiretilen taze peynirlerde, sagim veya iiretim sirasinda alet ekipmanlardan indirekt
olarak fekal kaynakli bir bulas1 oldugunun gostergesidir. (Celikyurt, 2008; Togay ve
Temiz, 2011).
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Yogurtcu (2011)’nun tulum peynirleri tizerine yaptigi ¢calismada Enterococcus cinsi
bakterilerin varligini aragtirmis ve enterokok tiirlerini 16S rRNA dizi analiz yontemi
kullanilarak tanimlamustir. Peynirlerden izole ettigi 47 enterokok susunun 21’ini E.
faecium, 14’tinii E. durans, 12’sini ise E. faecalis olarak tanimlamistir. Sonuglar tez
sonuglari ile karsilastirildiginda baskin mikrofloranin E. faecium olmasi ve diger

tanimlanan tiirler bakimindan benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Tuncer (2009)’in tulum peynirleri {izerine yaptigi ¢alismada Enterococcus cinsi
bakterilerin varligimi arastirmistir. Peynirlerden izole ettigi 39 enterokok susunun
17’sini E. faecium (%43.58), 11’ini E. faecalis (%28.21) ve 11’ini ise E. durans
(%28.21) olarak tanimlamistir. Sonuglar tez sonuglari ile karsilastirildiginda baskin
mikrofloranin E. faecium olmasi ve diger tanimlanan tiirler bakimindan benzerlik

gosterdigi gorlilmektedir.

Sentiirk (2017)’tin 24 adet tulum peyniri tizerine yaptigi ¢alismada Enterococcus
cinsi bakterilerin varligini arastirmis ve enterokok tiirlerini 16S rRNA dizi analiz
yontemi kullanilarak tanimlamigtir. Peynir 6rneklerinden izole ettigi 8 adet enterokok

susunun 4’1 E. faecium ve 4’1 E. faecalis olarak tanimlamustir.

Bir diger ¢alismada ise Cosentino vd. (2004) geleneksel peynirler iizerine yaptiklari
caligmada Enterococcus cinsi bakterilerin varligi arastirilmistir. Peynirlerden izole
edilen 118 enterokok susunun 84’tinii E. faecium (%71.19), 24’inii E. durans
(9%20.34) ve 10’unu ise E. faecalis (%8.47) olarak belirlemislerdir. Sonuglar tez
sonuglar1 ile Kkarsilagtirildiginda baskin  mikroflora bakimindan benzerlik

gostermektedir.

Jurkovic vd. (2006) yaptiklari calismada yoresel peynirlerde Enterococcus cinsi
bakterilerin varlig1 arastirilmis ve enterokok tiirleri molekiiler yontem kullanilarak
tanimlanmistir. Peynir 6rneklerinden izole edilen 308 enterokok susunun baskin
mikrofloranin 177’sini E. faecium (%57.47), 59’unu E. durans (%19.15), 41’ini E.
faecalis (%13.31) tiirlerinin olusturdugunu baskin olmayan mikrofloranin 13’iinii E.
mundtii (%4.22) ve 11’ini E. casseflavus (%3.57) tiirlerinin olusturdugunu tespit
etmiglerdir. Sonuclar tez sonuclan ile karsilastirildiginda baskin mikroflorann E.
faecium olmasi: bakimindan benzerlik gosterirken, diger baskin olmayan tiirlerin

tanimlanmas1 bakimindan farklilik gostermektedir.
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Gokovali (1980)’nin teneke tulum peyniri lizerine yaptigi ¢alismada Enterococcus
cinsi bakterilerin varligi aragtirilmigtir. Peynirlerden izole ettigi 128 enterokok
susunun 74’tni E. durans (%57.81), 31’ini E. faecium (%24.22), 16’sim E. faecalis
(%12.5) ve 7’si E. faecalis ssp. Liquefaciens (%5.47) olarak tanimlanmistir. Sonuglar
tez sonuglart ile karsilagtirldiginda baskin mikroflora bakimindan benzerlik

gosterirken, tez sonucunda E. faecalis ssp. Liquefaciens tiiriine hig rastlanilmamastir.

Morandi vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada peynir orneklerinde Enterococcus cinsi
bakterilerin varlig1 arastirilmistir. Peynirlerden izole edilen 68 enterokok susunun
35’ini E. faecalis, 27’sini E. faecium ve 6’sm1 E. durans olarak tanimlanmuistir.
Sonuglar tez sonuglari ile karsilastirildiginda baskin mikrofloranin E. faecalis olmasi
bakimindan farklilik gosterirken, diger tanimlanan tiirler bakimindan benzerlik

gostermektedir.

Celikyurt (2008)’un yaptig1 ¢alismada Siirk peynirleri 6rneklerinden 46 LAB izole
edilmistir. 16S rRNA dizi analiz sonucuna goére 6 tanesi Enterococcus spp. olarak
tanimlanmis ve 5’ini E. durans (%10.86) ve 1’ini E. faecium (%2.17) olarak tespit
etmistir. Sonuglar tez sonuclari ile karsilastirildiginda baskin mikroflora bakimindan

farklilik gostermektedir.

Kanak vd. (2018) Sakarya’da geleneksel olarak firetilen 3 adet peynir 6rneklerinde
LAB varlig1 arastirilmis ve MALDI-TOF-MS yontemi kullanilarak tanimlanmustir.
Peynir orneklerinden 15 LAB izole edilmis 5’ini E. faecalis ve 3’inii E. faecium
olarak tamimlanmistir. Sonuglar tez sonuglart ile karsilastirildiginda E. durans

tiirlinlin tanimlanmamas1 bakimindan farklilik géstermektedir.

Kirmact (2010)’nin  geleneksel Urfa peynirleri {izerine yaptigi ¢alismada
Enterococcus cinsi bakterilerin varligini arastirmis ve enterokok tiirlerini 16S rRNA
dizi analiz yontemi kullanilarak tanimlamustir. Peynirlerden izole edilen 70
enterokok susunun 28’ini E. faecium (%40), 23’ini E. durans (%32.85), 13’inii E.
faecalis (%18.57), 4’inti E. lactis (%5.71) ve 2’sini E. hirae (%2.85) olarak
tanimlamigtir. Sonuglart tez sonuglari ile karsilastirildiginda baskin mikroflora
bakimindan benzerlik gosterirken, E. lactis ve E. hirae tiirlerinin tanimlanmasi

bakimindan farklilik gostermektedir.
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Citak vd. (2004) yaptiklar1 ¢alismada 30 beyaz peynir 6rneklerinde Enterococcus
cinsi bakterilerin varligi arastirillmistir. Peynirlerden izole edilen 101 enterokok
susunun 62’sini E. faecalis (%61.3) ve 25’ini E. faecium (%24.7) tiirlerinin baskin
mikroflorayr olusturdugunu ve baskin olmayan mikrofloranin 7’sini E. durans
(%6.9), 5’ini E. mundtii (%4.9) ve 2’sini ise E. hirae/dispar (%1.9) tiirlerinin
olusturdugunu bildirmislerdir. Sonuglar tez sonuglari ile karsilastirildiginda hem
baskin mikroflora bakimindan hem de baskin olmayan E. mundtii ve E. hirae

tiirlerinin tanimlanmas1 bakimindan farklilik gostermektedir.

Yerlikaya (2012), tarafindan yapilan ¢alismada geleneksel siit {irinlerinden izole
edilen 167 enterokok susunun 122’sini E. faecium (%73.05), 18’sini E. durans
(%10.78), 17’sini E. faecalis (%10.18), 8’ini E. faecalis var. (%4.79) ve 2’sini E.
hirae (%1.19) olarak tanimlamistir. Sonuglar tez sonuglari ile karsilastirildiginda
baskin mikroflora bakimindan benzerlik gosterirken, E. faecalis var ve E. hirae

tiirlerinin tanimlanmas1 bakimindan farklilik géstermektedir.

Durlu-Ozkaya (2001), Tiirkiye'nin gesitli bolgelerinden topladigi beyaz peynir
orneklerinden 85 LAB izole etmis ve 54’iinii Enterococcus spp. olarak tanimlamistir.
Enterokok susunun 29’unu E. faecium, 18’ini E. durans ve 7’sini E. faecalis olarak
tanimlamistir. Sonuglari tez sonuglar ile karsilastirildiginda baskin mikrofloranin E.

faecium olmasi bakimindan benzerlik gostermektedir.

Ispirli (2016) nin Erzurum tulum peyniri iizerine yaptiklar calismada Enterococcus
cinsi bakterilerin varlig1 arastirilmig ve 16S rRNA dizi analizi yontemi kullanilarak
tanimlanmustir. Enterokok tiirlerinden E. faecium (%61.61), E. faecalis (%19.64), E.
italicus (%8.03), E. thailandicus (%5.36), E. hirae (%3.57) ve E. mundtii (%1.78)
tanimlanmistir. Sonuglar tez sonuglart ile karsilastirildiginda baskin mikroflora
bakimindan benzerlik gosterirken, E. italicus, E. thailandicus, E. hirae ve E. mundtii

tiirlerinin tanimlanmas1 bakimindan farklilik géstermektedir.

Bulut (2003)’un ¢omlek peyniri lizerine yaptigr ¢alismada 113 LAB izole etmis ve
59’unu Enterococcus cinsi olarak tanimlamistir. Enterokok susunun 30’unu E.
faecium (%50.85), 8’ini E. faecalis (%13.56), 3’iinii E. avium (%5.08), 2’sini E.

durans (%3.39) ve 16’smm1 Enterococcus ssp. (%27.11) olarak tanimlanmuistir.
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Sonuglar tez sonuglari ile karsilastirildiginda baskin mikroflora bakimindan benzerlik

gostermektedir.

Peynir orneklerinden izole edilen enterokok suslarinin farklilik gostermesinin en
biiyiik nedeni ¢ig siitiin mikrobiyal yiikii ve farkliligi, cografi farkliliklar ve siitiin
¢esididir. Ayrica bunun yani sira 16S rRNA dizi analizi ve farkli tanimlama

yontemlerinin kullanilmasi da tiirlerin farkli olmasindan ileri gelmektedir.
4.2.2 Filogenetik analiz sonug¢lari

Tiirler arasindaki poliformizmi ortaya ¢ikaran maksimum olasilik yontemiyle 16S
rRNA’nin filogenetik analizi bootstrap testinde, bir arada kiimelenen iliskili
taksonlarin dallarinda bitisik olarak g¢ogaltilmis agaglarin yilizdesi Sekil 4.3°de
gosterilmistir. Filogenetik agag, 70 izolat (¢alismadan elde edilen izolatlar ile gen
bankasindan elde edilen referans suslar) iki ana kiimeye ayrilmistir. E. faecalis
suglari, E. durans ve E. faecium suslarina gore daha fazla benzer homoloji

sergilemistir.
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Sekil 4.3. Bu ¢aligma kapsaminda elde edilen izolatlar ile NCBI veritabanindan elde
edilen referans izolatlar ile elde edilen filogenetik agag.
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4.3 Enterococcus Tiirlerinin Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Arastirma kapsaminda E. faecium, E. faecalis ve E. durans tiirlerine ait 62 izolat, 14
farkli antibiyotige karsi antibiyotik direnglilikleri disk difiizyon yontemi kullanilarak
aragtirtlmistir.  Antibiyotik testleri sonucunda enterokok suslarmin tamami
norfloksasin asite (%100) duyarli bulunurken, ampisilin (%92), penisilin (%93.3),
teikoplanin (%85.3), kloramfenikol (%79.7), siprofloksasin (%77.3), vankomisin
(%70.7), tetrasiklin (%70.6) ve eritromisin (%61.2) antibiyotiklerine ise orta ve
yiiksek diizeyde duyarli olduklart belirlenmistir. Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da

Enterococcus suslarinin antibiyotiklere kars1 duyarliliklart gosterilmistir.

Sekil 4.4. Enterococcus durans P;E3 susunun antibiyotiklere duyarliliklar.

Sekil 4.5. Enterococcus faecalis PgE; susunun antibiyotiklere duyarliliklar.
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Sekil 4.6. Enterococcus faecium P1gE; susunun antibiyotiklere duyarliliklari.

Calisma sonucunda enterokok suslari, diger antibiyotiklerden nalidiksik asite
(%100), oksasiline (%92) ve streptomisine (%72.6) farkli diizeylerde direngli
olduklar1 tespit edilmistir.

Ayrica tulum peynirlerinden izole edilen Enterococcus spp. arasindan E. faecalis
suglari, E. durans ve E. faecium suslarina gore antibiyotiklere karsi direngli
fenotipleri oldugu belirlenmistir. E. faecalis suslari; nalidiksik asite (%100),
streptomisine (%60), oksasiline (%96), tetrasikline (%56), vankomisine (%80) ve
rifampine (%76), E. faecium suslari; nalidiksik asite (%100), oksasiline (%83.5) ve
streptomisine (%76.9) ve E. durans suslari; nalidiksik asite (%100), oksasiline
(%100), streptomisine (%85.7) ve gentamisine (%57.1) orta ve yiiksek seviyede
direncli olduklart belirlenmistir. Cizelge 4.3’de Enterococcus suslarinin antibiyotik

duyarlilik ve direng yiizdeleri verilmistir.
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Cizelge 4.3. Tulum peynirinden izole edilen enterokok suslarinin antibiyotik
duyarlilik ve direng yiizdeleri.

E. faecalis E. faecium E. durans Toplam
Antibiyotikler (n=25) (n=30) (n=7) (n=62)
s* [I*|RrR* |s* [1I* |R* [s* |I* [R* |s* [I* |[R*
Ampisilin 80 |- |20 | 100 | - - 100 | - - 92 - 8
Penisilin 100 | - |- 86.6 | 6.7 | 6.7 |857]- 1431933 |27 |4
Teikoplanin 84 |16 |- 76.8 6.7 | 165|100 | - - 85.3 | 8 6.7
Vankomisin 20 |24 |5 |90 |33 |67 |100 |- - 70.7 193 |20
Gentamisin 36 |56 |8 50.5 | 36.3 | 13.2 | 429 | 57.1 | - 53.3 387 | 8

Streptomisin 40 |28 |32 |23.1|538|231|143|286|57.1|274]403] 323
Siprofloksasin 80 |12 |8 63.7 | 23.1 | 13.2 | 57 143 1287 | 773 |12 10.7

Kloramfenikol 68 |8 |24 |735|16.5 |10 100 | - - 79.7 1 9.3 |12
Tetrasiklin 44 |24 |32 | 768|165 |6.7 |857|143 |- 70.6 | 18.7 | 10.7
Eritromisin 52 |20 |28 |67 198 | 13.2 | 71.3 | 143|143 |61.2|19.4 | 19.4
Nalidiksik asit - - 100 | - - 100 | - - 100 | - - 100
Norfloksasin 100 | - - 100 | - - 100 | - - 100 | - -
Oksasilin 4 4 192 |165|33 |80.2]- 28.7 | 71.3 | 8 53 | 86.7
Rifampin 24 |12 | 64 |59.4 | 132|274 |57 143 | 28.7 | 54.6 | 10.7 | 34.7

Yogurtgu ve Tuncer (2013), tulum peynirinden izole edilen 47 Enterococcus susu
eritromisine (%72.3), streptomisine (%55.3) ve tetrasikline (%34) yiiksek diizeyde
direng  gosterirken, ampisiline, kloramfenikole, gentamisine, penisiline,
siilfametoksazol ve vankomisine tamamen duyarlt bulunmustur. Sonuglar tez
sonuglart ile karsilastirildiginda enterokok suslarinin streptomisine karsi gostermis
oldugu direng ve diger antibiyotiklere (ampisilin, gentamisin, Kkloramfenikol,

vakomisin ve penisilin) duyarli olmasi bakimidan benzerlik gostermektedir.

Bulaji¢ ve Mijacevi¢ (2004), farkli yontemler kullanarak irettikleri peynir
orneklerinden izole edilen 42 adet enterokok izolatlari disk difiizyon yontemi
kullanilarak —antibiyotiklere karsi duyarliliklart tespit edilmistir. Enterokok
izolatlarmin penisiline (%65.82), tetrasikline (%62.02), linkomisine (%68.35),
gentamisine  (%27.84), neomisine  (%31.64), eritromisine  (%31.64) ve
kloramfenikole (%65.82) karsit direngli olduklarin1 bildirmislerdir. Sonuglar tez
sonuglar1 ile Kkarsilastirildiginda enterokok tiirleri penisiline, gentamisine ve
tetrasikline kars1 gostermis olduklar1 direng bakimindan farklilik gosterirken,

enterokok tiirlerinin linkomisine ve neomisine karsi direnglilikleri arastirilmamustir.

Tatl1 (2009)’nin yapmis oldugu 10 tulum peynir 6rneginden 18 LAB izole edilmis ve

10 tanesi vankomisine (%58), 6 tanesi siprofloksasine (%37), 5 tanesi gentamisine
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(%26), 2 tanesi eritromisin (%]11) ve 1 tanesi ise tetrasikline (%5) direng gosterirken,
izolatlarn %28’nin antibiyotige duyarli olduklar: tespit edilmistir. Tatli (2009) nin
bir diger calismasinda, 15 adet beyaz peynir Orneginden izole ettigi 23 LAB
izolatlarindan 12’si vankomisine (%53), 7’si siprofloksasine (%31), 5’1 gentamisine
(%21), 3’1 eritromisine (%12), 1’1 kloramfenikole (%3) ve 1’1 rifampine (%3) kars1
direncli olduklar1 bildirilmistir. Sonuglar tez sonuglari ile karsilastirildiginda

antibiyotiklere direng gdstermesi bakimindan farklilik gostermektedir.

Citak vd. (2004) yaptiklar1 ¢alismada, 30 beyaz peynir Orneginden 101 adet
enterokok susunun 13 adet antibiyotige farkli diizeylerde direngli olduklar1 tespit
edilmistir. Enterokok suslarmin eritromisine (%93), streptomisine (%89.1),
vankomisine (%86.1), oksasiline (%88.1) ve kloramfenikole (%79.2) kars1 yiiksek
seviyede direngli olduklar1 saptanmistir. Sonuglar tez sonuglari ile karsilastirildiginda
oksasilin ve streptomisine karsi direnglilikleri benzerlik gosterirken, tez sonuglarinda
eritromisin, vankomisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi bulunan direng

bakimindan farklilik géstermektedir.

Tez galismasi sonucunda tulum peynirinden izole edilen enterokok suslarinin ¢oklu
antibiyotik direng¢ 6zellik gosterdigi ve bu oranin %41.93 oldugu tespit edilmistir. Bu
suslarin 3 ve 6 arasinda degisen sayida antibiyotige karsi ¢oklu direng ozelligi

Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cariolato vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, siit ve siit iirlinlerinden izole edilen
enterokok suslarmin tetrasikline (%30.8) ve streptomisine (%?25.6) kars1 orta ve
yiikksek seviyede direng¢ gosterdikleri belirlenmistir. E. faecalis ve E. faecium
suslariin 2 ile 4 arasinda degisen sayida antibiyotiklere %13.6 oraninda c¢oklu
antibiyotik direng gosterdikleri belirlenmistir. Sonuglar tez sonuglar1 ile
karsilastirildiginda enterokok suslarinin tetrasikline gostermis olduklar1 direng

bakimindan farklilik géstermektedir.

Yogurtgu (2011)’nun yaptig1 ¢alismada, tulum peynir drneklerinden izole edilen 47
enterokok susunun antibiyotige karsi duyarliliklar1 tespit edilmistir. Enterokok
suslarindan  %48.9’u  streptomisine ve %23.4°1 tetrasikline direngli olarak
belirlenmigtir. Caligmada antibiyotige karsi direnglilikleri belirlenen enterokok

tiirlerinin %19.1°1 ¢oklu antibiyotik direng¢ 6zelligi gostermistir. Bu suslardan 8 tane
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E. faecalis 2 antibiyotige streptomisine ve tetrasikline diren¢ gosterirken, 1 adet E.
faecium susu da antibiyotiklere ¢oklu direng oOzellik gosterdigi bildirilmistir.
Sonuglar tez sonuglari ile karsilasirildiginda enterokok suslarinin streptomisine
direng gostermesi bakimindan benzerlik gosterirken, tetrasikline direng gdstermesi

bakimindan farklilik gostermektedir.

Sievers vd. (1993) yaptiklar1 ¢alismada, peynir 6rneklerinden E. faecium, E. faecalis
ve E. durans suslarini izole etmislerdir. Bu suslar penisilin, sefalotin, furadoin,
fusidin, eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotikleri igerisinden bir ya da
daha fazla sayida antibiyotige karsi direnclilik gosterdigini bildirmislerdir. Sonuglar
tez sonuglari ile karsilastirildiginda eritromisine, tetrasikline ve kloramfenikole
direnclilikleri bakimindan farklilik gosterirken calismamizda enterokok suslarinin

sefalotin, furadoin ve fusidin antibiyotiklere kars: direnglilikleri aragtirilmamustir.

Cizelge 4.4. Suslar arasinda tespit edilen ¢oklu antibiyotige direng.

E. faecium E. faecalis E. durans Toplam
(n=30) (n=25) (n=7) (n=62)
3 Antibiyotige
diren¢ 4 2 3 9
4 Antibiyotige 6 4 1 11
direncg
5 Antibiyotige
diren¢ 4 0 0 4
6 Antibiyotige 2 0 0 2
direnc¢

42




5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Aksaray ilinde satisa sunulan 22 adet Tulum peyniri 6rneginden
izole edilen 62 sus Enterococcus cinsi olarak tamimlanmis ve izolatlarin ¢esitli
antibiyotiklere karsi direngleri belirlenmistir. 16S rRNA dizi analizi yontemi
kullanilarak tiir diizeyinde tanisi yapilan enterokok izolatlarindan, 30 tanesi E.
faecium (%48.39), 25’1 E. faecalis (%40.32) ve 7’si E. durans (%11.29) olarak
tamimlanmistir. Bu tanimlama sonucunda, E. faecium’un diger tiirlere gore daha
baskin tiir oldugu belirlenmistir. Enterokoklar gibi patojen suslar1 bulunan
bakterilerde dogru tanmin yapilabilmesi Onemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda
izolatlarin tiir diizeyinde kesin tanis1 yapilabilmesi i¢in molekiiler teknikler igerisinde
16S rRNA bolgesinin sekanslanmasi, biyokimyasal yontemlere gore daha dogru ve
hizli sonu¢ vermesi, tiirler aras1 degisken dizilere sahip olmasindan dolay: tercih

edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda peynirlerden izole edilen enterokok suslarinin
antibiyotiklere karsi direnglilikleri incelenmistir. Buna gore; 62 adet enterokok
suglarinin tamami norfloksasin asite (%100) duyarli bulunurken, ampisilin (%92),
penisilin (%93.3), teikoplanin (%85.3), kloramfenikol (%79.7), siprofloksasin
(%77.3), vankomisin (%70.7), tetrasiklin (%70.6) ve eritromisin (%61.2)
antibiyotiklerine ise orta ve yiiksek seviyede duyarli olduklar1 belirlenmistir.
Enterokok tiirleri klinik olarak 6nemli olan ampisilin, gentamisin, penisilin ve
vankomisin antibiyotiklerine karsi diren¢li bulunmamistir. Enterococcus tiirlerinin
kullanilan antibiyotikler igerisinde sirasiyla; nalidiksik asite (%100), oksasiline
(%92) ve streptomisine (%72.6) kars1 orta ve yiiksek seviyede direngli olduklari
tespit edilmistir.

E. faecalis suslarinin klinik olarak 6nem arz eden g¢esitli antibiyotiklere E. faecium ve
E. durans suslarindan daha direngli fenotipleri oldugu goriilmiistir. E. faecium
suslart; nalidiksik asit, streptomisin ve oksasilin antibiyotiklerine karsi direngli
bulunurken, E. faecalis suslart; nalidiksik asit, streptomisin, oksasilin, tetrasiklin,
vankomisin ve rifampin antibiyotiklerine ve E. durans suslari; nalidiksik asit,
oksasilin, streptomisin ve gentamisine orta ve yiiksek seviyede direngli olduklari
belirlenmistir. Coklu antibiyotik direncinin ise %41.93 oldugu saptanmistir. Son

zamanlarda insan ve hayvanlarda kullanimi yayginlasan antibiyotiklerin LAB
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yoluyla veya cesitli yollarla direng kazanmasi biiyiikk sorun haline gelmistir. Ticari
olarak satilmakta olan LAB gidalarda kullanimi kontrol altina alinmali ve fermente
gidalarda starter kiiltlir veya probiyotik olarak kullanilan mikroorganizma
kiiltiirlerinin antibiyotige karsi direng 6zellikleri diizenli bir sekilde denetlenmeli ve
cesitli tedbirler alinmalidir. Sonuglar degerlendirildiginde Aksaray'da tiretilen Tulum
peynirinin mikroflorasinda yliksek miktarda bulunan enterokoklarin ¢oklu antibiyotik
direngliligi tasimasi ve gida yolu ile insan saglig1 agisindan antibiyotik direngliligin

yayilmasinda risk teskil ettigi kanisina varilmistir.

Tulum peynirinden izole edilen enterokok suslarinin antibiyotik direncliliklerinin
yant sira starter veya destek kiiltiir olarak kullanilmasi i¢in bundan sonra yapilacak
calismalarda teknolojik Ozelliklerinin belirlenmesi ve potansiyel diger viriilans

faktorlerinin de arastirilmasi gerekmektedir.
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