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Burdur ili Cig Siit Orneklerinden Bazi Gram Negatif Bakterilerin Izolasyonu,
MALDI-TOF MS ile Tanimlanmasi ve Baz1 Virulans Ozelliklerin Belirlenmesi
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Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisit Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Giilden BASYiGIT KILIC
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Burdur ili ve ilgelerinden toplanmis olan siit 6rneklerinden CHROMagar™ ESBL
besiyerinden 33 adet Gram negatif bakteri izole edilmistir ve MALDI TOF-MS ile 15 adet
Stenotrophomanos maltophilia, 5’er adet Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 3
adet Klebsiella oxytoca, 2 adet Chryseobacterium gleum ve 1’er adet Enterobacter
claocoe, Hafnia alvei, Acinetobacter baumannii tanimlanmistir. Disk difiizyon yonteminde
tim antibiyotikler genel olarak degerlendirildiginde en duyarli susun H. alvei YH102A
oldugu belirlenmistir. H. alvei YH102A susu seftazidim (30 pg), sefpodaksim (10 pg),
sefotaksim (30 pg), sefepim (30 pg) ve sefepim (5 pg) antibiyotiklerine duyarh
bulunmustur. VITEK® 2 Compact sistemi ile en fazla direng seftiofur antibiyotiginde, en
fazla duyarhilik ise trimetoprim/SMZ antibiyotiginde tespit edilmistir. Calismamizda E.
coli YHI31A susunun en yiiksek antibiyotik direnc¢ profiline sahip oldugu, ¢alismada
kullanilan 16 antibiyotigin 13’iline direncli iken, sadece amoksisilin/klavulanik asit,
tikarsilin/klavulanik asit ve imipenem antibiyotiklerine duyarli oldugu belirlenmistir.
Virulans 06zelliklerin belirlenmesi amaciyla yapilan analizler sonucunda incelenen tiim
suslarda DNAz aktivitesi belirlenmemistir. S. maltophilia (YH6A, YH100, YH101,
YH103, YH129D), E. coli (YH131A, YH140B), C. gleum YH67B ve A. boumannii
YH138B suslarinin jelatinaz iiretimi pozitif bulunmustur. Suslarda histidin, ornitin ve lisin
aminoasitlerinde dekarboksilaz aktivite belirlenmezken, suslarin en fazla triptofan
aminoasidini dekarboksile ettigi belirlenmistir. P. aeruginosa (YH27C, YHI52B,
YH138A, YH148A), S. maltophilia (YH101, YH103, YH113, YH135B) ve E. cloacae
YH27A suslart beta hemoliz, S. maltophilia YH64 susu ise alfa hemoliz 6zellik
gostermistir. S. maltophilia (YHI12A, YH94A, YH97B, YH99, YHI129D), E. coli
(YHI126A, YH131A), K. oxytoca YH98B, H. alvei YH102A zayi1f alfa hemoliz gosterirken
diger suslarda hemoliz olugsmamistir. S. maltophilia YH6A ve P. aeruginosa YH27C
suslarinin 0,64 degeri ile giiglii biyofilm iireticisi oldugu, diger suslarin ise 0,15 ile 0,38
arasinda zayif biyofilm ftreticisi olduklar1 tespit edilmistir. Ekstraseliiler proteaz iiretimi
deneyinde; 17 susun kazein, siit ve skim milk agarda zon olusturdugu, her {i¢ besiyerinde
de zon olusturmayan tek susun E. coli YH140B oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: GSBL, gram negatif bakteri, Enterobacteriaceae
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33 Gram-negative bacteria were isolated from CHROMagar™ ESBL broth from
milk samples collected from Burdur province and its districts. Out of 33 bacteria, 15
Stenotrophomanos maltophilia, 5 Pseudomonas aeruginosa, 5 FEscherichia coli, 3
Klebsiella oxytoca, 2 Chryseobacterium gleum, 1 Enterobacter claocoe 1 Hafnia alvei and
Acinetobacter baumannii were identified by MALDI TOF-MS. When all antibiotics were
evaluated in the disk diffusion method, it was determined that the most sensitive strain was
H. alvei YH102A. H. alvei YH102A strain was found to be sensitive to ceftazidime (30
ng), cefpodaxime (10 pg), cefotaxime (30 pg), cefepime (30 pg) and cefepime (5 pg)
antibiotics. With the VITEK® 2 Compact system, the highest resistance was detected in
the ceftiofur antibiotic, and the highest sensitivity was detected in the trimethoprim/SMZ
antibiotic. In our study, it was determined that E. coli YH131A strain had the highest
antibiotic resistance profile, while it was resistant to 13 of the 16 antibiotics used in the
study, it was sensitive only to amoxicillin/calvulanic acid, ticarcillin/clavulanic acid and
imipenem antibiotics. As a result of the analysis carried out to determine virulence
characteristics, DNAse activity was not determined in all strains examined. S. maltophilia
(YH6A, YH100, YH101, YH103, YH129D), E. coli (YH131A, YH140B), C. gleum
YH67B and A. baumannii YH138B strains were found to be positive for gelatinase
production. While decarboxylase activity was not determined in histidine, ornithine and
lysine amino acids of the strains, the most decarboxylated amino acid by the strains was
determined as tryptophan. P. aeruginosa (YH27C, YH152B, YH138A, YHI148A), S.
maltophilia (YH101, YH103, YH113, YH135B) and E. cloacae YH27A strains showed
beta hemolysis. Eventhough S. maltophilia YH64 strain showed alpha hemolysis. S.
maltophilia (YH12A, YH94A, YH97B, YH99, YH129D), E. coli (YH126A, YH131A), K.
oxytoca YH98B, H. alvei YH102A showed weak alpha hemolysis, other strains did not
show hemolysis. S. maltophilia YH6A and P. aeruginosa YH27C strains were found to be
strong biofilm producers with a value of 0.64, while other strains were found to be weak
biofilm producers between 0.15 and 0.38. In the experiment of extracellular protease
production; It was determined that 17 strains formed a zone in casein, milk and skim milk
agar, and E. coli YH140B was the only strain that did not form a zone in all three media.
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1. GIRIS

Geniglemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)’lar plazmid araciligi ile tasinan
enzimlerdir. Laktamaz iiretimi Gram negatif bakterilerin laktam antibiyotiklere direncinde
rol oynayan en 6nemli mekanizmadir (Thomson vd.,1990; Philippon vd., 1994). Bu
laktamazlarin ¢cogu, TEM-1, TEM-2 ve SHV tipi laktamazlardan enzimin aktif bolgesinde
bulunan 1-4 anahtar aminoasidin degisikligi ile olugsmaktadir (Jacoby ve Medeiros, 1991).
GSBL; penisilinler, sefalosporinler ve aztreonam, sefotaksim, seftazidim gibi oksimino
laktamlar1 igeren genis spektrumlu laktam antibiyotikleri hidroliz ederler. GSBL’ler
sefamisin, metoksiminosefalosporinler ve karbapenemleri etkilemezler, ancak klavulanik
asit ve diger laktamaz inhibitorleri ile inaktive olurlar (Jacoby ve Medeiros,1991;
Philippon vd.,1994).

GSBL’ler ilk olarak 1984'de bir Klebsiella susunda tanimlanmistir (Jacoby ve
Medeiros, 1991). Bunu Escherichia coli izlemis ve daha sonra ise Proteus mirabilis,
Citrobacter freundii ve Enterobacter aerogenes suslarinin da bu enzimleri sentezledigi,
ancak insidanslarinin daha diisiikk oldugu belirlenmistir (Akova, 1999). GSBL
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasindan kisa bir siire sonra bu ajanlara
karst direnc gelistigi gorilmiistiir. Klebsiella pneumoniae en ¢ok GSBL iireten bakteri
olarak bilinmekle birlikte zamanla diger enterik bakterilerde de GSBL enzimi varligim
tespit edilmistir (Giir, 1997). Son yillarda enterik Gram negatif mikroorganizmalar
arasinda giderek artan antimikrobiyal diren¢ nedeniyle tedavide sorun yasanmaktadir.
GSBL iireten ¢oklu ilaca direncli E. coli ve Klebsiella suslarina bagh enfeksiyonlar giderek
artmaktadir (Mody vd., 2007). E. coli ve Klebsiella suslarinda GSBL aktivitesindeki artis;
klinikte tedavi seceneklerini kisitlamakta, mortalite ve morbiditeye neden olmakta,
hastanede yatig siiresini ve maliyeti artirmaktadir (Lautenbach vd., 2001). Klebsiella
suslarinda Kuzey Amerika’da %4,2-4,4, Gliney Amerika’da %40-47, Uzak Dogu’da %11-
51, Avrupa’nin kuzey iilkelerinde %1-5, Dogu Avrupa iilkelerinde %39-47, Tiirkiye’de
%60’a varan oranlar; E. coli suslarinda ise Kuzey Amerika’da %3,3-4,7, Giiney
Amerika’da %6,7-25,4, Uzak Dogu’da %7,9-23,6, Avrupa’da %5,3, Tirkiye’de %13-36
gibi oranlarda GSBL iiretimi bildirilmektedir (Stiirenburg vd., 2003; Akova, 2004; Aktas,
2004; Mesa vd., 2006; Marrissey vd., 2014).

GSBL enzimleri insanlarla temas halinde olan ev hayvanlarindan, ciftlik

hayvanlarindan ve yasadiklar1 ortamlardan da siklikla izole edilmistir (Brinas vd., 2005;



Kojima, 2005; Blanc vd., 2006; Hammerum ve Heuer, 2009; Locatelli vd., 2009).
Hayvanlarda bulunabilen bu tip mikroorganizmalar hayvan sahipleri, ¢iftlik ¢alisanlari ve
hayvansal gida tiiketenler i¢in tehdit olusturmaktadirlar (Blanc vd., 2006, Hammerum ve
Heuer, 2009). Beta-laktamaz iireten bakteriler, GSBL basta olmak {izere farkli gruptan
antibiyotiklere de direng gostermektedirler. Bu nedenle bakterilerin GSBL aktivitelerinin
ve antibiyotik direng profillerinin arastirilmasi, enfeksiyonlarin etkin antibiyotiklerle hizli
bir sekilde tedavisi agisindan 6nemlidir (Blanc vd., 2006).

Beta-laktamaz sentezi enterik Gram negatif bakteriler i¢in en 6nemli antibiyotik
direng¢ mekanizmasidir. Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid bagim
pargalayarak etki gosterirler. Beta-laktamaz genleri, bakteride kromozom kontroliinde veya
plazmid ya da transpozonlarda yerlesmis genler lizerinde kodlanmaktadir (Roy vd., 1983).

Siit ve siit iirlinleri; ¢esitli mikroorganizmalar1 barindirabilir ve gida kaynakli
patojenlerin 6nemli kaynaklarini olustururlar. Siitte gida kaynakli patojenlerin varligi,
ciftlik ortamindaki kontamine kaynaklarla dogrudan temastan ve enfekte bir hayvanin
memesindeki salgilardan kaynaklanmaktadir. Siitte gida kaynakli patojenlerin prevalansi,
ciftligin biiylikliigi, ¢iftlikteki hayvan sayisi, hijyen, ¢iftlik yonetim uygulamalari, numune
alma yoOntemleri ve degerlendirilen numune tiirleri, kullanilan tespit metodolojilerindeki
farkliliklar, cografi konum ve mevsim gibi ¢ok sayida faktorden etkilenir. Yapilan tiim
aragtirmalar siitiin, insan sagligi agisindan 6nemli olan gida kaynakli patojenlerin ana
kaynagi olabilecegini oldukga agik bir sekilde gdstermistir (Saltik, 2019).

Hastane ortamlarinda {igiincii kusak sefalosporinlerin yaygin kullanimi nedeniyle
GSBL’ler giderek yayginlagsmaktadir (Bradford, 2001). GSBL iireticileri, genellikle (-
laktamaz inhibitorleri tarafindan inaktive edilen augumentin (amoksisilin ve klavulanik
asit), seftazidim ve sefotaksim gibi bir oksiimino grubu iceren B-laktam antibiyotikleri
hidrolize etme yetenegine sahiptir. Bu nedenle, antibiyotiklerin organizmalar lizerindeki
bakterisidal etkisi O6nemli degildir; ¢iinkii Enterobacteriaceae familyas1 o6zellikle,
GSBL’ler ¢esitli hastane enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Quale vd., 2002).

GSBL enzimleri kromozomal ve bakteriler arasinda aktarilabilen plazmidler
tizerinde kodlanmaktadir (Abbott, 2007). GSBL’lerin TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER,
GES gibi ¢esitli tlirleri bulunmaktadir ve giinlimiizde 250°den fazla GSBL enzimi
tanimlanmistir (Bush vd., 2015). CLSI (Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii) ve
EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi)’in  yenilenen
dokiimanlarinda GSBL varliginin arastirilmasi rutin olarak 6nerilmesede, halen enfeksiyon

kontrolii amaci ile ve epidemiyolojik ¢alismalarda arastirilmasi onerilmektedir (EUCAST,
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2013; CLSI, 2014). GSBL tespiti i¢in standart testler, Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (CLSI) tarafindan gelistirilmistir (Crowley ve Ratcliffe, 2003).

Siit ve ¢esitli siit iirlinleri tiiketicilerde enfeksiyonlara neden olan cok sayida
mikroorganizmanin gelismesi i¢cin miikemmel bir ortamdir (Oliver vd., 2005). Spesifik
tiretim nedeniyle siitin mikroorganizmalarla kontaminasyonunu Onlemek miimkiin
degildir, bu nedenle siitiin mikrobiyal icerigi kalitesini belirlemede 6nemli bir 6zelliktir
(Torkar ve Teger., 2008). Cig siitte gida kaynakli patojenlerin varligi, zararli toksinlerin
alinmasini ve bulagma tehdidini artirabilir (Srinu vd., 2012).

Ciftliklerdeki hayvan sayisinin artmasi, hem hayvanlar arasinda hem de bakteri
tirleri arasinda direncli genlerin transferi i¢in elverisli bir ortam saglamaktadir. Sig1r, siit
ve ¢iftlik ortaminin, insanda, hayvanlarda ve c¢evrede GSBL genlerinin yayilmasinda
onemli oldugu belirtilmistir (Kamaruzzaman vd., 2020).

Ciftliklerin teknik tavsiyeleri izleyerek sagim rutini gerceklestirmesi dnemlidir. Iyi
sagim uygulamalariin izlenmemesi; daha fazla mastitis vakasina ve bu durum da daha da
fazla antibiyotik kullanimina neden olacaktir (Oliver ve Murinda, 2012).

Hastanede yatan insanlardan izole edilen GSBL iireten Enterobacteriaceae nin ilk
kez tanimlanmasindan bu yana (Knothe vd., 1983), bir¢ok hastane kaynakli salgin rapor
edilmistir. Daha yakin zamanlarda, raporlar ayrica, Avrupa (Meunier vd., 2006; Cortés vd.,
2010) ve Asya’daki (Duan vd., 2006; Tian vd., 2009) ¢esitli iilkelerde saglikli gida iireten
hayvanlarda veya et, balik ve ¢ig siit gibi gida iiriinlerinde GSBL iireten E. coli’nin
yayilmasiyla ilgili endiseleri de dile getirmistir (Jouini vd., 2007; Hammad vd., 2008).
Wittum vd. (2010) ve Doi vd. (2010) ilk kez ABD’de saglikl siit sigirlarinda ve perakende
etlerde GSBL iireticilerini tanimlamislardir.

Son yillarda mikroorganizmalarin tanimlanmasinda ve islevlerinin belirlenmesinde
genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik alanlarda yapilan caligmalar artis
gostermektedir (Cerit vd., 2021) Metagenomik, cevresel bir Ornekte bulunan tim
genomlarin  dogrudan izole edilerek genetik analizinin gergeklestirilmesi olarak
tanimlanabilir.  Genetik materyalin  dizilenmesiyle gerceklestirilen metagenomik
analizlerde yeni nesil sekanslama yontemleri kullanilmaktadir. Kiiltliromik ise secici
besiyerlerinde farkli ortam sartlarinda gelistirilen ve saf kiiltiir olarak elde edilen izolatlarin
Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/ iyonizasyon ucus zamanh kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) ile tanimlanmasina olanak saglayan bir yaklasimdir (Escobar-Zepeda,
2015). Gida kaynakli patojen bakterilerin hizli bir sekilde identifikasyonlarinin

gerceklesmesi kaliteli ve giivenli {iriin elde edilebilmesi i¢in biiylik 6nem arz etmektedir.
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Bu nedenle bakteriyel tehlikelere karsi erken tanida MALDI-TOF MS yo6nteminin
kullanimin daha hizli ve faydali oldugu goriilmiistiir (Singhal vd., 2015).

GSBL aktivitesine sahip izolatlarda virulans o6zelliklerin belirlenmesi 6nemlidir.
Tamamlanan bu tez calismasinda Burdur ili ve c¢evresinden toplanan 152 adet siit
orneklerinden GSBL aktivitesi olabilecek Gram negatif bakterilerin izolasyonu yapilmus,
izole edilen bakterilerin antibiyotik direnci VITEK 2 Compact (bioMérieux) sistemi ile
belirlenmis, bu bakterilerin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi yapildiktan sonra
bakterilerin DNaz (deoksiriboniikleazlar), dekarboksilaz, hemolitik aktiviteleri, jelatinaz ve
ekstraselliiler proteaz iiretimi ve biyofilm olusturma Ozelliklerini kapsayan virulans

ozellikleri aragtirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enterobacteriaceae Ailesinin Genel Ozellikleri ve Morfolojisi

Enterobacteriaceae familyas1 iiyeleri insan ve hayvan bagirsak mikroflorasinin
dogal iiyeleri olan; ¢ogunlukla Gram negatif, comak, sporsuz, glukoz ve diger sekerleri
fermente eden, fakiiltatif anaerob, nitrati nitrite indirgeyen, katalaz pozitif ve oksidaz
negatif bakterilerdir (Paterson ve Bonomo, 2005).

Enterobacteriaceae’nin Klebsiella spp., Proteus spp., Salmonella spp., Shigella
spp., Kluyvera spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. ve Escherichia coli gibi tiirleri
bulunmaktadir (Torlak, 2011). Bu bakterilerin firsat¢1 ve patojen olanlari septisemi, liriner
sistem enfeksiyonlari, pndmoni, kolesistit, kolanjit, peritonit, yara enfeksiyonlari, menenjit,
gastroenterit gibi bircok ciddi enfeksiyona sebep olmaktadirlar (Tham vd., 2012).

Gram negatif bakterilerden Enterobacteriaceae ailesi idrar yolu (IYE), kan
dolasimi enfeksiyonlari, hastane ve saglik bakimiyla iliskili pndmoniler ve ¢esitli karin igi
enfeksiyonlarm enfeksiyonlarin énemli nedenleridir. Bu aile iginden E. coli IYE’larinin sik
nedeni iken, Klebsiella spp. ve Enterobacter spp. pndmoninin énemli nedenleridir. Ayrica
tim Enterobacteriaceae tirleri kan dolagimi enfeksiyonlari, peritonit, kolanjit ve diger
karin i¢i enfeksiyonlarinin baslica nedenleridir. Ek olarak, Salmonella gibi organizmalar
gastroenterit  {liretir ve baz1 hastalarda invazif enfeksiyona neden olurlar.
Enterobacteriaceae tiirlerinde ortaya ¢ikan direng ve Ozellikle GSBL iiretimi ile ilgili
direng acil miidahale gerektiren 6nemli bir sorundur (Paterson, 2006).

Enterobacteriaceae, sit trlnleri tesisinin Uretim zincirine girebilir ve proteinlerin
veya lipitlerin enzimatik par¢alanmasina neden olarak, 6nemli ekonomik kayiplara ve
israfa sebep olabilir. Ayrica, baz1 Enterobacteriaceae tiirleri, plazmitler, transpozonlar ve
bakteriyofaj gibi hareketli genetik elementler {izerinde taginan virulans ve antibiyotik
diren¢ faktorlerinin kazanilmasindan dolay1r potansiyel firsat¢ci patojenler olarak
bilinmektedir  (Baylis vd., 2011). Antibakteriyellerin etkilerinden kacabilen
mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢cin ESKAPE (Enterobacter tiirleri) olarak adlandirilan
direngli mikroorganizmalar grubu literatiire girmistir (Giamarellou ve Poulakou, 2009).

Cig siit; mastitis siiregleri sirasinda, dogrudan hayvan diskisi yoluyla veya dolayl
olarak sagim sirasinda sagim yapan kisi veya makinalar yoluyla Enterobacteriaceae ile
meme i¢inde kontamine olabilir (Dahmen vd., 2013).

Klebsiella sp. toprak oOrneklerinden ve cesitli kaynaklardan izole edilmistir

(Jalasutram vd., 2011). Stenotrophomonas sp. cinsinin ana kaynagi toprak ve bitkilerdir
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(Ryan vd., 2009), bu bakteriler ayn1 zamanda ¢esitli atik su aritma tesislerinden ve atik
sulardan da izole edilmistir (Verma vd, 2010). Klebsiella esas olarak klinik mastitise neden
olan meme i¢i enfeksiyonlarin en sik nedenlerinden biri olan Gram negatif bir bakteridir
(Oliveira vd., 2013) Klinik mastitis vakalarindan en ¢ok izole edilen Klebsiella tiirleri: K.
pneumoniae ve K. oxytoca’dir. Her iki tiir de ¢iftlik ortami, inegin viicut bolgeleri ve
stiriinti meme ucunda siklikla tespit edilmistir (Munoz vd., 2008; Zadoks vd., 2011;
Rowbotham ve Ruegg, 2016).

Insanlarda, Klebsiella yara, idrar yolu dahil olmak {iizere Gram negatif
enfeksiyonlar ve hastane kaynakli enfeksiyon vakalarinin {igte birine sebep olmaktadir
(Navon-Venezia vd., 2017). K. pneumoniae genellikle karaciger apsesi gibi toplum kokenli
enfeksiyonlar, menenjit veya endoftalmiye sebep olur (Ko vd., 2002). Klebsiella spp.
GSBL gibi enzimleri kolaylikla {iretebilen ve ciltte diger Gram negatif ¢ubuklardan daha
uzun siire hayatta kalma yetenegine sahip olan mikroorganizmalar olarak tanimlanir
(Livermore, 1995). K. pneumoniae ve K. oxytoca siklikla evcil hayvanlardan izole
edilmektedir (El-Naker vd., 2015). K. oxytoca genellikle kapsiilliidiir ve laboratuvar
ortaminda biiylik, grimsi beyaz, mukoid koloniler olustururlar. K. pneumoniae ile ¢ok
yakindan iligkilidir, ancak indol pozitif olmas1 ve farkli gelisme 6zelliklerine sahip olmasi
ile farklilasmislardir. Melezitozda gelisebilirken, 3-hidroksibutiratta gelisemezler. K.
oxytoca, ilaglara direngli ve bronkopndmoni, kolit ve sepsis gibi ¢esitli enfeksiyonlara
neden olabilen bakteri tiiridiir (Singh vd., 2016). K. oxyfoca, insanda idrar yolu
enfeksiyonu ve septisemiye neden olmasmin ve yogun bakim initelerindeki bagisiklig
baskilanmis ve gilicten diismiis hastalarda onemli bir patojen olmasinin yan sira, ciddi
antibiyotik ve nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarla iligkili hemorajik kolite neden olabilir
(Hogenauer vd., 2006; Singh vd., 2016; Youn, vd., 2018).

Eski ad1 Flavobacterium olan Chryseobacterium cinsi, Gram negatif, fermentatif
0zelligi olmayan, katalaz pozitif ve indol pozitif aerobik basillerdir. Bir¢ogu, tipik olarak
cesitli sar1 tonlar1 olan pigmentli koloniler iiretir. Cogu patojenik olmayan cevresel
izolatlar olan ve genellikle nemli ortamlarla iliskilendirilen yaklasik 80 Chryseobacterium
tiri vardir. Chryseobacterium indologenes ve C. gleum insan patojenleridir (Winn vd,
2006). Chryseobacterium toprakta, suda, bitkilerde ve gida iirlinlerinde bulunur ve hastane
ortamlarinda, klorlu sularda ve islak ylizeylerde hayatta kalabilir ve bunlarin tiimi
potansiyel enfeksiyon kaynagi olarak degerlendirilebilir. Biyofilm ve proteaz iiretiminin

Elizabethkingia  meningoseptica  (Chryseobacterium  meningosepticum) ve  C.



indologenes'in viriilansinda rol oynayan onemli mekanizmalar olsada, Chryseobacterium
tiyelerinin virulans faktorleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Hsueh vd., 1996).

Acinetobacter baumannii, basta pndmoni olmak tizere toplum kokenli ve hastane
enfeksiyonlar ile iligkili yasami tehdit eden bir patojen olarak kabul edilir. Acinetobacter
tiirleri lizerinde yapilan caligsmalar 1911 yilinda bir toprak 6rneginden izole edilmesi ve
Micrococcus calcoaceticus (Henriksen, 1973) olarak adlandirilmast ile baslamistir.
Acinetobacter cinsi 1971°de taksonomistler tarafindan paylasilan biyokimyasal 6zelliklere
dayali olarak resmen taninmistir (Henriksen, 1973; Elhosseiny ve Attia, 2018). Bu cinsin
ad1, kokobasil morfolojisi ve kayma hareketliligi sergilemelerine ragmen, hareketsiz ¢ubuk
anlamina gelen Yunanca a-kinetos-bacter kelimesinden gelmektedir. Bu bakteriler Gram
negatif, aerobik, fermentatif olmayan, oksidaz negatif, katalaz pozitif ve pigmentsiz veya
soluk saridan griye donen pigmenttedir (Wong vd., 2017).

P. aeruginosa, gevrede yaygin olarak bulunan Gram negatif firsat¢1 bir patojendir.
P. aeruginosa, risk altindaki hastalarda akut ve kronik enfeksiyonlara neden olabilir ve
Ozellikle hastane ortamlarinda insan saghgi icin biiylik bir endise kaynagidir. P.
aeruginosa'nin neden oldugu enfeksiyonlar keratitten bakteriyemiye kadar uzanir (Hilliam
vd., 2020). P. aeruginosa nin kronik enfeksiyonlarinin neden oldugu epitel mukozasinin
iltihaplanmas1 ve hasari, diger bakterilerin, 6zellikle S. maltophilia’nin gelisimini tesvik
edebilir (De Vidipo vd., 2001).

Pseudomonas, stitteki baskin psikrotrofik bakteriler olarak tanimlanmistir ve bu
sebeple endiistrisindeki en 6nemli bakteri gruplarindan birisidir (Wiedmann vd., 2000;
Marchand vd., 2009). Virulans faktorleri P. aeruginosa kromozomunda yer alan virulans
genleri tarafindan kodlanir ve hastaliklara neden olan molekiillerdir (Neamah vd., 2017).
P. aeruginosa, yiiksek genetik plastisitesi ve ¢esitli ortamlara uyum saglama potansiyeli ile
karakterize edilen bir bakteridir. Tirler siklikla topraktan, sudan, bitkilerden, boceklerden,
hayvanlardan ve insanlardan izole edilir. Bu bakteri gida zehirlenmesine neden olabilir.
Birgok virulans faktore sahiptir ve siit sigirlarinda mastitisin ana nedeni olarak kabul edilir
(Edit vd., 2016; Fadhil vd., 2016; Streeter ve Katouli, 2016).

Pseudomonas, Pseudomonadaceae familyasindan Gram negatif, aerobik bir ¢ubuk
bakteridir. Yaklagik 200 tanimlanmis Pseudomonas tiirii vardir. Siit fabrikalarinda bulunan
bu bakterinin en yaygin ailesi, en az 52 tiirden olusan Pseudomonas fluorescens grubudur.
Aerobik ve psikrotrofik bir bakteridir Bununla birlikte, P. aeruginosa, ¢ok daha nadir

olmakla birlikte, siit isletmelerinde de bulunmustur. P. aeruginosa firsat¢1 bir patojendir,



mevcut bir immiin yetmezligi olanlar bu patojenden etkilenebilir (Johnson ve Sommer,
2020).

Onceden Pseudomonas maltophilia veya Xanthomonas maltophilia olarak bilinen
S. maltophilia, gliinlimiizde diinya ¢apinda hastanede yatan veya bagisikligi baskilanmis
hastalarda P. aeruginosa ve A. baumannii’den sonra onemli bir firsat¢1 patojen haline
gelmistir (Wang vd., 2016; Moriceau vd., 2020). S. maltophilia abiyotik yiizeylere, konak
dokulara ve biyofilm yapilarina yapigsma yetenegine sahiptir (Pompilio vd., 2010; Ghasemi
vd., 2018). S. maltophilia’nin biyofilm olusturma 6zelligi giderek onemli bir viriilans
faktorii olarak kabul edilmektedir ve hastane ortamlarinda S. maltophilia enfeksiyonlarinin
tespit edilmesinde onemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir (Fouhy vd., 2007; Pompilio
vd., 2010; Madi vd., 2016).

S. maltophilia, hastane enfeksiyonlarindan sorumlu Gram negatif firsat¢1 bir
patojendir (Fihman vd., 2012). S. maltophilia nin patojenitesine katkida bulunabilecek
bircok virulans faktorii bildirilmistir (Trifonova ve Strateva, 2019). S. maltophilia,
aminoglikozitlere ve tetrasiklinlere dogal olarak direnglidir (Trifonova ve Strateva, 2019).
Cogu S. maltophilia susu, gesitli biyotik ve abiyotik yiizeylerde biyofilmler olusturur ve bu
bakterinin patojenitesine bilyiik 6l¢iide katkida bulunur (Alcaraz vd., 2019; Pompilio vd.,
2020).

Yapilan literatiir taramasinda ozellikle K. oxytoca, A. baumannii, C. gleum ve S.
maltophilia tirlerinin siit ve siit tirlinlerinde arastirildigr sinirli ¢alismaya ulagilmis, bu

sebeple bu tiirler klinik izolatlardan 6rnekler verilerek tartigiimistir.

2.2.Bakterilerde GSBL ve Antibiyotik Duyarhihg:

GSBL’ler tigiincii kusak oksiimino-sefalosporinleri ve monobaktamlar1 (aztreonam)
hidrolize ederek, bakterinin bu antibiyotiklere karsi direngli olmasini saglarlar ve
klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile inhibe olurlar. GSBL iireten bakteriler
sefamisinlere (sefoksitin) ve karbapenemlere duyarhdirlar (MacKenzie vd., 2002). Beta-
laktamazlar, penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlar dahil olmak iizere beta-laktam
antibiyotikleri inaktive eden en yaygin antibiyotik diren¢ mekanizmasidir (Falagas ve
Karageorgopoulos, 2009; Shashwati vd., 2014).

Gram negatif bakterilerin en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan biri, B-laktam
halkalarin1 hidrolize ederek B-laktam antibiyotiklere diren¢ kazandiran B-laktamazlardir
(Gazin vd., 2012). Pek cok farkli B-laktamaz arasinda, GSBL’ler en biiyiik enzim grubunu

olusturur (Gazin vd., 2012) ve tlgiincii kusak sefalosporinler ve monobaktamlar dahil

8



olmak {izere daha yeni -laktam antibiyotiklere kars1 dirence neden olurken sefamisinler ve
karbapenemlere kars1 direncli degildirler (Bradford, 2001; Pitout ve Laupland, 2008).
Plazmid kaynakli beta-laktamazlar, baslangigta penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri
hidrolize edebilen enzimler iken, sonralar1 bu enzimleri kodlayan genlerde ortaya ¢ikan
mutasyonlar sonucu GSBL adi verilen, iiclincli kusak sefalosporinleri ve aztreonami
hidrolize edebilen yeni beta-laktamazlar olarak tanimlanmistir (Sirot, 1995). CTX-M grubu
GSBL’ler substrat olarak sefotaksimi tercih etmektedir (Jacoby ve Bush, 2012).

Kromozomal veya plazmidik genler, genellikle diger antibiyotik gruplarina direng
icin ek genler tasiyan ve direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara yonelik
tedavilerin etkinligini tehlikeye atan mobil genetik elemanlar aracilifiyla bakteriler
arasinda kolayca aktarilabilir (Smet vd., 2010).

En biiyiik endiselerden biri, iiclincli kusak sefalosporinler ve monobaktamlar gibi
cok c¢esitli beta-laktam antibiyotiklerin etkinligini azaltan GSBL’ler iireten direngli
bakterilerin hizla artmasidir (Bush, 2010).

Giintimiizde, GSBL f{ireten bakterilerin artmasi; antimikrobiyal siniflarin ¢oguna
kars1 diren¢ olusturmasi ve tedaviyi zorlastirmasi nedeniyle kiiresel bir endise haline
gelmistir. Uygun bir tedavi secenegi elde etmek i¢in, GSBL iireten yaygin tiirlerin yani sira
antibiyotik duyarlilik modellerinin tanimlanmasi diinya capinda 6nemlidir. Bakteriler
arasinda artan antibiyotik direnci ve GSBL iireten izolatlarin yiiksek dagilimi nedeniyle, bu
enzimi Ureten yaygin tiirlerin yani sira antibiyotik duyarlilik profillerinin taninmasi, her
toplulugun en etkili tedavi seceneklerini segmesi i¢in gereklidir (JavadGharavi vd., 2021).
GSBL’ler c¢ogunlukla Gram negatif basiller, Ozellikle Enterobacteriaceae tfamilyasi
tarafindan tretilir (Ye vd., 2018).

GSBL saptanmas1 amaciyla tarama ve dogrulama testleri onerilmektedir. Tarama
testi olarak sefotaksim, seftriakson, seftazidim, sefpodoksim ile disk diflizyon testiyle
inhibisyon cap1 veya agar/broth dilliisyon yontemi ile minimum inhibitdr konsantrasyon
(MIK) saptanir (Geng ve Diindar, 2015).

GSBL grup beta-laktamazlar, oksimino sefalosporinlere (sefotaksim, seftazidim,
seftriakson, sefuroksim ve sefepim) ve monobaktamlara (aztreonam) direng gosterirken,
sefamisinler (sefoksitin, sefotetan) veya karbapenemlerde direng gostermezler (Rice,
2009). GSBL’ler iigiincii kusak sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edebilirken
klavulanik asit tarafindan inhibe edilirler (Philippon vd., 1989). Sefalosporin (sadece

seftazidim veya sefepim), aminoglikozid, florokinolon, karbapenem ve piperasiline



direncli mikroorganizmalar ¢oklu ila¢ direnci olan mikroorganizmalardir (Giamarellou ve
Poulakou, 2009).

GSBL ve AmpC B-laktamazlarin ikisi de {igiincii kusak sefalosporinlere,
penisilinlere ve monobaktamlara direng gosterebilirler. Bu iki enzim grubu ¢ok farkhidir ve
temel olarak klavulanik asit gibi B-laktam bolgeye Ozgii inhibitorlere karsi farkli
duyarliliklara sahiptirler. Sefepim gibi dordiincii kusak sefalosporinlere ve sefoksitin gibi
sefamisinlere kars1 aktivite farkliliklar ile ayirt edilebilirler (CLSI, 2013a).

CLSI, s1v1 mikrodiliisyon testi ile sefotaksim, seftazidim, seftriakson, aztreonamin
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degerleri >2 pg/mL, sefpodoksimin MIK
degeri ise >8 pg /mL olarak saptandiginda; ya da disk difiizyon testinde seftazidim
inhibisyon zon c¢apmin >22 mm, sefpodoksim zon capinin >17 mm, aztreonam ve
sefotaksim zon g¢aplarinin >27 mm; seftriakson zon ¢apinin >25 mm oldugu durumlarda
GSBL varligi icin dogrulama testi yapilmasini Onermektedir. Fenotipik dogrulama
yontemlerden hig birisi Gram negatif bakterilerde GSBL yoniinden %100 duyarl ve 6zgiil
degildir (CLSI, 2009).

Genellikle, GSBL’ler mikrobiyoloji laboratuvarinda sefalosporin hidrolizinin
klavulanik asit tarafindan inhibisyonuna dayanan fenotipik testler ile kolaylikla
tanimlanabilir (Paterson ve Bonomo, 2005) Bununla birlikte, inhibitore direngli beta-
laktamazlarin birlikte ortaya ¢ikmasi, bu tahlillerin dogrulugunu biiyiik dl¢iide azaltir ve bu
plazmit kodlu ampC beta-laktamaz genleri GSBL genine ek olarak mevcut oldugunda
ortaya c¢ikar (Robberts vd., 2009).

GSBL enzimini salgilayan bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin goriilme
siklig1 tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de gittik¢e artmaktadir (Sonmez vd., 2018).
GSBL pozitif enterik Gram negatif bakteriyemiler saglik bakimu ile iliskili enfeksiyonlar
iken, toplum kokenli bakteriyemilerin de 6nde gelen etkenleri arasindadirlar (Chiu vd.,
2015).

GSBL iireten  Enterobacteriaceae  suslarinin  zamaninda tanimlanmasi,
antimikrobiyal diren¢ gelisiminin izlenmesinde ve halk sagligmin korunmasi igin
enfeksiyon kontrol Onlemlerinin uygulanmasinda esastir (WHO, 2001). GSBL f{ireten
Enterobacteriaceae nin besin zincirine ve ¢evreye girisi, insanlar ve hayvanlar arasindaki
direng genlerinin de8isimi i¢in olas1 bir ara yiiz olarak diisiiniilmektedir (WHO, 2001;
Walsh ve Fanning, 2008; EFSA, 2011).

E. cloacae, kromozomal B-laktamazlarin1 yiiksek derecede iireten ve daha az

siklikla GSBL {reten mutantlar1 iceren c¢esitli salginlarla iliskilendirilen hastane
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enfeksiyonlarinin bir nedeni olarak kabul edilmektedir (Iabadene vd., 2008). E. cloacae’de,
genisletilmis spektrumlu sefalosporin direncinin en 6nemli mekanizmasi, kromozomal
AmpC-laktamaz iiretiminin asir1 olmasidir (Kaneko vd., 2005).

Bogner vd. (2016) c¢alismalarinda Enterobacteriaceae nin  GSBL  pozitif
izolatlarinda beta-laktam genlerini tanimlamay1 amaglamislardir. 2005 ve 2009 yillar
arasinda, Miinih Teknik Universitesi’nde rutin mikrobiyoloji érneklerinden GSBL pozitif
Enterobactariaceae suslarini toplamiglardir. Suslar TEM, SHV, CTX- M ve ampC beta-
laktamaz genlerinin varligi agisindan PZR ile analiz edilmistir. Analiz edilen 767 sus
arasinda 448 E. coli, 245 K. pneumonia, 21 K. oxytoca ve 53 E. cloacae susu tespit
edilmistir. incelenen suslarm sadece %10’u ampC genleri igin pozitif ¢ikmustir. E. coli ve
K. pneumonia’nin birkag¢ alt grubu ampC genlerini barindirirken, E. cloacae ve K.
oxytoca’da sadece EBC ampC genleri tespit edilmistir.

Ozpmar vd. (2017) c¢alismalarinda tavuk eti, ¢ig siit ve acik taze peynir
orneklerinden izole edilen Enterobacteriaceae suslarinda GSBL- ve/veya AmpC- tipi beta-
laktamazlarin varliklarinin incelenmesini amaglamislardir. Izolatlarda Enterobacteriaceae
dagilimimin %68,8 E. coli, %8,8 K. pneumoniae, %7,5 E. cloacae, %6,2 Citrobacter spp.,
%6,2 H. alvei ve %2,5 K. oxytoca oldugu tespit edilmistir. inceleme sonucunda 75 adet
izolatta GSBL-, 10 adet izolatta GSBL- ve AmpC- kombinasyonu ve bes adet izolatta
AmpC- tipi enzimler karakterize edilmistir.

Kamaruzzaman vd. (2020), calismalarinda siit sigirlari, siit ve g¢iftlik ortaminda
GSBL iireten E. colimin varligim ve &zelliklerini arastirmuslardir. Izolatlarin %66,7’si
stitten, %27,8’1 ¢iftlik ortamindan ve %5,5°1 digki 6rneklerinden toplanmistir. Toplam
orneklerin 18’ nde (%4,8) GSBL pozitif E. coli bulunmustur.

Enterobacteriaceae liyelerinde GSBL {iretimi siklikla beta laktam direncinden
sorumlu olan mekanizmadir. Karbapenemler disinda tiim bircok beta laktama direng
gelisimine neden olan GSBL iiretimi tedavide kullanilabilecek etkin antibiyotik sayisini
kisitlamaktadir. GSBL iireten mikroorganizmalar i¢in siklikla bagvurulan birinci segenek
antibiyotikler karbapenemlerdir. Ancak GSBL iireten Enterobacteriaceae liyelerinin neden
oldugu enfeksiyonlarin artmasi sonucu siklikla karbapenemlerin kullanilmasi, beraberinde
karbapenem direng¢ oranlarinda artisa neden olmustur (Gtir vd., 2009; Pfeifer vd., 2010).

Antibiyotiklerin tarimda ve hayvancilikta kullanimi hayvan patojenlerinde
antibiyotik direncinin geligmesi nedeniyle giderek kiiresel bir saglik sorunu olarak
goriilmektedir (Davies 2013; O'eill, 2015). Coklu ilaca direngli bakterilerle

enfeksiyonlarin kiiresel yiikselisi sonucu Amerika Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi
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“IDSA” enfeksiyon kontrol stratejilerinin en iist diizeye ¢ikarilmasi gerektigini belirtmistir
(Boucher vd., 2009). GSBL’leri kodlayan plazmitler, basta E. coli ve K. pneumoniae
olmak lizere Enterobacteriaceae familyasinda ve ayrica P. aeruginosa ve A. baumannii
gibi fermentatif olmayan Gram negatif bakteriler arasinda kolayca yayilir (Falagas ve
Karageorgopoulos, 2009). GSBL iireten Enterobacteriaceae, 6zellikle E. coli son on yilda
artmistir (Ali vd., 2017).

Enterokoklar, sefalosporinler ve aminoglikozitler gibi antimikrobiyal ajanlar i¢in
coklu ilag direnci belirleyicilerini barindirabilirler (Kang vd., 2015). Genel olarak
bakteriler, olduk¢a yeni mekanizmalarla antibiyotik direnci iiretebilir (Klare vd., 2001).
Direng¢ genleri genellikle konjugatif transpozonlar ve plazmitler yoluyla diger tiirlere
kolayca aktarilir ve genis bir konak profili gosterir (Coleri ve Cokmiis, 2008).

Antibiyotiklerle kontamine olmus siitler, yiiksek kaliteli siit ve siit iirlinlerinin
tiretiminin azalmasma ve dolayisiyla ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Pant vd.,
2013). Enterobacteriaceae ailesine ait bakterilerde antibiyotik direnci, antibiyotiklerle
tedaviye ilk baslandiginda yiiksek oranda duyarli bulunurken, uygulamadan bir siire sonra
yaygin ve gittikce artan oranda diren¢ saptanabilmektedir. Oranlar1 cografik bolgelere ve
tirlere gore farklilik gostermektedir (Gur vd., 2009). GSBL iireten Enterobacteriaceae
familyasina ait suslar tiglincii nesil sefalosporin ve aztreonami hidrolize ederek
etkinliklerini yitirmelerine ve tedavilerin basarisiz olmasina sebep olmaktadirlar (Paterson
ve Bonomo, 2005). Ozellikle K. pneumoniae ve E. coli kdkenlerinde goriilen ve sayilart
350’y1 asan GSBL ile olusan direng tiim diinyada ve iilkemizde hizla artarak onemli bir
sorun haline gelmistir (Sanal ve Tiimtiirk, 2019). GSBL’ler plazmid-aracili bla genleri
tarafindan kodlanan, beta-laktam antibiyotikleri enzimatik inaktivasyon direng
mekanizmasi yoluyla etkisizlestiren ve enfeksiyon tedavilerini basarisiz kilan enzimlerdir.

GSBL pozitif E. coli izolatlariyla olugsan enfeksiyonlarin artmasiyla, tedavide
karbapenem kullanimlarinda artis yasanmistir. GSBL iireten bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarda bircok antibiyotik etkisiz kalmistir, buna paralel olarak kullanilan
antibiyotikler mortalitede artisa sebep olmus ve durum ciddi ekonomik kayiplara neden
olmustur. Bu nedenle tedaviye baglamadan 6nce etkenin GSBL olusturup olusturmadiginin
bilinmesi, daha hizli bir sekilde ilerleyebilmek i¢in 6nemlidir. Diinyanin ¢esitli yerlerinden
GSBL pozitifligi arastirilan  suslarin ~ sikligiin ~ bolgeler arasinda  degiskenlik
gosterebilecegi belirtilmektedir (Saglam vd., 2011; Karaayak Uzun vd., 2012; Livermore
2012).
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Saglam vd. (2011) calismalarinda, antibiyotik direncini GSBL iireten suslarda
tiretmeyenlere gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. GSBL iiretiminden sorumlu
genlerle diger direng genlerinin ayni plazmidlerle taginmasi, GSBL {ireten suslarin ayni
zamanda aminoglikozidler, trimetoprim-siilfametoksazol, kloramfenikol ve tetrasiklin gibi
antibiyotiklere de diren¢li olabilmelerine neden olmaktadir (Pitout ve Laupland, 2008;
Falagas ve Karageorgopoulos, 2009).

Beta-laktam grubu bir antibiyotik olan ampisilin, beta-laktamazlarla inaktive olur
ve Enterobacteriaceae ailesindeki bircok bakteriye ve Pseudomonas tiirlerine etkisizdir
(Ustagelebi, 1999). Demirtiirk vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, yatan hastalarda
ampisiline direng oranlar1 E. coli, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Acinetobacter spp.
icin strastyla %79.7, %100, %100, %100 olarak bulunmustur. Temiz vd. (2008) ise
poliklinik ve klinik hastalarinda bulunan ampisilin direncini, E. coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. i¢in sirastyla; %76,1, %79,3; %98,3, %100; %100, %87,5 olarak tespit
etmistir.

Kuzucu vd. (2011), GSBL pozitif suslarla yaptiklar1 arastirmada, E. coli suslarinin
tiimiinii imipenem ve meropeneme duyarli, K. pneumoniae suslarinin ise %5’ini direncli
bulmuslardir. Gorgeg vd. (2011) ise GSBL-pozitif E. coli ve K. pneumoniae suslarinda
meropenem direncine rastlamamislardir. Pseudomonas infeksiyonlarinin tedavisinde ilk
tercih edilecek antibiyotiklerden biri seftazidimdir. Temiz vd. (2008), tarafindan yapilan
calismada, A. baumannii suglarinda seftazidime %78,6, sefepime %42,8 oraninda direng
tespit edilmistir. Temiz vd. (2014), yaptiklar1 ¢aligmada seftazidim direncini %30,8 olarak
belirlemislerdir.

Uzun vd. (2012), E. coli izolatlarinda GSBL iiretimini %32, K. pneumoniae
izolatlarinda ise %38 olarak belirlemislerdir. Kurt Azap vd. (2004), tarafindan yapilan bir
calismada S. maltophilia’ya kars1 diliisyon yontemi ile en iyi in vitro etki ofloksasin (%96)
ve levofloksasin (%81) ile elde edilmistir. Diilger vd. (2006), otomatize sistemle suslarin
%641iniin, Ongiit vd. (2005), ise E-test ydntemi ile suslarin %72’sinin siprofloksasine
duyarli oldugunu bildirmislerdir. Gazi Universitesi'nde yapilan bir calismada nozokomiyal
S. maltophilia suslarinda disk diflizyon yontemi ile imipenem direnci %79,8, seftazidim
direnci ise %45,1 olarak tespit edilmistir (Dizbay vd., 2009). Temiz vd. (2014), GSBL
iiretmeyen K. pneumoniae suslarinda ise imipenem ve meropeneme direnci tespit etmemis,
bu suslarda en etkili antibiyotiklerin imipenem, meropenem ve amikasin oldugunu tespit

etmislerdir. Ayrica GSBL {ireten K. pneumoniae suslarinda en etkili antibiyotiklerin,
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imipenem ve meropenem oldugunu, bu antibiyotiklere karst %20 oraninda direng
bulundugunu belirlemislerdir.

Chryseobacterium spp. genellikle belirgin kokular1 nedeniyle, gida bozulma
bakterileri olarak kabul edilmistir. Ancak gida iirlinlerinden yogun olarak izole edilen
Chryseobacterium hastalikli hayvanlardan da izole edilmistir (Mielmann, 2006; Zheng vd.,
2013). Insan klinik kaynaklarindan izole edilen Chryseobacterium’lar genellikle beta-
laktamlara ve karbapenemlere direnglidir. Benzer sekilde, suda yasayan hayvanlardan ve
cevreden izole edilen bakterilerin %90’indan fazlasi polimiksin B, karbapenemler
(imipenem ve meropenem), sefotaksim, amoksisilin-klavulanik asit, aztreonam ve
tetrasikline kars direng gelistirmistir (Maravi ¢, vd., 2013).

Viasquez vd. (2017), Eyliil ve Ekim 2013 arasinda rastgele secilen toplam 120 ¢ig
siit numunesi (mandira basina bir toplu tank siit numunesi) toplanmistir. GSBL iiretimi
stipheli olan bakteriler, esit sayida dokme tankin siit 6rneklerinden %6,6 (8/120) oraninda
izole edilmigstir. 8 tankin her birinden bir izolat elde edilmistir. Bu sekiz izolattan iki
fermente olmayan glikoz izolati ¢alisma dis1 birakilmistir. Kalan alt1 izolattan 4'linde
GSBL iiretimi dogrulanmistir. Dkme tank siitiinde GSBL {ireten Enterobacteriaceae’nin
goriiniir sikliginm %3,3 (4/120; CI95 %: %3-3,5) oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin tiimii
kullanilan sefalosporinlerden en az ikisine ve klavulanik aside sinerji gostermistir. GSBL
iireten Enterobacteriaceae izolatlar1 CrystalTM kullanilarak E. cloacae, Serratia fonticola,
E. coli ve Enterobacter kanserojenus olarak tanimlanmistir.

Ahmed vd. (2021) calismalarinda Misir'da siir mastitisi vakalarinin siitiinden izole
edilen enterokok ve E. colinin GSBL prevalansini ve antimikrobiyal direncini
aragtirmiglardir. Misir'in Nil Deltas1 bolgesindeki yerlesim yerlerinden elli adet siit 6rnegi
toplanmistir. Bu orneklerden on yedi Enterococcus izolati ve sekiz koliform susu izole
edilmistir. E. faecalis izolatlar1 klindamisin, eritromisin, gentamisin, rifampisin, sinersit,
trimetoprim/siilfametoksazol ~ ve  daptomisine  diren¢  gostermistir.  Linezolid,
moksifloksasin, eritromisin ve digerleri i¢in direng orani %92,3’e ulagsmistir, vankomisin
direng orami yiiksek c¢ikmistir. Diger antibiyotiklere karst direng oranlari ampisilin i¢in
%38.4, oksasilin i¢in ise %84,6 arasinda tespit edilmistir. Tiim E. coli izolatlar1 penisilin,
streptomisin, eritromisin, kloramfenikol, rifampisin ve trimetoprim/siilfametoksazole
direngli ¢ikmistir. Bunu %85,7 direng orami ile seftazidim, siprofloksasin, gentamisin,
levofloksasin ve tetrasiklin izlemistir. Diger antibiyotikler, amoksisilin/klavulanik asit ve
imipenem igin sirasiyla %42,9 ve amikasin icin %71,4 diren¢ goOstermislerdir. Ayrica

VITEK 2 sisteminde, tiim E. coli izolatlarinin GSBL fiireticisi oldugu dogrulanmistir. Bu
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calisma, Misir'da pastorize edilmemis ve gida olarak kullanilan kiiciik ciftcilerin siitlerinin
ticaretinin yapildigin1 veya daha sonra islenecek olan siitlerinin insan sagligina potansiyel
olarak zararli bakterilerle kontamine oldugunu agik¢a gostermistir. Bu bakterilerin ¢ogu
coklu ilaca direngli bulunmus ve bu da ortaya ¢ikan hastaliklarin tedavisini zorlastirmistir.
Sonug¢ olarak, daha iyi bir hijyen sistemi ve fiiretilen siitiin istisnasiz pastdrizasyonu
konusunda ciftgilere egitim verilmesi ve devlet kurumlari tarafindan bir gézetim sisteminin
kurulmasinin gerekli oldugu belirlenmistir.

Siitten izole edilen P. fluorescens, P. aeruginosa, S. maltophilia, Burkholderia
tirlerinin birkag PB-laktam ve p-laktam olmayan antibiyotige karst diren¢ gosteren
psikrotroflar oldugu tespit edilmistir. Cig siitiin soguk zincir yoluyla tasinmasi sirasinda bu
bakterilerin tespitinin arttig1 goriilmiistiir (Munsch-Alatossava ve Alatossava, 2007). Cig
siitten izole edilen Acinetobacter cinslerinde antibiyotik direnci tespit edilmistir (Gurung
vd., 2013). Bu bakteriler, toprak ve su dahil olmak iizere dogada yaygindir ve insanlarda
coklu ilaca direngli firsatgr patojen oldugu icin ciddi bir endiseye sebep olmaktadir

(Dijkhoorn, 2013).
2.3.Bakterilerin Baz1 Virulans Ozellikleri

2.3.1.DNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

DNazlar, DNA'y1 parcalayan enzimlerdir ve sergiledikleri gesitli biyokimyasal
ozellikler sonucu zamanla bir¢ok farkli gruba ayrilmistir (Laskowski, 1967). Holmberg
(1973), inek siitlerinden izole ettigi 46 S. aureus susundan %93.,5, 218 S. epidermidis
susundan ise %34,4 liniin DNaz pozitif oldugunu ag¢iklamistir. Kéhler-Samouilidis (1984),
182 siit 0rneginden ayirdigi 32 S. aureus'dan %84’niin, 66 S. epidermidis’den %?20’sinin
DNaz pozitif sonu¢ verdigini bildirmistir. DNaz enzimi niikleik asitleri par¢alayan, endo
ve ekzo niikleaz aktivitesi olan fosfodiesterazlardir (Dogan 2014). Giindogan vd. (2006)
calismalarinda ¢ig siit, pastdrize siit ve dondurma orneklerinden izole ettikleri 110 adet S.
aureus susunun DNaz aktivitesini arastirmak icin kullanilan DNaz agar, 110 S. aureus’un
%94,5’inde DNaz aktivitesi gosterdigini tespit etmislerdir.

DNaz, RNaz, fibrinolisin, lipazlar, hiyaliironidaz, proteaz ve elastaz gibi hiicre dis1
enzimler S. maltophilia ile iligkili enfeksiyonun patogenezinde rol oynayabilirler (Bottone
vd., 1986). S. maltophilia, su ve toprakta bulunabilen Gram negatif firsat¢i patojendir. S.
maltophilia temizlikte kullanilan sulara ve invazif tibbi cihazlarda gelisme ve biyofilm

tireterek canli kalabilme o6zelligiyle ciddi enfeksiyonlara neden olan 6nemli bir hastane
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patojenidir (Adegoke vd., 2017). S. maltophilia ayrica proteazlar, lipazlar, fibrolizin ve
enfeksiyonlart olusturmak i¢in kullanilan DNazlar gibi bir dizi hiicre dis1 virulans

faktoriine sahiptir (Trifonova ve Strateva, 2019).

2.3.2. Jelatinaz Uretiminin Belirlenmesi

Jelatinaz; kollojen, kazein, hemoglobin ve diger peptidleri hidrolize edebilen bir
proteazdir. Doku hasar1 olusumunda etkilidir. Jelatin, hayvansal kollojen tiirevi olan bir
proteindir. Jelatini hidrolize eden enzim jelatinaz adini alir ve bu enzim bazi mezofil ve
halofilik bakteriler tarafindan salgilanmaktadir. Kromozomal gelE geni tarafindan
kodlanan jelatinaz (metalloproteaz) enzimi, kollajen, jelatin, kazein, hemoglobin ve diger
biyoaktif kiiciikk peptidleri hidrolize eden ve hayvan modellerinde endoftalmit ve
endokarditi siddetlendiren hiicre dis1 bir c¢inko-endopeptidazdir (Vergis vd., 2002;
Mohamed vd., 2007; Klibi vd., 2007; Billstrom vd., 2008; Worth vd., 2008; Fisher ve
Phillips, 2009). Jelatinaz iiretiminin belirlenmesi bakteri identifikasyonunda ve bazi
bakterilerin virulans 6zelliginin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir testtir (Seckin ve
Dostbil, 2018).

Jelatinaz, enterokoklarda virulans faktorii seviyelerinde yer alan hidrolitik
enzimlerdir. Jelatinaz (gelE), hiicre disi bir ¢inko metallo-endopeptidazdir. Bu gen
cogunlukla E. faecalis tarafindan salgilanir. gelE geni, kromozom iizerinde bulunur, hiicre
yogunluguna bagli bir sekilde diizenlenir ve jelatin, kazein, hemoglobin ve diger biyoaktif
peptitleri hidrolize eder (Koch vd., 2004).

Enfeksiyon etkeni olan klinik izolatlar arasinda Enterococcus’larin %45’ inde farkl
diizeylerde jelatinaz aktivitesi tespit edilmistir (Qin vd., 2000). Jelatinaz iiretimi gida
kokenli enterokok suslarina nazaran fekal ve klinik izolatlarda daha sik rastlanilan bir
virulans faktordiir. Bunun yani sira, son yillarda farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
caligmalarda da gida kokenli enterokok suslarinda sessiz ge/E geninin varlig1 siklikla tespit
edilmistir (Cariolato vd., 2008; Gomes vd., 2008; Ben Belgacem vd., 2010; Ozden Tuncer
vd., 2013; Inoglu ve Tuncer, 2013). Enterokokal yiizey proteini (Esp) iiretimi hiicre
hidrofobisitesini, abiyotik ylizeylere tutunmayi, in vitro kosullarda biofilm olusumunu
arttirmakta ve {riner sistem enfeksiyonlarinda kolonizasyon faktorii olarak rol
oynamaktadir (Upadhyaya vd., 2009).

E. facealis suslarindan cogunluk algilama sistemi ile diizenlenen jelatinaz
enziminin biyofilm olusumuna da etkili oldugu iddia edilmis ancak ¢ok sayida sus yapilan

aragtirmalarda biyofilm olusumu ile jelatinaz iiretimi arasinda anlamli bir iliski olmadig1
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belirtilmistir (Hancock vd., 2004; Mohamed ve Murray, 2005). Cesitli P. aeruginosa
suslarida virulans 6zellikleri bakimindan karsilastiran bir ¢alismada da, enfeksiyon gelisen
hastalarin suslar1 arasinda jelatinaz iiretimi bakimindan anlamli bir fark olmadigi
gosterilmistir. Bu bulgu pek ¢ok P. aeruginosa susu tarafindan {iretilen jelatinaz enziminin
mukoid fenotip icin genel bir virulans faktorii olmadigi ancak patogenezde yardimci
roliiniin olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Enzimin kolonizasyon siirecinde bakterinin
konak dokularinda hayatta kalmasinda etkili oldugu oOne siiriilmektedir (Stehling vd.,
2008).

Enterokok ve P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde 6nemi ortaya konmus
jelatinaz enziminin A. baumannii kdkenlerindeki siklig1, 6nemi ve diger virulans 6zellikleri
ile iliskisi ise net olarak bilinmemektedir. Literatiirde klinik A. baumannii kokenlerinde
jelatinaz tiretiminin ¢alisildig: iki yayinda Sechi vd. (2004), inceledikleri klinik kokenlerde
jelatinaz aktivitesi saptanmadigini, Cevahir vd. (2008), ise %14 siklikta jelatinaz

aktivitesinin varligini bildirmislerdir.

2.3.3. Dekarboksilaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyojen aminler; hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri
sonucunda, amino asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin aminasyonu ve
transaminasyonu ile olusan diisiik molekiil agirlikli azotlu bilesiklerdir (Uylaser ve Konak,
2004). Biyojen aminler gidalardaki aminoasitlerin, bazi mikroorganizmalarin
dekarboksilaz enzimleri ile dekarboksilasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Biyojen amin
olusumu ortamm pH’sin1 yiikselterek mikroorganizmay1 asidik ortam etkisinden
korumaktadir. Biyojen aminler proteince zengin ve fermente gida maddelerinin iretimi,
islenmesi ve depolanmasi sirasinda olusabilen ve gidalarla ¢ok fazla miktarlarda
alindiginda toksik etkilere sebep olabilen maddelerdir. Bu nedenle bakterilerin konakg¢ida,
gida bilesenlerini veya biyolojik salgilar1 zararli sekonder maddelere doniistiiriip
doniistiirmedigi belirlenmelidir. Ornegin bazi bagirsak bakterileri protein ve pargalanma
iirinlerinden amonyak, indol, fenol ve aminler iiretirler. Bircok aragtirmayla, farkli bakteri
smiflarinin biyojen amin iirettigi ortaya konmustur. Histamin, tiramin, triptamin, serotonin,
putressin, kadaverin, oktopamin, dopamin, agmatin, spermin, spermidin, diaminobutan ve
feniletilamin, ¢esitli calismalar ile gidalarda tespit edilmis 6nemli biyojen aminler olarak
gosterilebilir (Alper ve Temiz, 2001). Gidalarda yiiksek derecede bulunan biyojen
aminlerin, insanlarda onemli saglik tehlikesi yaratabilecegi diisliniilmektedir (Collins vd.,

2011).
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Biyojenik aminler, gidalarda 6nemli diizeylerde bulundugunda genellikle insanlar
icin ciddi bir saglik tehlikesi olarak kabul edilmektedirler (Pintado vd, 2008). Hijyenik
gida kalitesinin yaygin kimyasal gostergeleri arasinda histamin, tiramin, kadaverin,
putresin, triptamin ve 2-feniletilamin gibi biyojenik aminler yer alir (Vale ve Gloria, 1998).
Biyojenik amin {iretimine dahil olan mikroorganizmalar, kullanilan baglatic1 kiiltiirler
olabileceginden veya iiretim ve depolama Oncesinde, sirasinda veya sonrasinda
kontaminasyon yoluyla dahil edilebileceginden, siitiin bakteriyolojik kalitesi, biyojenik
aminlerin olusumunu kontrol etmede kritik olabilir (Novella-Rodriguez vd., 2000).

Kimura vd. (2001) ve Konagoya vd. (2002), Japon fermente kalamar karaciger
sosundan izole ettikleri Tetragenococcus muriaticus’da histidin dekarboksilaz aktivitesini
tespit etmislerdir. Fermente deniz {iriinlerinde histamin birikimine sebep oldugu bilinen 7.
muriaticus tiriiniin histamin ireticisi oldugu belirlenmistir. 7. muriaticus tiiriine ait 7.
muriaticus a9 susunun incelendigi bir bagka arastirmada ise bu susun histamin tiretmedigi

tespit edilmistir (Kobayashi vd., 2003).

2.3.4.Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Hemolitik aktivite, patojenik mikroorganizmalarin demir kaynagi olarak demir
baglh proteinleri kullanarak konak i¢inde yasamalarim1 saglayan 6nemli bir faktordiir.
Hemoglobin bu mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir demir kaynagidir. Hemolizinler ise
patojen mikroorganizmalarin elementer demiri kullanmak icin hemi pargalamalarim
saglayan enzimlerdendir ve Ozellikle streptokok ve stafilokoklarin olusturdugu
infeksiyonlarin patogenezinde rol alan 6nemli virulans faktorleri olarak bilinirler.

Hemolizin, hem 6karyotik hem de prokaryotik hiicrelerde lizise neden olmasindan
dolay1 daha cok sitolizin olarak adlandirilir (Shankar vd., 2004; Klibi vd., 2007; Hallgren
vd., 2009). Hemolizin genleri (cyl/), genellikle feromona duyarli plazmidler {izerinde
taginirlar; ancak patojenite adalari i¢inde bakteriyel kromozoma da entegre olabilirler
(Shankar vd., 1999; Vankerckhoven vd., 2004; Seno vd., 2005; Klibi vd., 2007; Fisher ve
Phillips, 2009).

Hemolizin, insan, tavsan ve at eritrositlerini pargalayan ve bir¢ok Gram pozitif
bakteriye kars1 bakterisidal, feromon bagli plazmid DNA veya kromozomal DNA {izerinde
bulunan bir operon tarafindan kodlanan bakteriyel bir toksindir (Vergis vd., 2002; Koch
vd., 2004; Hallgren vd., 2009; Fisher ve Phillips, 2009).

Hemolizin {retimi enterokok enfeksiyonlarinin  siddetini  arttirmaktadir.

Enterokoklarda hemolizin/sitolizin tiretiminden sorumlu genlerin varligi risk faktorii olarak
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degerlendirilmektedir ~ (Valenzuela vd., 2008). Hemolitik aktivite patojenik
mikroorganizmalarin  demir ihtiyacin1 konagm hemoglobininden karsiladiklarini
gostermektedir.

S. maltophilia suslarinin genomunda eritrositleri, 16kositleri, mast hiicrelerini ve
notrofilleri par¢alamak i¢in kullanilan bir enzim sinifi olan hemolizinler hem ¢evresel hem
de klinik izolatlarda tespit edilmistir (Adamek vd., 2014).

Baz1 patojenite faktorleri hemolitik ve 16kotoksik membran hiicre sitotoksinleri
olarak tanimlanmistir (Paraje vd., 2005). E. cloacae, ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit,
sefalotin ve sefoksitine dogal olarak direnclidir. E. cloacae TEM, SHV ve CTX-M gibi
cesitli GSBL’lere direnglidir (Arpin vd., 2002; Szabo vd., 2005).

2.3.5.Biyofilm Olusturma Ozelliginin Arastirilmasi

Biyofilm yapis1 konak¢r immiin sistemiyle etkileserek immiin yanit olusumuna
neden olan ciddi bir enfeksiyon ve enflamasyon etkeni olarak kabul edilmektedir (Hénsch,
2012). Mikroorganizma tarafindan gevresel stres kosullarinda olusturulan bu yasam formu,
biyotik ve abiyotik farkl yiizeylerde olusabilmektedir.

Mikroorganizma topluluklarinin olusturdugu biyofilm yapisi, mikroorganizmanin
kolonizasyonunu destekleyen, pH degisikligi, besin yetersizligi gibi olumsuz dis ortam
kosullarina, antibiyotik, dezenfektan madde gibi kimyasallara karsi dayanikli olmasini
saglayan onemli bir virulans faktoriidiir. Polisakkaritler, protein, ekstraseliiler DNA, su ve
iyonlar gibi farkli bilesenleri igeren kompleks bir yap1 olan biyofilm yapisinin olusumu
dinamik bir prosestir (Marcinkiewicz vd., 2013; Fleming ve Rumbaugh, 2018).

Biyofilm matriksi sahip oldugu mekanik ve fizikokimyasal 6zellikler araciligiyla
antibiyotik ve antiseptikler de dahil olmak iizere pek ¢ok bilesigin penetrasyonunu
azaltarak biyofilm icerisindeki bakteri hiicresine ulagmasini engellemektedir (Stewart,
2003).

Biyofilm olusumunu ve virulans faktorlerini diizenleyen genetik faktorleri anlamak,
bu tiir enfeksiyonlarin tedavisi i¢in 6nemlidir (Ramos-Hegazy, 2020). Biyofilm olusumu
ayrica enterokok patojenitesine katkida bulunur ve gida {irlinlerinde hijyen sorunlarina yol
acan kalic1 kontaminasyon sebebidir (Giaouris vd., 2014).

Siit isleme ortamlarinda biyofilmler, islenmis siit {riinlerinin mikrobiyal
kontaminasyonu agisindan sorun yaratir. Bu biyofilmler bozulmaya sebep olan ve/veya
patojen mikroorganizmalar icerebilir. Biyofilm {ireten bakteriler, ¢coklu tiirlerin is birligi ve

hiicre dis1 polimerik maddelerin varlig1 nedeniyle dezenfektanlardan korunur, bu sayede
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canliligin1 devam ettirir ve daha sonra iglenmis siit {irlinlerinin kontaminasyonu tesvik
edebilirler (Marchand vd., 2012). Siit filtrasyon sistemlerinde biyofilm olusumu, membran
gozeneklerinin tikanmasina, Uriin kontaminasyonuna ve dolayisiyla ekonomik kayiplara
neden olur (Tang vd., 2009).

Uygun kosullar altinda, bir siit isleme ortaminda biyofilm, baslangicta metal bir
ylizey lizerinde organik maddenin birikmesi ve daha sonra bakterilerin kolonizasyonu ile
olusur. Bir biyofilm toplulugu, tek ve/veya birden fazla bakteri tiiriinii igerebilir ve tek bir
katman veya 3 boyutlu yapilar olusturabilir. Biyofilmler; besin, metabolit ve atik {iriin
dagitimi igin gecitler saglayan su kanallarindaki, karmasik ve organize bakteriyel
ekosistemlerdir (Sauer vd., 2007). Bakteriyel tutunma ve biyofilm olusumunun,
sartlandirma tabakasinin olusumu, bakteri yapigmasi, bakteri iiremesi ve biyofilm
genislemesi gibi farkli asamalarda gerceklestigi goriilmektedir (Kokare vd., 2009).

Bakterilerin antibiyotik direncinin yan ,sira, hem konak immiin sistemi hem de
antimikrobiyal ajanlar agisindan 6nemli bir bariyer olan biyofilm yapisinin neden oldugu
direng, biyofilm enfeksiyonlarinda tedaviyi daha da zorlagtirmaktadir (Romling ve
Balsalobre, 2012, Fuente-Nu-ez vd., 2013). Yapilan arastirmalarla da, biyofilm yapisina
sahip mikroorganizmalarin diger mikroorganizmalara kiyasla antibiyotiklere 100-1000 kat
daha direngli oldugu gozlenmistir. Biyofilm pek ¢ok antibiyotik agisindan tedavide sorun
yaratan bir yap1 olsa da florokinolonlar, ampisilin ve rifampin gibi bazi antibiyotiklerin
biyofilm matriksinden geciste sorun yasamadigi ve biyofilme iyi niifuz edebildigi
caligmalarla saptanmistir. Ancak biyofilm enfeksiyonlarinda bu antibiyotiklerle uygulanan
tedavilerde istenilen sonuca ulasilamamasi ilacin diisiik penetrasyonunun tek basina direnci
aciklamaya yeterli olmadigini gdstermektedir (Rodriguez-Martinez vd., 2007).

P. aeruginosa’nin patojenitesi, biyofilm olusturma kabiliyetine ve ¢ok sayida
membran ve hiicre dis1 virulans faktoriin {iretimine bagldir. Flagella, fimbria, ylizey
polisakkaritleri ve tip IV pili gibi baz1 faktorler bakteri kolonizasyonunda rol oynar. Tiim
bu unsurlar, baglanma mekanizmasi i¢in gerekli kabul edilir. P. aeruginosa dokuyu istila
etme yetenegine sahiptir (Khattab vd., 2015)

S. maltophilia genomu, ¢esitli antibiyotiklere kars1 direncine katkida bulunan birkag
molekiiler mekanizmay1 kodlar (Crossman vd., 2008). Bu nedenle S. maltophilia insan
sagligl icin Onemli bir tehdit haline gelmistir. S. maltophilia'nin en onemli virulans
faktorlerinden biri, biyotik ve abiyotik yiizeylerde birbirine yapigabilen mikrobiyal hiicre
topluluklart olan biyofilmleri olusturma yetenegidir (Pompilio vd., 2011). Bu yapisan

hiicreler genellikle, hiicre dis1 bir polimerik maddenin kendi {irettigi bir matrisle kaplanir
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ve karmagik bir iic boyutlu yapi olusturur (Pompilio vd., 2008). Bakteriyel virulansi
azaltmak ve biyofilmle iliskili direncini engellemek icin, biyofilm olusumunun 6nlenmesi,
Oonceden var olan biyofilmlerin yok edilmesi ve devam eden virulans faktorii iiretiminin
durdurulmas: alternatif kontrol stratejileri olarak tavsiye edilmektedir (Kim vd., 2018). S.
maltophilia’da biyofilm olusturma Ozelliginin antibiyotik direnci ile iliskili oldugu

belirtilmistir (Liaw vd., 2010).

2.3.6.Ekstraselliiler Proteaz Uretiminin Belirlenmesi

Proteazlar, bakteriler, viriisler, protozoonlar, mayalar ve funguslar gibi farkli
mikroorganizmalarda bulunan enzimlerdir (Gupta vd., 2002; Joo ve Chang, 2005).
Yasayan tiim organizmalarda bulunan proteolitik enzimler, hiicre gelisimi ve farklilasmasi
icin olduk¢ca o6nemli bir yere sahiptirler (Gupta vd., 2002; Gengkal, 2004). Farkl
fizikokimyasal ve katalitik 6zelliklere sahip olan proteazlar, enzimlerin olduk¢a kompleks
grubunu olustururlar. Proteazlar enzim siniflar1 igerisinde hem fizyolojik, hem de ticari
alanda biiylik bir uygulama alanina sahiptirler (Mukherjee vd., 2008). Proteolitik enzimler
hem ekstraselliiller hem de intraselliiler olarak sentezlenirler (Kumar vd., 2005). Yikici
Ozellige sahip bu enzim gruplar1 patojenin penetrasyonunda onemli gorevler alirken,
konak¢r dokunun proteinlerini etkisiz hale getirerek savunma mekanizmasini da
bozmaktadir.

Ozellikle proteazlar konak defansinin bozulmasinda ve dokulara invazyon ile
yayilliminda rol oynarlar. Proteaz salinimi, mikrobiyal iireme i¢in gerekli besinlerin
olusumunu saglar ve stafilokok enfeksiyonlarinin daha siddetli olmasina sebep olur
(Dubin, 2002).

Siittin bozulmasinda diisiik sicakliklarda depolama sirasinda Pseudomonas spp.
tarafindan tretilen proteolitik enzimlerin varlig1 da 6nemli bir sebeptir (Meng vd., 2017).
Pseudomonas spp.’nin proteolitik aktivitesi 4—7°C sicaklik araliginda etki gostermektedir
(Caldera vd., 2016).

Cig siitteki psikrotrofik bakteriler, 1stya dayanikli hiicre dis1 proteazlar iiretir, bu da
asirt yliksek sicaklikta islem gormiis siit ve siit liriinlerinin bozulmasina ve raf dmriiniin
azalmasmna neden olur. Bu bozulmanin engellenmesi igin ¢ig siitte bulunan
mikroorganizmalarin hizli ve giivenilir yontemlerle taranmasi ve tanimlanmasi 6nemlidir.
Vithanage vd. (2014), calismalarinda ¢ig siitte 1s1tya dayanikli proteaz iireten bakterilerin
tanimlanmas1  i¢in  genetik  yOntemle ticari  bakteri tanimlama  sistemlerini

karsilagtirmiglardir. Bes bakteri 16S rRNA gen dizilimi ve MALDI-TOF MS’in tiir
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diizeyinde Gram negatif basillerin tanimlanmasi i¢in dogrulugu sirasiyla %100 ve %63,2
cikmustir.

P. aeruginosa, proteazin iki tiirii olan elastaz ve alkalin proteaz; doku nekrozu,
immiinoglobulinin distraksiyonu ve tiimor nekroz faktorlerinin ve gama interferonun
inhibisyonu gibi bir¢ok virulans faktoriine sahiptir (Pollack, 1995). P. aeruginosa nin dis
zar proteinleri (Oprl ve OprL); bakterinin ¢evre ile etkilesiminde, hiicre gegirgenligini
etkileyen akis tagima sistemlerinde ve ayrica antibiyotiklere dogal direncinde 6nemli roller
oynar (Nikaido, 1994). P. aeruginosa’nin proteaz salgilamasi sebebiyle; yagsiz siit agari
kullanilarak proteaz aktivitesi incelenmistir (La Fayette vd., 2015)

Acinetobacter spp. proteazlar ve lipazlar gibi 1siya dayanikli enzimler iiretebilen,
pastorizasyondan sonra bile aktif kalan ve uzun depolama sirasinda siitii bozabilen baskin
bakterilerdir (Fusco vd., 2020). Acinetobacter spp. Moraxellaceae familyasina aittir,
mutlak aerobik, Gram negatif, fermentatif olmayan bakterilerdir. Acinetobacter tiirleri
sadece toprakta, suda, yiyeceklerde siit iirlinlerinde degil dogada her yerde bulunurlar
(Gurung vd., 2013). Ayrica Acinetobacter tiirleri bazi sogutulmus ¢ig siit ve siit

tiriinlerinde de tespit edilmistir (Saad vd., 2018).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Arastirmada 74 adet Burdur/Merkez ve merkeze bagli kdylerden, 10 adet Goélhisar,
14 adet Aglasun, 1 adet Yesilova, 11 adet Tefenni, 12 adet Cavdir, 1 adet Celtikgi, 17 adet
Bucak, 5 adet Altinyayla, 7 adet Kemer ilcelerinden direkt iireticiden, ¢ig siit toplama
merkezlerinden, siit fabrikalarindaki ¢ig siit depolama tanklarindan toplam 152 adet ¢ig siit
ornegi alinarak, ¢alisma kapsaminda arastirilacak bakteriler i¢in izolasyon materyali olarak
kullanilmistir (Tablo 1). Ornekler steril kapakli tiiplere alinmis ve soguk ortamda

laboratuvara getirilmistir.
3.2.Yontem
3.2.1. Gram Negatif Bakterilerin izolasyonu

Bakterilerin GSBL aktiviteleri CHROMagar™ ESBL (bioM¢rieux) kullanilarak
belirlenmistir. Bu besiyerinde duyarli Gram negatif bakteriler inhibe olurken, GSBL
aktivitesi E. coli’de koyu pembeden kirmiziya, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter’de
metalik mavi, Proteus grubunda ise kahverengi zon olusumu ile belirlenmistir (Aliskan
vd., 2012). Segilen kolonilerin Caso sivi besiyerinde saflik kontrolii yapildiktan sonra
Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapilmistir. Bu kolonilerden Gram negatif,
katalaz pozitif ve oksidaz negatif olan izolatlar se¢ilmis ve 2 ml’lik ependorf tiiplerinde

%20’lik gliserol ile stoklanmis ve -18°C’de diger testler icin muhafaza edilmistir.

3.2.2. Bakterilerin MALDI-TOF MS ile Tanimlanmasi

GSBL aktivitesine sahip bakterilerin MALDI-TOF MS ile tanimlanmast MALDI
TOF/TOF-MS Biotyper System (Bruker Autoflex Speed) cihazla Barreiro vd. (2017)’nin

yontemine gére Bolu Abant izzet Baysal Universitesi’nden hizmet alimi ile yapilmustir.

3.2.3.Bakterilerin Antibiyotik Duyarhliginin Belirlenmesi

GSBL iireticisi oldugundan siiphelenilen tiim izolatlarin antibiyotik duyarlilig:
otomatik bir mikrodiliisyon sistemi olan VITEK® 2 Compact (bioMérieux Deutschland
GmbH, Niirtingen, Almanya) kullanilarak bioMérieux Diagnostik A.S. tarafindan alinan
hizmet ile dogrulanmistir. Bu ¢alisma icin, ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit,

tiraksilin/klavulanik asit, sefaleksin, sefalotin, sefaperazon, seftiofur, sefkuinom,
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imipenem, gentamisin, neomisin, flumekin, enrofloksasin, marboflaksasin, tetrasiklin,
florfenisol, polimiksin B, trimetoprim/ siilfametaksazol antibiyotikleri iceren test karti
kullanilarak izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir (Spanu vd., 2006).

Bakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi igin alternatif olarak disk
difiizyon yontemi de kullanilmistir. Test edilen bakteriler Triyptic Soy Agar (TSA)’da
37°C’de 16 saat gelistirildikten sonra bakterilerin steril ekiivyon ile konsantrasyonu
densitometre (Alla, Fransa) McFarland 0.5’e ayarlanmigtir. Bakteri siispansiyonundan
Mueller Hinton agar (MHA) besiyerine siiriintii ekimi yapilmis ve sefpodoksim (CPD) (10
ng), seftriakson (CRO) (5 pg), sefepim (FEP) (5 pg), sefotaksim (CTX) (5 pg), seftazidim
(CAZ) (10 pg), sefotaksim (CTX) (30 pg), seftazidim (CAZ) (30 pg),
amoksisilin/klavulanik asit (AMC) (20/10 pg), sefepim (FEP) (30 pg) antibiyogram
diskleri yerlestirilerek 37°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra, antibiyotik zon caplari
Olciilmiistiir (Bauer ve Kirby, 1966).

3.2.4. Bakterilerin Bazi Virulans Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.4.1. DNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Suslarin DNaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla bakteriler 0.008 g/L toluidin
mavisi ilave edilmis DNaz test agar (Merck) besiyerine 100 pl ekilmistir. 30 °C’de 48 saat
inkiibasyondan sonra, besiyerinin yiizeyine 1 N HCI ¢ozeltisi damlatilmis ve kolonilerin
etrafinda meydana gelen seffaf zon DNaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir (Onishi,

1983).

3.2.4.2.Jelatinaz Uretiminin Belirlenmesi

Jelatinaz testi icin 0,1x Nutrient (Merck) siv1 besiyerine %10 jelatin (Oxoid) ilave
edilmistir. 18 saatlik taze kiiltlirler hazirlanan besiyeri ortamina 100 pl inokiile edilmis ve
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 1 saat +4°C’de
buzdolabinda bekletilen tiliplerde, besiyerinde katilasma olup olmadigi incelenmistir.
Katilagma goriilen tiipler negatif, s1v1 goriiniim ise pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir

(Cappucino ve Sherman, 2007).

3.2.4.3. Bakterilerin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Izole edilen kiiltiirlerin dekarboksilaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Nutrient

Agar (Merck) besiyerine %2 diizeyinde histidin, tirosin, lisin, ornitin, fenilalanin, triptofan
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aminoasitleri ilave edilmis, bakteriler damla kiiltiir yontemiyle inokiile edilerek 7 giin
stireyle inkiibasyona birakilmigtir. Kolonilerin etrafinda meydana gelen pembe halka

pozitif olarak degerlendirilmistir (Joosten ve Northolt, 1989).

3.2.4.4. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi i¢in, Columbia Blood Agar’a %5’lik defibrine at
kani ilave edilmis, mikroorganizmalar besiyeri lizerine 6ze ile siiriilmiis ve besiyerleri
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Kolonilerin etrafindaki yesil zonlar alfa-hemolitik,
beyaz zonlar beta-hemolitik aktivite ve zon gelisimi goriilmeyenler gama-hemolitik olarak

degerlendirilmistir (Vankerckhoven, 2004)

3.2.4.5. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Arastirllmasi

Izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri kantitatif olarak mikroplaka testi ile
belirlenmistir (Sudagidan ve Aydin, 2009). Bu test i¢in bakteriler TSA’da 37 °C’de 16 saat
gelistirilen bakterilerden steril ekiivyon ile alinarak McFarland densitometre (Alla, Fransa)
0.5’e ayarlanmigtir. 96 kuyucuklu mikroplaklara (Corning 3599) 180 ul %1 siikroz igeren
TSB (TSB+S) ve 20 ul bakteri siispansiyonu ilave edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
tabi tutulmugtur. Siire sonunda mikroplaka bosaltilmis ve 3 defa 200 ul PBS ile
yikanmistir. Bu sayede tutunmayan bakteriler uzaklagtirilmistir. Bakteriler 200 pl metanol
eklenerek 15 dakika fiske edilmistir. Metanol plakalardan dokiildiikten sonra 55 °C’de 1
saat kurutulan mikroplaka yiizeyine tutunan bakteriler, 200 pl kristal viyole ile boyanmis
ve 5 dakika sonra fazla boya c¢esme suyu ile yikanarak uzaklastirilmistir. Mikroplaka
kurutulduktan sonra tutunan boya 200 pl %33’likk asetik asit ile ¢oziindiiriilerek optik
densite (OD) 590 nm’de mikroplaka okuyucusu (Thermo Multiskan Go) kullanarak

belirlenmistir. ODs9o degeri > 0.5 olan bakteriler biyofilm iireticisi olarak kabul edilmistir.

3.2.4.6. Ekstraselliiler Proteaz Uretiminin Belirlenmesi

Izolatlarin proteaz iiretme yetenekleri kazein agar, siit agar ve skim milk agar
kullanilarak tespit edilmistir (Sudagidan vd., 2008; Sudagidan ve Aydin, 2009). Suslarin -
80°C’de muhafaza edilen stoklarindan nokta ekim yapilarak besiyerlerine inokiilasyonu
yapilmistir. Petriler 37°C’de 2-3 giin inkiibasyona tabi tutulmus ve inkiibasyon sonunda
skim milk ve siit agar besiyerlerinde, ekim alanlar1 ¢cevresinde zon olusumu incelenmistir.

Kazein agarda gelisen koloniler iizerine inkiibasyondan sonra ylizeyi kaplayacak kadar %5
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trikloro asetik asit (TCA) eklenmis ve ekim alani c¢evresinde zon olusumu

degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. izolasyon Sonuclari

Arastirma kapsaminda Burdur yoresinde direkt {ireticiden, ¢ig siit toplama
merkezlerinden, siit fabrikalarindaki ¢ig siit depolama tanklarindan 74 adet Merkez ve
merkeze bagli kdylerden, 10 adet Gdlhisar, 14 adet Aglasun, 1 adet Yesilova, 11 adet
Tefenni, 12 adet Cavdir, 1 adet Celtikei, 17 adet Bucak, 5 adet Altinyayla, 7 adet Kemer
ilgeleri olmak iizere toplam 152 adet ¢ig siit Ornegi toplanmistir (TABLO 1).
CHROMagar™ ESBL (bioM¢érieux) besiyerinden izole edilen suglarin 24 tanesi krem, 4
tanesi koyu pembe, 2 tanesi koyu kahverengi, 2 tanesi mavi, 1 tanesi ise sarimtirak koloni
renkleri gostermistir. 152 adet 6rnekten katalaz pozitif, oksidaz negatif basillerden toplam
40 tane sus izole edilmistir; ancak bu izolatlardan 3 tanesi Gram pozitif oldugu ve 4 tanesi
de tanimlamada karisik ¢iktig1 i¢in 0rneklerin arasindan ¢ikarilmigtir. Kalan 33 adet izolat
ise MALDI-TOF MS ile tanimlanmistir. Aragtirmada Burdur Merkeze bagli Kurugay
koylinden alinan 6. 6rnekten, Aglasun ilgesinden alinan 12. 6rnekten, Diiger kdylinden
alman 27. 6rnekten, Bucak ilgesine bagli Susuz kdylinden almman 97. 6rnekten, Tefenni
ilgesinden alinan 138. 6rnekten ve Kemer ilgesinden alinan 152. 6rnekten 2’ser adet izolat
elde edilmistir. Bu izolatlar disinda Merkeze bagli Kokez kdyiinden 5, Diiger kdyiinden 3,
Ilyas kdyiinden 1 6rnekten izolat alinmustir. Ayrica Bucak ilgesi Susuz kdyiinden 4, Kemer
ilgesinden 2, Dirmil/Altinyayla’dan Tefenni ve Goélhisar’dan alinan 1’er ornekten izolat
elde edilmistir.

Oksidaz testi, Enterobacteriaceae’yi Gram negatif Enterobacteriaceae olmayan
organizmalardan ayirt etmek i¢in kullanilir. Enterobacteriaceae oksidaz negatiftir (Abdi
vd., 2021). Potansiyel Klebsiella kaynaklarinin belirlenmesi, maruziyeti azaltan ve meme
enfeksiyonu riskini sinirlayan onleyici tedbirlerin uygulanmasi i¢in 6nemlidir (Hogan vd.,
1989; Zdanowicz vd., 2004).

Abdi vd. (2021), ¢aligmalarinda Tennessee, Kentucky ve Mississippi’deki 34 siit
ciftliginden yliksek somatik hiicre sayisina sahip ve klinik mastitisli 151 inekten toplam
174 siit 6rnegi toplamislardir. Arastirmada S. aureus, S. uberis, S. disgalactiae, E. coli, K.
oxytoca ve K. pneumoniae igeren alti bakteri tiiriinden olusan toplam 193 bakteri izole
edilmistir. Arastirmada S. aureus 'un baskin izolat oldugunu belirlemislerdir.

Huang vd. (2010) caligmalarinda GSBL iireten Enterobacteriaceae’nin segici
izolasyonu ve varsayimsal tanimlamasi i¢in yeni bir kromojenik agar olan Brilliance ESBL

agarin (OX; Oxoid, Basingstoke, Birlesik Krallik) performansini degerlendirmeyi
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amaclamislardir. Bunun igin izole edilen oOrnekler OX, BM ve MacConkey agarda
gelistirilmistir. 94 Ornekten toplam 112 GSBL iiretmeyen izolat, 68 fermente olmayan
Gram negatif basil, 39 Enterobacteriaceae izolati ve 5 Gram negatif olmayan
mikroorganizma izole edilmis ve bu mikroorganizmalarin ii¢ besiyerinden herhangi birinde
gelisimi  incelenmistir. 39 Enterobacteriaceae  izolatindan,  dogal =~ AmpC
hiperprodiiktdrlerinin (n=21), her ii¢ besiyerinde de “yanlis pozitif” sonuglarin ¢ogundan
sorumlu oldugu belirlenmistir.

[brahim vd. (2016) ¢alismalarinda GSBL iireten E. coli suslarmin coklu ilaca
direnclerini belirlemek i¢in bir siit ¢iftliginden bulamag ve diski 6rneklerinden 126 E. coli
izole etmistir. Izolatlar1 elde etmek igin segici mikrobiyolojik besiyerleri olan ESBL
CHROMagar TM kullanilmistir. ESBL CHROMagar TM tiizerinde izole edilen kolonilerin
cogunun, E. coli i¢in tipik koloni &zellikleri vermesine ragmen, dogrulama testleri bu

tanimlamay1 dogrulamamistir ve bu izolatlar daha sonraki analizlerden ¢ikarilmiglardir.

4.2, Bakterilerin MALDI-TOF MS Sonuglari

Kiitle spektrometresinin (MS) kesfinden bu yana mikroorganizmalar i¢in, hiicre
ylizey proteinlerinin profillemesine dayanan ¢ok sayida tanimlama yontemi ile
calisilmistir. Bunlardan birisi olan MALDI-TOF MS, tiim hiicre analizini esas alarak
mikroorganizmalarin protein parmak izine dayanarak hizli tanimlanmasi, tiplendirilmesi ve
siiflandirilmas: alaninda umut verici uygulamalara sahip en giivenilir araglardan birisi
olarak ortaya cikmistir. Giliniimiizde, ticari MALDI sistemleri, biyolojik arastirma
caligmalar1 i¢in oldugu gibi; klinik tipta, biyoteknoloji ve endiistride tanisal uygulamalar
i¢in de erisilebilir durumdadir (Carolis vd., 2012; Chalupova, vd., 2014).

Arastirmamizda GSBL aktivitesi oldugu diisiiniilen bakteriler Bolu Abant Izzet
Baysal Universitesi'nde MALDI TOF/TOF-MS Biotyper System (Bruker Autoflex Speed)
ile tamimlanmistir. Tanimlama sonucunda incelenen 33 adet bakterinin 15 adeti S.
maltophilia (YH6A, YH12A, YHI12B, YH64, YH93, YH94A, YH97A, YH97B, YH99,
YH100, YH101, YH103, YH129D, YH113, YH135B) olarak tespit edilmistir. Tanimlama
da ayrica 5 adet P. aeruginosa (YH6B1, YH27C, YH152B, YH138A, YH148A), 5 adet E.
coli (YHI75A, YH78A, YH131A, YH140B, YHI126A), 3 adet K. oxytoca (YH152A,
YH96, YH98B), 2 adet C. gleum (YH67B, YH69A), 1’er adet E. claocoe (YH27A), H.
alvei (YH102A), A. boumannii (YH138B) tespit edilmistir. MALDI-TOF MS analizlerinde
skor degerleri incelendiginde 18 adet izolatin yiiksek olasilikli, 10 adet izolatin muhtemel

olasilikli ve 4 adet izolatin ise diisiik olasilikli olduklar1 belirlenmistir (TABLO 4).
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Izolatlarin dagilimlar incelendiginde 13 adetinin Merkez ve merkeze baglh kdyderden, 7
adetini Bucak’tan, 4 adetinin Kemer’den, 3 adetinin Tefenni’den,2 adetinin Aglasun’dan, 2
adetinin Cavdir’dan, 1 adetini Gdélhisar’dan ve 1 adetinin de Altinyayla ilgesinden oldugu
tespit edilmistir. Tanimlanan suslarimiz insan sagligi i¢in son derece riskli kabul edilen
tiirlerdir. Bu tiirlerin siit gibi bir gida irlinlinde bulunmasi riskli bir durum olusturmaktadir.
Siit kalitesi i¢in sagim kosullarina ve sagim personelinin temizligine dikkat edilmesinin
onemli oldugu sOylenebilir.

MALDI-TOF yoéntemi proteinler, peptitler ve sekerler gibi biyomolekiillerin ve
polimerler, dendrimerler gibi biiylik organik molekiillerin analizini saglayan ve kiitle
spektrometresinde kullanilan hassas bir tekniktir. MALDI-TOF bakteri tanimlamasinda,
incelenecek olan mikroorganizmaya ait tek koloni dogrudan hedef noktasi iizerine yayilir
ve matriksle kaplanir. Matriks i¢cindeki numune otomatik modda lazer isiniyla iyonize
edilir. Olusan kiitle spektrumlar1 da ilgili yazilimla incelendikten sonra sistemin
kiitiiphanesindeki verilerle karsilastirilarak tiir tayini yapilir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).
Tanimlama i¢in temel alinan mikroorganizma proteinleri esasen ¢evresel kosullardan az
etkilenen ribozomal proteinlerden olusmaktadir (Yilmaz vd., 2014). Bdylece her
mikroorganizma ig¢in spesifik olan bir ¢esit parmak izi olusturulmakta ve
mikroorganizmalarin tanimlanmas1 yapilabilmektedir. Geleneksel yontemlerde bir
mikroorganizmanin tanimlanmas: birkag¢ giin siirerken, MALDI-TOF MS ydnteminde
tanimlama iglemi 1 saat hatta yarim saatte tanimlanabilmektedir (Wieser vd., 2012). Ayrica
MALDI-TOF MS yontemi daha onceden 16S rRNA gen sekansi ile ayrilabilen yakin
tiirlerin bile ayrimini basariyla yapabilmektedir. Giinlimiizde kullanilan MALDI-TOF MS
teknikleri kiiltiir i¢in kullanilan besiyerlerinden ve iireme kosullarindan etkilenmeden
calismaktadir fakat analiz i¢in alinacak koloninin 48 saatten daha yasli olmamasi tercih
edilmektedir. Yash kiiltiirlerde ayirt edici pik sayist ve bu piklerin yogunlugu diismektedir.
Buna neden olarak ise bekleyen kiiltiirlerde meydana gelen ribozomal proteinlerin
parcalanmas1 gosterilmektedir (Wieser vd., 2012). Direkt olarak koloniden yapilan
caligmada tanimlama yapilamadiysa mikroorganizmaya protein ekstraksiyon protokolleri
uygulanarak yonteminin tekrarlanmasi dnerilmektedir (Van Veen vd., 2010). MALDI-TOF
MS yontemi mikrobiyolojik tanimlama i¢in nispeten yeni bir yontem oldugundan, yanls
tanimlama ya da tanimlama yapilamama sebebi genellikle veritabaninda o mikroorganizma
icin yeterli referans spektrumlarinin olmamas: ile agiklanmaktadir (Mellman vd., 2008).
Bu eksikligin veritabaninin giin gectikge gelismesi ile beraber yakin bir gelecekte asilacagi

diisiiniilmektedir. Rutin bakteri izoatlarinda MALDI-TOF MS’in tiir bazinda dogru
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tanimlama oranmin %84,1 ile %95,2 arasinda degistigi bildirilmistir (Eigner vd., 2009;
Seng vd, 2009).

Rutin siit mikrobiyolojik prosediirlerinin tamamlanmasinin ortalama olarak, 3 ile 5
glin siirmesi ve ¢esitli biyokimyasal testler ve deneyimli laboratuvar personel (Barreiro vd.
2010) ihtiyac1 zorlugu nedeniyle bazi mikroorganizmalarin konvansiyonel yontemlerle
teshisi i¢in MS teknikleri giderek yayginlagsmaktadir (Bizzini ve Greub 2010; Sogawa vd.,
2011; Steensels vd., 2011). MALDI-TOF MS teknigi mikroorganizmalari tiir diizeyinde
tanimlayan yiiksek dogruluga sahip ve hizli bir prosediir olarak ortaya ¢ikmistir (Dubois
vd., 2010; Sogawa vd., 2011). MALDI-TOF MS rutin olarak diinya ¢apinda uygulanan bir
yontemdir ve birgok klinik mikrobiyal laboratuvarda hizli analiz ve giivenilir teshis igin
kullanilmaktadir (Bizzini ve Greub 2010; Steensels vd., 2011; Welker 2011; Braga vd.,
2013).

Bakteri kolonileri kiiltlirlenebildiginde, MALDI-TOF kullanilarak tek ve hizli
(<60s) bir analiz ile cins (6rn. Staphylococci) ve tiir diizeyinde (Orn. aureus)
tanimlanabilmektedir (Middleton vd., 2017). MALDI-TOF tanimlama sonuglarinin
laboratuvarlar arasinda tutarli olmasini saglamak icin tiim laboratuvarlar tarafindan
standart prosediirlerin kullanilmasi onerilmektedir. Laboratuvarlar, iyi karakterize edilmis
izolatlar  kullanarak 6zel veritabanlarina ana spektrumlar1 ekleyerek, tiirlerin
tanimlanmasina izin verebilir veya onceden tanimlanmuis tiirler i¢in dogrulugu artirabilir
(Cameron, vd., 2018).

Dobranic vd. (2016), calismalarinda ¢ig inek siitiindeki oOzellikle enterokokal
firsatc1 patojenlerin varligini incelemisler ve standart kiltiir yontemleri kullanilarak
degerlendirmislerdir. Siit 6rnekleri saglikli (n=17) ve antibiyotikle tedavi edilmis inek
memelerinden (n=19) alinmistir. Olas1 enterokoklar (n=43), kromojenik ortamdan rastgele
secilmis ve API 20 Strep ile fenotipik tanimlamaya tabi tutulmus, ardindan MALDI-TOF
MS ile tanimlanmistir. MALDI-TOF MS ile API 20 Strep E. faecalis ’in tanimlanmasinda
%100 uyum gostermistir. Yalnizca cins diizeyinde belirlenen suslar veya API 20 Strep
tarafindan belirlenmemis suslar, MALDI-TOF MS kullanilarak E. faecalis, E. faecium ve
E. durans olarak tiir diizeyine basartyla tanimlanmislardir. Sonuglar, MALDI-TOF MS’nin
¢ig siitten enterokok tiirlerinin rutin tanimlanmasinda giivenilir bir yontem olarak
uygulanabilecegini  gostermistir.  Bizim  arastirmamizda  enterokok  suslarina
rastlanilmamustir.

Barreiro vd. (2017), calismalarinda siit 6rneklerinden sigir mastitisine neden olan

mikrobiyolojik kiiltiir olmadan MALDI-TOF MS ile dogrudan tanimlama igin tespit
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limitini degerlendirmeyi amaclamustir. Siit &rneklerinde 10° ve 10° KOB/ml arasinda
(n=15) S. aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae ve E. coli tespit edilmistir. Yapilan MALDI-TOF MS analizi ile dogru bir
sekilde bakteri tlirlerinin tanimlanabildigi belirlenmistir.

Braga vd. (2018) mastitise neden olan patojenlerin genis ¢apli olarak tanimlanmast
amaciyla subklinik mastitisli ineklerden tanimlanan toplam 305 bakteri izolatini,
geleneksel mikrobiyolojik kiiltiir (MK) ve MALDI-TOF MS ile analiz etmislerdir. Calisma
sonucunda MALDI-TOF MS tarafindan gerceklestirilen tanimlamalarin yaklasik %89’u,
MK tarafindan elde edilen sonuglarla tutarli ¢ikmistir. %11 izolatin %6,3’1 yanlis
tanimlanmis (hem cins hem de tiir diizeyinde uyumsuzluk) olarak smiflandirilmistir ve
%4,7’s1 ise cins diizeyinde tanimlanmis yani tiir diizeyinde tamimsiz olarak
siiflandirilmistir. Tanimlanamayanlarin ise iki cins arasindaki dar fenotipik benzerlikten
dolay1 ¢ogunlukla Streptococcus ve Enterococcus oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar,
biyokimyasal analizlerin tanimlama hatalarina egilimli olabilecegini ve bu nedenle
MALDI-TOF MS’nin yanlis tiire 6zgli tamimlamanin engellenmesi i¢in bir alternatif
olabilecegini diisiindiirmektedir. SiZir mastitis teshisi i¢in standart mikrobiyolojik
yontemler, bazi bakteri tiirleri i¢in zaman alici, zahmetli ve hatalara egilimlidir. Yapilan
calisma sonucu Biotyper ile birlestirilmis MALDI-TOF MS’nin, klasik mikrobiyolojik
rutin protokollere kiyasla siit orneklerinden izole edilen bakterilerin genis Olgekli
tanimlanmasi i¢in alternatif bir yontem olabilecegi ortaya konmustur.

Boultifat (2018), calismalarinda Cezayir, Constantine’deki yerel bir siit sirketinde,
iretim hattinin farkli noktalarindan toplanan pastorize siit 6rneklerinden bes bakteri tiirii
izole etmiglerdir. Izolatlar, MALDI-TOF MS yontemi ile analiz edip, sonuglari
dogrulamak i¢in 16S rDNA gen dizileme yontemi ile karsilastirilmistir. Tiim bakteri
izolatlarinin, MALDI-TOF MS yontemi ile tiir diizeyinde (skor >2) basarili bir sekilde
tanimlandig1, buna paralel olarak, 16S rDNA gen dizileme analizi ile bes izolatinda tiir
diizeyinde tanimlandig1 tespit edilmistir (>%99 dizi benzerligi). Sonuglara gére MALDI-
TOF MS yonteminin referans yontem 16S rDNA ile tam bir uyum (%100 ayni tiir)
gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada MALDI- TOF ile B1 ve B3 izolatlar1 B. cereus ve
B. licheniformis olarak tanimlanmistir. 16S rDNA dizi analizi ile ise, B1 izolatinin %100
B. anthracis oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda 16S rDNA gen dizilimine gore B. cereus
ile B. anthracis %100 benzerlik gdstermistir. Bu sebepten dolayr hem B. cereus hem de B.
anthracis bu analiz ile ayirt edilememistir. Helgason vd. (2000)’nin calismasinda da

gosterildigi gibi B. anthracis, baz1 B. cereus ve B. thuringiensis suslari ile genetik olarak
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cok yakindan iligkilidir. Aynt durum B3 izolati i¢cin de gecerli olmustur. BLAST
analizlerinden elde edilen sonuglara gore B. licheniformis ve B. paralicheniformis arasinda
da net bir ayrim yapilamadig1 gérilmiistiir.

Saad vd. (2018) calismalarinda Misir’in Assiut kentinden rastgele iki yiiz kirk adet
siit ve Domiati, Kareish peyniri ve krema gibi bazi siit iiriinii 6rnekleri toplamiglardir.
Toplanan oOrnekleri, Leeds Acinetobacter segici besiyeri kullanilarak Acinetobacter
tiirlerinin insidansi agisindan incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gore, Acinetobacter
tirlerinin ¢ig siit Orneklerinin %15’inden, Domiati peynir Orneklerinin %3,3 linden,
Kareish peynir Orneklerinin %13,3’tinden ve krema Orneklerinin %13,3’linden izole
edildigini, pastorize edilmis siit orneklerinde ise tespit edilemedigi belirtilmistir. Bizim
arastirmamizda sadece 1 adet A. baumannii tanimlanmistir.

Nonnemann vd. (2019) ¢alismalarinda sigir mastitisine neden olan bakteri cinsleri
ve tlirlerinin tanimlanmast i¢in bakteri ve izolatlart MALDI-TOF MS ile analiz edilmis ve
%93,5’ini tiir diizeyinde, %6,5’ini ise cins diizeyinde tanimlamistir. Cins diizeyinde
tanimlanan izolatlar, geleneksel yontemlerle veya 16S rDNA dizilimi ile tiir diizeyinde
daha fazla tanimlama gerektirmistir. Dogrulanmis tiirlerden elde edilen kiitle spektrumlari,
MALDI-TOF MS veri tabanin1 genisletmek i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada toplam 24
cins ve 61 tir tespit edilmistir. Detayli tanimlama sonuglarmma gore veterinerlik
uygulamasindan elde edilen 413 izolati %19,1 (79/413) S. aureus, %23,7 (98/413)
streptokok, %15,6 (64/413) E. coli, %15,6 (64/413) S. aureus olmayan stafilakok %3.4
(14/413) Klebsiella spp., %2,9(12/ 413) Corynebacterium spp. ve %1,5'1 (6/413) Bacillus
licheniformis olan (10/413) Bacillus spp. olarak tanimlanmistir. Sigir izolatlarinin ise
%12,1°1 (50/413) S. uberis ve %7,5 (31/413) S. dysgalactiae olarak tanimlanmustir.

Zhang vd. (2019), ¢alismalarinda Yeni Zelanda’dan farklt mevsimlerde toplanan
cig siitlerdeki psikrotrofik bakteri cesitliligini belirlemek i¢in 16S rDNA, yiiksek verimli
dizileme (YVD) ve MALDI-TOF MS yéntemlerini kullanmislardir. Iki yontemde de
Pseudomonas cinsinin baskin oldugu belirlenmistir; ancak, baskin tiirler iki tanimlama
yontemi arasinda farklilik gostermistir. YVD ve MALDI-TOF MS’nin kullaniminin, ¢ig
stitiin psikrotrofik bakteri cesitliligini tanimlamada tamamlayict oldugu ve siit kalitesini
etkileyebilecek ¢ig siit mikroflorasinin belirlenmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Aydin vd. (2020) calismalarinda sikma peynirlerden izole edilen enterokoklarin
MALDI-TOF MS ve 16S rRNA sekans analizleri kullanarak tanimlamis ve bu izolatlarin
antibiyotik direngleri ile bazi gida patojenlerine kars1 antibakteriyel etkilerini

degerlendirmislerdir. Seksen dort izolat 16S rRNA sekans analizi sonucunda; 33 (%39,3)
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E. faecalis, 29 (%34,5) E. faecium, 14 (%16,7) E. durans, 4 (%4,8) E. gallinarum, 3
(%3,5) E. casseliflavus ve 1 (%1,2) E. thailandicus olarak tanimlanmistir. Seksen bir izolat
MALDI-TOF MS yéntemi ile ayn1 tanimlama sonucunu vermistir (%96,43). Izolatlarin
tanimlanmasinda kullanilan iki tanimlama yOnteminin arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Ancak MALDI-TOF MS yonteminin daha az is giicii
gerektirmesi, ekonomik ve hizli olmasi gibi bazi avantajlarinin oldugu belirtilmistir.
Zeinhom vd. (2021) ¢alismalarinda toplam 240 siit 6rnegi toplamislardir. Incelenen
numunelerin %36'sindan (87/240) Stenotrophomonas spp.’1 izole etmisler ve standart
biyokimyasal testlerle analiz etmiglerdir. S. maltophilia'nin laboratuvarda krema, tereyagi
ve peynir gibi Orneklerde, farkli koruma kosullar1 altinda canlilifini incelemislerdir. S.
maltophilia’nin, eksi kremada 30, tereyaginda 30, %3 tuzlu tereyaginda 28, tuzsuz
peynirde 30 ve %6 tuzlu peynirde 8 giin canli kalabildigini belirlemislerdir. Boylece, S.
maltophilia bu ¢aligmadaki tiim {rlinlerde tahmin edilenden daha fazla hayatta kalmay1
basardig1 tespit edilmistir. Bu durum S. maltophilia suslarinin farkli gida muhafaza
kosullar1 altinda canli kalmasin1 saglayan adaptasyon stratejileri gelistirebildigi seklinde
yorumlanmistir. Bizim arastirmamizda da 33 izolatin 15 adeti (%45) S. maltophilia olarak

tanimlanmugtir.

4.3. Bakterilerin Antibiyotik Duyarhlik Sonug¢lari

Disk difiizyon testi sonucunda seftazidimde (10 pg) 31 sus, seftazidimde (30 pg) 14
S. maltophilia susu, sefpodaksimde (10 pg) 4 sus, seftrikasonda (5 pg) 9 sus, sefotaksimde
(5 ng) 12 sus, amoksisilin/klavulanik asit (30 pg) antibiyotiginde ise 30 sus zon
olusturmalarina ragmen CLSI’da zon ¢ap1 siir degerleri olmadigi i¢in bu suslarin direngli
veya duyarli olma durumlar1 belirlenememistir. Zon gelisimi olmayan suslar
incelendiginde seftazidimde (10 pg) 2 sus, seftazidimde (30 pg) 1 sus, sefpodaksimde (10
ug) 22 sus, amoksisilin/klavulanik asitte (30 pg) 3 sus, seftriaksonda (5 pg) 15 sus,
sefotaksimde (5 pg) 18 sus, sefotaksimde (30 pg) 2 sus ve sefepimde (5 pg) 4 sus oldugu
tespit edilmistir. 22 adet susla en fazla zon gelisimi olmayan antibiyotigin sefpodaksim (10
png) antibiyotigi oldugu tespit edilmistir. Diger suslar CLSI referans degerlerine gore
incelendiginde; sefotaksim (30 pg) antibiyotiginde H. alvei YH102A ve K. oxytoca
YH152A suslart duyarli bulunurken, 29 sus direncli bulunmustur. Sefotaksim (5 pg)
antibiyotiginde S. maltophilia (YH100, YH113, YH135B) suslar1 direncli bulunmustur.
Seftazidim (30 pg) antibiyotiginde 13 sus direngli, C. gleum (YH67B ve YH69A), H. alvei
YHI102A, P. aeruginosa (YH6B1, YH27C) suslart duyarli bulunmustur. Sefpodaksim (10
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ng) antibiyotiginde E. coli YH75A, YHI31A ve YH140B, K. oxytoca YH96 ve YH98B
suslar1 direngli bulunurken, H. alvei YH102A ve K. oxytoca YHI152A suslar1 duyarl
bulunmustur. Seftriakson (5 pg) antibiyotiginde P. aeruginosa YH6B1, YH27C, YH138A,
YHI148A ve YH152B, S. maltophilia YH97B, YH100, YH113 ve YH135B suslar1 direncli
bulunmustur. Sefepim (5 pg) antibiyotigini inceledigimizde C. gleum YH67B ve YH69A
suslar1 orta duyarli, H. alvei YH102A susu duyarli bulunurken, 25 susun direngli olduklari
tespit edilmistir. Sefepim (30 pg) antibiyotiginde ise, C. gleum YH67B ve YH69A, H.
alvei YHI102A, P. aeruginosa YH6B1 ve YH148A suslar1 duyarli, K. oxytoca YH96 ve
YHI152A, P. aeruginosa YH152B, S. maltophilia YH64 suslar1 orta duyarli, 25 sus ise
direncli olarak tespit edilmistir. Disk difiizyon yonteminde tiim antibiyotikler genel olarak
degerlendirildiginde ise en duyarli susun H. alvei YH102A oldugu belirlenmistir. H. alvei
YHI102A susunun seftazidim (30 pg), sefpodaksim (10 pg), sefotaksim (30 pg), sefepim
(30 pg) ve sefepim (5 pg) antibiyotiklerine duyarli oldugu belirlenmistir. H. alvei YH102A
susu seftazidim (10 pg), amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), seftriakson (5 pg) ve
sefotaksim (5 pg) antibiyotiklerinde zon olusturmasina ragmen CLSI’da zon ¢ap1 sinir
degerleri olmadig1 icin sonuglar yorumlanamamaistir. A. baumannii YH138B, E. cloacae
YH27A, E.coli YH78A, K. oxytoca YH96, P. aeruginosa YH27C, YH148A ve YH152B,
S. maltophilia YH9TB 4’er adet antibiyotige direngli bulunmustur. E. coli YH75A,
YHI131A ve YH140B, K. oxytoca YH98B, P. aeruginosa YH138A, S. maltophilia YH100,
YH113 ve YH135B ise 5’er adet antibiyotige direngli bulunmustur. Bu suslarin hepsinin
coklu antibiyotik direncine sahip olduklar belirtilebilir (TABLO 2) (SEKIL 4.3).
Arastirmamizda izolatlarn CHROMagar ESBL besiyerinden izole edilmesine
ragmen VITEK® 2 Compact (bioMérieux) analizlerinde incelenen bakterilerde sadece E.
coli YHI31A GSBL pozitif bulunurken, K. oxytoca YHI52A ise GSBL negatif
bulunmustur. Bakterilerin VITEK® 2 Compact (bioMérieux) sistemi ile antibiyotik
direnglerine bakildiginda ise izolatlarin %15,2’si K. oxytoca (YH96, YH152A), E. cloacae
(YH27A), E. coli (YH131A), H. alvei (YH102A) ampisiline, %6,1°1 H. alvei (YH102A),
E. cloacae (YH27A) amoksisilin/klavulanik asite, %6,1°1 C. gleum (YH67B), E. cloacae
(YH27A) tikarsilin/klavulanik asite, %15,2’si K. oxytoca (YH96, YH152A), E. cloacae
(YH27A), E. coli (YH131), H. alvei (YH102A) sefalotine, %3’i E. coli (YH131A)
sefaperazona, %27,4’1i P. aeruginosa (YH27C, YHI38A, YH148A), K. oxytoca (YH96),
C. gleum (YH67B), E.cloacae (YH27A), A. baumannii (YH138A), H. alvei (YH102A), E.
coli (YHI131A) seftiofura, %9,1’1 E coli (YH131A), H. alvei (YH102A), K. oxytoca
(YHI152A) sefkuinoma, %3’ C. gleum (YH67B) imipeneme, %6,1°’1 C. gleum (YH67B),
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E. coli (YH131A) gentamisine, %30 E. coli (YH131A) neomisine, %6,1’1 E. coli
(YHI131A), K. oxytoca (YH152A) fkumekine, %31 E. coli (YH131A) enroflaksasine,
%?3°10 E. coli (YH131A) marboflaksasine, %9,1°1 C. gleum (YH67B), E. coli (YH131A), P.
aeruginosa (YH148A) tetrasikline, %12,1’1 E. coli (YH131A), H. alvei (YH102A), K.
oxytoca (YH96, YHI152A) florfenisole, %12,1°’1 E. coli (YH131A), P. aeruginosa
(YH148A, YHI52B), S. moltophilia (YHI129D) trimetoprim/SMZ antibiyotiklerine
direngli bulunmustur. Sonuglara bakilarak izolatlarimizin en direngli oldugu antibiyotigin
seftiofur oldugu goriilmiistiir. Bunun disinda izolatlarimizin en duyarli oldugu antibiyotik
ise %48,5 oraniyla trimetoprim/SMZ oldugu tespit edilmistir. VITEK®2 Compact
(bioMérieux) analiz sonuglarina gore arastirmamizda E. coli YH131A 13 adet, H. alvei
YHI102A 6 adet, K. oxytoca YH152A 5 adet, K. oxytoca YH96 4 adet, E. cloacae YH2TA
ve P. aeruginosa YH148A 3’er adet antibiyotige direnc¢li bulunmustur. Ayrica 11 adet S.
maltophilia (YH6A, YH12A, YHI12B, YH64, YH94A, YH97A, YH99, YH103, YH113,
YHI129D, YHI135B) suslar1 sefalotin, sefoperazon, seftiofur, sefkuinom, imipenem,
gentomisin, neomisin, flumekin, enrofloksasin, marbofloksasin, tetrasiklin, florfenisol ve
polimiksin B antibiyotiklerinde VITEK te tanimlanmus bir referans MIK aralig1 olmadig
icin calisilamamistir; ancak trimetoprim/SMZ antibiyotigine YHI2A, YHI12B, YH64,
YH94A, YH97A, YH103, YH113, YH135B suslar1 duyarli iken, YH129D susu ise direngli
tespit edilmistir. Ayrica YH75A, YH126A, YH140B, YH98B ve YH6BI suslari yetersiz
tiremeden dolay1 degerlendirilememistir (TABLO 3).

GSBL iiretimi igin testleri iceren FDA (Gida ve Ilag Idaresi) onayli 6zel kartlar
mevcuttur. Kartlarin asilanmasi normal VITEK kartlar1 ile aynidir. Tiim kuyularin analizi,
gelisme kontrol kuyusu belirli bir esige ulastiginda (4-15 saat) otomatik olarak
gerceklestirilir. VITEK ESBL testinde (bioMerieux Vitek, Hazelton, Missouri) sefotaksim
ve seftazidimi tek basina (0,5 pg/mL’de) ve klavulanik asitle (4 pg/mL) kombinasyon
halinde kullanilabilmektedir. Klavulanik asit iceren sefotaksim veya seftazidim
kuyularindaki gelisme, tek basma sefalosporin igeren kuyudaki gelisme seviyesi ile
karsilagtirildiginda, dnceden belirlenmis bir azalma GSBL nin varligin1 gosterir. Y dntemin
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii %90 1 iizerindedir (Sanders vd., 1996)

Asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullaninmi1 mikroorganizmalarda antibiyotik direnci
gelisimine sebep olmaktadir. Gida kodeksinde mikrobiyolojik kriterler olmasina ragmen,
antibiyotik direngliligi i¢in diizenleme heniiz yapilmamistir. Beta-laktamaz {ireten
Enterobacteriaceae suslar1 enfeksiyonlara karsi tedaviyi basarisiz kilarak, insan sagliginm

olumsuz etkilemektedir. Ozpmar vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada; tavuk eti, ¢ig siit
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ve acik taze peynir Orneklerinden izole edilen Enterobacteriaceae suslarinda GSBL-
ve/veya AmpC- tipi beta-laktamazlarin varliklarinin incelenmesi amaclanmistir.
Aragtirmada, 109 adet tavuk eti, 135 adet ¢ig siit ve 83 adet agik taze peynir olmak lizere
toplam 327 adet gida Orneginde ISO/DIS21528-2 talimati uyarinca on ve selektif
zenginlestirme ile oksidaz testi uygulanarak mikrobiyolojik inceleme yapilmistir. Toplam
80 adet GSBL- ve/veya AmpC- pozitif izolat kiitle spektrometresi ile tiplendirilmistir.
[zolatlarda Enterobacteriaceae dagiliminin %68,8 E. coli, %8,8 K. pneumoniae, %7,5 E.
cloacae, %6,2 Citrobacter spp., %6,2 H. alvei ve %2,5 K. oxytoca oldugu saptanmustir.
Tiplendirilmis izolatlarda beta-laktamazlarin karakterizasyonu CLSI talimatlarina (CLSI,
2013) gore disk difiizyon, disk diflizyon konfirmasyonu ve minimum inhibisyon
konsantrasyou (MIK) degeri tespiti ile yapilmistir. Inceleme sonucu 75 adet izolatta
GSBL-, 10 adet izolatta GSBL- ve AmpC- kombinasyonu ve bes adet izolatta AmpC- tipi
enzimler karakterize edilmistir. Sonu¢ olarak, analiz edilen gida maddelerinde GSBL-
ve/veya Amp- tipi beta-laktamazlarin baskin enzimler olduklari saptanmistir.

Saini vd. (2012), calismalarinda Kanada’daki 6 eyalette bulunan 89 siit ciftliginde
ki siit 6rneklerinden metisiline direncgli S. aureus’da dahil olmak lizere yaygin mastitis
patojenlerini izole edip, izolatlarin antimikrobiyal direng profillerini incelemislerdir. E. coli
suslarinin %62,8’1 Klebsiella suslarinin ise %355°1 ¢oklu diren¢ gostermistir. E. coli
suslarinda 5°ten, Klebsiella suslarinda ise 2’den fazla antibiyotige direng tespit edilmistir.
E. coli ve Klebsiella tiirlerinin izolatlarda en yaygin tiirler oldugunu ve hig¢birinin GSBL
iireticisi olmadigini, ayrica Gram negatif meme patojenlerinin ¢ogunun ¢oklu antibiyotik
direngli olduklarini belirlemislerdir.

E. coli suslarinda GSBL saptanmasi i¢in ¢esitli yontemlerin karsilastirildigi bir
calismada, calisilan 42 sustan 20’si CDS testi ile, 15’1 VITEK 2 ile GSBL pozitif olarak
saptanmigtir. En fazla pozitifligi 40 susla ChromID ® ESBL (bioM¢érieux, Fransa)
yontemiyle saptamalarima ragmen, CDS testinin fenotipik metotlar arasinda, E. coli
suslarinda GSBL saptanmasi i¢in en uygun metot oldugu belirtilmistir (Katuzna, vd.,
2014).

Geng ve Diindar (2015) c¢alismalarinda, GSBL varligin1 saptamada VITEK 2
(bioM¢érieux, Fransa) tam otomatize sistemi ile Cift Disk Sinerji (CDS) testi arasinda fark
olup olmadiginin arastirilmasini amaglamiglardir. 2014 yili igerisinde enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen 95 E. coli ve 61 K. pneumoniae susu ¢alismaya alinmistir. VITEK 2’nin
GSBL negatif sonug¢ verdigi bir E. coli ve li¢ K. pneumoniae susu CDS testi ile GSBL
pozitif, VITEK 2’nin GSBL pozitif sonug verdigi on iki E. coli ve dort K. pneumoniae susu
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ise CDS testi ile negatif bulunmustur. VITEK 2’nin duyarliligi %93,3, 6zgilligi %81,8,
yanlis pozitiflik oran1 %18,1, yanlis negatiflik oran1 %6,6 ve dogruluk orani1 %86,4 olarak
saptanmistir. VITEK 2 otomatize sistemi ile GSBL saptanmasinda yalanci negatif ve
yalanci pozitif sonuglar alinabilmekle birlikte, duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ancak bunun referans yontem olmadigi unutulmamali, uyumsuz sonuglarda
ikinci bir test ile GSBL varligi/yoklugu dogrulanmalidir. Bizim calismamizda referans
yontemde segici besiyeri olan CHROMagar™ ESBL (bioM¢érieux) besiyerinde
suslarimizin hepsi GSBL pozitif sonu¢ vermistir; ancak VITEK 2 Compact sisteminde
sadece E. coli YH131A GSBL pozitif bulunmustur.

Cakici vd. (2021) galigmalarinda gida endiistrisi ¢alisanlarindan elde edilen toplum
kaynakli Enterobacteriaceae tiyelerinde antimikrobiyal diren¢ ve GSBL, karbapenemaz
tiretiminin belirlenmesini amaglamiglardir. Elde edilen 222 adet Gram negatif bakterinin
tiir bazinda dagilimi; 129 (%58,1) K. pneumoniae, 32 (%14,4) E. cloacae, 31 (%13,9) A.
baumannii, 11 (%4,9) E. coli, 8 (%3,6) Enterobacter asburiae, 4 (%1,8) Escherichia
hermanni, 3 (%1,4) Enterobacter aerogenes 2 (%0,9) K. oxytoca ve 2 (%0,9) Enterobacter
cancerogenus olarak belirlenmistir. Enterobacteriaceae lyelerinden (n: 191) 7’sinin
(%3,7) klinik simir degerlere gore sefotaksime direngli (<17mm) oldugu tespit edilmistir.
Sefotaksim inhibisyon ¢apt GSBL tarama smir degeri altinda (<21mm) tespit edilen 13
izolatin kombine disk ve CDS testi sonuglarina gore K. pneumoniae, E. cloacae’ya ait iki
bakterinin GSBL pozitif oldugu belirlenmistir. PZR yodntemine gore K. pneumoniae
izolatinin CTX-M geni tasidigi ve hastanede gorevli olan bir gida c¢alisanindan izole
edildigi tespit edilmistir. Gida ¢alisanlarinda bu sayida Gram negatif bakterilerin tespit
edilmesi hijyen egitimlerine 6nem verilmesi gerektigini diisiindiirmiistiir.

Kalmus vd. (2011), mastitisli ineklerden izole ettikleri E. coli suslarinin
%24,3’iinlin ampisiline, %15,6’sinin streptomisine, %13,5’inin tetrasikline, %12’sinin
trimetoprim-siilfometaksazol %?2,2’sinin gentamisine, %1,6’sinin enrofloksasine direngli
oldugunu tiim suslarin ise sefaperazona duyarli oldugunu saptamislardir. Sigir
mastitislerinden izole edilen Staphylococcus spp. ve Streptoccus spp. suslarinda birden
fazla antibiyotige kars1 direnc¢ gelisimi nadirken, E. coli suslarinda bu durumun daha
yuksek oranda gozlendigi ve birden fazla antibiyotige kars1 direng gelisiminin “goklu ilag
direnci” olarak tanimlandigi bildirilmektedir (Lehtolainen vd., 2003; Srinivasan vd., 2007;
Bengtsson vd., 2009; Kalmus vd., 2011). Lehtolainen vd. (2003), inceledikleri mastitis
orijinli E. coli suslarinin %11’inin, Bengtsson vd. (2009) %12,3’{liniin, Srinivasan vd.

(2007) ise %100’iiniin ¢oklu ilag direngli oldugunu bildirmislerdir.
37



Dehkordi vd. (2014) fermente siit iiriinlerinden izole edilen Shiga toksini iireten E.
coli (STEC) suslarinin tetrasiklin (%84), penisilin (%46), sefalotin (%42), ampisilin (%38)
ve streptomisine (%36) karsi1 yliksek bir direng prevalansi gosterdigini tespit etmistir. Tark
vd. (2017) ¢ig siit Orneklerinden izole edilen E. coli suslarinin tetrasiklin (%23,3),
streptomisin (%17,10), ampisilin (%16,60), neomisin (%11,80) ve trimetoprim'e karsi
yiiksek direng prevalansi gosterdigini belirlemiglerdir.

[brahim vd. (2016) calismalarinda, tek bir siit ciftliginden E. coli suslarinin
antibiyotik diren¢ genlerinin kaliciligin1 belirlemek i¢in ¢iftligin farkli alanlarindan
bulamag¢ ve diski 6rneklerinden segici mikrobiyolojik besiyerleri kullanarak 126 E. coli
izolat1 elde etmislerdir. 17 antibiyotik i¢in antibiyotik direng¢ profili belirlenmis, izolatlarin
%57,9’nun 3 ile 15 antibiyotige direngli oldugunu tespit edilmistir. En yiiksek direng
sikliginin ampisiline (%56,3) ve en diisiik direncin ise imipeneme (%]1,6) oldugu
belirlenmistir. GSBL direnci 53 izolatta saptanmis ve PZR ile sirasiyla 12, 4 ve 2 susta
blaCTX-M, blaTEM ve blaOXA genleri belirlenmistir. Fenotipik olarak sefalosporinlere
direng gosteren izolatlarin ¢ogu GSBL'den ziyade AmpC’ye direng gostermistir. Test
edilen suslar arasinda en yiiksek diren¢ ampisilinden sonra oksitetrasiklin, streptomisin ve
stilfonamid (sirastyla %41,1, 39,6 ve %37,3)’te tespit edilmistir. Ayrica, izolatlarin timi
ticlincli kusak sefalosporinler olan sefotaksim, seftazidime ve seftiofur’a sirasiyla %38,
%14,2 ve %23’1 direng gosterirken, izolatlarin %11,1°1 dordiincii kusak bir sefalosporin
olan sefkinome direng gdstermistir. Izolatlarin yaklasik %48’i dogrudan B-laktam
antibiyotik takviyeleri igeren besiyerlerinden secildigi i¢in bu sonu¢ normal olarak
degerlendirilmistir. CHROMagar GSBL’den izole edilen izolatlarin ¢ogu, sefkinom,
seftiofur, seftazidim, sefotaksim ve aztreonam GSBL direnci ile yakindan iligkili bir direng
kiimesi olusturmustur. Calismamizda E. coli YHI131A susunun en yiiksek antibiyotik
direng profiline sahip oldugu, ¢alismada kullanilan 16 antibiyotigin 13’{inde direng
olusturdugu, sadece amoksisilin/klavulanik asit, tikarsilin/klavulanik asit ve imipenem
antibiyotiklerine duyarli oldugu belirlenmistir.

Gharavi vd. (2021) idrar yolu enfeksiyonu oldugundan siiphelenilen hastalardan
toplam 21.604 idrar Orne8i toplamislar ve antimikrobiyal duyarliliklar1 ile GSBL
prevalansimi belirlemeyi amaglamislardir. izole edilen suslardan K. oxytoca izolatlarinin
%100 duyarlilik oramiyla imipenem’e karsi reaktif oldugu ve bunu amikasinin (%92,3)
izledigi tespit edilmistir. Ancak izolatlarin higbiri ampisiline (%0) duyarh ¢ikmamistir. 23
pozitif K. oxytoca’nin 5'ini (%38,46) GSBL pozitif olarak dogrulamislardir. GSBL {ireten

izolatlar; sefazidime, sefotaksim, norfokasin, sefaleksin ve ko-trimoksazole kars1 oldukc¢a
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direncli ¢ikmustir. P. aeruginosa izolatlar i¢in en diisiik duyarlilik oraninin sefaleksin
(%7,1) ve sefotaksim (%15,4)’e kars1 oldugu belirlenmistir (%4,34). Arastirmacilar P.
aeruginosa’nin test edilen 13 antibiyotikten 10 antibiyotige %100 duyarli oldugunu
bulmusglardir. Yapilan bu arastirmada, GSBL izolatlar1 arasinda E. coli tiiriinlin en belirgin
izolat oldugu ve bunu Klebsiella spp.'nin izledigi tespit edilmis; ancak bir¢cok ¢alismada K.
pneumoniae’nin en yiiksek GSBL iireticisi oldugu ve bunu E. coli’nin izledigi belirtilmistir
(Senbayrak vd., 2017; Koksal vd., 2019).

A. baumannii, hastane enfeksiyonlarinin, 6nde gelen mortalite ve morbidite
sorunlarinin 6nemli bir nedenidir.  Beta-laktam antibiyotiklere, 0Ozellikle 3. nesil
sefalosporinlere ve karbapenemlere direngli olan A. baumannii enfeksiyonlarin yaygin
sekilde yayilmasi, kiiresel 6lgekte 6dnemli bir sorun haline gelmistir (Pfeifer vd., 2010). A.
baumannii ile 1lgili en 6nemli sorun 6zellikle hastane enfeksiyonlarinda tedavi i¢in uygun
antibiyotik se¢iminin zor olmasidir (Kempf ve Rolain, 2012). Ghaima (2018) ¢alismasinda
Irak'ta Bagdat sehrinin 2 hastanesinden yanik enfeksiyonu olan hastalardan toplanan 90
ornekten 65 A. baumannii (%72,2) izole etmistir. Toplam 65 izolattan 40 (%61,53) A.
baumannii izolatinin GSBL enzimi {retebildigi belirlenmistir. GSBL {ireten 40 A.
baumannii izolatinin 8§ beta-laktam antibiyotige duyarliligi Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile degerlendirilmistir. Izolatlarin tiim antibiyotiklere yiiksek direng gosterdigi
belirlenmigstir. 40 A. baumannii izolatindan sirasityla %95, %092,5, %92,5 ve %901
sefotaksime, seftazidime, sefepime ve piperasilin’e diren¢ gostermistir. Bizim
arastirmamizda tanimlanan A. baumannii YH138B susunun VITEK 2 Compact’ta
incelenen antibiyotiklerden sadece tetrasikline direng olusturdugu tespit edilmistir.

Jacoby ve Han (1996) tarafindan yapilan arastirmada GSBL iireticisi 40 adet E.
coli’nin %40°1 ve GSBL {ireticisi 141 K. pneumoniae izolatinin %29’u en az bir oksimino-
b-laktam diskine duyarli bulunmustur. 181 GSBL iireticisi suslar arasinda sadece bir tanesi
aztreonam ve seftazidime duyarli ancak sefotaksime direngli bulunmustur. Seftazidime
duyarli oldugu belirlenen 39 GSBL iireten izolatin 5’i aztreonam direncli iken, 31 GSBL
lireten izolattan seftazidime direncli olan 4 tanesinin test edilen aztreonama duyarli oldugu
tespit edilmistir.

Gilindogan ve Yakar (2007), calismalarinda ¢ig siit, pastorize siit, dondurma ve
beyaz peynir drneklerinden 43 adet Klebsiella spp. izole etmislerdir. izole edilen Klebsiella
tirlerinin 14 antimikrobiyal ajana direclilikleri tespit edilmeye c¢alisilmistir. Calisma
sonunda 43 Klebsiella tiiriinlin siprofloksasine (%4,6), gentamisine (%?2,3), sefotaksime

(%11,6), seftazidime (%7), sefepime (%9,3), trimetoprim/siilfametoksazola (%?2,3),
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ampisilin/sulbaktam (%4,6) ve aztreonama (%32,5) verilen oranlarda, ampisilin ve
amoksisiline ise (%100) oraninda direng gosterdigi tespit edilmistir. Buna karsin tiim
suslarin meropenem, imipenem, amikasin ve piperasilin/tazobaktama duyarli olduklari
belirtilmistir. Bizim arastirmamizda K. oxytoca YH96 ve YHI152A suslart VITEK 2
Compact analizinde ampisilin, florfenisol ve sefalotine direncli bulunurken YH96 susunun
ayrica seftiofura da direng gosterdigi tespit edilmistir.

Hindistan’da Doon vadisinin ¢ig siitlerinde bulunan ESBL iireten Klebsiella
tiirlerinin varliginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan calisma Temmuz 2007-2008’de
gerceklestirilmistir. Doon vadisinden toplam 100 ¢ig siit 6rnegi toplanmistir. Bu 6rnekler
kiiltiire alinmis ve izole edilen organizmalar standart bakteriyolojik metodlar kullanilarak
tanimlanmistir. Toplam 27 ornekte Klebsiella tiirleri pozitif bulunmustur. Ayrica yapilan
GSBL fenotipik tarama sonucunda 27 izolatin tiimiinde GSBL iiretimi tespit edilmistir.
Izole edilen Klebsiella spp.’ler imipeneme %96,29, siprofloksasine %62,96,
piperasilin/tazobaktam kombinasyonuna %51,85 ve ceftazidime %18,51 duyarli olarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma Doon vadisinde ¢ig siitten izole edilen Klebsiella suslarinin
biiyiik oranda GSBL {irettigini ortaya koymaktadir. Arastirmacilar GSBL {ireten Klebsiella
izolatlarina karst olduk¢a duyarli bulunan imipenem antibiyotiginin tedavi igin
kullanilabilecegini belirtmistir (Chauhan vd., 2013). Saini vd. (2020) ¢alismalarinda siit
orneklerinde K. oxytoca prevalansini degerlendirip antibiyogramlarini inceledikleri
aragtirmalarinda cesitli kaynaklardan toplanan toplam 100 siit 6rneginden toplam 7 tane K.
oxytoca tiiriinii izole etmislerdir. izolatlar, ofloksasin ve kloramfenikol'e esit derecede
duyarli bulunmus; ancak hi¢birinde ¢oklu ilag direnci tespit edilmemistir. Bu orneklerin
bazilarinda diger koliformlarda tespit edilmistir. Cig siitiin 6nemli bir K. oxytoca kaynagi
oldugunu, oral yolla alinabilecek bir patojen oldugunu belirlemislerdir. Caligmamizda izole
ettigimiz K. oxytoca suslarinin ampisilin, sefalotin, seftiofur, sefkuinom, flumekin ve
florfenisol antibiyotiklerine direngli olduklari; ancak amoksisilin/klavulanik asit,
sefaperazon, tikarsilin/klavulanik asit, gentamisin, imipenem, neomisin, enroflaksasin,
marboflaksasin, tetrasiklin, trimetroprim/smz gibi antibiyotiklere duyarli olduklar tespit
edilmistir.

Bratu vd. (2005), Brooklyn’deki 15 hastaneden hasta izolatlarindan 691 6rnek
toplamis, tiim izolatlarda %35 olan amikasin direncinin imipenem direncli izolatlarda
%13’e, seftazdim direncinin %23’ten %49’a, piperasilintazobaktam direncinin %17’ den
%35’e, siprofloksasin direncinin %46’dan %89’a yiikseldigini bildirmislerdir. Ustiin

(2010), Dicle Universitesi Hastanesi’'nden farkli polikliniklerden yara, trakeal aspirat,
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idrar, kan ve diren 6rneklerinden 75’1 karbapenem (imipenem ve meropenem) direngli,
75’1 duyarli 150 hastane kokenli P. aeruginosa susu izole etmislerdir. Karbapenem duyarli
P. aeruginosa izolatlarinda %1 olan amikasin direncinin karbapenem direngli suslarda
%61,3’e, seftazidim direncinin %21,3’den %89,3’e, piperasilin direncinin %?20’den
%96’ya, gentamisin direncinin %28’den %93,3’e, siprofloksasin direncinin %9’dan %60’a
arttig1 tespit edilmistir.

Seftazidim, beta-laktamazlara kars1 yiiksek derecede direncgli olan antipsédomonal
bir {i¢iincli kusak sefalosporindir. P. aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlarin
kombine tedavisinde Oncelikle tercih edilen antimikrobiyal ajanlardan birisi olan
seftazidim, ampirik tedavilerde de kullanilmaktadir (Oztiirk vd., 2011). Ulkemizde yapilan
cesitli calismalarda P. aeruginosa izolatlarinda imipeneme %3 ile %71,1 meropeneme ise
%9,5 ile %60 arasinda degisen oranlarda diren¢ bildirilmistir (Zarakolu vd., 2005;
Vahaboglu vd., 2008; Giiven vd., 2008; Tuncoglu vd., 2009; Oztiirk vd., 2010; Pakéz vd.,
2011; Tiirkdag: vd., 2011; Agca ,2011; Sogiit vd., 2011; Uzun vd., 2012; Atilla vd., 2012;
Aktas vd., 2012). Bizim ¢alismamizda izole edilen P. aeruginosa suslarinin imipeneme
diren¢ gostermedigi aksine duyarl olduklari; ancak seftiofur, tetrasiklin, trimetoprim/smz
antibiyotiklerine degisen oranlarda diren¢ gosterdikleri tespit edilmistir. Scaccabarozzi vd.
(2015) calismalarinda 7 klinik mastitis vakast olan keciden 142 siit 6rnegi toplamislardir.
142 siit Orneginde yapilan bakteriyolojik analizlerde, siitlerin 12'sinde (%50) P.
aeruginosa, 6’sinda (%25) koagiilaz negatif stafilokok (CNS), 1’inde (%4.17)
Streptococcus spp., 1’inde (%4.17) S. aureus ve 2’sinde (%8.33) Micrococcus spp. ve
Bacillus spp. tespit edilmistir. Tiim P. aeruginosa izolatlar1 3 veya daha fazla antibiyotik
simifina direng gostermistir. En yliksek diizeyde direng, Avrupa’da gida hayvanlart icin
onaylanan en  yaygin  kullanilan  beta-laktam  antibiyotiklere = (ampisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, oksasilin) ve test edilen tiim sefalosporinlere karsi
bulunmustur.

Azevedo vd. (2018) ¢alismalarinda 8 E. cloacae ve 6 E. aerogenes susu olmak
lizere toplam 14 Enterobacter tiirii izole etmislerdir. ECO1 ve EA06 izolatlarinin genis
spektrumlu sefalosporinlere veya karbapenemlere karsi duyarlilik gostermedigini ve EA0S
ve EA06 izolatlarnin karbapenemlere duyarli olmadigini tespit etmislerdir. izole edilen
tiim suglarda dokuz virulans geni arastirilmistir ve hicbir E. cloacae susunun antibiyogram
testinde virulans genlerine sahip olmadigini belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda izole
ettigimiz E. cloacae susunun disk difiizyon testinde seftazidim (10 pg), seftazidim (30 pg),
sefpodaksim (10 pg), seftriakson (5 pg), seftriakson (30 pg), sefotaksim (5 pg), sefepim (5
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ng), sefepim (30 pg) antibiyotiklerine direng gosterdigi, amoksisilin/klavulanik asit (30
ng) antibiyotiginde ise CLSI’da zon ¢ap1 sinir degeri olmadigi i¢in direngli mi yoksa
duyarli m1 oldugu belirlenememistir. VITEK 2 Compact analizine baktigimizda ise
ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, tikarsilin/klavulanik asit, sefalotin ve seftiofur
antibiyotiklerine direngli oldugu diger antibiyotiklere ise duyarli oldugu belirlenmistir.

Cho vd. (2018) caligmalarinda. Almanya’daki bir siit tozu iireticisinden elde edilen
siit tozundan 47 Acinetobacter spp. susu izole etmislerdir. 47 susun 42’si 16S rRNA gen
dizilimine dayali olarak A. baumannii, 4’0 A. pittii ve 1’1 A. calcoaceticus olarak
tanimlamistir. Tim suslar, kloramfenikol ve oksasiline karsi direngli; ancak tetrasiklin,
tobramisin, eritromisin ve siprofloksasine karsi duyarli bulunmustur. Sefotaksim igin 43
sus (%91,5) orta ve 3 sus (%6,4) direncgli iken, sirasiyla 3 (%6,4) ve 21 (%44,7) sus
sefepime ve streptomisine diren¢ gostermislerdir. Calismamizda izole ettigimiz A.
baumannii izolatinin VITEK’te hicbir antibiyotige diren¢ gostermedigi aksine duyarli
oldugu disk difiizyon yonteminde ise seftazidim (30png), sefepim (30ug) ve sefotaksim
(30pg) antibiyotiklerine direng gdsterdigi, diger kalan 6 antibiyotigin ise CLSI’da zon cap1
sinir degerleri olmadig icin direngli ve/veya duyarlilik durumlari tespit edilememistir.

Arouna vd. (2017) calismalarinda idrar Orneginden izole ettikleri C. gleum’un
metallo-B-laktamaz geni nedeniyle karbapenem de dahil olmak fiizere ¢ok cesitli
antibiyotige direncli oldugunu tespit etmislerdir. C. gleum’un nadir olarak enfeksiyona
neden oldugunu ve Afrika'da daha Once bdyle bir vaka bildirilmedigini; ancak diisiik
viriilansina ragmen, C. gleum susunun potansiyel bir firsat¢1 patojen olarak diisiiniilmesi
gerektigini belirtmislerdir. Daha iyi tan1 ve tedavi icin C. gleum’un epidemiyolojisi,
patojenitesi ve direng mekanizmalar1 hakkinda daha fazla ¢aligmanin yapilmasinin énemini

vurgulamiglardir.

v.Jaboratuvargy

Sekil 4.3. Antibiyogram aktivite testi sonucundaki zon gdriintiileri
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4.4. Bakterilerin Baz1 Virulans Ozellikleri Sonuclar

4.4.1. DNaz Aktivitesi Sonuclar

DNaz aktivite testi caligmasinda DNaz test agar besiyerine inokule edilen 33
bakteriden higbirinde seffaf zon tespit edilmemistir. Bu sebeple sonuglar tiim bakteriler
icin negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4.1).

DNaz testi, patojenik stafilokoklar1 tanimlamak i¢in geleneksel olarak ek bir test
olarak kullanilan basit, ekonomik bir yontemdir. Bu test ayrica Enterobacteriaceae ve P.
aeruginosa, Aeromonas sp., Clostridium sp. ve Moraxella catarrhalis dahil olmak {izere
diger bir¢ok patojenin Klebsiella—Enterobacter—Serratia ile yakindan iligkili cinslerin
farklilagsmasina da yardime1 olur (MacFaddin 2000; Koneman vd., 2006).

Glindogan vd. (2006), calismalarinda toplam 180 adet ¢ig siit, pastdrize siit ve
dondurma Ornegini S. aureus varlig1 agisindan analiz etmislerdir. Bu 6rneklerden 110 adet
S. aureus susu izole edilmis ve DNaz aktivitesi DNaz agarda incelenmistir. 110 S.
aureus’un %94,5’inde DNaz aktivitesi tespit edilmistir. P. aeruginosa, ¢ok ¢esitli ¢cevresel
nigleri igsgal eden firsatg1 bir patojendir. Hiicre dis1 DNA, cesitli ortamlarda her yerde
bulunur ve zengin bir karbon, nitrojen ve fosfat kaynagidir. Mulcahy vd. (2010), yaptiklari
caligmalarinda ve kistik fibroz hastalarindan izole edilmis P. aeruginosa suslarmin
DNA’y1 besin kaynagi olarak kullanabildigini gostermislerdir. Fosfat sinirlayici1 kosullar
altinda P. aeruginosa tarafindan iiretilen hiicre dis1 enzim olan DNaz tarafindan DNA’nin
parcalanarak fosfat kaynagi olarak kullanildigini gostermislerdir. P. aeruginosa tarafindan
iiretilen DNaz enziminin ayrica virulans ve biyofilm olusumu i¢in 6nemli etkilere sahip

oldugu bildirilmistir.
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Sekil 4.4.1. DNaz aktivite degerlendirilmesinde zon gdriintiileri
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4.4.2. Jelatinaz Uretim Sonuclar:

Jelatin, hayvansal kollojen tiirevi olan bir proteindir. Jelatini hidrolize eden enzim
jelatinaz adini alir. Jelatinaz iiretimi baz1 bakteriler i¢in virulans faktorii olabilmektedir
(Seckin ve Dostbil, 2018)

Calisma sonucunda 9 adet izolatta jelatinaz {iretimi pozitif olarak bulunmustur.
Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde 15 S. maltophilia susundan 5 tanesinde (YH6A,
YH100, YH101, YH103, YH129D), 2 adet C. gleum susundan 1 tanesinde (YH67B), 5
adet E. coli susundan 2 tanesinde (YHI131A, YH140B) ve 1 adet A. boumannii susunda
(YH138B) jelatinaz iiretimi pozitif bulunmustur. Jelatinaz iiretimine ait sonuglar TABLO
5’ de verilmistir (SEKIL 4.4.2.).

Jelatinaz, 6zellikle E. faecalis’te ortaya c¢ikan virulans faktorlerinden biridir. Bu
enzim canli bir organizmanin jelatini polipeptitler, peptitler ve amino asitler gibi alt
bilesenlere parcalayarak yani hiicre zarindan gegebilir ve organizmalar tarafindan
kullanilabilir forma getirilmesine yarayan enzimdir (Laukova vd., 2015). Enterokok ve P.
aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde dnemi ortaya konmus jelatinaz enziminin A.
baumannii suslarinda sikligi, 6nemi ve diger virulans 6zellikleri ile iliskisi ise net olarak
bilinmemektedir.

Travassos vd. (2004), Brezilya Rio de Janeiro’da yedi hastaneden izole ettikleri 39
adet klinik S. maltophilia suslarinda yaptiklar1 enzimatik testler sonucunda suslarin
%97,6’sinin DNaz ve jelatinaz aktivitelerini gosterdigini belirlemislerdir.

Silva Lopes vd. (2006), siit enterokoklarinin virulans potansiyelini aragtirmak i¢in
¢ig koyun siitiinden ve geleneksel olarak fermente edilmis peynirlerden elde ettikleri 35
adet E. faecalis, E. faecium, Enterococcus durans, Enterococcus dispar ve Enterococcus
hirae susunun jelatinaz iiretme kapasiteleri ve gelE, sprE, fsrA, fsrB ve fsrC genlerinin
varligint taramiglardir. Sonuglar, virulans faktorii olan jelatinazin cinsler arasinda
yayildigin1 ~ gostermistir.  Enterococcus ve  siit izolatlarmin  klinik  izolatlarla
karsilastirilabilir seviyelerde jelatinaz iiretebildigi, ancak kolaylikla laboratuvarda
dondurularak kayboldugu tespit edilmistir. Bu nedenle siit enterokoklarinin jelatinaz {iretim
potansiyelinin hafife alinabilecegi belirtilmistir.

Jelatinaz enzimi, protein substratlar1 arasinda jelatin ve kollajeni hidrolize edebilir.
jelE’nin ekspresyonu yoluyla jelatinaz {iretiminin, fsrA, fsrB ve fsrC iriinleri tarafindan

hiicre yogunluguna bagli bir sekilde diizenlendigi aciklanmaktadir. Bu genler, sirasiyla
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tepki diizenleyici, sensor doniistiiriicli ve otoindiikleyici peptidleri kodlamaktadir (Qin vd.,

2001).

YH§7B YH66 YH138B YH135B

Sekil 4.4.2. Jelatinaz iiretimi deneyinde 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda +4 °C’de 1 saat

bekletildikten sonraki goriintiileri

4.4.3. Dekarboksilaz Aktivite Sonuclar:

Calismamizda izole edilen 33 susdan 18 adeti (%54,5) S. moltophilia (YH6A,
YHI2A, YH12B, YH64, YH93, YH94A, YH97A, YH97B, YH99, YH100, YH101,
YH103, YHI129D), K. oxytoca (YH96, YH98B, YH152A), C. gleum YH6TB, E. coli
YHI131A tirozinde, 6 adeti (%18,2) P. aeruginosa (YH138A, YH148A), K. oxytoca YH96,
E. coli YH140B, A. baumannii YH138B, S. maltophilia YH113 fenilalaninde, 25 adeti
(%75,8) S. maltophilia (YH6A, YHI2A, YHI2B, YH64, YH93, YH94A, YH97A,
YHO97B, YH99, YH100, YH101, YH129D), P. aeruginosa (YH6B1, YH27C, YH138A),
K. oxytoca (YH96, YH98B, YH152A), C. gleum (YH6T7B, YH69A), E. coli (YHT75A,
YH78A, YHI126A, YHI31A), H. alvei YHIO2A triptofanda dekaboksilaz aktivite
gosterirken; histidin, lisin ve ornitin aminoasitlerinde 33 izolattan hicbiri dekarboksilaz
aktivite gostermemistir. Sonuglar degerlendirildiginde suslarin en yiiksek triptofan biyojen
aminini dekarboksile ettigi goriilmektedir. Pozitif ve negatif suslarin yaninda bazi suslarin
seffaf zonlar olusturdugu goriilmiistiir. Bunlar incelendiginde histidinde 5 adeti (%14,7) S.
maltophilia (YH112, YH135B), E. coli YH140B, P. aeruginosa YH138A, A. baumannii
YH138B, tirozinde 9 adeti (%27,3) P. aeruginosa (YH6B1, YH27C, YH152B, YH138A,
YH148A), S. maltophilia (YH113, YH135B), E. coli YH140B, A. baumannii YH138B,
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lisinde 3 adeti (%9,1) S. maltophilia (YH112, YH135B), P. aeruginosa YH148A, ornitinde
4 adeti (%12,1) S. maltophilia (YH113, YH135B), P. aeruginosa (YH148A, YH152B),
fenilalaninde 11 adeti (%33,3) S. maltophilia (YH99, YH100, YH101, YH103, YH129D),
P. aeruginosa (YH6B1, YH27C), H. alvei YH102A, K. oxytoca YH98B, E. coli
(YHI126A, YH131A), triptofanda 2 adeti (%6,1) S. maltophilia YH135B, P. aeruginosa
YH148A seffaf zon olusturmustur. incelenen suslardan 6 biyojen aminin hepsinde de
dekarboksilaz aktivitesi gosteren veya incelenen aminoasitlerin tamaminda dekarboksilaz
aktivitesi gOstermeyen sus tespit edilmemistir. Tim suslar genel olarak
degerlendirildiginde biyojen amin {iretimi agisindan riskli suslar olduklar1 goriillmektedir
(Sekil 4.4.3.) (TABLO 6)

Maifreni vd. (2013) hem lizini hem de ornitini dekarboksilatlama yeteneginin tiim
Enterobacteriaceae tiirlerinde mevcut oldugunu, sadece E. cloacae ve H. alvei suslarinin
potansiyel tiramin iireticileri oldugunu belirlemislerdir. Ayrica H. alvei susunun tirozin,
lisin ve ornitin amino asitlerini dekarboksile edebildigi tespit edilmistir. Bizim
arastirmamizda E. cloacae YH27A ve H. alvei YHI102A suslarinda tirozin olusumu tespit
edilmemistir.

Espinosa-Pesqueira vd. (2018)’nin koyun siitii peynirlerinden izole ettikleri 11
Gram negatif susu dekarboksilaz aktivitesi gostermistir. Bunlardan 5 tanesi H. alvei olarak
tanimlanmis ve bu suslarin kadaverin, putresin ve histamin biyojen aminlerini olusturmak
icin maksimum kapasiteye sahip olduklart belirlenmistir. Maksimum tiramin olusturma
kapasitesinin C. freundii susu tarafindan olustugu, ayni zamanda K. oxytoca ve E. coli
suslarinin gii¢lii diamin {retim kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Daha 6nceki
calismalarda ise H. alvei, K. oxytoca ve E. coli suslarinin putresin, kadaverin ve histamin
olusum miktarlarinin gidalarda 100 mg/L’nin {izerinde oldugu da bildirilmistir (Marino
vd., 2000; Bover-Cid vd., 2001; Roig-Sagués vd., 2002; Pircher vd., 2007; Torracca vd.,
2018).

Gram negatif bakteriler arasinda, enterobakteriler ve Pseudomonas histamin,
kadaverin ve putresin lreticileri olarak bilinirler (Ben-Gigirey vd., 2000 ; de las Rivas vd.,
2007 ; Pircher vd., 2007 ; Lorenzo vd., 2010). Enterobakteriler tarafindan iiretilen biyojen
aminler fermente edilmis sosisler, et ve peynirlerde de bulunmustur (Ruiz-Capillas ve
Jiménez-Colmenero, 2004 ; Bover-Cid vd., 2009 ; Linares vd., 2011). Olagan
kontaminantlar olarak tanimlanan Gram negatif bakterilerin siitte histamin iiretebildigi, H.

alvei, E. coli, K. pneumoniae ve Serratia spp.’nin putresin ve kadaverin iiretiminde esas
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olarak iliskilendirildigi belirtilmistir. Bu uygulamalar sonucunda biyojen amin varliginin
kalitesiz veya kotii tiretimin bir gostergesi oldugu ortaya ¢ikmistir (Ten Brink vd., 1990).

Pirche vd. (2007) ¢alismalarinda ¢ig etten, fermente edilmis sosisten ve peynir
orneklerinden toplamda 149 adet Enterobacteriaceae tiirli izole etmisler ve izolatlar, amino
asit igeren et suyu ortaminda inkiibasyona birakip bu tiirlerin putresin, kadaverin, histamin
ve  tiramin  Uretimlerini  degerlendirmislerdir.  Degerlendirmeler  sonucunda
Enterobacteriacea izolatlarimin cogunun (147/149) sivi ortamda 100 mg/I’den fazla
kadaverin ve putresin iirettigi tespit edilmistir. Bu tiirler arasinda en fazla izole edilen tiirler
H. alvei, Serratia liquefaciens ve E. coli olarak belirlenmis ve bu tiirlerin ayn1 zamanda
10mg/l den az miktarda histamin irettikleri goriilmiistiir. Enterobacteriaceae izolatlari
arasinda Klebsiella terrigena tliriiniin de orta derecede putresin ve yiiksek derecede
kadaverin tireticisi oldugu tespit edilmistir.

Somer ve Bagyigit Kili¢ (2012) yaptiklar1 calismalarinda Afyon, Aydin. Burdur,
Isparta ve Mugla yerel agik pazarlarindan otuz {i¢ siizme yogurt drnegi toplamislardir. Tiim
izolatlar1 fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerin yani sira biyojenik amin igerigi
acisindan da incelemislerdir. Calismanin sonucunda triptaminin tiim yogurt 6rneklerinde
belirlenen tek biyojenik amin oldugunu; ayrica orneklerin higbirinde kadaverin, putresin,
tiramin ve b-feniletilamin iiretemediklerini tespit etmislerdir. Sonuglarin Kiigiik¢etin’in
(2008), Antalya ilinde yerel pazarlarda satilan slizme yogurtlarin biyojenik amin igerigini
belirledigi bulgular1 ile uyumlu oldugunu belirlemislerdir. Siit {iriinlerindeki biyojenik
amin konsantrasyonlar1 i¢in resmi bir sinirin belirlenemediginden de bahsetmislerdir.
Pintado vd., (2008), slizme yogurtlarda diisiik triptamin tretimini etkileyen en olasi

faktoriin, diisiik pH'lar1 oldugunu sdylemislerdir.
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Sekil 4.4.3. Dekarboksilaz aktivite degerlendirilmesinde zon goriintiileri

4.4.4. Hemolitik Aktivite Sonuclari

Arastirmamiz sonucunda suslarimizin %27,3’i beta hemoliz, %3’i alfa hemoliz,
%27,3’1i zay1if alfa hemoliz gosterirken, %42,4’linde hemoliz tespit edilmemistir. Detayl
bir sekilde incelendiginde ise 4 adet P. aeruginosa (YH27C, YHI152B, YHI138A,
YH148A), 4 adet S. maltophilia (YH101, YH103, YH113, YH135B) ve E. cloacae
YH27A susu beta hemoliz; S. maltophilia YH64 susu ise alfa hemoliz 6zellik gdstermistir.
5 adet S. maltophilia (YH12A, YH94A, YH97B, YH99, YHI129D), 2 adet E. coli
(YH126A, YHI131A), K. oxytoca YH98B, H. alvei YH102A zayif alfa hemoliz
gosterirken, diger suslarda hemoliz olusmamistir (SEKIL 4.4.4.) (TABLO 7).

Keller vd. (1998) calismalarinda toplam 54 E. cloacae susu izole etmislerdir.
Izolatlardan 28’i hastanede yatan hastalarin klinik &rneklerinden (kan, idrar ve
sekresyonlar), 5’1 kateterlerden, 2’si kafa derisinden ve 19’u saglikli goniilliilerin
diskisindan elde edilmistir. Tiim izolatlar hemolitik aktivite bakimindan test edilmis ve 54
E. cloacae susunun hi¢birinde hemolitik aktivite tespit edilmemistir. Bizim ¢alismamizda

izole ettigimiz E. cloacae YH152A susunun beta hemoliz olusturdugu belirlenmistir.

Travassos vd. (2004) 39 adet S. maltophilia suslarinin koyun ve tavsan kanli agarda

%90,4 oraninda hemolitik aktivite gosterirken; insan kanli agar iizerinde %64,3 oraninda
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hemolitik oldugunu belirlemislerdir. Bu sonucglara gdére hemolitik aktivitenin kan
kaynagina bagl oldugu gosterilmistir.

Gilindogan ve Yakar (2007), 80 adet ¢ig siit, pastorize siit, dondurma ve beyaz
peynir Orneginden izole ettikleri 43 Klebsiella susunun kanli agar kullanarak beta
hemolizin durumlarini incelemislerdir. 43 Klebsiella susunun 25 tanesinin pozitif sonug
verdigini, bunlardan on sekizinin (%72) K. pneumoniae, besinin (%20) K. oxytoca ve
ikisinin (%8) Klebsiella rhinoscleromatis oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda izole
ettigimiz 3 K. oxytoca susundan sadece YH998B susunun zayif alfa hemoliz olusturdugu
tespit edilmistir.

Kus vd. (2017)’nin yaptiklar1 ¢calismada %5 koyun kanli agar ve triptik soy buyyon
ile alfa hemoliz varlig1 arastirilan K. pneumoniae izolatlarinin higbirinde fenotipik
yontemlerle alfa hemolizin iiretimi goriilmemis, alfa hemolizin iliskili AlyA ve cnf-1 genleri
de saptanmamistir. K. pneumoniae izolatlarinda alfa hemolizin varliginin arastirildigi
benzer bir calismada fenotipik yontemle izolatlarin higbirinde hemolitik aktivite
saptanmamis ve izolatlarda hlyA ve cnf-1 genleri negatif bulunmustur (El Fertas-Aissani
vd., 2013).

Yapilan ¢aligmalar pilin geni, ¢oklu ilag akis tasima sistemi, porin oprD geni ve
hemolitik ve proteolitik aktiviteler gibi virulans faktorlerinin ¢evresel izolatlardan elde
edilen P. aeruginosa suslar ile klinik P. aeruginosa arasinda fark olmadigimni gostermistir

(Allydice-Francis ve Brown, 2012).

Sekil 4.4.4. Hemolitik aktivite degerlendirilmesinde zon olugumu

4.4.5. Biyofilm Olusturma Sonuglari

Mikroorganizma topluluklarmin olusturdugu biyofilm yapisi, mikroorganizmanin

kolonizasyonunu destekleyen pH degisikligi, besin yetersizligi gibi olumsuz dis ortam

49



kosullarina, antibiyotik, dezenfektan madde gibi kimyasallara kars1 dayanikli olmasii
saglayan onemli bir virulans faktoriidiir (Marcinkiewicz vd., 2013, Fleming ve Rumbaugh,
2017). Planktonik haldeki bakterilerin antibiyotik direncinin yani sira hem konak immiin
sistemi hem de antimikrobiyal ajanlar agisindan énemli bir bariyer olan biyofilm yapisinin
neden oldugu direng, biyofilm enfeksiyonlarinda tedaviyi daha da zorlastirmaktadir
(Romling ve Balsalobre, 2012; Fuente-Nu-ez vd., 2013). Bu sebeple izole ettigimiz
suglarin biyofilm olusturma 6zellikleri arasgtirilmis, sonuglar 590 nm dalga boyunda optik
dansitometrede okunmustur ve biyofilm tiretimi 0,5’in {izerinde olanlar biyofilm pozitif
olarak degerlendirilmistir. Buna gore sonuclar karsilagtirildiginda sadece 2 izolatimizin
biyofilm tiretiminin pozitif oldugu belirlenmistir. S. maltophilia YHOA ve P. aeruginosa
YH27C suslarinin 0,64 degerinde biyofilm {irettikleri goriilmiistiir. Calismamizda 14 S.
maltophilia, 4 P. aeruginosa, 3 K. oxytoca, 2 C. gleum, 5 E. coli, 1 E. cloacae, 1 H. alvei
ve 1 A. baumannii suglarimin 0,15 ile 0,38 arasinda biyofilm iirettigi belirlenmistir. Bu
suslarin  zayif biyofilm {reticisi olarak kabul edilebilecegi diisiiniilmektedir.
Aragtirmamizda biyofilm iiretimi olmayan bakteri tespit edilmemistir (SEKIL 4.4.5.)
(TABLO 8).

Gram negatif biyofilm olusturan bakterilerin ¢ogu Proteus, Enterobacter,
Citrobacter, Shigella, Escherichia, Edwardsiella, Aeromonas, Plesiomonas, Moraxella,
Alcaligenes ve Pseudomonas tiirleri olarak tanimlanmistir (Giindiiz ve Tuncel, 2006).
Nyenje vd. (2013), calismasinda E. cloacae'nin plastik yiizeyler iizerinde kolaylikla
biyofilm olusturdugunu belirlemislerdir. Giinlimiizde E. cloacae gida isleme ortamlarinda
siklikla kullanilmakta ve gidalar i¢in biiylik bir endiseye sebep olmaktadir. E. cloacae’nin
biyofilm olusumunun sicaklik ve inkiibasyon siiresinden Onemli Olciide etkilendigi
belirlenmistir.

Siit endiistrisinde ¢ig siitin ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar1 igcermesi ve siit
tirlinlerinin mikrobiyal bozulmaya karsi hassas olmasi sebebiyle biyofilm olusumu temel
bir sorundur. Birincil biyofilm olusturucular bozulma organizmalar1 ya da patojenler olsa
bile, biyofilmler L. monocytogenes gibi zararli organizmalar i¢in bir yagam alanmi haline
gelebilir (Weiler vd., 2013). Pastorize tirlinlerle temas eden yiizeylerdeki biyofilmler insan
saglig1 ve iriin i¢in tehdit olusturmaktadir (Sharma ve Anand, 2002; Latorre vd., 2010).
Ayrica biyofilm, proteazlar ve lipazlar gibi 1s1iya dayanikli bozulma enzimlerinin ¢ig siitte
bulunmasi, UHT siitlin raf émriiniin azalmasina neden olabilir (Teh vd., 2014; Teh vd.,

2011).
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Bakteriler kendilerini pastdrizasyon ve yerinde temizleme siirecleri gibi olumsuz
kosullardan korumak icin siit {riinleri yiizeylerine yapigabilir ve biyofilm yapilar
gelistirebilir (Cherif-Antar vd., 2016). Biyofilmler, biyofilm liretmeyen mikrobiyal tiplerin
baglanmasina izin vererek mikrobiyal kontaminasyonu arttirabilir (Brooks ve Flint, 2008).
Ayrica biyofilmlerin gelisimi, metalik yiizeylerin artan korozyon oranlari, azaltilmis 1s1
transfer etkinligi, boru hatlarinda akisin azalmasi ve sivi siirtinme direncinin artmasi
nedeniyle siit fabrikalarinda ciddi problemler yaratmaktadir (Gupta ve Anand, 2018).
Biyofilmler son iiriinlerin mikrobiyolojik kalitesini diisiiren ve ayni1 zamanda ekonomik
kayiplara yol agan unsurlardir (Mittelman 1998). E. faecalis, Pseudomonas spp., Klebsiella
spp., S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus ve digerleri dahil olmak iizere ¢ok sayida gida
bozulmasina sebep olan ve/veya patojenik bakteriler, halihazirda siit iiriinleri nislerinden
elde edilen biyofilmlerle iliskilendirilmistir (Latorre vd., 2010). Bizim ¢alismamizda ise S.
maltophilia YH6A ve P. aeruginosa YH27C izolatlarinda biyofilm diretimi tespit
edilmistir.

Biyofilmler esas olarak bakterilerin borularin duvarlarina kolayca yapismasina izin
veren kosullar altinda olusurlar (Stoodley vd., 2002). Bakteriler biyofilmlerden ayrilabilir
ve ylzeylerden gecerken siitii kontamine edebilirler (Austin ve Bergeron, 1995). Tarihsel
olarak, biyofilm olusumu {izerine yapilan calismalar biiyiik oOlclide kiiltiire dayali
yontemler  kullanilarak  izole edilmis, saflastirilmis ve tanimlanmis  tekli
mikroorganizmalara odaklanmistir. Bununla birlikte, farkli bakteri tiirleri, dogal ortamlarda
polimikrobiyal biyofilmlerin olusumunda farkli roller oynamakta ve bu nedenle bazi
durumlarda biyofilm olusumu izole edilen tiirlerin gelismesi ve laboratuvar ekimi sirasinda
belirlenememektedir (Dogan ve Boor, 2003).

Pseudomonas spp. gida endiistrisinde genel yiizeylerden en sik izole edilen
bakteriler arasindadir ve 1sil islemden Once siit sogutma tanklarinin ve boru hatlarinin
duvarlarinda ¢ok tiirde biyofilm olusturmaktadirlar. Hareket yetenegi saglayan flagellum
iretimi nedeniyle, P. aeruginosa, temastan en az 4 saat sonra abiyotik ve biyotik
ylizeylerde tek hiicre katmanlar1 olusturabilir (Shirtliff vd., 2002; Marchand vd., 2012).
Bizim ¢aligmamizda izole ettigimiz P. aeruginosa YH27C susunun giiclii biyofilm iireticisi
oldugu diger P. aeruginosa suslarinin ise zayif biyofilm iireticisi oldugu belirlenmistir. P.
aeruginosa kaynakli hastane enfeksiyonlarin 6nemli bir sebebi flagella, tip IV pilidir ve
aljinat matriks biyofilm olusumunda rol oynar (O’Toole ve Kolter, 1998). P.
aeruginosa’nin biyofilm olusumunu ve gelisimini koordine etmek i¢in hiicre dis1 ¢ekirdek

algilama sinyallerini kullandig1 belirtilmistir (Davies vd., 1998).
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Biyofilm {ireten P. aeruginosa, gidalar1 kirleten ve gida isleme-iiretim
dongiilerinde; yetersiz gida islemeye, siit liriinleri iiretiminde sorunlara, 1siya dayanikli
kompleks enzimatik sistemi nedeniyle gida bozulmasina kadar ciddi sorunlara neden olan
cok yonlii firsatg1 gida kaynakli bir patojendir. Mastitis ve gida zehirlenmesine karsi
pastorizasyon ve UHT uygulamalarinda canli kalabilen suslar, o6zellikle bagisikligi
baskilanmis bireylerde, fenazin pigmentleri ve ekzopolisakkarit mukoid salgilanmasi
(aljinat-biyofilm) ve antibiyotiklere direncli profili Sliimciil kistik fibroz vakasi ile
sonuclanan gida zehirlenmelerine sebep olabilirler (Al-Shammary, 2015; El-Leboudy vd.,
2015).

Biyofilmler fagositoza, oksidatif streslere, besin/oksijen kisitlamasina, metabolik
atik birikimine, tiirler arast yarismalara ve geleneksel antimikrobiyal ajanlara karsi
direnclidir (Leid, 2009; Olsen, 2015). P. aeruginosa tarafindan iiretilen mukoid biyofilm
kronik enfeksiyonlarin, hastaligin ilerlemesinin ve uzun siireli kalici olmasinin
sebeplerindendir (McDaniel vd., 2015).

S. maltophilia’nin bir diger 6nemli virulans faktdrii, hiicre dis1 polimerik maddeler
(EPS) icine gomiilii biyotik veya abiyotik yiizeylerde gelisen mikrobiyal hiicre topluluklari
olan biyofilmleri olusturma kapasitesidir (Passerini de Rossi vd., 2007; Pompilio vd.,
2008).

Acinetobacter cinsinin bakterileri, ciddi hastane enfeksiyonlarina neden olma
potansiyelleri (Towner, 2006), ¢oklu ila¢ direnci gelistirmede 6zellikleri, asir1 ilag direnci
gostermeleri (Prashanth ve Badrinath, 2005) ve bazi suslarin verotoksin iiretme yetenekleri
(Grupper vd., 2007) nedeniyle son yillarda artan bir ilgi kazanmistir. A. baumannii, diinya
capinda ortaya ¢ikan dnemli bir hastane patojenidir. Deri ve yara enfeksiyonlari, septisemi,
peritonit, kolanjit, osteomiyelit ve endokarditin dnemli nedenidir (Dent vd., 2010). Siitte en
yaygin Acinetobacter suslari; sagim makineleri, boru hatlar1 veya sogutucularda kalan
kalintilar, ekipmanlarinin yetersiz temizligi, kirli meme ve emzikler, siitiin taginmasi ve
depolanmas1 sonucu olusan olumsuz durumlarda biyofilm iiretebilirler (Santana vd., 2004).
Calismamizda izole etmis oldugumuz A. baumanni YHI38B susunun zayif biyofilm
tireticisi oldugu belirlenmistir.

Thomas vd. (2014) caligmalarinda Malezya’daki hastanelere c¢esitli hastaliklar
nedeniyle bagvuran hastalardan toplam 108 S. maltophilia klinik izolat1 toplamislardir.
DNaz, jelatinaz, hemolizin, lipaz ve proteinaz aktivitesi c¢aligilan tiim izolatlarda

gbézlemlenmistir. Tim izolatlar, cesitli yogunluklarda biyofilm iireticisi ¢ikmistir.
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Izolatlarin gogu diisiik biyofilm iireticisi iken (%80 invazif ve %82,5 invazif olmayan),
bazilar1 ¢ok giiclii biyofilm olusumu (%20 invazif ve %17,5 invazif olmayan) gostermistir.

Rossi vd. (2016) siit, siit iriinleri ve siit tesislerinden 64 Pseudomonas
fluorescens susunu  izole etmis ve farkli sicakliklardaki biyofilm olusumunu
karsilastirmiglardir. P. fluorescens suslarinda biyofilm olusumunun 10°C’de
desteklendigini; ancak 30°C’de biyofilm {iretemediklerini tespit etmislerdir. P.
fluorescens suslarmin 10°C’de zayif veya ozellikle 1limli biyofilm {ireticileri olduklar
goriilmiistiir. Cherif-Antar vd. (2016), calismalarinda bir siit isletmesindeki pastorizasyon
Oncesi ve sonrasi boru hatlarinda paslanmaz ¢elik yiizeylere baglanan mikrobiyotadan 70
Gram pozitif, 55 Gram negatif izolat elde etmistir. Gram negatif izolatlardan 9 E.coli, 2 K.
pneumoniae, 3 B. cereus ,3 Enterobacter spp., 2 Staphylococcus hominis, 1 P. aeruginosa ,
3 Serratia marcescens ,2 Escherichia vulneris, 1 Staphylococcus saprophyticus sp. olmak
lizere toplam 27 izolatin biyofilm iiretimi negatif iken, 1 Enterococcus faecalis ve 1
Staphylococcus hominis suglar1 giiclii biyofilm iireticisi olarak tespit edilmislerdir. Kivang
vd. (2016), anne siitiinden izole ettikleri 20 E. faecium susunun biyofilm iiretme
yeteneklerini test etmislerdir. Sadece iki izolatin biyofilm ireticisi oldugunu; ancak
bunlarin da sadece zayif biyofilm tiretme yetenekleri sergiledilerini tespit etmislerdir.

Bostanghadiri vd. (2021) inceledikleri 85 S. moltophilia’nin kristal viyole boyama
testine gore, tamamini (%100) biyofilm olusturdugunu tespit etmistir. Ayrica izolatlarin
24’line gore (%28,23), 32’si (%37,65) ve 29°u (%34,12) sirasiyla zayif, orta ve giicli
biyofilm fiireticileri olarak belirlenmistir. Calismamizda en baskin mikroflora olan S.
maltophilia suslarindan sadece YH6A susunun gii¢lii biyofilm iireticisi oldugu geri kalan
14 susun ise zayif biyofilm {ireticisi olduklari tespit edilmistir.

Weber vd. (2019), Kocuria, Bacillus, Acinetobacter, Pseudomonas gibi
Enterobacteriaceae’nin cinslerinin yani sira Serratia marcescens ve E. coli gibi farkh
tiirlerinide gii¢lii biyofilm olusturucular olarak siniflandirmislardir.

Wang, vd. (2019), siitiin islenmesi sirasinda ekipman ylizeylerinde olusan
biyofilmlerin bakteriyel cesitliligini arastirmiglardir. Tespit edilen bakterilerin biyofilm
olusturma kabiliyetini belirlemek i¢in kristal viyole boyama yoluyla biyofilm analizi
yapilmistir. Kiiltiire dilebilen sekiz tiirden besi olan, A. baumannii, Acinetobacter junii, E.
faecalis, Corynebacterium callunae ve S. maltophilia’'nin biyofilm olusturabildigi
belirlenmistir. Tanimlanan bakterilerin ¢ogunun potansiyel gida kaynakli veya firsat¢i
patojenler olmasindan dolayi, ¢aligmanin siit igleme tesislerinde iiretilen {iriinlerin kalite

kontrolii i¢in rehberlik olabilecegini belirtmislerdir.
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Cherif-Antar vd. (2016), bir siit isleme tesisinin pastdrizasyon Oncesi ve sonrasi
boru hatlarinda paslanmaz celik yiizeylere baglanan mikrobiyotadan 6rnekler almiglar ve
bu izolatlar1 biyofilm olusturma yeteneklerini degerlendirmek i¢in in vitro testlere tabi
tutmuglardir. Testin sonuglarina gére 9’u E. coli, 8’1 K. pneumoniae, 5’1 Enterobacter spp.,
4’10 A. calcoaceticus, 3’0 P. aeruginosa, 3’u S. marcescens, 2’si E. vulneris ve 1’1 P.
mirabilis olan suslar1 giicli biyofilm ireticisi iken, 11 sus zayif biyofilm iireticisi olarak
kabul edilmistir. E. coli (9), E. vulneris (2) ve S. marcescens (3) tlrlerinin ise higbirinin
biyofilm olusturamadigi belirlenmistir. En gii¢lii biyofilm iireticilerinin, E. faecalis ve S.

hominis tiirlerine ait suglar oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.4.5. Biyofilm testi sonucunda biyofilm olusturan ve olusturmayan izolatlara ait

mikroplaka goriintiisii

4.4.6. Ekstraselliiler Proteaz Uretim Sonugclar

Proteolitik enzimler hem ekstraselliiller hem de intraselliiler olarak sentezlenirler
(Kumar vd., 2005). Proteazlar, bakteriler, viriisler, protozoonlar, mayalar ve funguslar gibi
farkli mikroorganizmalarda bulunurlar (Gupta vd., 2002; Joo ve Chang, 2005). Yikici
ozellige sahip bu enzim gruplar1 patojenin penetrasyonunda Onemli goérevler alirken
konak¢i dokunun proteinlerini etkisiz hale getirdiginden savunma mekanizmasini da
bozmaktadir.

Arastirmamiz da incelenen izolatlardan 23 tanesi kazein agarda, 27 adeti siit agarda
ve 29 adeti skim milk agar da zon olusturmustur. Kazein agarda S. maltophilia YH97B, H.
alvei YH102A, P. aeruginosa YH148A 10 mm’den az zon olusturmus, 20 adet sus ise 10-
20 mm arasinda zon olusturmustur. Siit agar da K. oxytoca (YH96 ve YH98B), E. cloacae
YH27A, H. alvei YH102A, A. baumannii YH138B 10 mm’den az zon olustururken, 22
adet sus 10-30 mm arasinda zon olusturmustur. Skim milk agar da ise S. maltophilia
YH94A ve YH97B, P. aeruginosa YH6BI1, H. alvei YH102A, E. coli YH126A, A.
baumannii YH138B, K. oxytoca YH152A 10 mm altinda zon olustururken 22 adet sus 10-

35 mm arasinda zon olusturmustur. Olgiilen zon ¢aplar1 kazein agar da 2,84-19,36 mm
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arasinda, siit agar da 1,42-28,33 mm arasinda, skim milk agar da ise 1,21-30,76 mm
arasinda belirlenmistir. Incelenen suslardan 11 adet S. maltophilia (YH12A, YH12B,
YH64, YHO3, YH94A, YH97A, YH97B, YH99, YH101, YH113, YH135), 2 adet C.
gleum (YH67B, YH69A), E. cloacae YH2TA, P. aeruginosa YH148A, K. oxytoca YH96,
H. alvei YH102A ve E. coli YH126A suslari her ii¢ besiyerinde de zon olusturmustur. Her
lic besiyerinde de zon olusturmayan tek sus E. coli YH140B susu olarak belirlenmistir
(SEKIL 4.4.6.) (TABLO 9).

Hiicre dis1 bakteri enzimleri, enfeksiyona neden olmada rol oynadiklar i¢in ¢ok
onemlidir (Marty vd., 2002). Patojenin hiicre dis1 enzimleri, virulansini artirir (Sharma ve
Tiwari, 2005). Katarina vd. (2020)’nin yaptiklar1 ¢alismada proteaz aktivitesi TSB’de
MH’dan daha yiiksek cikmistir. En yiiksek absorbanslar E. coli KGPMF 16, E. coli
KGPMF 21, E. coli KGPMF 24, S. marcescens biogp 1 KGPMF 19, K. oxytoca KGPMF
2, K. oxytoca KGPMF 7 izolatlarinin bulundugu et suyunda dl¢iilmiistiir, E. coli KGPMF
14 ve K. pneumoniae KGPMF 10'un proteaz aktivitesi MH’de daha yiiksek ¢ikmustir. K.
oxitoca KGPMF 1, K. oxitoca KGPMF 3’iin hiicre dis1 proteazi her iki besiyerinde de
etkisiz oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak TSB’de protein miktar1 ile proteaz aktivitesi
arasinda anlamli korelasyon (Spearmankorelasyon katsayisi- P <0.05) elde edilirken,
MH’de fark tespit edilmemistir.

E. coli siit ineklerinde en ¢ok mastite neden olan 6nemli patojendir (Bradley, 2002)
ve Enteropatojenik E. coli (EPEC), insanlarda gastrointestinal enfeksiyonlara neden olur.
EPEC bagirsak ylizeyine baglanir ve agresif kolonizasyon yoluyla bagirsak mukozal
hiicrelerini degistirir. Buna ragmen, EPEC enfeksiyonunun patojenik mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Budiarti ve Mubarik (2007), yaptiklar1 ¢aligmada hiicre disi
proteolitik enzimlerin EPEC kolonizasyonu i¢in gerekli olduklart anlagilmistir.

Juven vd. (1981), calismalarinda Israil’den toplanmus c¢ig siitten izole edilen
Enterobacteriaceae izolatlarimin yagsiz siit agarda proteolitik aktivite sergiledigini
belirlemislerdir. Wessels vd. (1989), Giiney Afrika’dan topladiklar siit ve siit tiriinlerinden
izole ettikleri Enterobacteriaceae suslarinin genellikle proteolitik aktivite gostermedigini;
ancak E. cloacae, K. oxytoca ve Serratia rubidaea nin proteolitik olarak tanimlanan tiirler
oldugunu belirlemislerdir.

P. aeruginosa flagellaya, yapisma proteinleri, hiicre dis1 proteinleri olmasi
proteolitik ve/veya sitotoksik aktiviteye sahip ikincil metabolitler (ekzotoksin A, elastaz,
proteazlar, piyosiyanin, hemolizinler gibi) gibi virulans faktorlerine sahiptir (Driscoll vd.,

2007). Hayvanlarda, P. aeruginosa, bazen enzootik veya epizootik mastitis salginlarinda
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rol oynar. Insan enfeksiyonlarindan izole edilen P. aeruginosa suslari iizerinde ¢ok sayida
calisma yapilmistir, hayvan enfeksiyonlarindan izole edilen suslar hakkinda ise daha sinirli
veri mevcuttur (Ohnishi vd., 2011).

Arslan vd. (2011) calismalarinda Pseudomonas spp.’nin biyokimyasal 6zelliklerini,
hiicre dis1 enzimlerini, slime ve B-laktamaz iiretimini ve antimikrobiyal duyarliliklarin
aragtirmay1 amaclamiglardir. A¢ik hava pazarindan toplanan 140 adet ev yapimi beyaz
peynir Orneginden toplam 32 adet (%22,9) Pseudomonas spp. izole edilmistir.
Arastirmacilar Pseudomonas spp izolatlarinin 6rneklerin %22,9’unda tespit edildigini ve
tim izolatlarin hiicre dis1 enzimler olan proteaz, lipaz ve lesitinaz {rettiklerini
belirlemislerdir.

Meng vd. (2017) ¢alismalarinda siit bozulmasina neden olan Pseudomonas spp.
suslarmin {rettikleri proteolitik enzimlerin varligint belirlemeyi amaglamislardir. Bunun
icin Cin'in Shaanxi Eyaletindeki 87 dokme tanktan ¢ig siit Ornekleri toplamiglar ve
Pseudomonas spp suslarini izole etmislerdir. Pseudomonas spp.’nin diisiik sicakliklarda
depolama sirasinda, ¢ig siitte iirettikleri proteolitik 6zelliklerini siit agar kullanarak
arastirmiglardir. 87 6rnekten elde edilen 143 izolattan 40’1n1n (%28,0) 2°C’de siitlii agarda,
74’iniin (%51,8) 4°C’de, 104’liniin (%72,7) 7°C’de ve 102’sin (%71,3) 10°C’de proteolik
aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.

Soguk depolama sirasinda Pseudomonas tarafindan salgilanan peptidazlar,
pastOrizasyon veya ultra yiiksek sicaklik isleminden sonra aktivitelerini koruyabilen, 1s1ya
dayanikli hiicre dis1 peptidazlardir (Gliick vd., 2016). Calismamizda izole ettigimiz 5 adet
P. aeruginosa susu kazein agar, siit agar ve skim milk agarda proteoliz durumlari
degerlendirilmistir. 5 susunda siit agar ve skim milk agarda proteolize sebep olduklari;
ancak en yliksek siit agar besiyerindeolustugu belirlenmistir. Bunun disinda kazein agar da

sadece P. aeruginosa YH148A susunun proteoliz yapabildigi tespit edilmistir.

Sekil 4.4.6. Ekstraselliiler proteaz deneyinde olusturduklar1 zon goriintiileri
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5. SONUC

Bu ¢alismada Burdur ili ve ilgelerinden toplanmis olan siit 6rneklerinden 33 adet tiir
izole edilmis ve MALDI-TOF MS ile tanimlanmistir. Tanimlama sonucunda 15 adet S.
maltophilia (YH6A, YH12A, YH12B, YH64, YH93, YH94A, YH97A, YH97B, YH99,
YH100, YH101, YH103, YH129D, YH113, YH135B) tespit edilmistir. Tanimlama da
ayrica 5 adet P. aeruginosa (YH6B1, YH27C, YH152B, YH138A, YH148A), 5 adet E.
coli (YH175A, YH78A, YH131A, YH140B, YH126A), 3 adet K. oxytoca (YHI152A,
YHO96, YH98B), 2 adet C. gleum (YH67B, YH69A) ,1 adet E. claocoe (YH27A), 1 adet H.
alvei (YH102A), 1 adet A. boumannii (YH138B) tespit edilmistir. izolatlarin antibiyotik
aktiviteleri 2 farkli yontemle arastirilmistir. Disk diflizyon testi sonucunda seftazidimde
(10 pg) 31 sus, seftazidimde (30 pg) 14 S. maltophilia susu, sefpodaksimde (10 pg) 4 sus,
seftrikasonda (5 pug) 9 sus, sefotaksimde (5 pg) 12 sus, amoksisilin/klavulanik asit (30 pg)
antibiyotiginde ise 30 sus zon olusturmalarina ragmen CLSI’da zon cap1 siir degerleri
olmadig1 i¢in bu suslarin direngli veya duyarli olma durumlar1 belirlenememistir. Zon
gelisimi olmayan suslar incelendiginde seftazidimde (10 pg) 2 sus, seftazidimde (30 pg) 1
sus, sefpodaksimde (10 pg) 22 sus, amoksisilin/klavulanik asitte (30 pg) 3 sus,
seftriaksonda (5 pg) 15 sus, sefotaksimde (5 pg) 18 sus, sefotaksimde (30 pg) 2 sus ve
sefepimde (5 pg) 4 sus oldugu tespit edilmistir. 22 adet susla en fazla zon gelisimi olmayan
antibiyotigin sefpodaksim (10 pg) antibiyotigi oldugu tespit edilmistir. Disk difiizyon
yonteminde tiim antibiyotikler genel olarak degerlendirildiginde ise en duyarli susun H.
alvei YH102A oldugu belirlenmistir. H. alvei YH102A susu seftazidim (30 pg),
sefpodaksim (10 pg), sefotaksim (30 pg), sefepim (30 pg) ve sefepim (5 pg)
antibiyotiklerine duyarli oldugu belirlenmistir. H. alvei YH102A susu seftazidim (10 pg),
amoksisilin/klavulanik asit (30 pg), seftriakson (5 pg) ve sefotaksim (5 pg)
antibiyotiklerinde zon olusturmasina ragmen CLSI’da zon ¢ap1 sinir degerleri olmadigi i¢in
sonuglar yorumlanamamustir. 18 adet antibiyotikle yapilan VITEK®2 Compact
(bioMérieux) analizi sonucunda izolatlarimizin en direngli oldugu antibiyotik seftiofur
olurken, en duyarli antibiyotigin ise trimetoprim/SMZ oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda E. coli YHI31A susunun en yiiksek antibiyotik diren¢ profiline sahip
oldugu, calismada kullanilan 16 antibiyotigin 13’ilinde diren¢ olusturdugu, sadece
amoksisilin/klavulanik asit, tiroksilin/klavulanik asit ve imipenem antibiyotiklerine duyarlh
oldugu belirlenmistir. Yapilan bu arastirmada bu bakterilerin ¢oklu ila¢ direncine sahip

olduklar tespit edilmistir. Ayrica 6zellikle K. oxytoca, A. baumannii, C. gleum ve S.

57



maltophilia tirlerinin siit ve siit lirlinlerinde arastirilmasi tizerine daha detayli ¢calismalarin
planlanmas1 dnemlidir. Antibiyogram aktivitelerin belirlenen izolatlar DNAz aktivite testi
yapilmis ve incelenen tiim suslar DNAz negatif olarak tespit edilmistir. Jelatinaz iretim
sonuglari incelendiginde S. maltophilia (YH6A, YH100, YH101, YH103, YH129D), E.
coli YH131A ve YH140B, C. gleum YH6TB ve A. boumannii YH138B suslarinin jelatinaz
tiretimi pozitif bulunmugtur. Dekarboksilaz aktivite iiretimi deneyi sonucunda histidin,
ornitin ve lisin aminoasitlerinde izolatlardan hi¢biri dekarboksilaz aktivite gostermezken,
suslarin en yiiksek triptofan aminoasitini dekarboksile ettigi goriilmektedir. Sonuglara
bakilarak tiim suslarin biyojen amin {iretimi agisindan riskli olduklari belirtilebilir.
Hemolitik aktivite sonuglari incelendiginde; 4 adet P. aeruginosa (YH27C, YH152B,
YHI138A, YH148A), 4 adet S. maltophilia (YH101, YH103, YH113, YH135B) ve E.
cloacae YH27A susu beta hemoliz; S. maltophilia YH64 susu ise alfa hemoliz 6zellik
gostermistir. 5 adet S. maltophilia (YH12A, YH94A, YH97B, YH99, YH129D), 2 adet E.
coli (YH126A, YHI131A), K. oxytoca YH98B, H. alvei YH102A zayif alfa hemoliz
gosterirken, diger suslarda hemoliz olusmamistir. Bu suslarin biiylik ¢ogunlugunun
patojenite acisindan riskli gruplar olduklar: tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda
sonucunda S. maltophilia YH6A ve P. aeruginosa YH27C suslarinin 0,64 degeri ile giiclii
biyofilm iireticisi oldugu, diger suslarin ise 0,15 ile 0,38 arasinda zayif biyofilm iireticisi
olduklar1 tespit edilmistir. Ekstraselliiler proteaz iiretimi deneyinde izolatlarin kazein agar,
stit agar ve skim milk agarda zon olusturma durumlar1 incelenmistir. Ekstraseliiler proteaz
iiretimi deneyinde izolatlarin kazein agar, siit agar ve skim milk agarda zon olusturma
durumlar1 incelenmistir. 33 sustan 17 tanesinin her ii¢ besiyeri ortaminda zon olusturdugu,

her {i¢ besiyerinde de zon olusturmayan tek susun E. coli YH140B oldugu belirlenmistir.

Arastirmamizda ortaya konan Onemli sonug, incelenen siit Orneklerinin insan
sagligina zararl olma potansiyeline sahip bakterilerle kontamine oldugu ve bu bakterilerde
coklu ilag direncine de rastlanmis olmasidir. Elde edilen bu sonuglar ¢iftlikler, siit sagim
initeleri ve siit toplama merkezlerinde kaliteyi arttirmak ic¢in gerekli tedbirlerin alinmasi
icin hijyen kosullarinin iyilestirilmesinin Onemini gostermektedir. Ayrica bu calisma
sonucunda elde edilen veriler, ilimizdeki hasta ve antibiyotik tedavisi uygulanan
hayvanlara verilecek antibiyotik cesitleri ve dozlarmin uygun sec¢ilmesi konusunda

veteriner hekimlerin ve yetistiricilerin bilgilendirilmesinin 6nemini ortaya koymustur.
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EKLER

EK 1-Tablo 1. Orneklerin Alindig1 Yerler ve Kodlar

ORNEK SAYISI KODU ALINAN YER
1 YHI Golhisar
2 YH2 Burdur/Merkez
3 YH3 Yazikoy/Merkez
4 YH4 Kurugay Koyii/Merkez
5 YHS5 Kurugay Koyii/Merkez
6 YH6 Kurugay Koyii/Merkez
7 YH7 Kurugay Koyii/Merkez
8 YHS Kurugay Koyii/Merkez
9 YH9 Kurucay Koyii/Merkez
10 YHI10 Kurugay Koyii/Merkez
11 YHI11 Aglasun
12 YHI12 Aglasun
13 YHI3 Aglasun
14 YHI14 Kurna Koyii/Merkez
15 YHIS Kurna Koyii/Merkez
16 YHI16 Kurna Koyii/Merkez
17 YHI17 Kurna Koyii/Merkez
18 YHI8 Kurna Koyii/Merkez
19 YHI9 Kurna Kéyii/Merkez
20 YH20 Kurna Kdyii/Merkez
21 YH21 Kurna Kdyii/Merkez
22 YH22 Kurna Koyii/Merkez
23 YH23 Diiger Koyii/Merkez
24 YH24 Diiger Kdyii/Merkez
25 YH25 Diiger Kdyii/Merkez
26 YH26 Diiger Koyii/Merkez
27 YH27 Diiger Kdyii/Merkez
28 YH28 Gokeebag/Merkez
29 YH29 Gokcebag/Merkez
30 YH30 Gokeebag/Merkez
31 YH31 Gokeebag/Merkez
32 YH32 Gokcebag/Merkez
33 YH33 Gokeebag/Merkez
34 YH34 Gokgebag/Merkez
35 YH35 Yesilbag Koyii /Aglasun
36 YH36 Yesilbag Koyii/Aglasun
37 YH37 Yesilbag Koyii/Aglasun
38 YH38 Karakent Kdyii/Merkez
39 YH39 Karakent Kdyii/Merkez
40 YH40 Karakent Kdyii/Merkez
41 YH41 Karakent Kdyii/Merkez
42 YH42 Karakent Kdyii/Merkez
43 YH43 Sazak Kdoyii /Yesilova
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EK 1-Tablo 1. Orneklerin Alindig1 Yerler ve Kodlar1 Devami

ORNEK SAYISI KODU ALINAN YER
44 YH44 Biigdiiz/Merkez
45 YH45 Biigdiiz/Merkez
46 YH46 Biigdiiz/Merkez
47 YH47 Kurna Kdyii/Merkez
48 YH48 Burdur/Merkez
49 YH49 Cayli Koyii/Tefenni
50 YHS50 Hasanpasa/Tefenni
51 YHS1 Karamusa Koyii/Tefenni
52 YHS52 Karamusa Koyii/Tefenni
53 YHS3 Aglasun
54 YHS54 Aglasun
55 YHS5 Aglasun
56 YHS56 Aglasun
57 YHS57 Aglasun
58 YHS58 Aglasun
59 YHS59 Aglasun
60 YH60 Aglasun
61 YHG61 YazikOy/Merkez
62 YH62 Cavdir
63 YH63 Cavdir
64 YH64 Cavdir
65 YHG65 Cavdir
66 YH66 Cavdir
67 YH67 Diiger/Merkez
68 YH68 Diiger/Merkez
69 YH69 Diiger/Merkez
70 YH70 Diiger/Merkez
71 YH71 Diiger/Merkez
72 YH72 Diiger/Merkez
73 YH73 Cendik/Merkez
74 YH74 Cendik/Merkez
75 YH75 Diiger/Merkez
76 YH76 Yarikoy/Merkez
77 YH77 Burdur/Merkez
78 YH78 Ilyas Koyii/Merkez
79 YH79 Sala Koyii/Merkez
80 YHS80 Yazikoy/Merkez
81 YHSI1 Burdur/Merkez
82 YHS2 Kokez/Merkez
83 YHS3 Biigdiiz/Merkez
84 YH84 Biigdiiz/Merkez
85 YHS5 Biigdiiz/Merkez
86 YHB86 Biigdiiz/Merkez
87 YHS87 Akyaka/Merkez
88 YHS88 Akyaka/Merkez
89 YHS89 Yaylabeli/Merkez
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EK 1-Tablo 1. Orneklerin Alindig1 Yerler ve Kodlar1 Devami

ORNEK SAYISI KODU ALINAN YER
90 YHO90 Akyaka/Merkez
91 YHO1 Celtikei
92 YH92 Susuz/Bucak
93 YH93 Susuz/Bucak
94 YH94 Susuz/Bucak
95 YHO95 Susuz/Bucak
96 YH96 Susuz/Bucak
97 YH97 Susuz/Bucak
98 YHO98 Susuz/Bucak
99 YH99 Kokez/Merkez
100 YH100 Kokez/Merkez
101 YH101 Kokez/Merkez
102 YH102 Kokez/Merkez
103 YH103 Kokez/Merkez
104 YH104 Kokez/Merkez
105 YH105 Golhisar
106 YH106 Golhisar
107 YH107 Golhisar
108 YH108 Golhisar
109 YH109 Golhisar
110 YH110 Golhisar
111 YHI111 Golhisar
112 YHI12 Dirmil/Altinyayla
113 YHI13 Dirmil/Altinyayla
114 YHI114 Dirmil/Altinyayla
115 YHI15 Dirmil/Altinyayla
116 YHI16 Dirmil/Altinyayla
117 YH117 Kokez/Merkez
118 YHI118 Baymndir/Cavdir
119 YHI19 Yazikoy/Merkez
120 YH120 Burdur /Merkez
121 YHI121 Cavdir
122 YHI122 Cavdir
123 YH123 Cavdir
124 YHI124 Cavdir
125 YHI125 Cavdir
126 YHI126 Cavdir
127 YH127 Kemer
128 YHI128 Kemer
129 YH129 Kemer
130 YH130 Kemer
131 YH131 Kemer
132 YH132 Kemer
133 YH133 Tefenni
134 YH134 Tefenni
135 YHI135 Tefenni
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EK 1-Tablo 1. Orneklerin Alindig1 Yerler ve Kodlar1 Devami

ORNEK SAYISI KODU ALINAN YER
136 YHI136 Tefenni
137 YH137 Tefenni
138 YHI138 Tefenni
139 YH139 Tefenni
140 YH140 Golhisar
141 YH141 Golhisar
142 YH142 Bucak
143 YH143 Bucak
144 YH144 Bucak
145 YH145 Bucak
146 YH146 Bucak
147 YH147 Bucak
148 YH148 Bucak
149 YH149 Bucak
150 YH150 Bucak
151 YHI151 Bucak
152 YH152 Kemer
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EK 2 -Tablo 2. Antibiyogram Aktivite Testi Sonuglar1

BAKTERI ADI CAZ(10pg) CAZ(30pg) CPD(10 pg) AMC(30pg) CROG pg)
A. baumannii YH138B 9,88+0,93 (*) 13,60+0,58 (R) 7,040,49(*) 11,48+0,23(%) 5,25£0,68(*)
C. gleun YH67B 19,12£0,53(%) 20,97+0,09 (S) - 8,00+0,28(*) 2,25+0,09(%)
C. gleum YH69A 17,50+2,17(*) 20,77+0,29(S) - 7,16£0,52(¥) -

E. cloacae YH2TA - 2,73+1 38(R) - 3,71E111(%) -

E. coli YHTSA 5,53%1,29(*) 9,47+1,70(R) 0,85+0,26(R) 12,2140,95(*) 1,12+0,01(%)
E. coli YHT8A 11,10+0,38(%) 7,86£121(R) - 14,48+0,13(*) -

E. coli YHI26A 1,87+0,98(*) 4,3120,54(R) - 11,47£1,14(%) -

E. coli YHI31A 15,15+0,00(%) 15,59+0,74(R) 2,39+1 34(R) 11,59+1,81(*) 2,58+0,25(*)
E. coli YHI40B 13,4841 84(%) 14,60+0,69(R) 1,04+0,84(R) 13,07+0,93(%) 3,1120,52(%)
H. alvei YHI02A 22,60+1,23(*) 24,39+0,86(S) 30,14+1,31(S) 35,94+2 46(%) 26,37+1,96(%)

K. oxytoca YH96

15,68+0,91(*)

11,15+0,66(R)

9,15+0,95(R)

15,87+1,08(*)

11,32+0,84(*)

K. oxytoca YH98B

12,94+0,31(*)

16,50+1,58(R)

10,08+0,34(R)

15,11£0,76(*)

11,25+0,74(%)

K. oxytoca YH152A

17,06+1,01(*)

20,80+0,06(R)

23,8542,22(S)

15,85+0,77(*)

22,00+0,64(*)

P. aeruginosa YH6B1 21,20+2,58(*) 17,73+1,68(S) - 3,31£0,09(*) 7,86£0,16(R)
P. aeruginosa YH27C 18,90+1,37(*) 23,67+1,20(S) - 2,99+0,59(%) 7,09£1 34(R)
P. aeruginosa YHI38A 11,69+1,12(*) 13,84+0,71(R) 7.28%1,63(%) 11,97+0,58(*) 3,62+0,08(R)
P. aeruginosa YH148A 21,22+0,28(*) 22,39+1,40(R) - - 10,58+0,82(R)
P. aeruginosa YH152B 19,51£0,17(*) 23,61£0,57(R) - - 5,70+1,13(R)
S. maltophilia YH6A - 6,59+1,78(*) - 5,00£0,33(%) -
S. maltophilia YHI2A 6,54+0,84(*) 10,56+0,42(%) - 5,08£0,62(*) -
S. maltophilia YHI2B 5,51%2,08(*) 12,94%0,92(%) - 5,83%0,75(%) -
S. maltophilia YH64 17,14+0,82(*) 23,041 44(¥) - 7,58%1,58(*) -
S. maltophilia YHO3 11,34+0,48(*) 8,46=0,02(*) - 6,02£0,51(*) -
S. maltophilia YHO4A 8,89+0,56(*) 12,04+0,52(%) - 16,08+0,83(*) -
S. maltophilia YHOTA 6,27+0,58(*) 8,59+0,31(%) - 12,1£1,04(%) -
S. maltophilia YH9TB 12,38+1,31(*%) 9,79+1,13(*) - 14,69+0,84(*) 1,95+0,55(R)
S. maltophilia YHO9 6,200,06(*) 10,04£1,34(%) - 12,68+0,10(*) -
S. maltophilia YH100 11,90+1,27(*) 11,7140,53(%) 11,87+1,00(%) 13,40+0,95(*) 9,65+0,71(R)
S. maltophilia YHI101 13,23+0,83(%) - - 3,99+0,34(*) -
S. maltophilia YH103 8,08+0,47(*) 10,76£1,25(%) - 14,241 28(*) -
S. maltophilia YHI13 19,75+1,06(%) 20,87+0,22(%) 16,020,64(%) 3,830,69(*) 5,05:1,11(R)
S. maltophilia YH129D 2,88+0,40(*%) 6,53+0,29(*) - 10,73+0,86(*) -
S. maltophilia YH135B 18,62£0,78(%) 19,93£1,26(%) - - 6,0940,21(R)

Amoksisilin/klavulanik asit (AMC) (20/10 pg)
Seftazidim (CAZ) (10 pg)

Seftriakson (CRO) (5 ng)

-: Zon gelisimi yok

Sefpodoksim (CPD) (10 pg)
Seftazidim (CAZ) (30 pg)
*: CLSI’da zon gap1 sinir degerleri bulunmamaktadir
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EK 2 -Tablo 2. Antibiyogram Aktivite Testi Sonuglar1 devami

BAKTERI ADI CTX(30pg) | CTX(Spg) | FEP(30pg) | FEP (5 pg)

A. baumannii YH138B | 9,91+1,01(R) | 6,91+0,35(*) | 14,44+0,13(R) | 10,30+1,65(R)
C. gleum YH67B 8,62+0,29(R) - 26,36+0,09(S) | 20,210,54(1)
C. gleum YH69A 6,96=1,01(R) - 27,6120,16(S) | 20,94+0,69(1)
E. cloacae YH2TA 2,60£0,96(R) - 16,55+0,95(R) | 10,78+0,79(R)
E. coli YHT5A 4,46+0,23(R) | 1,30+0,66(*) | 10,30+0,66(R) | 5,71+0,86(R)
E. coli YHT8A 3,78+0,27(R) - 8,1340,18(R) | 5,95+0,86(R)
E. coli YH126A - - 8,84+1,42(R) | 4,64+0,57(R)
E. coli YHI31A 1,7040,92(R) | 1,70£0,92(*) | 9,66+0,98(R) | 6,95+0,73(R)

E. coli YH140B

8,08+£0,96(R)

8,08£0,96(*)

13,48+0,76(R)

5,73+0,78(R)

H. alvei YH102A 36,22+0,21(S) | 27,10+1,87(*) | 25,36+1,22(S) | 25,64+0,65(S)
K. oxytoca YH96 16,28+0,85(R) | 10,41=1,52(*) | 20,20=1,14(I) | 14,90£0,27(R)
K. oxytoca YH9SB 9,90+0,32(R) | 10,39+1,48(*) | 15,92+1,01(R) | 10,87+0,59(R)

K. oxytoca YHI52A

25,84+0,81(S)

21,18+1,69(*)

23,29+0,40(I)

21,12+1,02(I)

P. aeruginosa YH6B1 14,81+0,57(R) | 4,99+0,45(*) | 21,214£0,19(S) | 7,96+1,36(R)
P. aeruginosa YH27C 14,66+0,84(R) | 3,71+0,98(*) | 16,73+£6,60(R) | 12,90+0,50(R)
P. aeruginosa YHI38A | 12,43+1,28(R) | 4,32+0,18(*) | 16,04+1,20(R) | 6,59+0,15(R)
P. aeruginosa YH148A | 14,61+0,83(R) 7,11£1,12(*) | 25,02+1,47(S) | 16,31£1,18(R)
P. aeruginosa YH152B | 15,33+1,44(R) - 23,57+0,78(1) | 10,20£1,28(R)
S. maltophilia YH6A - - 5,01+1,10(R) -

S. maltophilia YH12A 3,434+0,62(R) - 10,21£0,30(R) -

S. maltophilia YH12B 5,15+0,14(R) - 13,71+0,96(R) -

S. maltophilia YH64 21,22+40,40(R) - 19,68+0,78(I) | 6,65+0,56(R)
S. maltophilia YH93 4,79+0,54(R) - 9,07+0,27(R) | 4,85+0,45(R)
S. maltophilia YH94A 4,26+0,38(R) - 8,90+0,50(R) | 4,85+0,76(R)
S. maltophilia YH9TA 6,37+0,93(R) - 11,58+0,86(R) | 8,40+0,67(R)
S. maltophilia YH97B 7,85+1,10(R) - 13,35+0,77(R) | 5,11£0,25(R)
S. maltophilia YH99 8,56+0,15(R) - 12,88+1,10(R) | 7,44+0,18(R)
S. maltophilia YH100 17,01£0,03(R) | 9,40+0,10(R) | 18,49+1,23(R) | 15,14+0,13(R)
S. maltophilia YH101 3,07+0,13(R) - 15,40+1,10(R) -

S. maltophilia YH103 4,144+0,52(R) - 8,87£1,17(R) | 4,77+£0,36(R)
S. maltophilia YH113 12,75+0,84(R) | 5,57+0,18(R) | 15,65+0,84(R) | 6,88+0,45(R)
S. maltophilia YH129D | 1,70+0,92(R) - 8,22+0,54(R) | 4,36+0,15(R)
S. maltophilia YH135B | 12,79+0,59(R) | 4,70+0,29(R) | 19,62+0,67(R) | 14,66+0,91(R)

Sefepim (FEP) (5 ng)

Sefepim (FEP) (30 pg)

Sefotaksim (CTX) (5 pg)

Sefotaksim (CTX) (30 pg)

*: CLSI’da zon ¢ap1 sinir degerleri bulunmamaktadir
-: Zon gelisimi yok
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EK 3-Tablo 3. Vitek Antibiyogram Sonuglari

Bakteri ada GSBL | Ampisilin | Amoksisilin | Tikarsilin | Sefaleksin
/Klavulanik | /Klavulanik
Asit Asit

A. baumannii YH138B * * TRM *
C. gleum YH67B * * >128 (R) *
E. cloacae YH2TA >32 (R) >32 (R) >128 (R) *
E. coli YHI31A POZ >32 (R) 16 (I) 16 (S) *
H. alvei YH102A 8 >32 (R) >32 (R) >64 (1) *
K. oxytoca YH96 8 >32 (R) 8 (S) <8 (S) *
K. oxytoca YH152A NEG >32 (R) <2 (S) 16 (S) *
P. aeruginosa YH6B1 * TRM TRM TRM TRM
P. aeruginosa YH27C * * * 32.(S) *
P. aeruginosa YHI138A * * * <8 (S) *
P. aeruginosa YH148A * * * 32 (D) *
P. aeruginosa YH152B * * * 32 (D) *

NEG: Negatif
POZ: Pozitif
TRM: Yetersiz Ureme

*: VITEK” te tanimli MiK aralig1 bulunmamaktadir
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EK 3-Tablo 3.Vitek Antibiyogram Sonuglart Devami

Bakteri ad1 Sefalotin | Sefoperazon | Seftiofur | Sefkuinom | imipenem | Gentamisin | Neomisin
A. baumannii * * >8 (R) * <0,25 (S) 4.(S) *
YH138B

C. gleum YH67B * 32 (D >8 (R) * >16 (R) >16 (R) *
E. cloacae >64 (R) 32D >8 (R) 4 (D 2(S) 2(S) <2(S)
YH27A

E. coli YH131A >64 (R) >64 (R) >8 (R) <8 (R) <0,25 (S) >16 (R) >64 (R)
H. alvei >64 (R) 16 (S) >8 (R) >8 (R) <0,25 (S) <I1(S) <2 (S)
YHI102A

K. oxytoca YH96 TRM TRM >8 (R) TRM TRM TRM TRM
K. oxytoca >64 (R) <4 (S) >8 (R) 2(S) <0,25 (S) 8D <2(S)
YH98B

K. oxytoca >64 (R) <4 (S) 4 (D >8 (R) <0,25 (S) <1(S) 16 (1)
YHI152A

P. aeruginosa TRM TRM TRM * TRM TRM *
YH6B1

P. aeruginosa * * >8 (R) * 2(S) 2(S) *
YH27C

P. aeruginosa * 16 (S) >8 (R) * 0,5(S) <1(S) *
YHI138A

P. aeruginosa * <4 (S) >8 (R) * 2(S) <1(S) *
YHI148A

P. aeruginosa & <4 (S) 4 (I) 3 2(S) 4(S) ®
YH152B

NEG: Negatif
POZ: Pozitif

TRM: Yetersiz Ureme
*: VITEK te tanimli MiK araligi bulunmamaktadir
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EK 3- Tablo 3.Vitek Antibiyogram Sonuglar1 Devami

Bakteri ad1 Flume- | Enroflok- | Marboflok- | Tetrasik- | Florfenisol | Polimiksin | Trimetop-

kin sasin sasin lin B rim/
SMZ

A. baumannii * 2 (D) 2D <1(S) * <0,25 <20 (S)

YH138B

C. gleum * <0,12 (S) <0,5 (S) >16 (R) * * <20 (S)

YH67B

E. cloacae <1(S) 0,25 (S) 1(S) <1(S) 8 () * <20 (S)

YH27A

E. coli YHI31A | 232 (R) >4(R) >4(R) >16 (R) >32 (R) 1 >320 (R)

H. alvei <1(S) <0,12 (S) <0,5 (S) 4(S) 16 (R) - <20 (S)

YHI102A

K. oxytoca 2(S) <0,12 (S) <0,5 (S) 8 () >32 (R) * <20 (S)

YH96

K. oxytoca >32 (R) 1(D 1(S) 2(S) 16 (R) * <20 (S)

YHI152A

P. aeruginosa * TRM TRM TRM * TRM TRM

YH6BI1

P. aeruginosa 4 0,5(S) <0,5 (S) & 3 1 *

YH27C

P. aeruginosa * <0,12 (S) <0,5 (S) <1(S) * 0,5 <20 (S)

YHI138A

P. aeruginosa - 2 (D) <0,5 (S) >16 (R) & 1 >320 (R)

YHI148A

P. aeruginosa * 0,5(S) 1(S) 8 * >16 160 (R)

YH152B

NEG: Negatif
POZ: Pozitif

TRM: Yetersiz Ureme
*: VITEK te tanimli MIK aralig1 bulunmamaktadir
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EK 4-Tablo 4. MALDI-TOF MS Sonuglari

BAKTERI | BAKTERI | BAKTERI ADI GRAM MALDI-
NUMARASI | KODU OZELLIGI TOF
DEGERI

1 YH6A Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.432
2 YH6B1 | Pseudomonas aeruginosa Gram negatif 2.355
3 YHI2A | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.471
4 YHI12B | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.459
5 YH27A | Enterobacter cloacae Gram negatif 2.262
6 YH27C | Pseudomonas aeruginosa Gram negatif 2.403
7 YH64 Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.236
8 YH67B | Chryseobacterium gleum Gram negatif 1.879
9 YHO69A | Chryseobacterium gleum Gram negatif 1.926
10 YH75A | Escherichia coli Gram negatif 2.471
11 YH78A | Escherichia coli Gram negatif 2.458
12 YH93 Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.229
13 YH94A | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.254
14 YH96 Klebsiella oxytoca Gram negatif 2.493
15 YH97A | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 1.836
16 YH97B | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.32
17 YHO98B | Klebsiella oxytoca Gram negatif 2.468
18 YH99 Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.045
19 YH100 | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 1.87
20 YHI101 Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.284
21 YHI02A | Hafnia alvei Gram negatif 2.262
22 YHI103 Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.212
23 YHI113 Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.436
24 YHI126A | Escherichia coli Gram negatif 2.537
25 YHI129D | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.363
26 YHI131A | Escherichia coli Gram negatif 2.475
27 YHI135B | Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif 2.294
28 YHI138A | Pseudomonas aeruginosa Gram negatif 2.396
29 YHI38B | Acinetobacter baumannii Gram negatif 2.505
30 YHI140B | Escherichia coli Gram negatif 2.342
31 YH148A | Pseudomonas aeruginosa Gram negatif 2.385
32 YHIS52A | Klebsiella oxytoca Gram negatif 2.299
33 YHI152B | Pseudomonas aeruginosa Gram negatif 2.341

Maldi tof deger arahg

2.300
2.000
1.700
0.000

... 3.000
.. 2299
... 1.999
... 1.699

Tanim

Biiyiik olasilikla tiir tanimlamasi

Giivenli cins tanimlamasi, olasi tiir tanimlamasi

Olasi cins tanimlamasi

Giivenilir olmayan tanimlama
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EK 5- Tablo 5. Jelatinaz Uretimi Sonuglari

BAKTERI ADI

ZON OLUSUMU

A. baumannii YH138B

C. gleum YH6TB

C. gleum YH69A

. cloacae YH2TA

. coli YHT75A

. coli YHT8A

. coli YH126A

. coli YHI3TA

bry | Oy | by | Oy | By |

. coli YH140B

H. alvei YH102A

K. oxytoca YH96

K. oxytoca YH98B

K. oxytoca YHI52A

P. aeruginosa YH6B 1

P. aeruginosa YH27C

P. aeruginosa YH138A

P. aeruginosa YH148A

P. aeruginosa YH152B

N e e e E Ea Ea

S. maltophilia YH6A

S. maltophilia YHI2A

S. maltophilia YH12B

S. maltophilia YH64

S. maltophilia YH93

S. maltophilia YH94A

S. maltophilia YH9TA

S. maltophilia YH9TB

S. maltophilia YH99

e e e R R

S. maltophilia YH100

S. maltophilia YH101

S. maltophilia YH103

S. maltophilia YH113

S. maltophilia YH129D

S. maltophilia YH135B

(+): Stv1 gorlintii /jelatinaz pozitif
(-): Kat1 goriintli/ jelatinaz negatif
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EK 6- Tablo 6. Dekarboksilaz Aktivite Sonuglari

BAKTERI ADI HISTIDIN TIROSIN LISIN
A. baumannii YH138B Seffaf zon Seffaf zon -

C. gleum YH6TB - + R

C. gleum YH69A - - R

E. cloacae YH2TA - - -

E. coli YHT5A - - -

E. coli YHT8A - - -

E. coli YHI26A - - -

E. coli YHI31A - + -

E. coli YH140B Seffaf zon Seffaf zon -

H. alvei YH102A - - -

K. oxytoca YH96 - + -

K. oxytoca YH98B - + -

K. oxytoca YHI52A - + -

P. aeruginosa YH6B 1 - Seffaf zon -

P. aeruginosa YH27C £ Seffaf zon -

P. aeruginosa YH138A Seffaf zon Seffaf zon -

P. aeruginosa YHI148A - Seffaf zon Seffaf zon
P. aeruginosa YH152B - Seffaf zon -

S. maltophilia YH6A - + i

S. maltophilia YHI2A £ + -

S. maltophilia YH12B - + i

S. maltophilia YH64 4 + -

S. maltophilia YH93 = + i

S. maltophilia YH94A - + -

S. maltophilia YH9TA - + -

S. maltophilia YH9TB - + i

S. maltophilia YH99 - + -

S. maltophilia YH100 - + i

S. maltophilia YH101 - + -

S. maltophilia YH103 - + -

S. maltophilia YH113 Seffaf zon Seffaf zon Seffaf zon
S. maltophilia YH129D - Seffaf zon +

S. maltophilia YH135B Seffaf zon - Seffaf zon

+: Pembe halka olusumu (dekarboksilaz pozitif)
-: Pembe halka olusumu yok (dekarboksilaz negatif)
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EK 6-Tablo 6. Dekarboksilaz Aktivite Sonug¢lar1 Devami

BAKTERI ADI ORNITIN FENILALANIN | TRIPTOFAN
A. baumannii YH138B - + -
C. gleum YH6TB - - +
C. gleum YH69A - - +
E. cloacae YH2TA - - -
E. coli YHT5A - - +
E. coli YH78A - - +
E. coli YH126A - Seffaf zon +
E. coli YH131A - Seffaf zon +
E. coli YH140B - + -
H. alvei YH102A - Seffaf zon +
K. oxytoca YH96 - + +
K. oxytoca YH98B - Seffaf zon +
K. oxytoca YHI52A - - +
P. aeruginosa YH6B1 - Seffaf zon +
P. aeruginosa YH27C - Seffaf zon +
P. aeruginosa YH138A - + +
P. aeruginosa YH148A Seffaf zon + Seffaf zon
P. aeruginosa YH152B Seffaf zon - -
S. maltophilia YH6A - - +
S. maltophilia YHI12A - - +
S. maltophilia YH12B - - +
S. maltophilia YH64 - - +
S. maltophilia YH93 - - +
S. maltophilia YH94A - - +
S. maltophilia YH9TA - - +
S. maltophilia YH9TB - - +
S. maltophilia YH99 - Seffaf zon +
S. maltophilia YH100 - Seffaf zon +
S. maltophilia YH101 - Seffaf zon +
S. maltophilia YH103 - Seffaf zon -
S. maltophilia YH113 Seffaf zon + -
S. maltophilia YH129D - Seffaf zon +
S. maltophilia YH135B Seffaf zon - Seffaf zon

+: Pembe halka olusumu (dekarboksilaz pozitif)

-: Pembe halka olusumu yok (dekarboksilaz negatif)
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EK 7-Tablo 7. Hemolitik Aktivite Sonuclari

BAKTERI ADI

HEMOLIZ OLUSUMU

A. baumannii YH138B

Gama hemoliz

C. gleum YH6TB

Gama hemoliz

C. gleum YH69A

Gama hemoliz

E. cloacae YH2TA

Beta hemoliz

E. coli YHT5A Gama hemoliz
E. coli YHT8A Gama hemoliz
E. coli YHI26A Zayif alfa hemoliz
E. coli YHI31A Zayif alfa hemoliz

E. coli YH140B

Gama hemoliz

H. alvei YH102A

Zayif alfa hemoliz

K. oxytoca YH96

Gama hemoliz

K. oxytoca YH98B

Zayif alfa hemoliz

K. oxytoca YHI52A

Gama hemoliz

P. aeruginosa YH6B1

Gama hemoliz

P. aeruginosa YH27C Beta hemoliz

P. aeruginosa YH138A Gama hemoliz

P. aeruginosa YH148A Beta hemoliz

P. aeruginosa YH152B Beta hemoliz

S. maltophilia YH6A Gama hemoliz

S. maltophilia YH12A Zay1f alfa hemoliz
S. maltophilia YH12B Gama hemoliz

S. maltophilia YH64 Alfa hemoliz

S. maltophilia YH93 Gama hemoliz

S. maltophilia YH94A Zay1f alfa hemoliz
S. maltophilia YH9TA Gama hemoliz

S. maltophilia YH97B Zay1f alfa hemoliz
S. maltophilia YH99 Zayif alfa hemoliz
S. maltophilia YH100 Gama hemoliz

S. maltophilia YH101 Beta hemoliz

S. maltophilia YH103 Beta hemoliz

S. maltophilia YH113 Beta hemoliz

S. maltophilia YH129D Zayif alfa hemoliz
S. maltophilia YH135B Beta hemoliz
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EK 8- Tablo 8. Biyofilm Uretimi Sonuglar1

BAKTERI ADI BIYOFILM URETIMI
A. baumannii YH138B 0.35+0,05
C. gleum YH6TB 0.25+0,01
C. gleum YH69A 0.20+0,01
E. cloacae YH2TA 0.24+0,01
E. coli YHT5A 0.23+0,01
E. coli YHT8A 0.15+0,00
E. coli YHI126A 0.21£0,02
E. coli YHI31A 0.20+0,01
E. coli YH140B 0.28+0,03
H. alvei YH102A 0.22+0,02
K. oxytoca YH96 0.34+0,00
K. oxytoca YH98B 0.28+0,01
K. oxytoca YHI52A 0.20+0,03
P. aeruginosa YH6B1 0.38+0,07
P. aeruginosa YH27C 0.64+0,12
P. aeruginosa YH138A 0.31+0,04
P. aeruginosa YH148A 0.16x0,01
P. aeruginosa YH152B 0.26+0,03
S. maltophilia YH6A 0.64+0,07
S. maltophilia YHI12A 0.25+0,02
S. maltophilia YH12B 0.42+0,14
S. maltophilia YH64 0.35+0,01
S. maltophilia YH93 0.15+0,01
S. maltophilia YH94A 0.16+0,00
S. maltophilia YH9TA 0.18+0,01
S. maltophilia YH9TB 0.22+0,02
S. maltophilia YH99 0.19+0,01
S. maltophilia YH100 0.31+0,01
S. maltophilia YH101 0.26+0,01
S. maltophilia YH103 0.16+0,01
S. maltophilia YH113 0.28+0,02
S. maltophilia YH129D 0.28+0,02
S. maltophilia YH135B 0.25+0,05
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EK 9- Tablo 9. Ekstraselliiler Proteaz Uretimi Sonuglart (mm)

BAKTERI ADI KAZEIN AGAR | SUT AGAR ZON | SKIM MILK
ZON OLUSUMU OLUSUMU AGAR ZON
OLUSUMU
A. baumannii YH138B - 1,934+0,40 2,29+0,47
C. gleum YH67B 13,17+0,30 21,65+2,05 23,95+1,17
C. gleum YH69A 15,31+0,63 29,27+1,33 22,89+0,54
E. cloacae YH2TA 14,10+0,28 9,31+0,53 12,66+1,10
E. coli YHT5A 18,62+0,16 - -
E. coli YHT8A 17,63+0,11 - 12,37+1,25
E. coli YH126A 16,12+0,38 - 7,60+0,18
E. coli YH131A 16,85+1,17 - -
E. coli YH140B - - -
H. alvei YH102A 8,95+0,32 5,00+0,87 5,70+0,64
K. oxytoca YH96 11,54+0,58 2,97+0,17 14,83+0,16
K. oxytoca YH98B 13,70+0,20 1,51+0,13 -
K. oxytoca YHI52A - - 9,12+0,83
P. aeruginosa YH6B1 - 26,58+1,20 9,87+0,76
P. aeruginosa YH27C - 22,52+1,73 19,06+0,66
P. aeruginosa YH138A - 17,08+1,17 19,88+1,23
P. aeruginosa YH148A 8,91+0,23 21,38+1,95 17,02+1,09
P. aeruginosa YH152B - 21,21+0,45 15,32+1,42
S. maltophilia YH6A - 20,81+1,32 16,07+1,96
S. maltophilia YHI2A 10,57+0,45 18,39+0,32 12,41+1,92
S. maltophilia YH12B 15,10+0,50 10,50+0,56 18,57+1,67
S. maltophilia YH64 14,71+0,34 20,71+£2,23 17,96+1,00
S. maltophilia YH93 13,20+0,13 15,69+0,37 12,63+0,35
S. maltophilia YH94A 17,87+0,67 16,82+1,43 9,19+0,97
S. maltophilia YH9TA 14,97+0,25 16,48+0,67 10,58+1,21
S. maltophilia YH9TB 2,93+0,13 13,18+0,35 3,65+0,09
S. maltophilia YH99 17,70+0,70 20,50+0,43 14,86+0,23
S. maltophilia YH100 - 14,12+1,28 12,32+0,81
S. maltophilia YH101 12,79+0,08 20,20+1,25 13,16+1,38
S. maltophilia YH103 - 13,40+1,12 14,98+0,02
S. maltophilia YH113 19,31+0,07 17,45+0,44 21,55+1,51
S. maltophilia YH129D 16,53+0,20 22.25+0,06 18,03+0,06
S. maltophilia YH135B 12,77+0,28 20,64+0,86 22,35+1,57

: Zon olusumu yok
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