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OZET

KOLESTEROLUN SALMONELLA BAKTERILERINDE ANTIBIYOTIK AKTIVITE
DEGISTIRiCi AJAN OLARAK KULLANIMI
Ceren ILGAZ

Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Pinar KADIROGLU KELEBEK
Haziran 2019, 72 sayfa

Bu calismada kolesteroliin Salmonella Typhimurium bakterisinin farkli antibiyotiklere ve
konsantrasyonlarina kars1 direngliligi iizerine olan etkisi arastirtlmistir. Salmonella
Typhimurium antibiyotik diren¢ profili incelendiginde; ampisilin, streptomisin,
sulfametoksazol/trimetoprim, siprofloksazin, tetrasiklin, kloramfenikol ve gentamisine duyarh
oldugu; penisilin ve vankomisine karst direngli oldugu gézlemlenmistir. Calismada incelenen
ampisilin, streptomisin, siprofloksazin ve sulfametoksazol/trimetoprim toz antibiyotikleri i¢in
belirlenen minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) sirastyla; 16, 128, 0,25 ve 16 mg/L
olarak bulunmustur. MIK degerleri kolesterol bulunan ortamda, kolesterol olmayan ortamdan
daha yiiksek olarak bulunmustur. Ayrica aynm etki disk difiizyon yonteminde inhibisyon zon
caplarinda azalma seklinde goriilmiistiir. MiK degerindeki artis ve inhibisyon zon c¢apindaki
azalig; kolesteroliin Salmonella Typhimurium’un antibiyotiklere karsi duyarliliginda azaltig
seklinde degerlendirilmistir. Kolesteroliin Salmonella Typhimurium’un antibiyotik ile bakteri
etkilesimi {izerine etkisi, Fourier doniistimlii kizilétesi (FT-IR) spektroskopisi ile de
incelenmistir. FT-IR analizleri sonucunda, ortama kolesterol eklendiginde, kolesterol olmayan
ortamda elde edilen bazi dalga boylarinda tanimlanan fonksiyonel gruplarda degisikliklere
neden olmustur. Streptomisin, trimetoprim/siilfametoksazol ve siprofloksazin genel olarak
bakterinin polisakkarit bolgesi olarak yorumlanan dalga boylarindaki piklerde degisiklige
neden olmustur. Ampisilin diger antibiyotiklerden farkli olarak bakterinin proteinin
sentezindeki amino asitlerinin yapisindaki gozlemlenen dalga boylarinda degisiklige neden

olmustur.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnclilik, kolesterol, Salmonella Typhimurium, FT-IR,
disk difiizyon, MIK.
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ABSTRACT

USE OF CHOLESTEROL AS AN ANTIBIOTIC ACTIVITY MODIFIER AGENT IN
SALMONELLA BACTERIA
Ceren iILGAZ

M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Pmar KADIROGLU KELEBEK
June 2019, 72 pages

In this study, the effect of cholesterol on Salmonella Typhimurium to different antibiotics and
concentrations was investigated. When Salmonella Typhimurium antibiotic resistance profile
was examined, it was observed that it is susceptible to ampicillin, streptomycin,
sulfamethoxazole/trimethoprim, ciprofloxacin, tetracycline, chloramphenicol and gentamicin
and resistant to penicillin, erythromycin and vancomycin. The minimum inhibitory
concentrations (MIC) for ampicillin, streptomycin, ciprofloxazine and sulfamethoxazole/
trimethoprim powder antibiotics were found as 16, 128, 0.25 and 16 mg/L, respectively.
When the effect of cholesterol on MIC values was examined, it was found that MIC values
increased in cholesterol medium than in non-cholesterol medium. There was also a decrease
in inhibition zone diameters. The increase in MIC and decrement in inhibition zone diameters
were considered as the cholesterol may cause a decrease in the sensitivity of Salmonella
Typhimurium to antibiotics. The effect of cholesterol on Salmonella Typhimurium interaction
with antibiotics were also determined by Fourier transformed infrared (FT-IR) spectroscopy.
When cholesterol was added to the medium, changes were identified in the functional groups
compared to non-cholesterol environment and new functional groups were observed at
different wavelengths. Antibiotics generally caused changes in peaks at wavelengths which
were interpreted as polysaccharide regions of bacteria. Unlike other antibiotics, ampicillin

caused changes in the wavelengths observed in the amide region of the bacteria.

Keywords: Antibiotic resistance, cholesterol, Salmonella Typhimurium, FT-IR, disc
diffusion, MIC.



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca, aragtirma konumum belirlenmesinde, deneysel ¢calismamim
yiiriitiilmesinde bana yol gosteren, beni yonlendiren, manevi destegini benden esirgemeyen
tez danismanim, saym hocam Dr. Ogr. Uyesi Pinar KADIROGLU KELEBEK’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarim sirasinda yardimlarini ve ¢alismam boyunca manevi destegini benden

esirgemeyen Ars. Gor. Sevgin DIBLAN hocama tesekkiirlerimi sunarim.
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sevgili arkadasim Ozge AKSAY ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Egitimim ve hayatim boyunca her animda benim yanimda olan, manevi destekleri hep

tizerimde olan canim aileme ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinyanin her yerinde kiiresel bir sorun haline gelen antibiyotik direngliligi Diinya Ekonomik
Forumu’nun (The World Economic Forum) (WEF) Kiiresel Riskler raporlarina gore, insan
saglig1 icin en biiyiik tehditlerden biri olarak listelenmistir. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri (Center for Disease Control and Prevention) (CDC), Avrupa Hastalik Onleme ve
Kontrol Merkezi (European Centre for Disease Prevention and Control) (ECDC) ve Diinya
Saglik Orgiitii (World Health Organization) (WHO) gibi organizasyonlar, ¢oklu ila¢ direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlari kiiresel bir hastalik ve 6nemli bir halk sagligi sorunu

olarak degerlendirmektedir (Roca ve ark., 2015).

Antibiyotik direnci, bakteriler lizerinde etkili olan ve onu duyarli hale getiren antibiyotiklerin
bakteriyostatik (bakteri biiylimesini ve liremesini inhibe eden) veya bakteriyosidal (bakterileri
oldiiren) etkilerinin durdurulmasi olarak tanimlanmaktadir (Lee ve ark., 2009). Salmonella’
nin, antimikrobiyal direncli suslarinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi gida kaynakli hastaliklarin
ana nedeni olarak belirlenmistir (Ejo ve ark., 2016). 1996'dan beri, Ulusal Antimikrobiyal
Diren¢ Izleme Sistemi (NARMS), test edilen 17 antimikrobiyal maddenin dokuzuna karsi
direngli olan Salmonella izolatlarinin sayisinin arttigini tespit etmistir. Bu antibiyotikler;
amoksisilin/klavulanat, ampisilin, sefoksitin, seftiofur, sefalotin, kloramfenikol, streptomisin,
stilfametoksazol ve tetrasiklindir. Hastaliga sebep olan Salmonella bakterisinin
serovarlarindan Salmonella enterica serovar Typhimurium, gram negatiftir, kamgili, aerobik
bir bakteridir. Kiiresel olarak en sik izole edilen Salmonella serovaridir. S. Typhimurium
vakalarinin ¢ogu kontamine domuz eti, kiimes hayvanlar1 ve sigir eti tiiketimi ile iligkilidir. Et
ve yumurta dahil olmak iizere ¢ig veya az pismis enfekte gidalar yoluyla da insanlara
aktarilmaktadir. Coklu ila¢ direngli Salmonella enterica serovar Typhimurium suslari,
1980'lerin ortalarinda izole edilmistir ve tipik olarak ampisilin, kloramfenikol, streptomisin,

siilfonamidler ve tetrasikline kars1 direngli olarak belirlenmistir (Ribot ve ark., 2002).

Salmonella popiilasyonlarinda antimikrobiyal direncin yayilmasi i¢in kritik iki mekanizma
vardir. Bu mekanizmalar antibiyotik direng¢ genlerinin yatay transferi ve antimikrobiyal ilaca
direngli Salmonella izolatlariin klonal yayilmasidir (Alcaine ve ark., 2016). Salmonella
popiilasyonunda birden fazla aktivite degistirici ajana kars1 gosterilen diren¢ mekanizmalari,

salmonellozun kontroliinde ve tedavisinde sorunlar yaratmaya baglamaktadir (Tagkale, 2010).



Bakterilerin antibiyotiklere karsi gelistirdikleri diren¢ mekanizmalar iizerine etki edebilecek
ve bu mekanizmalar1 degistirebilecek yeni formda ilaglar veya yontemler gelistirilmelidir.
Kolesterol, bakterilerin sitoplazmik hiicre zarinda bulunmaz. Fakat kolesterol bakteri hiicre
zarinin mozaik sivi yapisini etkileyebilmekte, akiskanligini degistirebilmekte ve dolayisi ile
antibiyotiklerin etki edebilmesi i¢in daha duyarli hale getirebilmektedir (Andrade ve ark.,
2014).

Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi bir titresim spektroskopisi seklidir ve
FT-IR spektrumu hem molekiiler yapiy1 hem de molekiiler ortami yansitmaktadir (Duygu ve
ark., 2009). Spektrum, mikroorganizmalarin tanimlanmasini saglayan spektroskopik bir
parmak izi gorevi gormektedir (Naumann ve ark., 1991; Maquelin ve ark., 2003). FT-IR
spektroskopisi bakterilerin hizli ve es zamanli karakterizasyonunu saglamaktadir (Helm ve
ark., 1991; Schallehn ve ark., 1991; Naumann ve ark., 1991). FT-IR teknigi cesitli alanlarda
(klinik, ¢evresel, gida mikrobiyolojisi) ¢ok hizli smiflandirma, farkli mikrobiyal tiirlerin ve
suslarin farklilasmasi amaciyla, analitik bir yontem olarak kullanilabilmektedir (Naumann,

1998).

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda kolesteroliin Salmonella bakterilerinin antibiyotik
direncliligi {lizerine etkisinin incelendigi herhangi bir calismanin bulunmadigi goriilmiisiitiir.
Bu yiiksek lisans tez caligmasinin amaci kolesteroliin antibiyotik duyarliligi belirlenmis
Salmonella Typhimurium bakterisinin farkli antibiyotiklere ve konsantrasyonlarina karsi
direnglilik profili {izerine olan etkisinin mikrobiyolojik yontemler kullanilarak belirlenmesi ve
Fourier Doniisiimli Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisinin hizli ve giivenilir bir yontem olarak

bu etkinin belirlenmesinde uygulanabilirliginin arastirilmasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Gida Zincirinde Antibiyotik Diren¢ Yayilimi

Son on yilda, antibakteriyel maddelere karsi c¢oklu ilag direnci gosteren bakteriyel ve
patojenlerin sayisinda 6nemli bir artis goriilmektedir. Antibiyotik direnci her yil diinya
capinda tahminen 700.000 insanin dliimiine neden olmakta ve bazi uzmanlar Sekil 2.1°de de
verildigi gibi, direncleri azaltmak veya yeni antibiyotikler gelistirmek i¢in ¢aba gosterilmedigi
takdirde 2050 yilina kadar bu rakamin 10 milyona ulagabilecegini dngormektedir (O’Neill ve
Jim, 2014).

Tetanoz | 60K
Kolera | 100K
Kizamik | 130K
Antimikrobiyal direnclilik [l 700K ——> 2050 de Antimikrobiyal direnglilik
Trafik Kazalari [ 1.200 M 10 M
ishal N 1.400M
Diyabet [N 1.500 M
Kanser | 8.200m

Sekil 2.1. Diger 6liim nedenleri ile karsilastirildiginda her yil antibiyotik dirence baglh
Olimler (Antibiyotik direnclilik derleme, 2014)
Antibiyotik direnci sadece tip alaninda degil, ayn1 zamanda gida iiriinii olan c¢iftlik
hayvanlarinda da 6nemli bir sorun haline gelmistir. Son zamanlarda, ¢ok sayida raporda, si1g1r,
kiimes hayvanlari, domuz gibi ¢esitli hayvansal kaynaklardan elde edilen gida {iriinlerinde
(yemeye hazir et, pismis et ve dokme slit) cok miktarda antibiyotige direncli bakteri ve direng
genlerinin varlig1 belirlenmistir (Liu ve ark., 2016). Ejo ve ark. (2016) tarafindan yapilan
calismada, toplam 21 Salmonella izolati, dokuz farkli antibiyotik kullanilarak antibiyotik
duyarlilik testine tabi tutulmustur. Genel olarak, antibiyotik duyarlilik testi sonucunda,
seftriakzon, gentamisin ve nalidiksik asidin, bu ¢alismadan izole edilen Salmonella spp.'e
kars1 etkili olan antibiyotikler oldugu ortaya konulmustur (Tablo 2.1.). Gida iirlinlerinden (¢ig
et, kiyilmis et, ¢ig yumurta ve ¢ig siitten) izole edilen direngli Salmonella spp. izolatlarinin

antimikrobiyal direng profilleri Tablo 2.2.’de verilmistir.



Tablo 2.1. Hayvansal kaynakli gida tiriinlerinden elde edilen antibiyotik direngli Salmonella
izolatlarinin sayisi (Ejo ve ark., 2016)

Gida 6rneklerinden izole edilen direngli izolatlarin sayisi

Antibiyotik szrl‘;‘ Eii 36; Cit (Zlf;um %lg: Sll)“ Toplam (n=10)
Amoksisilin(AML) 1 (%100) 0 1 (%20) 1 (%100) 3 (%30)
Ampisilin (AMP) 0 0 1 (%20) 1 (%100) 2 (%20)
Sefalotin (KF) 1 (%100) 1(%33.3) 0 0 2 (%20)
Seftriakzon (CRO) 0 0 0 0 0
Gentamisin (CN) 0 1 (%33.3) 0 0 1(%10)
Nalidiksik asit (NA) 0 0 2 (%40) 0 2 (%20)
Nitrofurantoin (F) 1 (%100) 1 (%33.3) 2 (%40) 0 4 (%40)
T?:zg:s;ﬁsg%) 1 (%100) 1 (%33.3) 2 (%40) 0 4 (%40)
Tetrasiklin (TE) 1 (%100) 3 (%100) 4 (%80) 1(%100) 9 (%90)

n: direngli izolat say1s1

Tablo 2.2. Gida iiriinlerinden izole edilen Salmonella spp.’nin antibiyotik direng¢ profilleri
(Ejo ve ark., 2016)

Direng sekli Antibiyotik profilleri Direngli izolatlar Gida maddelerinin
kaynagi
Coklu ilag direngli AMP F,SXT,TE 1 Kiyma
Coklu ilag direngli AML,AMP,NA,TE 1 Cig yumurta
Coklu ilag direngli KF,CN,SXT,TE 1 Cig et
Coklu ilag direngli AML,AMP,TE 1 Cig siit
Coklu ilag direngli CN,SXT,TE 1 Cig yumurta
Coklu ilag direngli F,TE 1 Cig et
Coklu ilag direngli NA,SXT 1 Cig yumurta
Coklu ilag direngli SXT,TE 1 Cig yumurta
Mono ila¢ direngli SXT 1 Cig yumurta
Mono ila¢ direngli TE 1 Cig et

AML: amoksisilin, AMP: ampisilin; KF: sefalotin; CRO: seftriakzon; CN: gentamisin; NA: nalidiksik asit; F:
nitrofurantoin; SXT: siilfametoksazol- trimetoprim; TE: tetrasiklin

Hayvanlara biiylimelerini tesvik etmek veya yem verimlili§ini artirmak i¢in antibiyotik
verildiginde, bakteriler uzun bir siire boyunca bu ilaglarin diisiik dozlarina maruz kalmaktadir.
Bu durum bakteriler arasinda antibiyotik direncinin yayginligini artirmakta, boylece direngli
suslarin neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlarin insidansi artmaktadir. Hayvanlarda
antimikrobiyal kullaniminin istenmeyen bir diger sonucu da, antimikrobiyal direngli zoonotik
gida kaynakli bakteriyel patojenlerin potansiyel gelisimidir. Bu gelisim gida kontaminantlar

olarak insanlar1 etkilemektedir (O’Bryan ve ark., 2017).

Hayvanlar ve bitkiler dahil olmak iizere c¢evresel ortamlar patojenik ve patojenik olmayan

direncli bakteriler i¢in bir iletim yolu gorevi gormektedir. Ayrica, gida iiretim tesisleri ve gida




tedarik zinciri de bu direngli bakterilerin ¢evreye, hayvanlara ve insanlara gecisinde onemli

bir rol oynayabilmektedir (FAO ve WHO, 2011).

Hayvanlardan ve c¢evreden bakterilere antibiyotik diren¢ genlerinin aktarilmasinda kritik bir
ozellik, diren¢ fenotiplerine katkida bulunan genleri secen bir antibiyotik etki varligidir.
Antibiyotik diren¢ durumunda, antibiyotikler, duyarli bakterileri oldiirerek, antibiyotige
direncli bakterilerin hayatta kalmasin1 ve ¢ogalmasinmi saglarlar. Bu etki, tasidiklar1 direng
genlerinin iletilmesine yardimeci olarak duyarli olanlara oranla direngli bakterileri ortaya

cikarmaktadir (Bengtsson-Palme, 2017).

Yiyeceklerde hem diren¢li hem de direngli olmayan patojenlerin risk degerlendirmesinde,
gida hazirliginin 6neminin bilinmesi gereklidir. Uygun sekilde pisirilmis veya bakterileri
oldiirecek sekilde hazirlanmis yiyecekler, bakterilerin insanlari enfekte etmesine veya
kolonilestirmesine engel olmaktadir. Bu durum aymi zamanda, sebze ve meyvelerin et ve
baliktan daha ¢ig veya islem uygulanmadan tiiketilmesinin daha muhtemel olmasi nedeniyle
risk olasiligini artirmaktadir. Bu nedenle, sebze ve meyvelerin hazirlanmasi, muhafaza
edilmesi ve paketlenmesi, ¢evresel bakterilerin insan mikrobiyomunu etkilemesi acisindan

Oonem tasimaktadir ( Bengtsson-Palme, 2017).

Direngli bakteriler toprakta, suda, insan veya hayvan digkisinda bulunabilmektedir. Hayvansal
tiriinlere, kesim sirasinda fekal kontaminasyon sonucunda antimikrobiyal direngli bakteriler
gecebilir. Bitkisel {iriinler, insan veya hayvan digkisi ile kontamine olmus sulama suyunun
veya kanalizasyon desarjlarinin kullanilmasi sonucu iiretim sirasinda antimikrobiyal direncli
bakterilerle kontamine olabilmektedir (Bérézin ve ark.,, 1997). Kontaminasyon, gida
tiretiminden sonra ortaya cikabilmekte ya da gidalar isleme sirasinda ortamda bulunan
antimikrobiyal direngli bakteriler veya antimikrobiyal direngli genler ile kontamine

olabilmektedir (Verraes ve ark., 2013).

Antibiyotik alan gida hayvanlarinin bagirsaklarinda antibiyotik direngli bakterilerin gelismesi
ve bu hayvansal iriinlerin yeterince 1si1l islem gérmemesi sonucunda da antibiyotik direncli

bakteriler insanlara bulasabilmektedir (Singer 2003).



Direncgli bakteriler ve antibiyotige direngli genler, gida iiretim zincirinin her asamasinda
kolaylikla yayilabilmekte (Da Costa ve ark., 2013; FAO, 2015) ve insanlarda enfeksiyonlara
neden olabilmektedir. Antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasi, gida zinciri boyunca dogrudan
veya dolayli temas yoluyla miimkiindiir. Dogrudan temas, insanlarin hayvanlara ve biyolojik
maddelere (kan, idrar, digki, siit, tlikiiriik ve semen gibi) hemen maruz kalmasini takiben
olusur ve direngli bakterilerin konakc¢idan konakgiya hizli ve kolay yayilmasina neden
olmaktadir. Insanlar, kontamine gida iiriinleri ile (&rn., et, yumurta, siit ve siit iiriinleri) temas
veya tliketim ile dolayli olarak antibiyotige direngli bakterilere ve direngli genlere maruz

kalabilmektedir (Marshall ve Levy, 2011).

Uluslararasi gida standartlari, gida kaynakli olusan diren¢ yayiliminin gida iiretiminin
risk analizinde dikkate alinmasi gerektigini ve direngli bakterilerin izlenmesinin etkili risk
yonetimi stratejilerinin belirlenmesinde kritik dneme sahip oldugunu ortaya koymaktadir

(FAO ve WHO, 2011).

2.2. Salmonella ve Salmonella Typhimurium’un Genel Ozellikleri

Patojenler arasinda Salmonella, diinya ¢apinda en yaygin gida kaynakli patojen olarak kabul
edilmektedir ve 6zellikle gelismekte olan iilkelerde, hayvanlar ve insanlarda ekonomik éneme
sahip onemli bir zoonotik mikroorganizma olarak goriilmektedir (Ejo ve ark., 2016). Sekil
2.2.°de de verildigi gibi Salmonella enfeksiyonu (salmonelloz) kontamine ¢ig sebze, meyve,
et, siit, siit Uriinleri, yumurta, balik ve su iriinlerinin pisirilmeden kullanilmasi, pastorize
edilmemis siit, yogurt, dondurma ve siit iirlinleri kullanilmasi, sanitasyon ve hijyene dikkat
edilmeden hazirlanmis gidalarin tiikketilmesi sonucunda bulasabilmektedir. Diinya ¢apinda en
yaygin gida kaynakli patojenlerden biri olan Salmonella sadece Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1.3 milyon vakada salmonelloza neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu da her

yil 15.000 hastanede yatisa ve yaklasik olarak 500 6liime neden olmaktadir (Callaway, 2008).
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Sekil 2.2. Salmonella salginlar ile iligkili gidalar (CDC, Ulusal Salgin Raporlama Sistemi).

Salmonella cinsi, Enterobacteriaceae familyasina ait fakiiltatif anaerob, ¢ubuk seklinde,
hareketli, kapsiilsiiz ve gram negatif bakterilerdir. Optimum iireme sicakliklar1 35-37° C ’dir.
Optimal pH degeri 6.5 - 7.5’dir. Salmonella cinsi iki tiir igerir, S. enterica ve S. bongori. S.
enterica ayrica karbonhidrat, flagellar ve lipopolisakkarit (LPS) yapilarinin kompozisyonuna
dayanarak biyokimyasal olarak farklilagtirilmig alti alt tiire boliinmiistiir. Tiim Salmonella
serotipleri, kapsiiler (Vi) antijenlerine ek olarak somatik (O) ve flagellar (H) antijenlerini

temel alan bir antijenik formiil ile tanimlanmaktadir (Hurley ve ark., 2014).

Salmonella enfeksiyonu bagirsak sistemini etkileyen yaygin bir bakteriyel hastaliktir.
Salmonella tiirleriyle enfeksiyonun ardindan, konagin duyarliligina bagli olarak c¢esitli
sekillerde klinik belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Bulasici etkenlerden, S. Typhi ve S. Paratyphi,
Olime neden olabilen ince bagirsak enfeksiyonlariyla siurli tifo benzeri hastaliga, S.
Enteritidis ve S. Typhimurium ise tifoidal olmayan gastroenterite neden olmaktadir (Lopez ve
ark., 2012). Gelismekte olan iilkelerde yaygin olan tifonun aksine, tifodial olmayan
Salmonella salmonellozlar1 diinya ¢apinda goriilmektedir. Her yil bu enfeksiyon nedeniyle
yaklasik 93.8 milyon gastroenterit vakasina rastlanmakta ve bu da yaklasik 155.000 6liimle
sonuglanmaktadir. Kanatli hayvan, yumurta ve siit iiriinleri gibi kontamine hayvansal kaynakli
gida triinlerine ek olarak, tifodial olmayan Salmonella aktarimi kisiden kisiye temas veya
kediler, kopekler, kemirgenler, siiriingenler veya amfibiler gibi evcil hayvanlarla temastan

kaynaklanabilmektedir (Gal-Mor ve ark., 2014).



Hem insanlarda hem de hayvanlarda antibiyotige diren¢li Salmonella enfeksiyonlari, 6zellikle
hijyenik olmayan yasam kosullari, hayvanlar ve insanlar ile yakin temas, az pismis hayvansal
gida maddeleri ya da ¢ig tiiketim nedeniyle enfeksiyon riskinin yiiksek oldugu gelismekte
olan iilkelerde onemli bir problemdir. Antibiyotige direnglilik ve potansiyel olarak daha
patojenik tiirlerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasindan dolayi bu patojen ile ilgili endise giderek
artmaktadir. Antimikrobiyal direngli Salmonella spp., antimikrobiyallerin, tip ve veteriner
alanlarinda terapotik veya profilaktik ajanlarin uygunsuz kullanimina bagli olarak ve ayrica
hayvansal iiretimde biiylime promotorlerinin kullanimindan dolayi, diinyanin dort bir
yanindaki hayvansal gidalardan izole edilmistir (WHO, 2012). Ozellikle florokinolonlara ve
ticiincti kusak sefalosporinlere karsi ve gesitli antimikrobiyal maddelere direngli Salmonella
suslari, diinya capinda ortaya c¢ikan 6nemli bir problem olarak kabul edilmekte ve etkileri
daha yiliksek morbidite ve mortalite oranlar1 ile birlikte yliksek tedavi maliyetleri ile

sonuglanmaktadir (WHO, 2012).

Salmonella enterica serovar Typhimurium, insanlarda klinik olarak bildirilen salmonelloz ile
iligskilendirilen 6nemli serovarlardan biridir ve enfeksiyonlarin en az % 15'ini olusturmaktadir
(Scallan, 2011). Salmonellozla iligkili olan gastroenterit veya bagirsak iltihabinin olusumuna
neden olan bu serovar, Gram-negatif, kamgili, aerobik bakterilerdir (Black, 2008). Toksisitesi,
bakterileri ortamdan koruyan biiytik dl¢iide lipopolisakaritlerden (LPS) olusan bir dis zardan
kaynaklanir. LPS, bir O-antijeni, bir polisakkarit ¢ekirdegi ve onu dis zara baglayan lipit
A'dan olusur. S. Typhimurium kontamine yiyecek ve iceceklerle yayildigi gibi, viriisli bir
hayvan veya evcil hayvanla dogrudan temas yolu ile de insanlara aktarilabilmektedir
(Torpdahl et al., 2013). En sik goriilen risk faktorii, az pismis sigir eti, domuz eti ve kuzu eti
gibi gidalardir.

S. Typhimurium‘un neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi
gosterilen duyarliligin azalmasi, bu patojenin antibiyotik direng genlerini diger bakterilere
yayma potansiyeli egilimde oldugunu gostermektedir (Blake ve ark., 2013). Bu durum énemli
bir endise nedenidir ¢iinkii uzun siiren yeni ilag¢ gelisim siireci nedeniyle hastaliga neden olan
bakterilerin direngli suslarinin tedavisi giderek daha zor hale gelmektedir (Chen ve ark.,

2019).



Coklu ilag direngli Salmonella enterica serovar Typhimurium suslari; ampisilin,
kloramfenikol, streptomisin, siilfonamitler ve tetrasiklinler gibi bir¢ok ilaca direncgli olarak
tanimlanmistir (Chen ve ark., 2019). Tiim direng¢ genleri, sinif 1 integronun bir pargasi olarak
bulunmustur ve bu genetik yapiya sahip tiirler, diinyanin farkli yerlerinde tanimlanmistir

(Faldynova ve ark., 2005).

CDC’nin 2018 verilerinden elde edilen bir salgin vakasinda; Amerikan Gida ve llag
Dairesinin (FDA) yapmis oldugu testler ile, organik {irlin satan marketten alinan hindistan
cevizlerinin agilmamig bir numunesinde Salmonella Typhimurium tanimlanmigtir. Tim
Genom Dizilimi (whole genome sequencing-WGS) sonuglari, kurutulmus hindistan
cevizindeki Salmonella'nin genetik olarak hasta insanlar ile yakindan iligkili oldugunu
gostermistir. Bu sonug, bu salgindaki insanlarin kontamine olmus kurutulmus hindistan cevizi

yemekten hastalandiklarina dair kanit saglamistir.

2018 yilinda meydana gelen baska bir salginda ise Salmonella Typhimurium'un suslari ile
enfekte toplam 265 kisi bildirilmistir. Goriisiilen 222 kisiden 194'ii (% 87) marketlerden satin
aldiklar tavuk salatasini yediklerini bildirmistir. Arastirmacilar tarafindan, laboratuar testleri
icin tavuk salatasi satin alinan marketten Ornekler toplanmis ve Orneklerde Salmonella

Typhimurium susu tanimlanmastir.

Kamu Yararina Bilim Merkezi (The Center for Science in the Public Interest) (CSPI)’ nin
yayinladig1 bir raporda da, ¢ogunlukla hayvansal kokenli gidalar ile insanlarda antibiyotik
direncli patojenlerin neden oldugu salginlar arasindaki baglantiy1r gostermektedir. Tablo 2.3°te
2000 ve 2011 yillar1 arasinda bildirilen gida kaynakli vakalarda izole edilen Salmonella

Typhimurium bakterilerinin en az bir antibiyotige direngli oldugunu gostermektedir.



Tablo 2.3. Antibiyotige Direncli Gida Kaynakli Salginlar (CSPT)

Yil Bakteri Gida/Kaynak Vaka Hastane | Olim A1.1t1b1y(.)t.1k ila¢ Grubu WHO
Sayisi Direnclilik Durumu
Ampisilin Penisilin Kritik
N . Streptomisin Aminoglikozit Kritik
2000 | S.Typhimurium | - Pastdrize siit 93 6 0 Siilfametoksozal | Aminoglikozit | Yiiksek
Tetrasiklin Tetrasiklin Yiiksek
Amoksisilin- Penisilin Kritik
klavulanat
R . Ampisilin Penisilin Kritik
2005 | S-Typhimurium Susi s 0 0 Kloramfenikol Kloramfenikol | Yiiksek
Streptomisin Aminoglikozit Kritik
Tetrasiklin Tetrasiklin Yiiksek
Amoksisilin- Penisilin Kritik
klavulanat
R R Ampisilin Penisilin Kritik
2006 | S-Typhimurium | Kok Sebzeler 3 NR NR Kloramfenikol Kloramfenikol | Yiiksek
Streptomisin Aminoglikozit Kritik
Tetrasiklin Tetrasiklin Yiiksek
p noksisiy Penisilin | Kritik
klavulanat
Ampisilin Penisilin Kritik
2011 | S.Typhimurium | Danakiyma 20 8 0 Seftriakzon Sefalosporin Kritik
Kanamisin Aminoglikozit | Yiiksek
Streptomisin Aminoglikozit Kritik
Tetrasiklin Tetrasiklin Yiiksek

Salmonella enterica'nin tifodial olmayan Salmonella serotiplerinin bir ¢ogu salmonelloz
tedavisinde yaygin olarak kullanilan antimikrobiyallere karsi1 diren¢ gelistirmistir. Kuang ve
ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, Sanghay'da insanlardan, yiyeceklerden, hayvanlardan ve
sudan izole edilen 3680 Salmonella suslari igerisinde 179 izolatin siprofloksasine direngli
oldugu belirlenmistir. Bu suslar icerisinde en yaygin olan suslar S. Typhimurium (n = 64,%
35.8) ve S. Indiana (n = 45,% 25.1) olarak tanimlanmistir. Kinolon olmayan ilaglar arasinda
izolatlarin en yiiksek direng gosterdigi antibiyotikler sulfisoksazol (% 95.0), ampisilin (%
92.7), tetrasiklin (% 86.6) ve trimetoprim / siilfametoksazol (% 84.4) olarak belirlenmistir.
Darbeli alan jel elektroforezi (PFGE) analizlerinin sonuglari, domuz diskisi ve domuz
iriinlerinden izole edilen S. Typhimurium izolatlarinin ¢ogu hastadan izole edilen izolatlarla
oldukca benzer bir PFGE paterni gosterdigini gostermistir; bu da domuzlarin, Sanghay'da
insanlarda hastaliklara neden olan siprofoksasine direngli S. Typhimurium izolatlarinin ana

kaynag1 olabilecegini diisiindiirmektedir (Kuang ve ark., 2018).
Gida degeri olan hayvanlarin beslenmesinde antibiyotiklerin genis kullanimi nedeniyle

insanlara aktarilabilen ilaca direngli bakterilerin ortaya c¢ikmasi, antibiyotige direngli

Salmonella'y1 diinya ¢apinda ciddi bir problem haline getirmektedir. Fallah ve ark. (2015)
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tarafindan yapilan bir calismada, tifodial olmayan Salmonella spp.'de antibiyotik direng
paterni belirlenmistir. Bu c¢alisma, 196 perakende piyasasindan toplanan 100 tavuk 6rnegi
tizerinde yapilmistir. Biitlin suslar sefotaksim ve siprofloksasine duyarli ve nalidiksik asit,
tetrasiklin ve streptomisine karsi direngli olarak bulunmustur. Antibiyotik disk difiizyon

yontemine gore duyarli, orta duyarl veya direngli izolatlarin yiizdesi Tablo 2.4’de verilmistir
(Fallah ve ark., 2015).

Tablo 2.4. Antibiyotik disk difiizyon yontemine gore duyarli, orta duyarli ve direngli
izolatlarn yiizdesi (Fallah ve ark., 2015)

Antibiyotikler Duyarh Orta duyarh Direncli
Nalidiksik asit 0 0 100
Tetrasiklin 0 0 100
Streptomisin 0 0 100
Amoksisilin 30 0 70
Kloramfenikol 28 0.8 64
Trimetoprim 20 14 66
Amoksisilin-klavulanat 34 34 32
Seftazidim 44 28 28
Kolistin 76 0 24
Ampisilin 80 10 10
Gentamisin 98 0 0.2
Imipenem 98 0.2 0
Sefotaksim 100 0 0
Siprofloksazin 100 0 0

Salmonella enterica serovarlar1 arasinda Salmonella Typhimurium, diinya ¢apinda en sik
izole edilen serotipler arasindadir. Antimikrobiyallerin yaygin kullanimi, kinolonlara ve
florokinolonlara kars1 direngli olan NTS Salmonella suslarinin artmasina neden olmustur. Bu
azalmis duyarlilik, baz1 durumlarda tedavi basarisizligina neden olabilmektedir. Almedia ve
ark.’nin yaptig1 ¢alismada, 90 Salmonella Typhimurium susu, 1983 ve 2013 yillar1 arasinda
Brezilya'daki farkli cografi bdlgelerden insanlardan ve yiyeceklerden izole edilmistir.
Incelenen 90 S. Typhimurium susunun 65'i (% 72.2) siilfonamidlere direncli, 44 sus (% 48.9)
streptomisine direngli, 27 sus (% 30) tetrasikline, 21 sus (% 23.3) gentamisine ve 7 sus (%
7.8) seftriaksona direngli olarak bulunmustur. Salmonella Typhimurium suslarinda bulunan
direncli genlerin cesitliligi ve prevalansi, insanlar icin potansiyel tehlikesini ortaya

koymustur (Almedia ve ark., 2018).

2500'den fazla Salmonella serotipi arasinda, Salmonella Enteritidis ve Salmonella
Typhimurium, insanlarda siklikla hastaliklara neden olan serovarlardir (Rodpai ve ark., 2013).

Insanlarda S. Enteritidis vakalar1 ¢ogunlukla kontamine yumurta ve kiimes hayvani eti
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tikketimi ile iligkilendirilirken, S. Typhimurium, kontamine domuz eti, kiimes hayvanlar1 ve
sig1r eti tiikketimi ile ilgilidir (Spector ve Kenyon, 2012; Park ve ark., 2014). Thong ve ark.’ nin
yaptiklari ¢alisma, pazarlarda ve hipermarketlerde ¢ig tavuk etinde Salmonella Enteritidis ve
Salmonella Typhimurium'un olusumunu incelemek ve ayrica S. Enteritidis ve S.
Typhimurium'un antibiyotik duyarlilik profilini belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir.
Coklu ilag direngli S. Enteritidis ve S. Typhimurium izolatlar1 en az {i¢ antibiyotige
(eritromisin, penisilin ve vankomisin) direnc¢li olarak bulunmustur. Tiim izolatlar eritromisin,
penisilin ve vankomisine direngliyken amoksisilin / klavulanik asit, gentamisin, tetrasiklin ve
trimethoprime karsi duyarli olarak bulunmustur (Tablo 2.5) (Thong ve ark., 2016). Direng
profillerine dayanarak, S. Typhimurium izolatlar1 test edilen toplam antibiyotik sayisinin
direncli antibiyotik sayisina orani acisindan en yiiksek coklu ila¢ direnci indeks degerini

gostermistir (Tablo 2.6).

Tablo 2.5. Disk difiizyon yontemi ile test edilen tavuk eti Orneklerinden izole edilen
Salmonella Enteritidis ve Salmonella Typhimurium'un antimikrobiyal duyarlilik
paterni (Thong ve ark., 2016)

S. Enteritidis ve S. Typhimurium Antibiyotik Duyarlilik Profili
Antibiyotikler Test edilen izolatlar *Direncli (%) *Orta duyarli (%) *Duyarli (%)
Amoksisilin 11 3(27.27) - 8 (72.73)
Ampisilin 11 8(72.73) 3(27.27)
Amoksisilin- 11 - - 11 (100)
klavulanik asit
Sefazolin 11 3(27.27) 2 (18.18) 6 (54.55)
Seftazidim 11 - 3(27.27) 8 (72.73)
Siprofloksazin 11 3(27.27) 8 (72.73) -
Eritromisin 11 11 (100) - -
Gentamisin 11 - - 11 (100)
Kanamisin 11 - 3(27.27) 8 (72.73)
Penisilin 11 11 (100) - -
Nalidiksik asit 11 1(9.09) 3(27.27) 7 (63.64)
Streptomisin 11 1(9.09) 3(27.27) 7 (63.64)
Tetrasiklin 11 - - 11 (100)
Trimetoprim 11 - - 11 (100)
Vankomisin 11 11 (100) -

*Test edilen izolatlardan direngli, orta duyarl ve duyarli izolatlarin sayis1 ve yiizdesi
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Tablo 2.6. Tavuk eti orneklerinden izole edilen ve Salmonella Typhimurium'un antibiyotik
direng profili paterni ve ¢oklu antibiyotik direnci indeksi

Salmonella serovar Perakende Antibiyotik direng profili COkh.l ilag d_lrenc
indeksi
S.Typhimurium Pazar AML,KZ,CIP,E,P,VA 0.4
S.Typhimurium Pazar AML,KZ,CIP,E,P,VA 0.4
S.Typhimurium Hipermarket AML,KZ,CIP,E,P,VA 0.4

AML - Amoksisilin; AMP - Ampisilin; KZ - Sefazolin; CIP - Siprofloksasin; E - Eritromisin; P - Penisilin; VA -
Vankomisin.Coklu ilag direng indeksi = direncli antibiyotik sayisi / test edilen toplam antibiyotik sayis1

Cin'de yapilan bir ¢alismada ise, ililke genelinde hayvanlardan ve yiyeceklerden izole edilen
Salmonella suslarinda mecr-1 (plazmid aracili  kolistin direnci) geninin prevalansi
arastirilmistir.  Calismada, mcr-1 pozitif Salmonella izolatlarinin, 14 antibiyotige karsi
duyarhiliklar1 belirlenmistir. Bu izolatlar, genel olarak, kolistine ek olarak ampisilin,
kloramfenikol, gentamisin ve tetrasikline karsi yiiksek bir direng sergilemislerdir. mer-1
tasiyan plazmidleri barindiran Salmonella suslarinin  ¢ogu S. Typhimurium olarak

tanimlanmistir (Cui ve ark., 2017).

S. Typhimurium’ un antibiyotik duyarlilig1 tizerine Chen ve ark.’nin yaptig1 bir ¢aligmada;
Kirby-Bauer disk difiizyon testi uygulanarak streptomisin, nalidiksik asit, eritromisin,
tetrasiklin ve penisilin G’ ye kars1 duyarliliklart test edilmistir. S. Typhimurium'un eritromisin
ve penisilin G'ye direngli oldugu goriilmiistiir. S. Typhimurium'un tetrasiklin ve nalidiksik
asite duyarli oldugu belirlenmesine ragmen, nalidiksik asit zon ¢ap1 ¢evresinde bazi direngli
koloniler goriildiigiinii, bu da bazi kolonilerin bu antibiyotiklerin iistesinden gelmelerini
saglayan mutasyonlar gelistirdigini gosterir seklinde yorumlanmigtir. Kirby-Bauer disk
difiizyon testinin sonuglarina gore, tetrasiklinin S. Typhimurium'a karsi etkili  bir
kemoterapotik ajan olabilecegi gorilmiistiir. Bu bakterinin zon c¢aplarina bagli olarak

duyarlilik ve direnglilik durumlar1 Tablo 2.7°de verilmistir.

Tablo 2.7. S. Typhimurium'un ¢esitli antibiyotiklere direnci.

Antibiyotik Disk icerigi Inhibisyon zonu Duyarhhk
Streptomisin 10 pg 14 mm Orta
Nalidiksik asit 30 ug 19 mm Duyarli
Eritromisin 15 pg 10 mm Direngli
Tetrasiklin 30 pg 19 mm Duyarli
Penisilin G 10 ug 12,5 mm Direngli
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Kanath hayvanlarda ve diger gida degeri olan hayvanlarda antibiyotiklerin, hastaliklarin
tedavisinde ve/veya antimikrobiyal biliyiime promotorii olarak kullanilmasi, et {iriinlerinin
kontaminasyonuna neden olabilecek antibiyotik direngli kommensal bakterilerin ortaya
¢ikmasina baglanmistir (Bogaard ve ark., 2000). Filipinler'de yapilan bir calismada,
pazarlarda perakende tavuk etinde E. coli ve Salmonella spp.'nin varligini ve antibiyotik
duyarhiliklarin1 belirlemek amaglanmistir. Salmonella spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik
profili Tablo 2.8’de verilmistir. CLSI (2006) protokoliinii izleyen Salmonella spp. izolatlari
icin antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore izolatlarin % 100’4 (9/9) amoksisiline
direncli ve % 88.88°i (8/9) ampisiline direngli olarak bulunmustur. izolatlarin ¢ogunlugu (%
96) ise streptomisine duyarli olarak belirlenmistir (Elumba ve ark., 2018). Ayrica farkli

antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 Sekil 2.3” de gosterilmistir.

Tablo 2.8. Salmonella spp. izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profili (Elumba ve ark., 2018).

Antibiyotik Duyarh Orta duyarh Direngli
Zon Izolatlarin | Zon Izolatlarin | Zon Izolatlarin
capi(mm) | sayisi (%) capi(mm) | sayisi (%) capi(mm) | sayisi (%)
Amoksisilin >18 0 (0%) 14-17 0 (0%) <13 9 (100%)
Ampisilin >17 0 (0%) 14-16 1 (11.11%) <13 8 (88.88%)
Kloramfenikol >18 8 (88.88%) 13-17 0 (0%) <12 1(11.11%)
Streptomisin >15 4 (44.44%) 12-14 3 (33.33%) <11 2 (22.22%)

Sekil 2.3. Disk difiizyon yontemine gére Salmonella spp. izolatlarinin farkli antibiyotiklerle
inhibisyon bolgesinin gdsterimi.

Salmonella’nin antibiyotik direngliligi ilizerine yapilan bir baska c¢alismada ise, Khan ve

ark.’larmin kiimes hayvanlar1 iriinlerinde Salmonella’nin antibiyotik direngliligi disk

difiizyon yontemine gore 15 antibiyotik (CRO (seftriakzon), AMX (amoksisilin) , 31 GEN

(gentamisin), STR (streptomisin), TET (tetrasiklin), CHL (kloramfenikol), CLR

(klaritromisin), LVX (levofloksasin), OFX ( ofloksazin), GAT (gatifloksasin), CIpP
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(siprofloksazin), SXT (trimetoprim-sulfametoksazol), AMP (ampisilin), LIN (linkomisin) ve
AZM (azitromisin)) i¢in test edilmistir. 234 izolattan 139 adet izolat S. Typhimurium olarak
belirlenmigtir. Farkli serovarlarin antibiyotik direncliligi Sekil 2.4° de verilmistir. S.
Typimurium, AMX'e (% 94.9, 132/139) ve ardindan LIN (% 93.5, 130/139), AMP (% 92,
128/139), TET ve STR'ye (% 84.1, 117/139),( 83.4, 116 / 139) kars1 yiiksek direng gostermis,
ancak CRO (% 6.4, 9/139) ve GAT (% 5.7, 8/139)’a kars1 duyarl olarak bulunmustur.
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Sekil 2.4. Salmonella izolatlarinda antibiyotik direnci (Khan ve ark., 2019).

Yapilan bir bagka ¢alismada, Misir'da bulunan 41 tavuk ciftliginden izole edilen Salmonella
enterica serovarlarinin prevalansi, tiirii ve antibiyotik duyarliliklar1 arastirilmistir. Tavuk
ciftliginde bulunan baskin serotipler arasinda Salmonella enterica serovar Typhimurium da
tanimlanmistir. Bu ¢alismada izole edilen tiim Salmonella serovarlar1 gentamisine duyarli, 52
(% 89.7) S. enterica serovar Typhimurium izolat1 streptomisine duyarl, 6 izolat ise (% 10.3)
streptomisine orta diizeyde duyarli olarak bulunmustur. 55 (% 94,8) S. enterica serovari
Typhimurium izolatlar1 trimetoprim / siilfometoksazole duyarli, 3 (% 5,2) izolat ise direngli
olarak belirlenmistir. Ayrica izole edilen tiim S. enterica serovarlari Typhimurium suslar
ampisilin, kloramfenikol ve tetrasikline direngli olarak bulunmustur (El-Sharkawy ve ark.,

2017).
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Tablo 2.9. Calismada test edilen 58 S.Typhimurium izolatinin antimikrobiyal duyarlilik
profillerini (El-Sharkawy ve ark., 2017)

Antibiyofikler Konsantrasyon Inhibisyon zon ¢ap S.Typhimurium
(ng) (mm)

R I S R I S

Ampisilin 10 <13 14-16 | =17 | 58 (100 %) _ _

Kloramfenikol 30 <12 13-17 | =18 | 58 (100 %) _ _
Gentamisin 10 <12 13-15 | =16 _ _ 58 (100 %)
Streptomisin 25 <11 12-14 | =15 _ 6(10.3%) 52 (89.7 %)

Tetrasiklin 30 <14 15-18 | =19 | 58 (100 %) _ _
Sulfametoksazol/Trimetoprim 25 <10 11-15 | =16 3(52%) B 55 (94.8%)

R: Resistant (Direngli), I: Intermediate resistant (Orta diizeyde duyarli), S: Susceptible (Duyarli)

2.3. Bakterilerin Antibiyotik Diren¢ Mekanizmasi

Antibiyotik direncini anlayabilmek i¢in, antibiyotiklerin nasil ¢alistigini1 bilmek énemlidir. Bir
antibiyotigin bakterilere karsi etkili olmasi i¢in {i¢ kosul yerine getirilmelidir: i) hiicrede
duyarl bir antibiyotik hedefi bulunmaly, ii) antibiyotik hedefe yeterli miktarda ulasmali ve iii)

antibiyotik etkisizlestirilmemeli veya degistirilmemelidir (Dzidic ve ark., 2008).

Antibiyotiklerin siniflandirilmasindaki en yaygin siniflandirma semalar1 molekiiler yapilarina,
etki mekanizmalarina ve aktivite spektrumlarina dayanmaktadir (Calderon ve Sabundayo,
2007). Kimyasal veya molekiiler yapilarina gére bazi yaygin antibiyotik siniflari arasinda
beta-laktamlar, makrolidler, tetrasiklinler, kinolonlar, aminoglikozitler, siilfonamitler,

glikopeptitler ve oksazolidinonlar bulunmaktadir (Etebu ve ark., 1997).

Cogu antibiyotik sinifinin antimikrobiyal potansiyeli, bakteri yapisina ya da metabolik
ozelligine yoneliktir. Antibiyotiklerin etki mekanizmalari; hiicre duvar1 sentezinin
inhibisyonu, hiicre zar1 yapisinin veya fonksiyonunun zarar gérmesi, niikleik asitlerin yap1
ve fonksiyonunun inhibisyonu, protein sentezinin inhibisyonu ve metabolik yollarin
inhibisyonu seklindedir. Tablo 2.10.’da en ¢ok kullanilan antimikrobiyal siniflarin hem etki

mekanizmalar1 hem de bunlara kars1 gosterilen direng mekanizmalar1 gosterilmistir.
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Tablo 2.10. Yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal ajanlarin etki mekanizmasi ve direnci
(Kaufman ve Gerri, 2013; Alcaine ve ark.,2016)

Antibiyotik siifi Etki mekanizmasi Diren¢ mekanizmasi
Beta-laktam Hiicre duvar iiretimini inhibe eder. | Beta-laktamaz {iretimi
Peptidoglikanlar olusturmaya PBP'lere baglanmay1 6nlemek i¢in
yardimct olan enzimleri (PBP'ler) hiicre duvar1 protein enzimlerini
baglar. degistirir.
Beta-laktamaz inhibitorleri Beta-laktamaz enzimlerini inhibe Genis spektrumlu beta laktamazlar
eder / baglar. (ESBL) beta- laktamlar1 inhibe
ederler.
Aminoglikozitler rRNA, 308 alt iinitesine baglanir Fosforilasyon, adenilasyon ve
ve genetik kodun yanlis asetilasyonu ile (fosfo/asetil/adenil
okunmasina neden olur. Protein transferaz enzimleri ile) inaktif
iiretimini inhibe eder. edilirler.
Florokinolon Bakteri hiicresinde basarili bir
DNA replikasyonu ve hiicre Topoizomeraz II ve topoizomeraz
bdliinmesi igin esas olan DNA IV’ii kodlayan genlerdeki nokta
giraz (topoizomeraz II) ve mutasyonlar1 direnci olusturur.
topoizomeraz IV enzimlerini
inhibe eder.
Sulfonamid Dihidropteroat sentetaz enzimini PABA (p-amino benzoik asit)
inhibe eder. iretimi artirilarak sulfonamidlerin
dihidroptereaz enzimine
baglanmas: azaltilir.

Antibiyotik direncliliginde genel olarak ii¢ tip diren¢ tanimlanmistir. Tanimlanan bu direng
tiplerinden mikrobiyolojik direng (in vitro direng), bakterilerin antibiyotiklere kars1
duyarliligiin siniflandirilmasinda kullanilan sinir degeri tizerindeki antibiyotiklere karsi
duyarlilik diizeyinin diisiik olmasi anlamina gelmektedir. Ikinci tanimlanan direng tipi ise
farmakolojik direnctir. Bu direng, farmakokinetik parametrelere ve bakteri tiiriiniin normal
duyarliligima dayanmaktadir. S6z konusu bakteriler i¢in antibiyotigin minimal inhibitor
konsantrasyonu (MIK), bu antimikrobiyalin ulasabilecegi konsantrasyon araligindaysa,
duyarli olabilmektedir. Ilgili bakteriler igin antibiyotigin MIK'i, enfeksiyon bdlgesinde elde
edilebilecek konsantrasyondan daha ytiiksekse, bakterinin direngli oldugu kabul edilmektedir.
Klinik direng ise (in vivo direng), ilgili bakteri ile bir enfeksiyonun artik uygun sekilde tedavi

edilemeyecegi anlamina gelmektedir (Eldere ve ark., 2005).

Antibiyotiklere karsi direnclilik, mikroorganizmalarin dogal olarak antimikrobiyaller i¢in
hedef bolgelere sahip olmadigr ve antimikrobiyallerin onlar1 etkilemedigi igsel (intrinsik)
diren¢ yada dogal olarak duyarli bir mikroorganizmanin, antimikrobiyal tarafindan

etkilenmeyecek bir mekanizma kazandigi kazanilmis direng olmak {izere iki ana baslik

17




altinda degerlendirilmektedir (Kaufman ve Gerri, 2013). Antimikrobiyal ilaglarin etki
mekanizmalarindan dolay1 bakteriler antibiyotiklere karsi farkli diren¢ mekanizmalari
gostermektedir. Kazanilmis  diren¢ mekanizmalar1 (Sekil 2.5) biyokimyasal olarak;
antibiyotigin inaktivasyonu, hedef molekiiliin degismesi, disa atim pompalar1 (efluks pompa
sistemi) ve hiicre duvar1 gecirgenliginin degisimine bagl olusan direng, genetik olarak ise
mutasyonlar ve yatay gen transferlerine bagl olarak olusan diren¢ mekanizmalaridir (Ciftci,

2015)

" ™
Antibiyotik [ Mutasyonlar

inaktivasyonu )

. J

- ~ Y ™
Hedef molekiil atay Esn
modifikasyonu transferi

. Y y

Aktif pompa
sistemi
Dis membran (OM)
gecirgenligi

Sekil 2.5. Biyokimyasal ve genetik olarak kazanilmis direncin mekanizmalar1 (Dzidic ve ark.,
2008).

2.3.1. Antibiyotik Inaktivasyonu

Antibiyotik inaktivasyonu, ilacin kendisini bozan veya modifiye eden enzimlerin iiretimini
igermektedir. Inaktivasyon; hidrolitik enzimler, grup transferi gibi mekanizma yollari ile
gerceklesmektedir. Pek ¢ok antibiyotik hidrolitik olarak duyarli kimyasal baglara sahiptir
(6rnegin esterler ve amitler). Birka¢ enzimin, bu baglar1 hedef alarak ve parcalayarak
antibiyotik aktivitesini tahrip ettigi bilinmektedir. Bu enzimler bakteri i¢cindeki hedeflerine
ulasmadan Once antibiyotikleri etkisiz hale getirmektedir (Dzidic ve ark., 2008).
Salmonella’da  aminoglikozit  degistirici enzimler temel olarak aminoglikozit

antibiyotiklere diren¢ gostermektedir. Aminoglikozit asetil transferazlar, aminoglikosit
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antibiyotiklerinde amino gruplarimi degistirir. Ek olarak, aminoglikosit hidroksil grubu
fosforilasyon enzimleri, yani aminoglikozit fosfotransferazlar, Salmonella'da aminoglikozit

antibiyotiklerine kars1 direng gelistirmede rol oynarlar ( Divek ve ark., 2018).

2.3.2. Hedef Molekiiliin Degismesi

Ikinci ana diren¢ mekanizmasi, antibiyotigin dogru sekilde baglanamamasi i¢in antibiyotik
hedef bolgesinin degistirilmesidir. Ornegin; tifoidal olmayan Salmonella'nin florokinolonlara
direnci, yetigkinlerde invazif salmonelloz tedavisi i¢in tercih edilen bir ila¢ olmasi nedeniyle
endise vericidir. Florokinolon direnci bakteri hiicrelerinde florokinolonlar i¢in hedef olan
giraz (gyrA ve gyrB) ve topoizomeraz IV'li kodlayan genlerin kinolon direng belirleyici
bolgelerinde ¢oklu mutasyonlarla baglantilidir. Bu genlerin mutasyonu, florokinolonlara

direncle sonu¢lanmaktadir (Divek ve ark., 2018).

2.3.3. Aktif Pompa Sistemleri

Akis pompalari, antibiyotikleri hiicreden disar1 aktaran ve hiicre i¢i konsantrasyonlarini diistik
seviyelerde tutan membran proteinleridir. Bazilar1 ilaca 6zgii olmasina ragmen; bir¢ok akis
sistemi, yapisal olarak farkli ilaglar1 da disar1 ¢ikarabilen ve bdylece bakteriyel ¢oklu ilag
direncine 6nemli Olclide katkida bulunan coklu ilag tasiyicilardir. Bir aktif akis pompasinin
varhigi, Salmonella Typhimurium'da bir antibiyotik diren¢ mekanizmasi olarak rapor
edilmistir. AcrAB (i¢c membran tasiyici) -TolC (dis membran tasiyici) tip akis pompasi asiri
tiretkenligi ve dis zar proteinlerinde ve lipopolisakaritlerde buna bagh degisiklikler sinerjistik
olarak S. Typhimurium'da daha az siprofloksasin birikimine neden olmustur ve Salmonella'da

direnc artis1 gostermistir (Giraud ve ark., 2000).

2.3.4. Hiicre Duvar Gegirgenligi Degisimi

Dis membran gecirgenligi, azalmis antibiyotik alimi ile sonu¢lanmaktadir. Gram-negatif
bakteriler, fosfolipitler iceren bir i¢ tabaka ve lipopolisakkarit (LPS) pargasini igeren bir dig
tabakadan olusan bir dis zara sahiptir. D1s zarin bu bilesimi ilag penetrasyonunu yavaslatir ve

OM boyunca taginma porin proteinleri ile saglanir.

Kinolona direngli Salmonella'da dis zar proteini ekspresyonu veya lipopolisakkarit

degisiklikleri hakkinda birka¢ c¢aligma bildirilmistir. Ancak, bu calismalarda, bu gibi
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degisikliklerin, dis zar geg¢irgenliginin azalmasina ve kinolon direncine énemli dl¢iide katkida

bulunup bulunmadigi dair acik bir ifade bulunmamaktadir (Cloeckaert ve ark., 2001).

2.4. Salmonella’min Diren¢ Gosterdigi Antibiyotik Gruplari ve Diren¢ Mekanizmalari
Salmonella'nin direng gelistirdigi en yaygin antibiyotikler; aminoglikozitler, B-laktamlar,

kloramfenikol, kinolonlar, tetrasiklinler, siilfonamitlerdir (Abatcha ve ark., 2014).

2.4.1. Aminoglikozitler

Aminoglikozitler gram negatif bakterilere kars1 aktif ve etkilidir. Ayrica genis spektrumlu
aktivite i¢in diger antibiyotik ilaclarla kombinasyon halinde de kullanilabilir (Gonzalez ve
Spencer, 1998). Ornegin bu antibiyotik grubunda yer alan streptomisin (Sekil 2.6)
(C21H41N7O16S), bakteri 30S ribozomal alt {initesine baglanarak t-RNA’'nin yanlis
okunmasina neden olarak bakterinin biliylimesi i¢in gerekli proteinleri sentezleyememesine

neden olacak sekilde ¢alisan bir aminoglikoz antibiyotiktir.

Sekil 2.6. Streptomisin kimyasal yapisi

Bakterilerin aminoglikozitlere direncli hale geldigi lic mekanizma vardir. Bunlar; antibiyotik
aliminda azalma veya gecirgenlikte azalma, ribozomal baglanma yerlerinde degisiklik ve
antibiyotik modifikasyonlar1 seklindedir. Salmonella, aminoglikozite karsi plazmid aracili
aminoglikozit degistirici enzimlerin ekspresyonu gibi mekanizmalar1 kullanmaktadir
(Gebreyes ve Altier, 2002; Guerra, 2002). Bu enzimler ii¢ gruba ayrilir ve yaptiklari
reaksiyonlara dayanarak adlandirilmaktadir; asetil transferazlar, fosfotransferazlar ve
niikleotidiltransferazlardir. Asetil transferazlar, bir amino grubunun asetil CoA'ya bagimh

asetilasyonunu katalize etmektedir (Shaw ve ark., 1993). Fosfotransferazlar, bir hidroksil
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grubunun ATP'ye bagli fosforilasyonunu katalize etmektedir (Mascaretti, 2003; Shaw ve ark.,
1993). Bu da, belirli fosforilasyon bdlgelerine bagli olarak gruplar halinde
siiflandirilmaktadir. APH (3”) ve APH (6) gruplari, streptomisine diren¢ saglamaktadir
(Mascaretti, 2003) ve Salmonella tarafindan barindirilan plazmidler iizerinde kodlanmig
olarak bulunmustur (Gebreyes ve Altier, 2002). Niikleotidiltransferazlar aminoglikozit direnci
saglayan son enzim grubudur (Mascaretti, 2003, Shaw ve ark., 1993). Bu enzimler
modifikasyon yerine bagl olarak birka¢ gruba ayrilmaktadir ve ayrica hidroksil gruplarini

hedeflemektedirler.

2.4.2. Beta-laktamlar

Ug ana beta laktam grubu vardir: penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemler. Bu ilaglarin
antimikrobiyal etkilerine, penisilin baglayici proteinler olarak bilinen bir grup protein aracilik
etmektedir. Bu proteinler, bakteri hiicre duvarmin temel bir bileseni olan peptidoglikanin
sentezinde rol oynamaktadir (Alcaine ve ark., 2016). Ornegin; bir penisilin beta-laktam
antibiyotigi olan ampisilin (Sekil 2.7), gram pozitif ve gram negatif aerobik ve anaerobik
bakterilere karsi in vitro aktiviteye sahiptir. Ampisilin bakterisit aktivitesi, hiicre duvari
sentezinin inhibisyonundan kaynaklanir ve penisilin baglanma proteinlerine (PBP'ler)
ampisilin baglanmasi aracilik eder. Ampisilin, penisilinazlar ve sefalosporinazlar ve
genigletilmis spektrumlu beta-laktamazlar dahil olmak {izere ¢esitli beta-laktamazlar

tarafindan hidrolize kars1 kararhdir.

Sekil 2.7. Ampisilin kimyasal yapis1

Penisilinlerin yaygin klinik kullanimi nedeniyle, ampisilin ve metisilin gibi ilaglara karsi
direnglilik yaygin hale gelmistir (Angulo ve ark., 2000). Artan antibiyotik kullanim1 ve yeni
bilesiklerin eklenmesi, B-laktamaz olusumunun artmasina ve yeni formlarin ortaya ¢ikmasina

neden olmustur. Bu yeni B-laktam antibiyotiklerin kullanilmasi, genis spektrumlu B-laktamaz
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(Extended spectrum beta lactamases) (ESBL) iireten direngli suslarin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. ESBL'ler penisilinleri, sefalosporinleri (sefalisinler hari¢) ve monobaktamlari

hidrolize edebilir ve B -laktam inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilirler (Bradford, 2001).

2.4.3. Kinolonlar

Bakteriyel enfeksiyona karsi daha etkili olan bir¢cok kinolon nesli vardir. Etki bi¢imleri,
erken ve ge¢ nesil kinolonlarin DNA giraz ve DNA topoizomeraz IV'ii hedef almasinda
degisiklik gostermektedir (Mascaretti, 2003). Ornegin; ikinci nesil bir florokinolon olan
siprofloksasin (Sekil 2.8) (1-siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-4-okso-7-(piperazinil)-3-kinolin
karboksilik asit), bircok Gram negatif ve Gram pozitif bakteriye kars1t DNA giraz ve
topoizomeraz [V'lin inhibisyonu yoluyla etkisini gdstermektedir. Florokinolonlar ve diger
antibiyotik simniflar1 arasinda ¢apraz direng yoktur, bu nedenle diger antibiyotiklerin etkili

olmadig1 durumda klinik degeri olabilir.

OH

Sekil 2.8. Siprofloksazin kimyasal yapisi

Kinolona kars1 Salmonella direnci iki mekanizma olarak siniflandirilmistir. Birincisi, kinolon
direng belirleyici bolgedeki (QRDR) DNA giraz alt birimlerini kodlayan genler olan gyrA ve
gyrB ve topoizomeraz IV'iin parC alt birimindeki mutasyonlardir (Baucheron ve digerleri,
2004; Casin ve digerleri, 2003; Levy ve digerleri, 2004). Ikinci etki sekli, bu sistemin
regiilator genlerindeki mutasyonlarin bir sonucu olarak AcrAB-TolC akis sisteminde
degisiklikleri igermektedir (Koutsolioutsou ve ark., 2001; Levy ve ark., 2004; Olliver ve ark.,
2005). Bu mutasyonlar kinolon duyarliligmi azaltmistir. Gen, DNA-giraz'a baglandig1 ve
kinolon inhibisyonundan korudugu ortaya ¢ikan bir proteini ifade etmektedir (Li ve ark.

2005). Plazmid aracili kinolon direng geni (qnr) barindiran plazmidler iizerinde yapilan
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calismada, diger bakteri tiirlerinden konjugasyon yoluyla Salmonella'ya transfer

edilebilecegini gostermistir (Martinez ve ark., 2005).

2.4.4. Siilfonamid

Bu antibiyotik smifi bakteriyostatiktir ve etki sekli tetrahidrofolik asidin sentezinde yer alan
enzimleri inhibe etmektir. Siilfonamidler, dihidropropat sentetazini (DHPS) inhibe ederken,
trimetoprim, dihidrofolat rediiktazi (DHFR) inhibe etmektedir (Mascaretti, 2003). Ornegin
siilfametoksazol (Sekil 2.9,a) (CoH;1N305S), dihidrofolik asit sentezini inhibe ederken,
trimetoprim (Sekil 2.9,b) (Ci4HsN4O3), timidin ve DNA sentezini inhibe etmektedir. Bu iki

antibiyotik ajan, folik asit sentezinin inhibe edilmesinde sinerjistik olarak etki etmektedirler.

a) 9 b) NH
S-NH 2
2 TH OCH
Qd 7\ Nl = 3
N
HQN »0/}\CH3 H2N./I\N/ OCH3

OCH3
Sekil 2.9. a) Siilfametoksazol ve b) trimetoprimin kimyasal yapisi

Salmonella'nin siilfonamide direnci, duyarsiz bir DHPS formunu ifade eden ‘sul’ geninin
varligima baglanmistir (Antunes vd., 2005; Mascaretti, 2003). Siilfonamid direncine benzer
sekilde trimetoprim direnci, trimetoprim'e baglanmayan DHFR'm ekspresyonuna
dayanmaktadir (Alcaine ve ark., 2016). Tablo 2.11.’da Alcaine ve ark.’larmin yaptig
calismada bazi antibiyotik simiflarina karsi gosterilen etki mekanizmalar1 ve direngli

Salmonella serotipleri verilmistir.
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Tablo 2.11. Salmonella'nin farkli antimikrobiyal ilaglara direng 6zellikleri

Antibiyotik simifi Etki mekanizmasi Salmonella serotipleri
Beta-laktam Hiicre duvari olusumunu inhibe Anatum, Agona, Blockley,
eder. Dublin, Enteritidis, Haardt,

Muenchen, Newport, Stanley,
Typhimurium, Virchow

Aminoglikozitler Protein sentezini inhibe eder. Agona, Anatum, Blockley,

Bredeney, Derby, Give, Hadar,

Heidelberg, Kentucky, London,
Infantis, Saintpaul, Newport,

Typhimurium
Kinolon Topoizomerazi inhibe eder. Enteritidis, Typhimurium
Sulfonamid Dihidropteroat sentetazi inhibe Agona, Albany, Anatum,
eder. Brandenburg, Derby, Djugu,

Enteritidis, Hadar, Heidelberg,
Orion, Rissen, Typhimurium

*Direng, bu genlerdeki nokta mutasyonlari tarafindan yonlendirilir.

2.5. Kolesteroliin Antibiyotik Direnclilik Uzerine Etkisi

Gilintimiizde bakteriyel enfeksiyonlar, temel olarak bakteriyel direncin belirgin sekilde
artmasindan dolay1 halk sagliginin odagini olusturmaktadir ve tedavi i¢in yeni ilaglar ve etkili
teknikler gelistirilmesini giderek daha gerekli hale getirmektedir. Bakterilerin bu ilag
direngliligindeki mekanizmalarinmi etkileyecek antibiyotik aktivite degistiricileri, bakterilerin
gosterdikleri direncin etkisini azaltan veya tersine g¢eviren maddelerdir. Antibiyotikler ile
beraber kombinasyonda kullanilan bu maddeler antibiyotik aktiviteyi artirirsa; bu maddelerin
antibiyotikler ile beraber sinerjik bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Eger, antibiyotigin
etkisinde veya etkisizlestirilmesinde bir diisiis olursa, eklenen maddenin antagonistik bir

etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir (Canton ve ark., 2010).

Gidalar 6nemli miktarlarda yag icermektedir. Yaglar; hiicre bilesenlerinin 6zellikle hiicre
zarlarinin  temel yapilaridir, fosfolipidlerden olusurlar ve c¢ogunlukla trigliseritlerin
olusturdugu enerji depolaridir. Yag asitleri yaglardan enzim aktivitesi sonucunda ortaya

cikarlar ve serbest yag asitleri bakterileri Oldiirebilmekte ya da biiyiimelerini
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engelleyebilmektedir (Desbois ve ark., 2010). Yagda ¢oziinen bilesikler bakterilerde plazma

zarmin gecirgenligini modifiye edici ajanlardir.

Kolesterol, viicudun normal c¢aligmasi i¢in gerekli olan bir lipit bilesenidir. Plazma
membraninda ve organellerin zarlarinda 6nemli bir yapisal fonksiyon sergiler ve bagirsak
tarafindan yag ve yagda ¢oOzilinebilir vitaminlerin alimi i¢in gerekli olan safra asitlerinin
sentezine ve steroid hormonlarinin ve E vitamininin iiretimine katilir ( Ludke ve ark., 1999,

Leanca ve ark., 2010).

Kolesterol, hacimli steroid yapisini olusturan dort hidrokarbon halkasindan olusan bir lipittir.
Steroidin bir ucuna bagli bir hidrokarbon kuyrugu ve diger ucuna bagli bir hidroksil grubu
vardir. Kolesterol 0Okaryotlarin biyolojik zarlarinin 6nemli bilesenleridir ve membranlarin
gecirgenligini korumaktan sorumludurlar. Hiicre, kolesterol seviyelerinin diizenlenmesi veya
fosfolipidlerin  hidrokarbon zincirlerinin doyma derecesinin diizenlenmesi yoluyla

akiskanligini kontrol edebilir (Frezard ve ark., 2005).

~
CH;
CHs

HO

Sekil 2.10. Kolesterol yapist

Kolesterol bakteri hiicre zarmin mozaik sivi yapisini etkileyebilmekte, akiskanligim
degistirebilmekte ve dolayisi ile antibiyotiklerin etkin edebilmesi i¢in daha duyarli hale
getirebilmektedir (Andrade ve ark., 2014). Kolesterol ve antibiyotik direncliligin
iliskilendirildigi bir ¢alismada, Staphylococcus aureus'un g¢oklu ilaca direngli suslarinda
ergosterol ve kolesteroliin aktif pompa sistemlerine karsi etkisi arastirtlmistir. Bunun igin de
Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) belirlenmis ve MIK degerinin diisiiriilmesi ile
disar1 akis pompalarinin olast inhibisyonunun degerlendirilmesi yapilmigtir. Kolesterol ve
ergosteroliin akis pompalar1 {izerine etkisi gozlemlenmemistir. Hiicre zar1 ile lipit cift

katmanindaki etkilesim nedeniyle bir sinerjizm gozlemlenmistir (Tintino ve ark., 2017). Alfa
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tokoferoliin ¢oklu ilag direngli olan bakterilerden Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Escherichia coli’ye kars1 etkisinin arastirildigi bir ¢alismada kolesterol ve
ergosterol’iin antibakteriyel etkileri olmadigi fakat antibiyotiklerle birlestirildiginde MIiK
degerini azaltti§i sonucuna varilmistir. S.aureus’un coklu ilag direngli suslarmma karsi
aminoglikozitler ile birlikte kolesterol ve ergosteroliin modifiye edici antibiyotik aktivitesi

gozlemlenmistir (Andrade ve ark., 2014).

Helicobacter pylori {izerine yapilan bir calismada ise bu bakteri hiicrelerinin 12
antimikrobiyal ajana (ampisilin, amoksisilin,kolistin, siprofloksazin, metronidazol, nalidiksik
asit, bizmut, kloramfenikol, klaritromisin, rifampin, tetrasiklin ve trimetoprim) kolesterol
bulunan ortamda, kolesterol olmayan ortamda biiyliyen hiicrelere oranla daha direncli

olduklar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.11. Antibiyotiklerin (siprofloksazin, trimetoprim) kolesterol varliginda veya
yoklugunda kiiltiirlenmis H. pylori’nin canlilig: izerindeki etkisi

Sekil 2.11°de goriildiigii gibi kolesterol ile kiiltiirlenmis H. pylori, kolesterol olmayan ortama
gbre trimetoprim ve siprofloksazine daha direngli olarak bulunmustur. Daha once, H.

pylori'nin, ortamdan BSA (sigir serum albumini) veya serum ¢ikarildigi takdirde,
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trimetoprime duyarli oldugu bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada kolesterol disindaki bir
serum Dbileseninin, degistirilmis trimetoprim  duyarliliindan sorumlu olabilecegi

arastirmacilar tarafindan yorumlanmistir (McGee ve ark., 2011).

2.6. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi Calismalar:

Fourier oniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi, kizilotesi spektroskopinin giivenilir bir
yontemidir ve akademik, analitik, kalite giivence / kalite kontrol ¢aligmalarinda ve adli
laboratuarlarda ¢esitli analitik olanaklar saglamaktadir. FT-IR teknolojisi, 6zellikle polimerler
ve organik bilesikler i¢cin ¢ok cesitli kimyasal uygulamalar yapilmistir. Ayrica FT-IR
bilinmeyen bir materyali, bir numunenin kalitesini, bir karisimdaki bilesenlerin miktarini
tanimlamak icin kullanilmaktadir. FT-IR spektroskopisinin enstriimantal bilesenleri; bir
kaynaktan, bir interferometreden, bir 6rnek bolmesinden, bir dedektdrden ve bir bilgisayardan
olusmaktadir. Kaynak, kiziltesi enerjiyi yayar. Bu 151, numuneye verilen enerji miktarini
kontrol eden bir acikliktan detektore geger. Daha sonra 151n, hassas dlgiimler yapmak igin iki
1s1min etkilesiminin kullanildigr interferometreye girer. Sonugta ortaya c¢ikan interferogram
sinyali, interferometreden ¢ikar ve numune bolmesine girer. Burast numunenin spesifik enerji
frekanslarinin emildigi yerdir. Isin, son Ol¢iim icin dedektdre gecer ve Olgiilen sinyal
dijitallestirilir ve Fourier donilisimiiniin  gerceklestigi  bilgisayara gonderilir  ve

degerlendirmesi yapilir (Gossman, 2019).

Spektrometre

1.Kaynak 2. Interforometre
- - _
L]

3. Ornek ‘—

N — . |
- e il e " w ! l'!
.‘ Z - b i

= Wavenumioers (cm-1)

' Interferogram 5. Bilgisayar Spektrum
4. Dedektér @@

Sekil 2.12. FT-IR spektroskopisi ¢alisma prensibi (Gossman, 2019)

Elde edilen spektrum, molekiiler absorpsiyon ve iletimi gosterir ve numunenin molekiiler
parmak izini olusturur. Genel olarak 4000-1500 cm™ dalga boyu araligindaki bantlar
fonksiyonel gruplari (6rnegin, -OH, C = O, N-H, CH,, vb.) tanimlamaktadir. 1500-400 cm’’
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dalga boyu olan bolge ise parmak izi bolgesi olarak tanimlanmaktadir (Gossman,2019; Larry
ve ark., 2014). FT-IR ayrica gida kaynakli patojenlerin hizli ve spesifik tespiti, mikrobiyoloji
ve gida gilivenligi i¢in oldukca Onemlidir. Bakterilerin tespiti, tanimlanmasi ve
simiflandirilmasi genellikle biyokimyasal veya serolojik testlere dayanan geleneksel yontemler
ve DNA veya RNA parmak izlerine dayanan molekiiler yontemler kullanilarak
gerceklestirilir. FT-IR spektroskopisi sadece bakteriyel bir tanimlama yontemi olarak degil,
ayni zamanda bakteriyel metabolizma, biliylime faz1 ve antibiyotik direnci hakkinda da bilgi
saglamaktadir. Her bakteri tiirli, proteinlerinde, niikleik asitlerinde, lipitlerinde, sekerlerinde
ve lipopolisakkaritlerinde bulunan molekiiler baglarin veya fonksiyonel titresimlerinden
dolay1 benzersiz bir IR parmak izi veren karmasik bir hiicre duvari / membran bilesimine
sahiptirler. Bu nedenle, her bakteri kendine 6zgii ve karakteristik bir spektrum igerir ve
bdylece bir FT-IR spektrumundan tek bir mikroorganizma tanimlanabilmektedir (Davis ve

Reeta., 2015).

Kim ve ark.’nin (2005) yaptigi c¢alismada; Salmonella serotiplerinden elde edilen
lipopolisakkarit oziitlerinin ve canli hiicreleri ayirt etmek icin FT-IR ve kemometrik
yontemlerin degerlendirilmesi yapilmistir. Bu ¢alisma, FT-IR yonteminin Salmonella
serotiplerini daha i1yi tanimlamasinin yan1 sira kimyasal yapilar hakkinda daha detayli veriler
elde edilmesini sagladigi sonucuna varilmistir. S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Thomasville, S. Brandenburg, S. Hadar ve S. Seftenberg'in canli hiicrelerinin FT-IR

spektrumlar Sekil 2.13de gosterilmistir.
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Sekil 2.13. Alt1 Salmonella enterica serotipinin canli hiicrelerinin FT-IR spektrumlar1 (4000—
700 cm™). Spektral bolgeler Naumann ve ark. (1991a, b) tarafindan
tanimlanmustir : I, yag asidi bolgesi (3000-2800 cm™); II, amid bélgesi (1800—
1500 cm™); 111, karisik bolge (1500-1200 cm™); IV, polisakarit bolgesi (1200-900
cm™); V, parmak izi bolgesi (900-700 cm™).

Gupta ve ark.’in yaptig1 ¢alismada, FT-IR kullanilarak kolesterol molekiiliiniin elektronik ve
titresimsel Ozelliklerini incelenmistir. Kolesterol molekiiliiniin titresim analizi ile, bilesigin
spesifik molekiiler yapilar1 ile baglantili titresim modlarinin bulunmasi amaglanmistir.
Kolesterol molekiilii i¢in belirlenen ana bantlar 3400, 2932, 2899, 2866, 1464, 1438, 1378,
1055, 1022, 985, 840 ve 800 cm'de bulunmustur (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Kolesteroliin FT-IR spektrumu
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Tablo 2.12. Deneysel olarak elde edilen titresim frekans verilerinin literatiir degerleri ile

karsilagtirilmasi.
FTIR'da gdzlenen bantlar (cm™) Literatiir deger (cm™)(a,b,c,d)

674 680 = C-H diizlem dis1 biikiilme
700 C-H diizlem dis1 biikiilme
739 C-H diizlem dis1 biikiilme
800 C-H diizlem dis1 biikiilme
840 849 C-C-C gerilme
885 C-H diizlem dis1 biikiilme
927 920 =C-H biikiilme
956 961 CH=CH, ve CH, sallanma
985 =C-H biikiilme

1022 1035 C-H diizlem igi biikiilme
1055 1056 Halka deformasyonu
1108 C-H diizlem igi biikiilme
1131 C-H diizlem igi biikiilme
1170 C-H diizlem igi biikiilme
1191 1191 C-C gerilme

1236 1255 CH, deformasyonu

1272 1275 CH, biikiilme

1317 1305 CH, sallanma

1331 1333 CH, biikiilme

1378 1378 CH, ve CHj; biikiilme
1438 1440 CH, ve CH; deformasyon titresimi
1464 1466 CH, ve CHj; simetrik gerilme
1512 1506 C-C aromatik halkada gerilme
1674 1674 C=C gerilme

2866 2860 CH, ve CHj; simetrik gerilme
2899 2901 CH, simetrik gerilme
2932 2925 CH, ve CHj; asimetrik gerilme
3400 3398 O-H gerilme

* Ganapathi ve ark. 2008; ®Zhou ve ark. 1997; ©Hanlon ve ark. 2000; theng ve ark. 1986.

Spektrumda goriilen 1378 cm™'deki pikler, molekiiliin CH, ve CHj biikiilme titresimine,
1440 cm'deki titresim pikleri, CH, ve CH; deformasyon titresimlerinden, 1674 cm 'deki
pik, C=C gerilme titresimi ve 2901 cm'deki pik ise, CH, simetrik gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir. Tablo 2.12°de verilen tabloda, yukarida tanimlanan titresim bantlarinin

literatiir ve deneysel olarak gozlemlenen degerleri arasinda bir uyum oldugu goriilmektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Standart Salmonella Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismamizda antibiyotik direncine sahip mikroorganizma olarak Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 susu kullanilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan suslar Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922
bakterileridir. Salmonella susu kiiltiir koleksiyonlarindan liyofilize halde temin edilmistir.
Liyofilize Salmonella susu % 0,1 tamponlanmis peptonlu su igerisinde hazirlanip, bakteri
hiicreleri triptik soy sivi besiyerinde 37 °C’de 18-24 saat aerobik olarak inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. Aktiflesen kiiltiirlerden % 40°lik gliserol ¢6zeltisi igerisine aktarilarak stok

cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler -80 °C’ de saklanmustir.

3.2. Kolesterol Cozeltisinin Hazirlanmasi
Kolesterol (3B-cholest-5-en-3-0l, %99 saflikta) Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis,
ABD) firmasindan temin edilmistir. Kolesterol ¢ozeltisi 30 ml etil alkol/ 10 ml Tween 80

icerisinde son konsantrasyon 7 mg/ml olacak sekilde eklenmesi ile hazirlanmistir.

3.3. Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

3.3.1. Antibiyotiklerin Temin Edilmesi

Bu calismada kullanilacak suslarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in “Oxoid
marka” hazir diskler halinde satin alinan ampisilin (30 pg), kloramfenikol (30ug),
trimetoprim- sulfametoksazol (25 pg), tetrasiklin (30 pg) ve streptomisin (10 pg), eritromisin
( 15 pg), siprofloksazin (5 pg), tetrasiklin (30 pg), penisilin (10U), gentamisin (10 pg) ve
vankomisin (30 pg) kullanilmistir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MiK) belirlenmesi i¢in kullanilan toz halindeki
antibiyotiklerden; ampisilin, trimetoprim- sulfametoksazol, streptomisin ve siprofloksazin ise

Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, ABD) firmasindan satin alinmastir.

3.3.2. Toz Antibiyotiklerin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Antibiyotik stok c¢ozeltisi en az 1000 npg/ml olacak sekilde veya test edilecek
konsantrasyondan en az 10 kat fazla olacak sekilde hazirlanmis ve steril su igerisinde

seyreltilmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler kiigiik hacimlere boliinerek saklanmistir.
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3.3.3. Toz Antibiyotiklerin Diliisyon Araliginin Hazirlanmasi

Ureticiden toz halde temin edilen antibiyotiklerin hazirlanmasinda kullanilan ¢dzgenler,
kullanilan seyrelticiler ve MIK degerinin belirlenmesi igin kullanilacak olan dilusyon aralig
asagidaki tabloda (Tablo 3.1) verildigi gibi uygulanmistir (Andrews, 2001). Belirtilen aralikta
antibiyotik konsantrasyonlari iki katli dilusyon serileri olacak sekilde (10 farkli konsantrasyon
degerinde) hazirlanarak denemeler yapilmistir. Her konsantrasyondan 2 paralel olacak sekilde
deneyler yiiriitiilmiistiir. Hazirlanan konsantrasyonlardaki antibiyotikler steril bos disklere

emdirilerek disk diflizyon yontemi uygulanmistir.

Tablo 3.1. Antibiyotiklerin Hazirlanmas1 ve MIK Degerlerinin Belirlenmesi igin Tavsiye
Edilen Aralik Degerleri

Antibiyotik Cozgen Seyreltici Aralik Disk icerigi
(ng)

Ampisilin Doymus Su 0,25-128 mg/L 30

NaHCO3

¢ozeltisi
Trimetoprim - % 10 Etanol , Su 0,25-128 mg/L 25
Sulfametoksasol Suve 0,1 %

NaOH

Siprofloksazin Su Su 0,25-128 mg/L 30
Streptomisin Su Su 0,25-128 mg/L 10

3.4. Saf Salmonella Kiiltiirlerinin Antibiyotik Duyarhlhiklarimin Disk Difiizyon Yontemi
ile Belirlenmesi

Bu yo6ntemde, incelenecek olan Salmonella susu triptik soy agar besiyeri icerisinde 24 saat
stireyle 37°C'de inkiibe edilmistir. Aktiflesen saf kiiltiirden belirli miktarlarda alinarak %0,9
NaCl ¢ozeltisi i¢ine aktarilmis ve McFarland 0.5 (108 kob/mL)'e gore ayarlanarak standart bir
bulaniklik olusturulmustur. 100 pl alinarak muller hinton agar (MHA) besiyerine yayilmistir.
Inokiile edilen agar yiizeyine steril hazir antibiyotik diskler yerlestirilmistir. Petriler 24-48
saat siireyle 37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda diskler etrafindaki
inhibisyon zonlar1 kumpasla 6lgiilerek degerlendirme yapilmistir. Disk difiizyon testinde her
petriden 2 paralel olacak sekilde hazirlanmis ve disk etrafinda olusan her zondan 3 &lgiim

alimmustir.
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3.5. MiK Degerlerinin Belirlenmesi

3.5.1. Agar-Disk Difiizyon Yontemi

MIK degeri mikroorganizmanin tiiplerdeki iiremesini tamamen inhibe eden ve ¢iplak gozle
belirlenebilen en diisiikk antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonudur. Bu nedenle kontrol ile
kiyaslandiginda %80 veya daha fazla bir azalmanin oldugu konsantrasyon belirlenir (Ulusal
Mikrobiyoloji Standartlari, 2014). Antibiyotiklerin MiK degerleri agar-disk difiizyon ydntemi
ile belirlenmistir. “Toz Antibiyotiklerin Diliisyon Araliginin Hazirlanmas1” kisminda (3.3.3)
belirtilen aralikta antibiyotik ¢o6zeltileri iki kathh dilusyonlar halinde hazirlanmistir.
Mikroorganizma inokulumlar1 24 saatlik kiiltirler kullanilarak ve McFarland cihazindaki
deger 0,5 olacak sekilde ayarlanmistir. 100 pul McFarland’a gore ayarlanmig kiiltiirden
almarak MHA besiyerine yayilmistir. Hazirlanan antibiyotik ¢ozeltileri 30 pl steril bos
disklere (disk emme kapasitesi 20-50 ul) emdirilmistir. Inokiile edilen agar yiizeyine farkli
antibiyotik konsantrasyonlar (0,25-128 mg/L) igeren bu diskler yerlestirilmistir. Inkiibasyon
siiresinin sonunda diskler etrafindaki inhibisyon zonlar1 kumpasla olgiilerek degerlendirme
yapilmistir. Disk diflizyon testinde her petriden 2 paralel olacak sekilde hazirlanmis ve disk
etrafinda olusan her zondan 3 6l¢iim alinmustir. Uremenin olmadig: son dilusyon MIK degeri

olarak kabul edilmistir.

3.5.2. Tiip Diliisyon Yontemi

Antibiyotiklerin MIK degerleri ayrica tiip diliisyon ydntemi kullanilarak makrodiliisyon
uygulanarak belirlenmistir. Bu yontemde, incelenecek olan Salmonella susu triptik soy sivi
besiyeri igerisinde 24 saat siireyle 37°C'de inkiibe edilmistir. Bulaniklik olusan tiiplerden
belirli miktarlarda alinarak %0,9 NaCl ¢ozeltisi icine aktarilip ve McFarland 0.5 (108
kob/ml)'e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturulmustur. Bu bakteri hiicresinden ve
farkli konsantrasyonlardaki antibiyotik ¢ozeltilerinden belirli miktarlarda alinarak muller
hinton siv1 besiyerine (MHB) eklenmistir. Sivi besiyerleri 24-48 saat siireyle 37°C'de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 bulanikhigin gériilmedigi ilk konsantrasyon MiK degeri olarak

belirlenmistir.
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3.6. Kolesteroliin MiK Degerleri Uzerine Ekisinin Belirlenmesi

Kolesterol varliginin ve miktarinin bakterilerin direnclilik profillerine etkisi disk difiizyon
yontemi ile belirlenmistir. “Kolesterol Cozeltisinin Hazirlanmasi1” kisminda (3.2) belirtilen
sekilde kolesterol ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlari (0,25-128
mg/L) kolesterol ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilarak steril bos disklere emdirilmistir ve
farkl1 konsantrasyonlarda antibiyotik ve kolesterol iceren bu diskler McFarland’a gore
ayarlanmig bakteri hiicresi yayilmis MHA besiyerine yerlestirilip 24-48 saat stireyle 37°C'de
inkiibe edilmistir. Her petriden 2 paralel olacak sekilde hazirlanmis ve disk etrafinda olusan

her zondan 3 dl¢iim alinmustir.

3.7. FT-IR Analiz Yontemi

3.7.1. Ornek Hazirlama

FT-IR analizlerinde “Tiip Diliisyon Yontemi” kisminda (3.5.2) belirtilen sekilde farkl
antibiyotiklerin kolesterollii ve kolesterolsiiz ortamda belirlenen MIK degerleri igin inkiibe
edilmis sivi besiyerleri kullamilmistir. Ayrica sadece kolesterol iceren ve sadece bakteri
hiicresi igeren besiyerleri de kontrol amaciyla hazirlanmistir. Hazirlanan bu sivi besiyerleri
9000 rpm, 25 °C de 15 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant kismi1 uzaklagtirildiktan sonra,
pellet iki kez fosfat tamponu (pH 7, 1 M ) ile yikanmistir. ikinci yikamadan sonra drnekler

liyofilize edilmistir.

3.7.2. FT-IR Spektroskopi Analiz Yontemi

FT-IR analizleri icin MIK degerlerinde hazirlanip liyofilize edilen o6rnekler FT-IR
spektroskopi cihazinin ATR aksesuari iizerine yerlestirilmistir. FT-IR absorpsiyon spektralari
FT-IR spektrometresi (Perkin-Elmer Spektrum two) kullanilarak 4,000 and 450 cm'
araliginda, 4 cm™ spektral rezolusyonda ve 4 tarama sayisi sonucunda elde edilmistir. Her

ornek icin en az 2 spektra elde edilmistir.

3.8. Istatistiksel Analiz
Calismada kolesteroliin antibiyotik ¢ozeltisi ile birlikte bakteri tizerindeki antimikrobiyal
etkisinin belirlenmesi amaciyla varyans analizi ve Fisher’in en kii¢iik anlamli fark yontemi

(P<0,05 diizeyinde) Minitab 17 programi kullanilarak uygulanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Salmonella Typhimurium’un Antibiyotik Duyarhhg:

Salmonella Typhimurium susunun antibiyotik duyarliligi, 10 hazir antibiyotik diskleri
(ampisilin,  streptomisin,  sulfametoksazol/trimetoprim,  siprofloksazin, tetrasiklin,
kloramfenikol, gentamisin, eritromisin, vanlomisin, klaritromisin ve penisilin) kullanilarak

disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Disk difiizyon yontemine gore Salmonella Typhimurium susunun farkli
antibiyotiklerle inhibisyon bdlgesinin gosterimi (C- Kloramfenikol, P- Penisilin,
CN- Gentamisin, CIP- Siprofloksazin, TE- Tetrasiklin, E- Eritromisin, VA-
Vankomisin, AM- Ampisilin, SXT- Sulfametoksazol/Trimetoprim, S-
Streptomisin, CLR-Klaritromisin, NC-Negatif kontrol).

Salmonella Typhimurium antibiyotik duyarlilik profili Klinik Laboratuvarlar Standartlar
Enstitiisii (CLSI)’niin belirledigi inhibisyon standardina gore duyarli ve direngli olarak Tablo

4.1 ve devaminda simiflandirilmigtir.

Tablo 4.1. Salmonella Typhimurium antibiyotik duyarlilik profili.

Disk P
Antibiyotik icerigi Inhibisyon Zon Cap1 | Sonu¢ Degerlendirme
(mm) (mm)
(ng)
S 1 R
Ampisilin 10 >17 14-16 | <13 | 26,17+0,45 | S
Streptomisin 10 >15 12-14 | <11 | 16+0,74 S
Eritromisin 15 3 B _ | Inhibisyon | *
zon ¢ap1
olusmadi

Sulfametoksazol/Trimetoprim | 23.75/1.25 | >16 11-15 | <10 | 26,4+0,67 S

S I R
Siprofloksazin 5 >31 21-30 | <20 | 37,75+0,4 S

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta duyarli, * Belirlenemedi
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Tablo 4.1. Salmonella Typhimurium antibiyotik duyarlilik profili. (Devami

Antibiyotik Disk icerigi (ng) Inhibisyon Zon Cap1 | Sonuc (mm) Degerlendirme
(mm)
Tetrasiklin 30 >15 | 12-14 | <11 22,66+0,74 S
Penisilin 10U >29 _ <28 16,21+1,83 R
Kloramfenikol 30 >18 | 13-17 | <12 31,08+0,45 S
Gentamisin 10 >15 | 13-14 | <12 20,6+0,18 S
Vankomisin 30 N B B Inhibisyon | R
zon g¢aplt
olusmadi
Klaritromsin 15 _ _ _ 14,16+0,96 *

R: Direngli, S: Duyarly, I: Orta duyarli, * Belirlenemedi

Gozlenen inhibisyon zonunun sinir degerden biiyilikk veya ona esit olmasi durumunda,
mikroorganizmanin antibiyotige duyarh oldugu, gozlenen inhibisyon zonunun sinir degerden
daha kiigiikk olmast durumunda ise mikroorganizmanin direngli oldugu seklinde
yorumlanmaktadir. Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonunun ¢ap1 o kadar genis olacaktir. Calismamizda; Salmonella Typhimurium’un
ampisilin, streptomisin, sulfametoksazol/trimetoprim, siprofloksazin,  tetrasiklin,
kloramfenikol ve gentamisine duyarli oldugu goriilmiistiir. S. Typhimurium'un ampisilin,
sulfametoksazol/trimetoprim ve kloramfenikole duyarli oldugu goriilmesine ragmen, bu
antibiyotik disklerin etrafinda bazi bakteri kolonileri goriilmiistiir, bu da bazi kolonilerin bu
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmalarmi saglayan mutasyonlar gelistirmis olabilecegi
seklinde yorumlanmustir. Ayrica Salmonella Typhimurium’un penisilin ve vankomisin karsi
direncli oldugu gozlemlenmistir. Klaritromisin i¢in inhibisyon zon c¢apt olusumu
gbzlemlenmis olmasina ragmen, standart sinir degerleri belirlenemedigi i¢in degerlendirilmesi
yapilamamigtir. Eritromisin i¢in ise, inhibisyon zon capi olusumu gdzlemlenmemis fakat,

standart sinir degerleri belirlenemedigi i¢in degerlendirilmesi yapilamamistir

Ejo ve ark. (2016) tarafindan yapilan g¢alismada, toplam 21 Salmonella izolati, dokuz farkli
antibiyotik kullanilarak antibiyotik duyarlilik testine tabi tutulmustur. Genel olarak,
antibiyotik duyarlilik testi sonucunda, seftriakzon, gentamisin ve nalidiksik asidin, bu
caligmadan izole edilen Salmonella spp.'e karsi etkili olan antibiyotikler oldugu ortaya

konulmustur.
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CSPI‘in yaymladig1 bir raporda gida kaynakli antibiyotik direng¢ salginlarinda izole edilen
Salmonella Typhimurium’un; ampisilin streptomisin, siilfametoksazol, tetrasiklin ve
kloramfenikole direncli oldugu tespit edilmistir.

Kuang ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, Sanghay'da insanlardan, yiyeceklerden,
hayvanlardan ve sudan izole edilen 3680 Salmonella susu igerisinde siprofloksasine direng

gosteren en yaygin susun Salmonella Typhimurium oldugu bulunmustur.

Fallah ve ark. (2015) tarafindan ise tifodial olmayan Salmonella spp.'de antibiyotik direng
paterni belirlenmistir. Biitiin suslar sefotaksim ve siprofloksasine duyarli ve % 1007

nalidiksik asit, tetrasiklin ve streptomisine kars1 direncli olarak bulunmustur.

Almedia ve ark.’nin (2018) yaptigi caligmada, 90 Salmonella Typhimurium susu,
Brezilya'daki farkli cografi bolgelerden insanlardan ve yiyeceklerden izole edilmistir.
Incelenen 90 S. Typhimurium susu en yiiksek direngliligi siilfonamidlere karsi gosterirken
sirastyla streptomisine, tetrasikline, gentamisine ve seftriaksona da direngli olarak

bulunmustur.

Thong ve ark.’nin (2011), pazarlarda ve hipermarketlerde ¢ig tavuk etinde Salmonella
Enteritidis ve Salmonella Typhimurium'un varligini incelemek ve ayrica S. Enteritidis ve S.
Typhimurium'un antibiyotik duyarlilik profilini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada;
¢oklu ilag direncli S. Enteritidis ve S. Typhimurium’un tiim izolatlar1 eritromisin, penisilin ve
vankomisine direngliyken, gentamisin, tetrasiklin ve trimetoprime karsi duyarli olarak
bulunmustur. Yptigimiz ¢alismada S. Typhimurium susu Thong ve ark.’nin (2011) yaptig1

calismadaki antibiyotiklere benzer direnclilik profili gdstermistir.

El-Sharkawy ve ark.’nin (2017) yaptig1 ¢alismada ise, Misir'daki tavuk c¢iftliklerinden izole
edilen S. enterica serovars Typhimurium ve Enteritidis'in insidansi ve antimikrobiyal direnci
arastirilmistir. Salmonella enterica serovar Typhimurium ve S. enterica serovar Enteritidis,
tavuk ciftliginde bulunan baskin serotipler olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismada izole edilen
S. enterica serovar Typhimurium ampisilin, kloramfenikol ve tetrasikline direngli olarak
bulunmustur. Tiim izolatlar gentamisine duyarli olarak belirlenmistir. S. enterica serovar
Typhimurium'un streptomisine ve trimetoprim / stilfometoksazole sirasiyla % 89,7 ve % 94,8

duyarli olarak bulunmustur.
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Yapilan c¢alismalara bakildiginda; Salmonella Typhimurium‘un genellikle ampisiline,
streptomisine, siilfametoksazola, tetrasikline, gentamisine, siprofloksazine, kloramfenikole,
penisiline, vankomisine ve eritromisine karsi direncli oldugu belirlenmistir. Ancak bazi
calismalarda; siprofloksazine, tetrasikline, trimetoprime ve gentamisine duyarli Salmonella
Typhimurium suslar1 tanimlanmistir. Calismamizda kullandigimiz Salmonella Typhimurium
susunun antibiyotik diren¢ profili ¢alismalarin aksine kullanilan bu antibiyotiklerin ¢oguna
karst duyarli olarak belirlenmistir. Bu durum, Salmonella Typhimurium‘un farkli suslarinda
farkli diren¢ mekanizmalarina ve antibiyotik direng profillerine sahip oldugunu

gostermektedir.

4.2. MiK Degerlerinin Belirlenmesi

4.2.1. Agar-Disk Difiizyon Yontemi

MIK, bir mikroorganizmanin biiyiimesini engelleyen antimikrobiyal maddenin en diisiik
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Calismamizda Salmonella Typhimurium’un en
fazla direnc gosterdigi diliisyon halinde hazirlanan antibiyotiklerin MiK degerleri agar-disk
difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Calismamizda kullanilan ampisilin, streptomisin,
siprofloksazin ve siilfametoksazol/trimetoprim antibiyotik diliisyonlarinin MIK degerleri ve

CLSI (2016) standardina gore degerlendirmesi Tablo 4.2 ve devaminda verilmistir.

Tablo 4.2. Antibiyotiklerin MiK sonuglari ve standarda gore degerlendirilmesi

MiK aralik
Antibiyotik MIK (mg/L) (128-0.25 Sonu¢ (mm) | Degerlendirme
mg/L)
S I R

Ampisilin <8 16 >32 128 23,1£0,65 R

64 18,73+0,17 R

32 16,19+0,26 R

16 11,69+0,93 I
Streptomisin >64" 128 8,98+0,61

R: Direngli, S: Duyarl, I: Orta duyarh, Danimarka Biitiinlesik Antimikrobiyal Direng Izleme ve Arastirma
Programi (Danmap,2006)
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Tablo 4.2. Antibiyotiklerin MIK sonuglar1 ve standarda gore degerlendirilmesi (Devami)

Antibiyotik MIK (mg/L) MIK aralik
(128-0.25 Sonu¢ (mm) Degerlendirme
mg/L)
S 1 R
Siprofloksazin <0.06 0.12-0.5 >1 128 34,56+0,15 R
64 32,61+1,71 R
32 30,73+1,13 R
16 28,2+0,40 R
8 29,2+1,07 R
4 24,87+0,08 R
2 22,3+0,70 R
1 19,74+0,40 R
0.5 17,13+0,40 1
0.25 12,88+1,90 I
Ttlmetoprlm <238 } >4/76 128 16,89+0,78 R
/siilfametoksazol
64 15,69+2,64 R
32 13,90+1,28 R
16 8,86+0,91 R

R: Direngli, S: Duyarly, I: Orta duyarlt

Ampisilin i¢in; 128-0.25 mg/LL konsantrasyon araliginda iiremenin olmadigi en diisik

konsantrasyon 16 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.2). Bakterinin antbiyotik direng profili

CLSI (2016) standardmna gore belirlenen smir degerlerindeki MiK konsantrasyonlarina gére

degerlendirildiginde; sinir deger 8 mg/L ve altindaki konsantrasyonlarda duyarli, 16 mg/L.’de

orta duyarli ve 32 mg/L ve lizerindeki konsantrasyonlarda diren¢li olarak tanimlanmustir.

Bakterinin inhibisyonu i¢in belirlenen farkli konsantrasyonlarda ampisiline kars1 gosterdigi

direng profili incelendiginde; belirlenen 16 mg/L’deki MIiK degeri standarda gére orta

duyarli, belirlenen MIK degeri {izerindeki 32-128 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda ise

direngli olarak yorumlanmustir.

Sekil 4.2. Ampisilin MiK inhibisyon zon ¢aplar1, NC:negatif kontrol

Streptomisin i¢in; 128-0.25 mg/L konsantrasyon araliginda zon olusumu sadece 128 mg/L’de

gozlemlenmistir (Sekil 4.3). Yani liremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon 128 mg/L
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olarak belirlenmistir. Streptomisin igin tabloda belirlenen MIK sinir degeri Danimarka
Biitiinlesik Antimikrobiyal Diren¢ Izleme ve Arastrma Programi (Danish Integrated
Antimicrobial Resistance Monitoring and Research Programme, DANMAP) (2006)’e gore
degerlendirilmistir. Standarda gére; smir deger 64 mg/L konsantrasyonun iizerindeki MiK
konsantrasyonlart direngliligi tanimlamaktadir. Caligmamizda; streptomisin igin 128 mg/L
olarak belirlenen MiK degeri standart sinir degerinin iizerinde bir deger oldugundan, bakteri

bu konsantrasyondaki ilaca kars1 direngli olarak yorumlanmustir.

Sekil 4.3. Streptomisin MiK inhibisyon zon ¢aplari, NC: negatif kontrol

Siprofloksazin i¢in 128-0.25 mg/L konsantrasyon araligindaki tiim konsantrasyonlar i¢in
inhibisyon zon ¢aplar1 elde edilmistir. 128-0.25 mg/L konsantrasyon araliginda iiremenin
olmadigi en diisiik konsantrasyon 0.25 mg/L olarak belirlenmistir. Standarda gore
siprofloksazin icin belirlenen MIK sinir degerleri incelendiginde; 0.06 mg/L smir degerinin
altindaki MIK degerlerinde bakterinin antbiyotik direng profili duyarli, 0.12-0.5 mg/L MIiK
degeri araliginda orta duyarli ve 1 mg/L sinir degeri iizerindeki MIK degerlerinde direngli
olarak tanimlanmistir. Calismanzda bakteri inhibisyonu icin belirlenen 0.25 mg/L MIK
degeri standarda gore orta duyarli olarak yorumlanmistir. Ayrica bakteri inhibisyonu i¢in
belirlenen MIK degeri iizerindeki 1-128 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda bakteri direng

profili direncli, 0.5 mg/L i¢in ise orta duyarli olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Siprofloksazin MIK inhibisyon zon caplari, NC: negatif kontrol

Siilfametoksazol/trimetoprim i¢in ise; 128-0.25 mg/L konsantrasyon araliginda {iremenin
olmadig1 en diisiik konsantrasyon 16 mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). 8-0.25 mg/L
konsantrasyon araliginda inhibisyon zon ¢api olusumu gdzlemlenmemistir. Standarda gore
siilfametoksazol/trimetoprim icin belirlenen MIK smir degerleri incelendiginde; 2 mg/L smir
degerinin altindaki MIK degerlerinde bakteri antibiyotige karsi: duyarli, 4 mg/L smir degeri
iizerindeki MIK degerlerinde direngli olarak tanimlanmustir. Yine, calismamizda bakteri
inhibisyonu icin belirlenen 16 mg/L MIK degeri standarda gore direngli, belirlenen bu MiK
degeri tizerindeki 128-32 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda da ayni sekilde bakteri direng
profili direngli, MIK degerinin altindaki 8-0.25 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda ise

standarda gore duyarli olarak yorumlanmustir.

Sekil 4.5. Trimetoprim/siilfametoksazol MiK inhibisyon zon ¢aplar1, NC: negatif kontrol

Sonug olarak; bakteriler i¢in MIK degeri kullanilan bu antibiyotiklerin ulasabilecegi
konsantrasyon araliginda ise duyarli; bakteri icin antibiyotigin MIK degeri uygulanan
konsantrasyondan daha yiiksekse bakterinin direncli oldugu kabul edilir. Yaptigimiz ¢aligma

ile benzer olarak Onyuka ve ark.’nin (2015) agar disk difiizyon ydntemi ile MIK sonuglarinin
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degerlendirildigi calismada, tifodial olmayan Salmonella izolatlar1 ampisilin, siilfametoksazol
ve streptomisine direngli olarak bulunmustur. Bakterilerin iiremesini % 90 inhibe etmek i¢in
gerekli MIK degeri (MiKgo) ampisilin i¢in 250 pg / ml, siilfametoksazol igin 32 pg/ml,
streptomisin i¢in ise 252 pg /ml olarak belirlenmistir. Calismamizda ise; ampisilin i¢in
belirlenen 16 mg/L konsantrasyonundaki MiK degeri; Onyuka ve ark.’nm (2015) ampisilin
i¢in belirledigi MiKoy degerine gore yorumlandiginda Salmonella Typhimurium susunun daha
duyarli oldugu yoniinde degerlendirilmistir. Calismamizda streptomisin i¢in belirlenen 128
mg/L konsantrasyonundaki MIK degeri ¢alismadaki MiKo, degerine gore calismamizdaki
Salmonella Typhimurium susunu inhibe etmek igin daha yiiksek bir konsantrasyon gerektigi
seklinde yorumlanmustir. Siilfametoksazol/trimetoprim igin belirlenen 16 mg/L’deki MIK
degeri ¢alismadaki 32 pg/ml MiKy, degerine gore ¢alismamizdaki Salmonella Typhimurium

susunun orta diizeyde bir direnclilik profili gdsterdigi seklinde yorumlanmustir.

Yapilan bir bagka calismada ise; Habrun ve ark.’nin (2012) kiimes hayvanlarindan izole
edilen Salmonella spp. antibiyotik direngliligi {izerine yaptigi g¢alismada; ampisilin ve
streptomisin igin belirlenen MIK sinir degeri Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European
Food Safety Authority) (EFSA) standardi, siprofloksazin i¢in ise Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testleri Komitesi (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
(EUCAST) standardi kullanilmustir. Salmonella Typhimurium igin MIK degerleri; ampisilin
icin MiKy, degeri 0.75 mg/L ve bakterilerin iiremesini % 50 inhibe etmek igin gerekli MiK
degeri (MIKs0) 0.5 mg/L, siprofloksazin i¢in MiKoy degeri 0.023 mg/L ve MiKs, degeri 0.012
mg/L, streptomisin igin ise MiKgy degeri 12 mg/L ve MiKs, degeri 6 mg/L olarak
bulunmustur. EFSA (2010) standardina gore belirlenen ampisilin MIK sinir degerine (>4
mg/L) ve streptomisin sinir degerine (=32 mg/L), EUCAST (2010) standardina gore
siprofloksazin MIK simir degerine (0.125 mg/L) gore test edilen 9 S. Typhimurium izolatmin
tiimii, ampisilin ve streptomisine duyarli, toplam 8 izolat ise siprofloksazine duyarli olarak
belirlenmigtir. Calismamizda ise bakteri inhibisyonunda ampisilin ve siprofloksazin igin
belirlenen MIK sinir degerleri CLSI (2016) standardina, streptomisin ise DANMAP ‘e (2005)
gore degerlendirilmistir. Calismamizda CLSI (2016) standardina gore ampisilin direng sinir
degeri > 32 mg/L, siprofloksazin >1 mg/LL ve streptomisin >64 mg/L olarak
degerlendirilmistir. Calismamizda ampisilin, streptomisin ve siprofloksazin i¢in belirlenen
MIK degerleri standarda gére yorumlandiginda ampisilin i¢in belirlenen MIK degerinde (16
mg/L), streptomisin icin belirlenen MIK degerinde (128 mg/L) ve siprofloksazin igin
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belirlenen MIK degerinde (16 mg/L) bakterinin direngli oldugu seklinde yorumlanmistir.
Habrun ve ark.’nin (2012) yaptig1 ¢alismada kullanilan farkli standarda gére belirlenen MIK
sinir degerlerinde ve konsantrasyon araligindaki farkliliklardan dolay1r caligmamizdaki

sonuglarla farklilik gostermistir.

4.2.2. Tiip Diliisyon Yontemi

Tiip diliisyon ydntemi, hem nicel (MIK) hem de nitel (kategori yorumlama) sonuglar elde
edilmesini saglamaktadir. MiK, belirli bir bakteri susunun direng seviyesinin olusturulmasini
ve bazi antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasini biiyiik o6l¢lide etkileyebilmektedir. Bu
inhibisyon goriiniir bakteriyel biliylimenin yoklugu ile dogrulanir. Calismamizda uygulanan
tip dilisyon yonteminde ampisilin i¢in agar disk diflizyon yonteminde oldugu gibi
inklibasyon sonrasi bulanikligin olugsmadigi ilk konsantrasyon 16 mg/ L olarak

gozlemlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Ampisilin tiip diliisyon yontemi

Streptomisin i¢in 128-0.25 mg/L konsantrasyon araliginda Sekil 4.7°de de goriildiigii gibi
0.25-64 mg/L araliginda bulaniklik yani tiremenin oldugu, ancak 128 mg/L inkiibasyon
sonrast bulanikligin gozlemlenmedigi ilk konsantrasyon yani MIK olarak belirlenmistir.

Sonuglar agar disk difiizyon yontemi ile paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.7. Streptomisin tiip diliisyon yontemi

Siprofloksazinde ise; 0.25 ve 0.5 mg/L konsantrasyonlarinda bulaniklik gézlemlenirken 1-
128 mg/LL araligindaki konsantrasyonlarda bulaniklik goézlemlenmedi (Sekil 4.8). Bu
konsantrasyonlarda gézlemlenmeyen bulaniklik agar disk difiizyon yonteminde 6lgiilen genis
inhibisyon zon c¢ap1 ile paralellik gostermektedir. Sayisal olarak ne kadar bakterinin inhibe

edildigi tespit edilemese de 0.25 ve 0.5 mg/L’de birbirine yakin bir bulaniklik gézlemlendi.

Sekil 4.8. Siprofloksazin tiip diliisyon yontemi

Sulfametoksazol/trimetoprim i¢in ise; 128-0.25 mg/L konsantrasyon araliginda bulanikligin
gozlemlenmedigi ilk konsantrasyon 16 mg/L MIK degeri olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).

Sonugclar agar disk difiizyon yontemi ile paralellik gdstermektedir.
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Sekil 4.9. Sulfametoksazol/trimetoprim tiip diliisyon yontemi

San Martin ve ark.’nin (2008) yaptig1 ¢alismada domuzdan izole edilen 54 Salmonella spp.
suslarinda elde edilen MIK degeri, diren¢ ve dagilim yiizdesi belirlenmistir. 54 sustan % 65'i
(35 sus) test edilen antimikrobiyal reaktiflerin en az birine karsi1 direngli olarak bulunmustur.
Calismada kullanilan streptomisin icin DANMAP (2005) tarafindan verilen smir deger,
CLSI'nin sinir degerleri ise diger antibiyotikler i¢in kullanilmistir. San Martin ve ark.’nin
(2008) yaptig1 ¢alismada domuzdan izole edilen 54 Salmonella spp. suslarinda elde edilen
MIK degerleri; streptomisin igin izolatlarmn cogunda (21 izolat) 64 mg/L’de goriilmiistiir.
Yani izole edilen Salmonella spp. suslarinin ¢ogu DANMAP (2005) standardinda
streptomisin i¢in belirlenen simir degerine (>64 mg/L) gore; direngli olarak belirlenmistir.
Calismamizda ise Salmonella Typhimurium inhibisyonunda streptomisin i¢in belirlenen 128
mg/L’deki MIK, kullandigimiz Salmonella Typhimurium susunun streptomisine bu
calismadaki suslar gibi direng gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Calismada; siprofloksazin
i¢in belirlenen MIK konsantrasyonlarmdan 0.125 ve 4 mg/L’de izolatlar gdzlemlenmistir.
Calismada CLSI’m siprofloksazin direng sinir degeri (>2 mg/L) igin belirledigi MIK degeri
kullanilarak Salmonella spp. suslarinin biiyiik ¢ogunlugunun siprofloksazine karsi duyarli
oldugu bulunmustur. Calismamizda ise kullandigimiz Salmonella Typhimurium susunun
siprofloksazin i¢in belirlenen 0.25 mg/L’deki MIK degerine gore calismadaki suslara gore
daha duyarli oldugu seklinde yorumlanmistir. Calismada trimetoprim/siilfametoksazol i¢in
izole edilen Salmonella spp. suslarinin ¢cogu (41 izolat) 2 mg/L ‘de belirlenmistir. Calismada
trimetoprim/siilfametoksazol i¢cin belirlenen sinir degerine (> 4 mg/L) gore; izole edilen
Salmonella spp. suslarinin ¢ogu direngli olarak belirlenmistir. Calismamizda ise
trimetoprim/siilfametoksazol igin  belirlenen 16 mg/L’deki MIK degeri ¢alismadaki

Salmonella suglarina gore daha direncli oldugu seklinde yorumlanmustir.
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Yapilan bir baska calismada ise; Banerjee ve ark.’nin (2018) hastalardan izole edilen
Salmonella Typhimurium izolatinin CLSI (2014) standardina gére Salmonella Typhimurium'a
kars1 cesitli antibiyotiklerin MIK degerlerinin yorumlanmasi yapilmistir. Calismada test
edilen izolatin MIK degeri >4 mg/L olarak belirlenmistir. Arastirmacilar tarafindan elde
edilen sonu¢ CLSI (2014) standardina gore direnglilik igin verilen MIK sinir degeri (>1 mg/L)
tizerinde bir deger gostermistir ve bu durum izolatin direngliligini gostermistir. Calismamizda
ise Salmonella Typhimurium inhibisyonunda siprofloksazin i¢in belirlenen 0.25 mg/L’deki
MIK degeri calismadaki MIK degerinden daha diisiik bulunmustur. Bu durum kullandigimiz
Salmonella Typhimurium susunun siprofloksazin i¢in MiK degeri (0.25 mg/L), Banerjee ve
ark.’nin (2018) yaptig1 ¢alismadaki susa gore ve ¢alismamizda referans alinan CLSI (2016)
standardina gore direnclilik igin verilen MIK sinir degeri (>1 mg/L) altinda bir deger
gbstermigtir.  Bu durum Salmonella Typhimurium belirlenen MIK  degerindeki

konsantrasyonda siprofloksazine karsi orta duyarli olarak yorumlanmaistir.

4.3. Kolesteroliin MiK Degerleri Uzerine Ekisi

Kolesteroliin Salmonella bakterilerinin direnglilik profillerine etkisi disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Antibiyotiklerin kolesterol eklenmis ve eklenmemis halinde inhibisyon zon
caplarindaki degisim Tablo 4.3.’de verilmistir. Kolesterol eklenen ve eklenmeyen ornekler
zon c¢aplarina gore istatistiksel olarak degerlendirildiginde, ampisilin (128-32 mg/L),
siprofloksasin (128-1 mg/L) ve sulfametoksazol/trimetoprim (64 mg/L) i¢in farkli antibiyotik
konsantrasyonlarinda ornekler arasinda 6nemli bir fark oldugunu gostermektedir (P<0,05).
Sulfametoksazol/trimetoprim antibiyotiginin 128 mg/L konsantrasyonunda kolesterol eklenen

ve eklenmeyen ornekler arasinda 6nemli bir fark olmadigi belirlenmistir (P>0,05).

Ampisilin i¢in kolesterol eklenmemis halinde 128-0.25 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda
MIK degeri 16 mg/L olarak belirlenmistir. Ancak daha énce 16 mg/L de gdzlemlenen zon
olusumu kolesterol eklendikten sonra gdzlemlenmemistir (Sekil 4.10). MiK degeri kolesterol
eklemeden 6nce 16 mg/L iken, kolesterol eklendikten sonra 32 mg/L olarak belirlenmistir.

Ayrica inhibisyon zon caplarinda kolesterol eklenmemis haline gore azalma goriilmiistiir.
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Tablo 4.3. Antibiyotiklerin kolesterol eklenmis ve eklenmemis halinde inhibisyon zon
caplarindaki degisim
Antibiyotik Antibiyotik Zon ¢ap1 (mm) Zon ¢ap1 (mm)
konsantrasyonu* (Antibiyotik ve (Kolesterol, bakteri ve
(mg/L) bakteri) antibiyotik)
Ampisilin 128 23,1£0,65° 18,83 + 0,04°
64 18,7340,17° 14,41 £0,22°
32 16,19+0,26° 7,98 +0,07°
16 11,69+0,93 -
Streptomisin 128 8,98+0,61 -
Siprofloksazin 128 34,56+0,15% 31,82 + 1,46
64 32,61+1,71° 29,36 + 0,88°
32 30,73+1,13% 2829+ 1,51°
16 28,240,407 24,74 +2,54°
8 29,2+1,07° 22,59 + 1,56°
4 24,87+0,08° 18,47 + 0,66°
2 22,3+0,70° 17,04 £0,71°
1 19,74+0,40° 12,4 +0,57°
0.5 17,13+0,40 -
0.25 12,88+1,90 -
Sulfametoksazol/Trimetoprim 128 16,89 +0,78* 16,83 £ 0,72°
64 15,69 +2,64° 11,46 £0,91°
32 13,90 + 1,28 -
16 8,86+ 0,91 -

*® Aymi satirdaki farkli iistel harfler drnekler arasinda Gnemli bir fark oldugunu gostermektedir. (P<0.05)

*Kolesterol eklenen ve eklenmeyen c¢ozeltilerdeki antibiyotik konsantrasyonlari ¢ozelti igerisine eklenen
konsantrasyonlardir.

Sonuglarin degerlendirilmesinde, MIK degeri artarken, inhibisyon zon ¢aplarindaki azalma

bakterinin kolesterol eklenmemis haline gore direng kazandiginin; yani bakterinin ilaca kars1

gosterdigi duyarliligin azaldigi seklinde yorumlanmastir.

Sekil 4.10. Ampisilin kolesterol eklenmis inhibisyon zon ¢ap1 hali, NC: negatif kontrol

47




Kolesterol eklenmis ve eklenmemis ortamda konsantrasyona bagli zon c¢aplarindaki
degisimler Sekil 4.11°deki grafikte karsilastirilmali olarak verilmistir. Grafikte goriildiigii gibi
kolesterol bulunmayan ortamda farkli antibiyotik konsantrasyonlarina karsi Olciilen zon

caplar1 daha yiiksek Ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.11. Ampisilin i¢in kolesterollii ve kolesterolsiiz ortamdaki inhibisyon zon ¢aplarindaki

degisim

Streptomisin i¢in ise; Sekil 4.12°de verildigi gibi kolesterol eklenmemis halinde 128-0.25
mg/L konsantrasyon aralifinda sadece 128 mg/L’de inhibisyon zon olusumu gézlemlenirken,
kolesterol eklendikten sonra 128 mg/L’de zon olusumu gézlemlenemedi. Ampisilinde oldugu
gibi inhibisyon zon c¢apinda azalma goriilmiistiir (Tablo 4.3). Bu durum yine bakterinin

antibiyotige kars1 direngli hale geldigi seklinde yorumlanmustir.

Sekil 4.12. Streptomisin inhibisyon zon ¢ap1 degisimi , A: Kolesterol eklenmis, B: Kolesterol
eklenmemis NC: negatif kontrol
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Siprofloksazinde ise; Sekil 4.13’de verildigi gibi 128- 0.25 mg/L konsantrasyon araliginda
tiim konsantrasyonlarda zon olusumu gozlemlenirken; kolesterol eklenmis halinde 0.25 ve 0.5
mg/L  konsantrasyonlarinda inhibisyon zonu olusmamis (Sekil 4.13-A) ve diger
konsantrasyonlarin zon c¢aplarinda da azalma goriilmiistiir (Tablo 4.3). Kolesterol eklenmeden
once 0.25 olan MIK degeri, kolesterol eklendikten sonra 1 mg/L olarak bulunmustur. Bu
durum kolesterol eklendikten sonra MiK degerinin artmasina, zon ¢aplarinin azalmasina bagh
olarak bakterinin diren¢ kazandigi sekline yorumlanmistir. Ayrica kolesterol eklenmis ve
eklenmemis durumlarinda konsantrasyona bagli zon ¢aplarindaki degisimler asagidaki

grafikte (Sekil 4.14) karsilastirilmali olarak verilmistir.

Sekil 4.13. Siprofloksazin inhibisyon zon ¢aplarindaki degisim, A: kolesterol eklenmis, B:
kolesterol eklenmemis, NC: negatif kontrol
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Sekil 4.14. Siprofloksazin i¢in kolesterolli ve kolesterolsiiz ortamda inhibisyon zon
caplarindaki degisim
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Sulfametoksazol/trimetoprim i¢in ise; Sekil 4.15-B’de verildigi gibi kolesterol eklenmeden
once 128-16 mg/LL konsantrasyon araliginda inhibisyon zon olusumu go6zlemlenirken,
kolesterol eklendikten sonra 16 ve 32 mg/L konsantrasyonlarinda inhibisyon zonu olusmadi
(Sekil 4.13-A). Diger konsantrasyonlarda olusan zonlarin ¢aplarinda azalma goriildii.
Kolesterol eklenmeden énce 16 mg/L olan MiK degeri, eklendikten sonra 64 mg/L olarak
degismistir. Diger incelenen antibiyotiklerde oldugu gibi; bakterinin antibiyotige karsi olan
duyarliliginda bir azalma goriilmiistiir. Sulfametoksazol/trimetoprim i¢in kolesterol eklenmis
ve eklenmemis ortamda konsantrasyona bagli zon caplarindaki degisimler grafikte (Sekil

4.16) karsilastirilmali olarak verilmistir.

Sekil 4.15. Sulfametoksazol/trimetoprim inhibisyon zon ¢aplarinda ki degisim, A: kolesterol
eklenmis, B: kolesterol eklenmemis, NC: negatif kontrol
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Sekil 4.16. Sulfametoksazol/trimetoprim i¢in  kolesterollii ve kolesterolsiiz ortamdaki
inhibisyon zon ¢aplarindaki degisim
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Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda kolesteroliin Salmonella bakterilerinin antibiyotik
direngliligi {izerine etkisinin incelendigi herhangi bir ¢alismanin bulunmadig1 goriilmiisiitiir.
Kolesteroliin ve tiirevlerinin farkli bakterilerin antibiyotik direnglilikleri iizerine etkisinin
incelelendigi calismalarda; Tintino ve ark.’lar1 (2017), ergosterol ve kolesteroliin ¢oklu ilaca
direngli Staphylococcus aureus'un suslarinda aktif pompa sistemlerine karsi etkisini
arastirmiglardir. Kolesterol ve ergosteroliin akis pompalarina etkisi gézlemlenmemistir.
Ancak mutasyona ugramamis suslarinda membran degisiklikleri nedeniyle bir sinerji

gbzlemlenmistir.

Andrade ve ark.’lar1 (2014) tarafindan ise kolesterol ve ergosterol’iin Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli’ye kars1 etkisi arastirilmis fakat antibakteriyel
etkileri olmadig1 ancak antibiyotiklerle birlestirildiginde MIK degerini azalttig1 sonucuna
varilmistir. Bizim ¢alismamizda ise kolesterolin MIK degerini artirdigi ve Salmonella

Typhimurium susunun antibiyotige kars1 duyarliliginin azalabilecegi sonucuna varilmistir.

McGee ve ark.’nin (2011) yaptig1 calismada ise Helicobacter pylori bakteri hiicrelerinin 12
antimikrobiyal ajana kolesterol olmayan ortamda biiyliyen hiicrelere oranla daha direngli
olduklar1 gosterilmistir. Caligmamizda ise kolesteroliin bakteri hiicrelerinin sayisinda nasil bir
degisime neden oldugu belirlenememistir. Bu durumun Salmonella Typhimurium’un
kolesterol varliginda gosterdigi yapisal degisiklikten kaynaklanabilecegi veya kolesteroliin
Salmonella Typhimurium’un saymmi i¢in kullanilan besiyerinin yapisini etkilemis olabilecegi

tahmin edilmektedir.

4.4. FT-IR Sonuglari

Kolesteroliin antibiyotikler ile birlikte Salmonella Typhimurium’un yapisinda meydana
getirdigi degisimler FT-IR yontemi kullanilarak fonksiyonel gruplardaki degisime gore
degerlendirilmistir. Salmonella Typhimurium ve kolesteroliin FT-IR spektroskopi yontemi ile
analizi sonucunda elde edilen spektrumlar sirasiyla Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verilmistir.
Salmonella Typhimurium i¢in elde edilen spektrum incelendiginde 1668, 1600, 1091, 1027 ,
985 ve 912 cm™*dalga boylarinda pikler oldugu goriilmektedir. Proteinlerin amid gruplarinin
C=0 germe titresimleri 1668 ve 1600 cm™’deki pikler icin amid bélgesi olarak belirlenmistir.
1300 ile 900 cm™ arasindaki bolge, hiicresel proteinlerin, niikleik asitlerin, hiicre zarinin ve

hiicre ¢eperi bilesenlerinin titresimsel 6zellikleri ile karakterizedir (Goodacre ve ark., 1996).
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Hiicre duvar peptidoglikan tabakasi ve lipopolisakkarit dis membranindaki polisakkaritlerin
C-O-C germe titresimleri 1091-912 cm™ dalga boyu araliginda belirlenen pikler icin

polisakkarit bolgesi olarak belirlenmistir (Naumann ve ark., 1991a, b).

Kolesterol i¢in elde edilen spektrumda belirlenen bantlar ise; 2935, 2901, 1742, 1667, 1471,
1358, 1259, 1098, 956 ve 859 cm™' dalga boylarinda gériilmektedir (Sekil 4.18). 2935 cm™
dalgaboyundaki pik CH, asimetrik gerilmesinden dolayr olusmaktadir. 2901 cm’
dalgaboyundaki pik ise; CH, simetrik gerilmesinden, 1742cm™’deki pik C=O gerilme
titresimlerinden, 1667 cm™’de ise C=0 gerilme (Zheng ve ark., 1986), C-C vibrasyonu ve
C=C gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1471 cm™ dalgaboyundaki pik; CH, ve CHj simetrik
gerilme, 1358 cm™’deki pik ise CH, ve CHj egilmeden oldugu diisiiniilmiistir (Raman ve
ark.,2008). CH, bag yapisinda meydana gelen deformasyon 1259 cm™ dalga boyundaki piki
vermistir. 1098 cm™ dalgaboyunda ise C-C gerilme, 956 cm™’deki pik ise; CH=CH, ve CH,
egilme titresimlerine karsilik olarak tanimlanmistir. C-H diizlem dis1 gerilme titresimi ise 859

cm™ dalga boyundaki pik olarak yorumlanmistir (Gupta ve ark., 2014).
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Sekil 4.17. Salmonella Typhimurium’un FT-IR spektrumu
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Sekil 4.18. Kolesteroliin FT-IR spektrumu

FT-IR spektroskopi yontemi ile Oncelikle ampisilin, siprofloksazin, streptomisin ve
stilfametoksazol/trimetoprimin Salmonella Typhimurium iizerine etkileri incelenmistir. Daha
sonra ise antibiyotik ve bakteri igeren bu ortama kolesterol eklenereck Salmonella
Typhimurium’un kolesterol olmayan ortama gore antibiyotik direng profilindeki degisimler

yine FT-IR spektroskopi yontemi ile incelenmistir.

Ampisilin ve bakteri etkilesimi i¢in elde edilen bantlar; 1703, 1089, 886 ve 534 cm ™’ deki
dalgaboylarinda (Sekil 4.19) bulunmustur. 1703 cm™’deki pik C=0 gerilme titresiminden,
1089 cm™ C-C ve C-O gerilme ve C-N fonksiyonel gruplarmdaki degisimlerden, C-H diizlem
dis1 egilme 886 cm™ dalga boyundaki piki vermis olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
Ampisilin bakterinin amid bolgesi olarak yorumlanan 1668 ve 1600 cm™ dalga boylarinda
degisiklige neden olmustur. Ayrica Salmonella Typhimurium’da polisakkarit bolgesi olarak
yorumlanan 912, 985 ve 1027 cm™ dalga boylarindaki pik olusumu ampisilin eklenince

belirlenememistir.

Ampisilin ve bakteri ortamina kolesterol eklenince elde edilen spektrum Sekil 4.20°te
verilmistir. Elde edilen pikler; 2931, 2872,1740, 1695, 1470, 1356, 1350, 1257, 1108, 955,
870, 774 ve 533 cm™’deki dalga boylarinda elde edilmistir. 2931 cm™*deki pik C-H asimetrik
gerilme, 2872 cm™ dalga boyundaki pik C-H simetrik gerilme, 1740 cm” C=O gerilme
titresimi, 1695 cm™ C=0 egilme, 1470 cm™ asimetrik C-H egilme, 1356 cm™’deki pik C-N
gerilme titresimi, C-C egilme ve C-O gerilme titresimleri 1257 ve 1108 cm™’deki pikleri, 955
cm™ dalga boyundaki pik C-O gerilme, 870 cm™ C-O-O- gerilme ve 774 cm™’deki elde edilen
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pik ise O-H diizlem dis1 egilme ve C-H diizlem dis1 egilme olarak farkli fonksiyonel gruplar
seklinde tanimlanmustir (Besergil, 2019). Sekil 4.21°de kolesterol eklenmis ve eklenmemis
ortamlarin FT-IR spektrumu karsilagtirllmali olarak verilmistir. Kolesterol eklenmemis
ortamda 4 fonksiyonel grup goézlemlenirken; kolesterol eklenmis ortamda 12 fonksiyonel grup
belirlenmistir. Antibiyotik ve bakteri igeren ortama kolesterol eklenince, kolesterol olmayan
ortamda elde edilen 1703 ve 1089 cm™ dalga boylarindaki piklerde degisim gozlemlenmistir.
Kolesterol igermeyen ortama gore kolesterol iceren ortamda aldehit, keton, aromatik

bilesikler, asit halojenler ve alkol gibi farkli fonksiyonel gruplar belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Ampisilin ve bakteri etkilesimi FT-IR spektrum A: antibiyotik; B: bakteri
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Sekil 4.20. Ampisilin, bakteri ve kolesterol etkilesimi FT-IR spektrumu A: antibiyotik; B:
bakteri; K: kolesterol
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Sekil 4.21. Ampisilin i¢in kolesterol eklenmis ve eklenmemis ortamdaki FT-IR spektrumlari

Streptomisin ve bakteri i¢in elde edilen pikler 2946, 2902 1747, 1668, 1592, 1513, 1104, 956,
913, 519 cm™ dalga boyunda (Sekil 4.22) elde edilmistir. 2946 ve 2902 cm™deki pikler; O-H
ve C-H gerilmesi, 1747 cm™’de C=0 gerilme titresimi, 1668 cm™’deki dalga boyu C=C ve
C=0 gerilmesi ve C-C vibrasyonu, 1592 cm™ ise C=O gerilme titresiminden , C-C vibrasyonu
ve N-H egilmesi ve 1513 cm™’deki pik ise C-C vibrasyonu olarak belirlenmistir. 1104 cm’
" deki pik; C-C egilme ve C-O gerilme, 956 cm™ dalga boyundaki pik O-H egilme ve 913 cm’
"de ise C-H diizlem dis1 egilme fonksiyonel gruplarindaki degisimler olarak belirlenmistir.
Streptomisinin Salmonella Typhimurium iizerine etkisi incelendiginde; bakterinin belirlenen
amid bolgesindeki bant yapisinda bir degisiklige neden olmamustir. 2946 ve 2902 cm™ dalga
boylarindaki pikler olusmustur ve bu dalga boylarinda yeni fonksiyonel gruplar
tanimlanmustir. Ancak polisakkarit bolgesi olarak belirlenen 1091 ve 912 cm™’deki dalga

boylarinda antibiyotik eklendikten sonra degisim gézlemlenmistir.

Streptomisin ve bakteri ortamina kolesterol eklenince elde edilen elde edilen spektrumlar
Sekil 4.23’te verilmistir. Elde edilen pikler; 2931, 2873,1740, 1695, 1470, 1355, 1350, 1257,
1107, 956, 871, 777 ve 531 cm™’deki dalga boylarinda elde edilmistir. 2931 cm™’deki pik C-
H asimetrik gerilme, 2873 cm™ dalga boyundaki pik C-H simetrik gerilme, 1740 cm” C=0
gerilme titresimi, 1695 cm™ C=0 egilme, 1470 cm™ asimetrik C-H egilme, 1355 cm™’deki
pik C-N gerilme titresimi, C-C egilme ve C-O gerilme titresimleri 1257 ve 1107 cm™’deki
pikleri , 955 cm™ dalga boyundaki pik C-O gerilme, 871 cm™ C-O-O- gerilme ve 771 ve 531

cm"de elde edilen pik ise O-H diizlem dis1 egilme ve C-H diizlem dis1 egilme olarak farkls
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fonksiyonel gruplar seklinde yorumlanmstir (Besergil, 2019). Kolesterol eklenmemis ortamda
10 fonksiyonel grup goézlemlenirken; kolesterol eklenmis ortamda 12 fonksiyonel grup
belirlenmistir. 1668, 1592, 1513 ve 913 cm™ dalga boylarinda belirlenen piklerdeki
fonksiyonel gruplarda degisiklige neden olmustur. Kolesterolsiiz ortamda gozlenemeyen alkol
ve aromatik bilesikler gibi fonksiyonel gruplar kolesterol varliginda belirlenmistir. Sekil
4.24°te kolesterol eklenmis ve eklenmemis ortamlarin FT-IR spektrumu karsilagtiriimali

olarak verilmistir.
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Sekil 4.22. Streptomisin ve bakteri etkilesimi FT-IR spektrumu A: antibiyotik; B: bakteri
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Sekil 4.23. Streptomisin, bakteri ve kolesterol etkilesimi FT-IR spektrumu A: antibiyotik; B:
bakteri; K: kolesterol
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Sekil 4.24. Streptomisin i¢in kolesterol eklenmis ve eklenmemis ortamdaki FT-IR
spektrumlart

Siprofloksazin ve bakteri etkilesimi sonucu olusan pikler ise; 1680, 1590, 1087,976, 871 ve
530 cm™’de (Sekil 4.25) elde edilmistir. 1680 cm™ dalga boyundaki pik C-C vibrasyonu,
C=C, C=0 fonksiyonel gruplarindaki gerilmelere karsilik olarak tanimlanmistir. 1590 cm’
"deki pik N-H egilme ve C-C vibrasyon olarak, 1087 cm™*deki pik C-O ve C-N gerilme, 976
em’ C-O gerilme ve 871 cm™’deki pik ise C-O-O- gerilme olarak tanimlanmustir.
Siprofloksazinin Salmonella Typhimurium, iizerine etkisi incelendiginde;, daha ¢ok
polisakkarit bolgesi olarak yorumlanan bant araliklarinda deg§isime neden olmustur. Amid
bélgesi olarak yorumlanan 1668 ve 1600 cm™ dalga boylarinda ¢ok fazla bir degisim

gbzlemlenmemistir.

Siprofloksazin ve bakteri ortamina kolesterol eklenince elde edilen elde edilen spektrumlar
Sekil 4.26’te verilmistir. Elde edilen pikler; 2931, 2873,1740,1695, 1470, 1356,1350, 1301,
1108, 955, 867, 771 ve 530 cm’’deki dalga boylarinda elde edilmistir. 2931 cm™*deki pik C-
H asimetrik gerilme, 2873 cm™ dalga boyundaki pik C-H simetrik gerilme, 1740 cm™ C=0
gerilme titresimi, 1695 cm™ C=0 egilme, 1470 cm™ asimetrik C-H egilme, 1356 ve 1350 cm’
"deki pikler C-N gerilme titresimi, 1301 cm™ dalga boyundaki pik C-H diizlem ici egilme, C-
C gerilme ve vibrasyonu, C-C egilme ve C-O gerilme titresimleri 1108 cm™’deki pikleri, 955
cm” dalga boyundaki pik C-O gerilme, 867 cm™ C-0-O- gerilme ve 771 cm™’de elde edilen
pik ise O-H diizlem dis1 egilme ve C-H diizlem dis1 egilme olarak farkli fonksiyonel gruplar
seklinde tanimlanmistir (Besergil, 2019). Sekil 4.27°de kolesterol eklenmis ve eklenmemis

ortamlarin FT-IR spektrumu karsilagtirllmali olarak verilmistir. Kolesterol eklenmemis
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ortamda 6 fonksiyonel grup gézlemlenirken; kolesterol eklenmis ortamda 12 fonksiyonel grup
belirlenmistir. Kolesterol eklenmeden énce 1680,1590 ve 1087 cm™ dalga boylarindaki pikler
kolesterol eklendikten sonra gozlemlenmemistir. Farkli dalga boylarinda yeni fonksiyonel
gruplar belirlenmistir. Diger antibiyotik, bakteri ve kolesterol etkilesimlerinde oldugu gibi

aromatik bilesikler, aldehit, keton, alkoller ve asit halojen gruplar1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.25. Siprofloksazin ve bakteri etkilesimi FT-IR spektrumu A: antibiyotik; B: bakteri
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Sekil 4.26. Siprofloksazin, bakteri ve kolesterol etkilesimi FT-IR spektrumu A: antibiyotik;
B: bakteri; K: kolesterol
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Sekil 4.27. Siprofloksazin igin kolesterol eklenmis ve eklenmemis ortamdaki FT-IR
spektrumlari

Trimetoprim/siilfametoksazol ve bakteri etkilesimi i¢in elde edilen spektrumlar Sekil 4.28de
verilmigtir. Elde edilen spektrum incelendiginde 1671, 1590, 1082, 983, 887 ve 525 cm-
1’dalga boylarmdaki pikler oldugu goriilmektedir. 1671 cm’deki pik C=C ve C=0O
fonksiyonel gruplarindaki gerilme, 1590 cm™” dalga boyundaki pik N-H egilme ve C-C
vibrasyon, 1082 cm™’deki pik C-O ve C-N gerilme, 983 cm™*de elde edilen pik C-O gerilme
ve 887 cm™’deki pik ise C-H diizlem dis1 egilme ve C-O-O- gerilme olarak tanimlanmustir.
Trimetoprim/siilfametoksazolun Salmonella Typhimurium {izerine etkisi incelendiginde; daha
cok polisakkarit bolgesi olarak yorumlanan 1027,985 ve 912 cm™ dalga boylarinin oldugu

pik araliklarinda degisime neden olmustur.

Trimetoprim/siilfametoksazol ve bakteri ortamina kolesterol eklenince elde edilen elde edilen
spektrumlar Sekil 4.29°da verilmistir. Elde edilen pikler; 2931, 2874,1741,1695, 1470, 1355,
1351, 1257, 1107, 956, 863, 780 ve 534 cm > deki dalga boylarinda elde edilmistir. 2931 cm’
"deki pik C-H asimetrik gerilme, 2874 cm'dalga boyundaki pik C-H simetrik gerilme, 1741
cm” C=0 gerilme titresimi, 1695 cm™ C=0 egilme, 1470 cm™ asimetrik C-H egilme, 1355
cm™ ve 1351 cm™’deki pik C-N gerilme titresimi, 1257 cm™ dalga boyundaki pik C-C egilme
ve C-O gerilme titresimleri ,C-C gerilme ve vibrasyonu , C-C egilme ve C-O gerilme
titresimleri 1107 cm™’deki pikleri , 956 cm™ dalga boyundaki pik C-O gerilme, 863 cm™ C-
0-O- gerilme ve 780 cm™’de elde edilen pik ise O-H diizlem dis1 egilme ve C-H diizlem dist
egilme olarak farkli fonksiyonel gruplar seklinde tanimlanmistir (Besergil, 2019). Sekil

4.30’da kolesterol eklenmis ve eklenmemis ortamlarin FT-IR spektrumu karsilastirilmali
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olarak verilmistir. Kolesterol eklenmemis ortamda 6 fonksiyonel grup goézlemlenirken;
kolesterol eklenmis ortamda 12 fonksiyonel grup belirlenmistir. Kolesterol eklendikten sonra
farkli bant araliklarinda pikler gozlemlenmistir. Kolesterolsiiz ortamda gdzlenemeyen alkol,
aldehit, keton ve aromatik bilesikler gibi fonksiyonel gruplar kolesterol varliginda

belirlenmistir.
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Sekil 4.28. Trimetoprim/siilfametoksazol ve bakteri etkilesimi FT-IR spektrumu. A:
antibiyotik; B: bakteri
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Sekil 4.29. Trimetoprim/siilfametoksazol, bakteri ve kolesterol etkilesimi FT-IR spektrumu
A: antibiyotik; B: bakteri; K: kolesterol
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Sekil 4.30. Trimetoprim/siilfametoksazol i¢in kolesterol eklenmis ve eklenmemis ortamdaki
FT-IR spektrumlar
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5. SONUCLAR

Kolesteroliin antibiyotik direngli Salmonella Typhimurium bakterisinin farkli antibiyotiklere
ve konsantrasyonlarina karsi direncliligi lizerine olan etkisi disk diflizyon yontemi ile
kolesteroliin antibiyotikler ile birlikte Salmonella Typhimurium’un molekiiler yapisinda ve
fonksiyonel gruplarinda meydana getirdigi degisimler ise FT-IR spektroskopi yontemi

kullanilarak belirlenmistir.

e Salmonella Typhimurium susunun antibiyotik direng profili, disk difiizyon yontemi ile
belirlenerek  susun  ampisilin,  streptomisin,  sulfametoksazol/trimetoprim,
siprofloksazin, tetrasiklin, kloramfenikol ve gentamisine duyarli; penisilin ve
vankomisine kars1 direngli oldugu goézlemlenmistir.

e Toz antibiyotiklerin MIK degerleri agar-disk diflizyon yéntemi ile belirlenmistir.
Calismada ampisilin, streptomisin, siprofloksazin ve siilfametoksazol/ trimetoprim toz
antibiyotikleri kullanilmistir. Ampisilin i¢in; 128-0.25 mg/L konsantrasyon araliginda
MIK degeri 16 mg/L, streptomisin icin 128 mg/L, siprofloksazin i¢in 0.25 mg/L ve
siilfametoksazol/trimetoprim i¢in ise 16 mg/L olarak belirlenmistir.

e MIK degerinin belirlenmesinde ayrica tiip diliisyon ydntemi de uygulanmustir.
Calismada uygulanan tiip diliisyon yonteminin sonuglart agar disk difiizyon
yonteminde belirlenen MIK degerleri ile paralellik gdstermistir.

e Kolesterol varliginin ve miktarinin bakterilerin direnglilik profillerine etkisi oncelikle
disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Bakteri ve antibiyotik etkilesimin oldugu
ortama kolesterol eklenince MiK degerlerinde kolesterol olmayan ortama gore artis
gozlemlenmistir. Ayrica kolesterol olmayan ortama goére inhibisyon zon caplarinda
azalmalar belirlenmistir.

e Kolesterol igeren bakteri ve antibiyotik ortamindaki MIiK degerlerindeki artis ve
inhibisyon zon ¢aplarindaki azalig; kolesteroliin Salmonella Typhimurium’un
ampisilin, streptomisin, siprofloksazin ve siilfametoksazol/ trimetoprime karsi olan
duyarliliginda azalmaya neden olabilecek yani direngliligini artirabilecek antagonistik

bir etkiye sahip olabilecegi seklinde belirlenmistir.
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Kolesteroliin antibiyotikler ile birlikte Salmonella Typhimurium’un yapisinda
meydana getirdigi degisimler ve antibiyotiklerin bakteriler {izerine etkisinin
incelendigi FT-IR spektroskopi yOnteminde; streptomisin,
trimetoprim/siilfametoksazol ve siprofloksazin genel olarak bakterinin hiicre duvari
sentezi ve lipopolisakkarit dig membrandaki polisakkarit bolgesi olarak yorumlanan
dalga boylarindaki piklerde degisiklige neden olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
Ampisilin ise diger antibiyotiklerden farkli olarak bakterinin hiicre duvari sentezi
bileseni olan peptidoglikan sentezinde yer alan proteinin sentezindeki amino
asitlerinin yapisindaki amid bolgesinde gozlemlenen dalga boylarinda degisiklige
neden olmus olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Kolesterol igeren ortam ise kolesterol olmayan ortamda elde edilen bazi dalga
boylarinda degisiklige neden olmustur. Farkli dalga boylarinda tanimlanan yeni
fonksiyonel gruplarin olusumu goézlemlenmistir Genel olarak kolesterolsiiz ortamda
gozlenmeyen alkol ve aromatik bilesikler gibi fonksiyonel gruplar kolesterol
varliginda belirlenmistir.

Kolesterolin Salmonella Typhimurium’un antibiyotik direngliligi {izerine etkisinin
belirlendigi bu calismada kolesteroliin bakterinin antibiyotik direncliliginde artisa
neden oldugu saptanmustir.

Bakterilerin antibiyotiklere karsi gostermis olduklar1 direncin artmasindan dolayi
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi igin yeni ilaglar ve etkili tekniklerin gelistirilmesi
giderek daha gerekli hale gelmektedir. Calismamizda kolesteroliin Salmonella
Typhimurium’un antibiyotik direncliligi iizerine olan etkisi antibiyotikler ile birlikte
sinerjik bir etki olarak belirlenememis olsa bile bakterilerin ¢ok cesitli direng
mekanizmalarma kars1 gosterdikleri bu direnci engelleme kapasitesine sahip aktivite
degistirici maddelerin bulunmasi ve bunlarin antibiyotiklerle birlikte yeni ilag

formiilasyonlarinda kullanilma potansiyeli acisindan arsstirilmasi oldukca dnemlidir.
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