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OZET

KLASIK PEYNIiR URETIM SURECINDE GSBL ve AmpC URETEN
ENTEROBACTERIACEAE iZOLATLARININ BELIRLENMESI

Seda OZDIKMENLI TEPELI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman : Yrd. Dog. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
07/04/2017, 120

Yetistiricilikte dnemli ekonomik kayiplara neden olan subklinik mastitis hastalig
diinyada ve tilkemizde 6nemli bir sorundur. Subklinik mastitisin birgok nedeni olmakla
birlikte en onemli etmenleri ¢evreden bulasan Enterobacteriaceae tiirleridir. Giiniimiizde
Enterobacteriaceae ile miicadelede beta-laktam antibiyotikler siklikla kullanilmaktadir.
Antibiyotiklerin asir1 ve uygunsuz kullanimi, patojenlerin direng gelistirmesine neden
olmustur. Insan ve hayvanlarda Enterobacteriaceae iiyelerinde en sik rastlanan direng¢ GSBL
ve AmpC beta-laktamaz tiretimidir.

Calisgmamizda beyaz peynir liretiminin tiim agamalarindan alinan 6rneklerde GSBL
/AmpC beta- laktamaz aktivitesine sahip Enterobacteriaceae varligi arastirilmis, son {iriin
olan peynire gegme olasilig1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Alinan 136 ¢ig siit, 17 siit toplama
tanki ve 20 isletme 6rneginden sefotaktimli (2mg/ml) MacConkey ve EMB agar plaklarina
ekim yapilmistir. 490 adet Enterobacteriaceae izolati alinmistir. Bunlardan 347 adedi
Hicrome ESBL agarda iiremis ve GSBL iireten siipheli Enterobacteriaceae olarak
belirlenmistir. Bu izolatlardan 64 tanesinin Enterobacteriaceae familyasina ait oldugu
dogrulanmistir. 3 adet izolat GSBL+/ AmpC+, 28 adet izolat GSBL-/AmpC+, ve 5 adet
izolat ise GSBL+/AmpC Enterobacteriaceae olarak belirlenmistir.

GSBL aktivitesine sahip 7 izolatin Dss ¢, Deo °c Ve Des °c degerlerinin sirastyla 5,06 ile
11,42dk, 1,82 ile 5,74dk ve 1,45 ile 4,50 dakika arasinda degistigi belirlenmistir. Izolatlarin
Z- degerleri ise 12,72 °C ile 24, 4 °C arasinda degismistir. Sonug olarak; GSBL aktivitesine
sahip 7 izolatin 1sisal direnclerinin yiiksek oldugu, klasik peynir {iretiminde son iiriine

gecebilecegi ve halk saglig1 acisindan tehlike olusturabilecegi belirlenmistir.
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Anahtar sozciikler: AmpC, Antimikrobiyal direng, Enterobacteriaceae, GSBL,
Peynir, Siit
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ABSTRACT

DETERMINATION of ESBL and AmpC PRODUCING
ENTEROBACTERIACEAE in CLASSIC CHEESE PRODUCTION PROCESS

Seda OZDIKMENLI TEPELI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Food Science
Advisor : Yrd. Dog¢. Dr. Niikhet Niliifer ZORBA
07/04/2017, 120

Subclinical mastitis that causes a great economic loss is the most important disease in
the world and our country. Many factors are responsible for this disease and the most
significant causative agent of mastitis has been described pathogenic Enterobacteriaceae
contaminated from environment. Nowadays beta-lactam antibiotics are commonly used for
the treatment of disease caused by Enterobacteriaceae. The excess and unnecessary use of
antibiotics causes the antibiotic resistance of pathogens. ESBL and AmpC beta-lactamase
resistance have been commonly found in Enterobacteriaceae isolated from humans and
animals.

The aim of this study was to investigate ESBL and AmpC beta-lactamase activity of
Enterobacteriaceae isolated from milk and cheese process line in a dairy and to determine
the probability of transmission of these bacteria to the final product. A total of 490 suspected
Enterobacteriaceae isolates have been isolated from 136 raw milks, 17 bulk tank and 20
cheese process line samples by using sefotaxim (2mg/ml) containing Macconkey and EMB
agar. 347 of these isolates determined as suspected ESBL producing Enterobacteriacea with
Hicrome ESBL agar. 64 of 347 isolates confirmed as Enterobacteriaceae including 3 isolates
of ESBL+/AmpC+, 28 isolates of ESBL-/AmpC+ and 5 isolates of ESBL+/AmpC-. The Dss
oc, Deo °c, and Des oc values of ESBL positive 7 strains have been determined as 5,06 to
11,42min, 1,82 to 5,74min, and, 1,45 to 4,50 minutes respectively. The z-values of isolates
were ranged from 12, 72 °C to 24, 74 °C.

As a result; it has been determined that thermal resistances of 7 isolates with ESBL
activity were high so they can be transferred to the final product in classical cheese

production and may create a public health hazard.



Keywords: GSBL, Milk, Cheese, AmpC, Enterobacteriaceae, Antimicrobial

resistance
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BOLUM 1
GIRIS

Diinyada ve llkemizde siit sigirciliginin en biiyilk problemi mastitis hastaligidir
(Atasever ve Erdem, 2008; Alpay ve Yesilbag, 2009; Diler ve ark., 2013; Santiago ve ark.,
2015; Weiner ve ark., 2015). Mastitis, yetistiricilikte dnemli ekonomik kayiplara neden
olmakla birlikte, siitte fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik degisikliklere neden olmaktadir.
Subklinik mastitis hastaligi, siit verim ve kalitesinde kayiplara neden olmasi, iireticiler
tarafindan ¢iplak gozle fark edilememesi ve neden oldugu ekonomik kayiplardan dolay1
ciddi 6nem tasimaktadir (Bastan ve ark., 1997a,b; Yalc¢in, 2000; Risvanli ve Kalkan, 2002;
Uzmay ve ark., 2003; Coban ve Tiizemen, 2007).

Subklinik mastitisin baglica etmeni patojen mikroorganizmalardir. Bununla birlikte,
barinak kosullari, sagim hijyeni gibi ¢evre kosullari, cins, yas, agirlik ve laktasyon sayisi
gibi inege ait fizyolojik faktorlerde mastitis nedenleri arasindadir (Kaya ve ark., 2001;
Rigvanli ve Kalkan, 2002; Uzmay ve ark., 2003; Kul ve ark., 2006; Atasever ve Erdem,
2008; Alpay ve Yesilbag, 2009). Yetistiricilikte en sik rastlanan mastitis etmeni
mikroorganizmalar arasinda; Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli ve Enterococcus spp.
gelmektedir (Tel Yasar ve ark., 2009; Sorensen ve ark., 2010; Seker ve Ozeng, 2010;
Cervinkova ve ark., 2013; Ozdemir ve Kaymaz 2013). Ayrica Klebsiella spp.’de mastitis
etmeni olarak tanimlanmistir (Brisse ve Duijkeren, 2005).

Patojen mikroorganizmalarin neden oldugu subklinik ve kilinik mastitis tedavisinde
antibiyotik tedavisi yaygin olarak kullanilmaktadir (Seker ve Ozeng, 2010; Biiyiikcangaz ve
Mat, 2012; Ding¢ ve ark., 2012; Unal, 2012). Ayrica antibiyotikler hayvanlarda cesitli
enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Ding ve ark., 2012; Unal, 2012).
Hayvanlarda uygun olmayan antibiyotik tedavilerinin uygulanmasinin mastitis etmeni ve
diger hastalik etmeni patojen mikroorganizmalarda diren¢ gelisimine neden oldugu son
yillarda arastirmacilar tarafindan ifade edilmektedir (Seker ve Ozeng, 2010; Biiyiikcangaz
ve Mat, 2012; Ding ve ark., 2012; Unal, 2012; Santiago ve ark., 2015; de Oca ve ark., 2015;
Ibrahim ve ark., 2016). Hayvanlarda tedavi amaciyla baslica amoksisilin, tetrasiklinler,
aminoglikozidler, florokinolonlar, sulfonamid, tilosin, linkozamidler, kolistin ve
pleuromutilinler kullanilmakta olup, E.coli ve Klebsiella gibi ¢evresel mastitis patojeni olan
Enterobacteriaceae familyasina ait etmenler ile miicadelede beta-laktam antibiyotikler
siklikla kullanilmaktadir (Dilsiz, 2010; Coskun, 2011; Unal, 2012; Elmacioglu, 2013; de



Oca ve ark., 2015; Nguyen, 2016).

Beta-laktamlar bakteri hiicre duvarina etki eden antibiyotik sinifinda yer alan giiglii
organik asitlerdir (Jehl ve ark., 2003). Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve
karbapenemler baslica beta-laktam antibiyotiklerdir (Coskun, 2011; Tekiner, 2016). Gram-
negatif bakteriler, dis membran proteinlerindeki degisiklik, beta-laktamaz enzim sentezi ve
penisilin baglayici proteinlerde olusan degisiklik gibi farkli yollar ile beta-laktam grubu
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelistirebilitler (Jehl ve ark., 2003; Ornek, 2013).
Enterobacteriaceae familyasina ait tiirler basta olmak {izere bir ¢ok mikroorganizma
tarafindan tretilen beta-laktamaz enzimi en énemli direng mekanizmasidir (Yulug, 1997,
Jehl ve ark., 2003; Daglar ve Ongiit, 2012; Elmacioglu, 2013; Ornek, 2013).

Giiniimiizde insanoglunu bekleyen en biiylik tehlikenin antibiyotik direnci oldugu
bilim insanlar1 tarafindan bildirilmektedir (Verraes ve ark., 2013; Lalak ve ark., 2016).
Bircok Avrupa iilkesinde beta-laktamaz iireten bakterilerin ciftlik hayvanlarinda varlig
rapor edilmistir (Liebana ve ark., 2012; Hordijk ve ark., 2013; Weiner ve ark., 2015;
Huijbers ve ark., 2015; Lalak ve ark., 2016). Ayrica son zamanlarda siitlerde, kirmizi etlerde
ve tavuk etlerinde beta-laktamaz aktivitesine sahip Enterobacteriaceae tiirleri arastirmacilar
tarafindan tespit edilmistir (Liebana ve ark., 2012; Schmid ve ark., 2013; Khoshbakht ve
ark., 2014; Ibrahim ve ark., 2016). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2015 verilerine gore
Tiirkiye’de 16.933.520 ton inek siitii toplanmistir. Siit ve siit irtinleri tiretimi {ilke ekonomisi
acisindan oldukca 6nemli bir yere sahiptir (TUIK, 2015). Ulkemizde toplanan ¢ig siitiin
%40’1 kayit dis1 islenmekte ve tiiketilmektedir. Sosyoekonomik ve kiiltiirel yapinin
bolgelere gore degisiklik gostermesi sebebiyle Tiirkiye’de biiyiik sehirler disinda kalan
kirsal alanlarda, mandira tretimleri biyiik iretim payma sahiptir. Yoresel olarak
degerlendirilen iirlinlerde yetersiz gida gilivenligi uygulamalar: ile antibiyotiklere direng
kazanmis gida patojeni bakterilerin gida zincirinin son halkasi olan tiiketicilere gectigi
arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Atabey, 2011; Avci, 2012; Liebana ve ark., 2012;
Schmid ve ark., 2013; Khoshbakth ve ark., 2014; Ondes, 2015; Yavas, 2015; Tekiner, 2016).

Calismamizda klasik peynir iiretimi yapan aile tipi bir isletmeye siit veren 134
miistahsilin ¢ig siit giigiimlerinden drnek alinmistir. Orneklerde pH, elektrik iletkenligi (EI),
donma noktas1 (DN) ve California mastitis test (CMT) degeri gibi fiziksel 6zellikleri; su,
yag, protein, laktoz, yagsiz kuru madde (YZKM) ve mineral madde orani gibi kimyasal
ozellikleri, toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 (TAMB), toplam koliform grubu bakteri
sayist (TKS) ve somatik hiicre sayisi (SHS) gibi biyolojik 6zellikleri analiz edilmis ve

parametreler arasindaki iligki incelenmistir.



Ayrica igletmeye gelen ¢ig siit tanklarindan ve miistahsil 6rneklerinde subklinik
mastitisli siit varligr arastirilmis, ¢ig siitlerden ve peynir iiretim siirecinden izole edilen
Enterobacteriaceae’ya ait bakterilerde GSBL aktivitesi varligi belirlenmistir. Bu bakterilerin
1s1sal direnci belirlenerek klasik peynir tiretiminde uygulanan 1sisal islemde canli kalma ve

son Uriinde bulunma olasiliklar1 belirlenmeye c¢aligilmistir.



BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Subklinik Mastitisin Tanimi

Siit sahip oldugu kalsiyum ve fosfor basta olmak lizere mineral madde igerigi, protein
bilesenleri ve vitaminler agisindan elzem bir gida maddesidir (Demirci, 1981; Ayar ve Sert,
2005; Nergiz ve Besler 2008). Mastitis, hayvan meme dokusundaki siit bezlerinde, siit kanal
ve bosluklarinda meydana gelen hastaliklar olarak adlandirilmakla birlikte cogunlukla meme
bezi yangist (iltthaplanmasi) olarak bilinmektedir (Uzmay ve ark., 2003; Sabuncuoglu ve
Coban, 2006; Coban ve Tiizemen, 2007; Girbulak ve ark., 2009). Yetistiricilikte 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmakla birlikte, siitte fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik
degisikliklere neden olmaktadir.

Mastitis hastaligi klinik ve subklinik olarak baslica iki bicimde ortaya ¢ikmaktadir
(Uzmay ve ark., 2003; Sabuncuoglu ve Coban, 2006; Coban ve Tiizemen, 2007; Santiago
ve ark., 2015; Weiner ve ark., 2015) . Siit verim ve kalitesinde en fazla kayiplara neden
olmasi, ireticiler tarafindan ¢iplak gozle fark edilememesi ve neden oldugu ekonomik
kayiplar nedeniyle subklinik mastitis hastalig1 ciddi énem tasimaktadir (Bastan ve ark.,
1997a,b; Yalgin, 2000; Rigvanli ve Kalkan, 2002; Uzmay ve ark., 2003; Coban ve Tiizemen,
2007). Mastitis hastaligindaki kayiplarin ortalama %70-75’nin kaynaginin subklinik mastitis
oldugu (Bastan ve ark. 1997; Giirbulak ve ark. 2009; Yamin ve ark. 2013) ve her bir klinik
mastitise karsilik ortalama 45 subklinik mastitis vakasi ile karsilasildig1 bircok arastirmaci

tarafindan ifade edilmistir (Yalgin 2000; Kaya ve ark. 2001; Coban ve Tiizemen 2007).

2.2. Subklinik Mastitis Etmenleri

Subklinik mastitis etmenleri patojen mikroorganizmalar basta olmak iizere, barmak
kosullari, sagim hijyeni gibi ¢evre kosullari, cins, yas, agirlik ve laktasyon sayisi gibi inege
ait fizyolojik etmenlerdir (Kaya ve ark., 2001; Risvanli ve Kalkan, 2002; Uzmay ve ark.,
2003; Kul ve ark., 2006; Atasever ve Erdem, 2008; Alpay ve Yesilbag, 2009).

2.2.1. Subkilinik Mastitis Nedeni Mikroorganizmalar ve Yapilan Calismalar
Mastitise yol acan dnemli bakteriyolojik etmenler arasinda Staphylococcus aureus,
Streptococcus  agalactiae, Escherichia  (E.coli), Streptococcus zooepidemicus,

Streptococcus faecalis (Enterococcus faecalis), Streptococcus pyogenes, Campylobacter



jejuni, Histophilus somnus, Streptococcus pneumoniae, Corynebacterium pyogenes,
Klebsiella spp, Enterobacter aerogenes, Mycobacterium bovis, Nocardia asteroides tiirleri
sayilabilir. Bununla birlikte baz1 funguslarda (Trichosporon spp., Aspergillus fumigatus,
Aspergillus nidulans, Candida spp., Cryptococcus neoformans, Saccharomyces spp. ve
Torulopsis spp. vb.) mastitis etmeni olarak bildirilmistir (Alpay ve Yesilbag, 2009; Sharif
ve Muhammad, 2009). Yetistiricilikte en sik rastlanan mastitis etmeni mikroorganizmalar
arasinda; Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, E.coli ve Enterococcus spp. gelmektedir (Tel Yasar ve ark., 2009;
Sorensen ve ark., 2010; Seker ve Ozeng, 2010; Cervinkova ve ark., 2013; Ozdemir ve
Kaymaz 2013). Ayrica Klebsiella spp. de tanimlanmig mastitis etmenidir (Brisse ve
Duijkeren, 2005).

Mastitis etmeni patojen mikroorganizmalar kaynagina gore gevresel kaynaktan
bulasanlar ve bulasic1 kaynaktan (hasta memeden veya hasta hayvandan bulagma) olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir (Tiirkyillmaz ve ark., 2010; Cengiz ve ark., 2011; Sahin ve
Yildirim, 2015). Bulasic1 patojenler Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Mycoplasma spp. iken g¢evresel mikroorganizmalar arasinda Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, Enterococcus spp., E.coli ve Klebsiella spp. yer almaktadir.
Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerin ¢ogu ¢evresel mastitis etmenleri igerinde yer
almaktadir. E.coli, Enterobacter ve Klebsiella cinsine ait bazi tiirler koliform grubu
icerisinde olup insan ve hayvan sagh@ ve gida giivenliginde risk tasiyan
mikroorganizmalardir.

Subklinik mastitis etmeni mikroorganizmalar iiretim sirasinda dogrudan temas ile
insanlara bulagsmasi yanisira siit ve siit iiriinleri iiretim siirecinde, kontamine siitiin iglenmesi
ile birlikte gida liretim ve tiiketim zincirine bulagabilmektedir. Bu mikroorganizmalarin gida
zincirine bulagsmalarmin en 6nemli sebeplerinden biri yetersiz hijyen sartlarinda ireticiligin
yapilmasidir. Klinik mastitis etmeni patojenlerin hayvan &liimlerine neden oldugu
bildirilmistir (Heringstad ve ark., 2000; Burvenich ve ark., 2003).

Kaya ve ark. (2001), Izmir ilindeki siit sigirlar1 isletmelerinde mastitis yayginlik
diizeyini 23 isletme ile 933 inekte incelemislerdir. Incelenen ineklerin %49,5’inde en az bir
meme lobunda subklinik mastitis oldugu saptanmistir. Tank siitlerinin somatik hiicre sayisi
> 400. 000 adet/mL olarak ve ortalama 933.190 adet/mL olarak saptanmistir. Tank siitii
somatik sayisi ile subklinik mastitislik arasinda pozitif korelasyon katsayisi r= 0,50 olarak
tespit edilmistir.

Rigvanli (2001), Elazig bolgesinde mastititis hastaligit dagilimini arastirmistir.



Incelenen 1249 inegin %55,17 sinde subklinik mastittis olgusu goriilmiistiir. CMT testi ile
pozitif sonug veren siitlerin % 58,86’sinda mikrobiyolojik {ireme tespit edilmistir. En fazla
tespit edilen mikroorganizmanin % 57,08 orani ile S. aureus oldugu belirlenmistir. E.coli ise
%0,46 oraninda saptanmistir.

Tel ve ark. (2009) tarafindan Sanliurfa yoresinde subkilinik mastitis olgusunun
goriilme orani, mastitis etmenleri ve izole edilen mikroorganizmalarin antibiyotik
duyarhiliklart arastirilmistir. CMT degeri pozitif bulunan 181 (%72,4) inekten alinan 332
(%33,2) adet siit 6rnegi mikrobiyolojik olarak incelenmis, 258’inden (%77,7) aerobik
mikroorganizmalar izole edilmistir. Mikroorganizma izole edilen 258 siit 6rneginden 84 adet
Staphylococcus aureus (%32,5), 71 adet koagulaz negatif Staphylococcus (%27,5), 23 adet
Streptococcus spp. (%8,9), 16 adet Escherichia coli (%6,2), 15 adet Arcanobacterium
pyogenes (%5,8), 9 adet Bacillus spp. (%3,4), 8 adet Corynebacterium bovis (%3,1), 7 adet
Micrococcus spp. (%2,7), 5 adet Enterobacter aerogenes (%1,9), 5 adet Candida spp.
(%1,9), 4 adet Pasteurella multocida (%1,5), 4 adet Klebsiella pneumoniae (%1,5), 4 adet
Citrobacter diversus (%1,5), 3 adet Pseudomonas auriginosa ( %]1,1) belirlenmistir. Bu
mikroorganizmalara uygulanan antibiyogram analizi sonucunda en etkili antibiyotiklerin,
trimetoprim+sulfometaksazol, eritromisin, tetrasiklin ve amoksisilin oldugu belirlenirken,
E. coli suslarinin ise trimetoprim+sulfometaksazol, tetrasiklin ve streptomisine duyarli,
diger antibiyotiklere direncli oldugu saptanmaistir.

Biiyiikcangaz ve Mat (2012), Bursa bolgesinde 1600 adet sigir1 CMT testi ile tarayarak
480 adet siit orneginde subklinik masttis tespit etmislerdir. 201 adet bakteri izolat1 arasinda
151 adet Staphylococcus aureus (%31,45), 48 adet koagulaz negatif Staphylococcus spp.
(KNS) (%23,88), 32 adet Streptococcus agalactia (%15,92), 23 adet E.coli (%11,44), 3 adet
Klebsiella pneumonia (%1,49) tanimlamislardir. izolatlarin imipenem (10 pg) tilmicosin (15
pg), amoksisilin (30 pg), sefoksitin (30 pg), eritromisin (15 pg) mupirosin (10 pg),
tetrasiklin (30 pg), gentamisin (10 pg), penisilin (10 unit), sefazolin (30 pg), enfloroksasilin
(5 png), trimetoprim-sulfometoksazol (25 pg), klindamisin (2 ug), siprofloksasin (5 pg)
antibiyotiklerine kars1 duyarliliklar1 incelenmis ve E.coli suslarmin klindamisin,
siprofloksasin ve amoksisilin’e orta derece direngli oldugu, diger antibiyotiklere ise duyarl
oldugu tespit edilmistir. Klebsiella spp.’nin ise tiim antibiyotiklere duyarli oldugu tespit
edilmistir.

Ding ve ark. (2012) da Balikesir ve Corum’daki isletmelerden toplanan siit
orneklerinden izole edilen 92 adet E.coli susunda GSBL aktivitesini arastirmiglardir. Ancak

incelenen suslarda GSBL aktivitesine rastlanilmamustir. Ayrica E.coli suslar1 eritromisine



(%69,6), ampisiline (%39,1), tetrasikline (%34,8), nalidiksik aside (%25,0), kloramfenikole
(%22,8), trimetoprim-siilfametaksazole (%21,7) ve amoksisilin klavulonik aside (%21,7)
kars direncli oldugu tespit edilmistir. izolatlarin %54,3 {iniin iki ve daha fazla antibiyotige
direng gosterdigi tespit edilmistir.

Kogyigit (2012), Bolu Mudurnu bolgesinde siit ineklerinde, subklinik mastititis olgu
varligini arastirmistir. Siit 6rneklerinin CMT degerleri ve mikrobiyal florasi incelenmistir.
Ineklerin %51,28’inden alinan siit 6rneklerinde CMT pozitif oldugu, yine bu siit rneklerinin
%63 {inde mikrobiyal iireme oldugu tespit edilmistir. Ureme olan &rneklerde E.coli %28,9;
Maya %24,21; S.uberis ve koagulaz negatif S.aureus %19,53; S.aureus %3,9; Proteus spp.
%2,34 ve Bacillus spp. %1,56 oranlarinda tespit edilmistir. Ureyen bakterilerin
amoksisilin+klavulonik asit ve oksitetrasiklin antibiyotiklerine duyarli gentamisin, seftiofur,
enrofloksasin ve kobaktam’a direngli oldugu bulunmustur. E.coli igin en etkili antibiyotigin
amoksisilin+klavulonik asit ve oksitetrasiklin oldugu gézlemlenmistir.

Yesilmen ve ark. (2012), Diyarbakir bolgesinde CMT testi ile subklinik mastitis
olgusu pozitif bulunan 134 inekten 268 siit drnegini incelemislerdir. Orneklerden 66 adet
Staphylococcus aureus (%24,63), 30 adet Staphylococcus epidermidis (%11,19), 20 adet
Staphylococcus haemoliticus (%7,46), 27 adet Streptococcus agalactiae (%10,07), 10 adet
Streptococcus dysgalactiae (%3,73), 5 adet Streptococcus uberis (%1,87), 10 adet Bacillus
spp. (%3,73), 23 adet Escherichia coli (%8,58), 10 adet Enterobacter cloacae (%3,73), 10
adet Enterobacter faecalis (%3,73), 5 adet Klebsiella pneumonia (%1,87), 5 adet
Pseudomonas aeruginosa (%1,87), 8 adet Diplocococus spp. (%2,99) ve 10 adet Candida
spp. (%3,73) izole etmislerdir. Izole edilen suslarm sefazolin, siprofloksasin, klindamisin,
eritromisin, gentamisin, ofloksasin, oksasilin, rifampin, tetrasiklin, trimetoprim-
sulfometoksazol, vankomisin’e kars1 direngleri D-Phoenix Otomatik Mikrobiyoloji
Identifikasyon Sisteminde yapilmis (BD Diagnostic Instrument Systems, Sparks, MD, USA)
ve en etkili antibiyotiklerin cefoperazone-sulbactam, sefoksitin ve ampicillin oldugu
belirlenmistir. E.coli sefoksitin grubu antibiyotiklere duyarli bulunurken, izole edilen biitiin
etkenlerin penisilin’e direncli oldugu ifade edilmistir.

Geng (2015), Aydin ilindeki 100 adet subklinik mastitisli siit sigirlarindan toplanan siit
orneklerinde %28 oraninda Staphylococcus aureus, %21 oraninda Streptococcus uberis Ve
%8 oraninda da Streptococcus dysgalactiae izolasyonu gergeklestirmis, izole edilen suslarin
% 65’inin amoksisilin-klavulanik asit’e duyarli, %60’ min ampisilin ve sefuroksim’e duyarl,
%100’tniinde  trimetoprim-sulfometoksazol’e ve florfenikol’e  duyarli  oldugunu

belirlemistir. Izole edilen suslarin penisilin’e ve neomisin’e %100 oraninda, oksitetrasiklin’e



%85 oraninda, enrofloksasin’e ve danofloksasin’e ise %70 oraninda direncli oldugunu

saptanmistir.

2.2.2. Enterobacteriaceae Familyasi

Enterobacteriaceae familyasinin tiimii fakiiltatif anaerobik, gram negatif, katalaz
pozitif gubuk seklinde bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Cullimore, 2000). Baz tiirleri
hareketsizdir, fakat ¢ogu tiir hareket 6zelligi kazandiran flagellaya sahiptir. Cogu tiirleri
insanlarin ve hayvanlarin bagirsak florasinda yer almakla birlikte baz1 tiirleri klinik agidan
onemlidir. Bu bakteriler enterik bakteriler olarak da isimlendirilmektedirler.
Enterobacteriaceae familyasinin baslica cinsleri; Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter,
Erwinia, Escherichia, Hafnia, Kelbsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella,
Serratia, Shigella ve Yersinia’dir (Cullimore, 2000; Unliitirk ve Turantas, 2003).
Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin bir kismi1 fekal orjinli degildir. Baz1 tiyeleri
dogada saprofit olarak bulunurken bazilar1 da bitki patojendir. Enterobacteriaceae tiyelerinin
varhigi gida giivenliginde hijyen ve sanitasyon eksikligi gostergesi olarak kabul edilmektedir
(Cullimore, 2000; Unliitiirk ve Turantas, 2003).

2.3. Subklinik Mastitisli Siitlerin Fiziksel, Kimyasal, Biyolojik Ozellikleri ve
Tanisi

Subklinik mastitis, hafif bulgularla seyrederek gozle tespit edilemez iken, Klinik
mastitis ise memede veya siitte meydana gelen degisim ile gozle kolayca goriilebilmektedir
(Kaya ve ark., 2001). Subklinik mastitisin daha fazla oranda goriilmesi ve biiyiik ekonomik
kayiplara neden olmasindan dolay: tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmustur (Bastan ve ark.,
1997a,b). Subklinik mastitis tanisi i¢in mastitisin neden oldugu fizikokimyasal ve biyolojik
degislikler g6z Oniinde bulundurularak somatik hiicre degeri (SHS), siitiin elektrik
iletkenligi (EI), toplam canli sayis1 (TCS) ve California mastitis test degerleri (CMT) gibi
bazi 6zellikler incelenmistir (Bastan ve ark., 1997a,b; Kaya ve ark., 2001; Giirbulak ve ark.,
2009). Incelenen bu dzellikler arasinda subklinik mastitis olgu tespitinde en sik ve giivenilir
basvurulan parametre SHS olmustur (Sabuncuoglu ve Coban, 2006; Giirbulak ve ark., 2009;
Tel Yasar ve ark., 2009; Cervinkova ve ark., 2013).

Mastitisli meme bezlerinden siitiin sentezlenmesi sirasinda kandan gelen ve memenin
epitel hiicrelerinden ayrilan SHS artis gostermektedir (Metin, 2005). Tiirk Gida Kodeksi
Yénetmeligi (TGKY), Cig Siit ve Isil Islem Gormiis Igme Siitleri Tebliginde SHS <500 000



adet/mL olan siitleri normal siit olarak bildirmistir (Anonim, 2000). Somatik hiicre sayisi
mikroskopi, DNA filter metod, Coulter Counter, Fossamatik ve CMT testleri ile
belirlenebilmektedir (Bastan ve ark., 1997a,b; Giirbulak ve ark., 2009; Ozdemir ve Kaymaz,
2013; Timurkan, 2014). Son yillarda yiiksek uyum gosterdiginden ve herhangi bir cihaz
ekipman ihtiyact duyulmayan ekonomik bir yontem olan CMT degeri kullanilmaktadir
(Ozdemir ve Kaymaz 2013; Timurkan, 2014). CMT’nin prensibi; siitte SHS artisindan
faydalanilarak olusan ¢okeltinin kivamina gore derecelendirmektir. Basvurulan diger
yontem ise EI degerinin 6lciilmesidir. Mastitisli memenin dokusal gecirgenliginin artmasi
ile Na ve Cl iyonlarmin varligi artis gdstermektedir ve bu artis El degerini yiikseltmektedir
(Bastan, 1997a,b; Timurkan, 2014). Fakat siitiin EI degeri, hayvanin cins, yas, laktasyon
donemi, beslenme ve sagim zamani gibi faktorlere gore degismektedir (Timurkan, 2014).

Subklinik mastitisli siitlerin Ei degeri ile saptanabilirligi Hillerton ve Walton (1991)
tarafindan ortaya konmustur. Normal siitiin EI 25 °C’de 4x10° — 5.5x 10 S/cm arasinda
degismektedir (Metin, 2005). Subklinik mastitisli siitlerde bu deger yiiksek 6l¢iilmektedir.
Giiniimiizde subklinik mastitis tanis1 yapan ve Ei degerine bagli sonug veren “Milk Checker”
olarak isimlendirilen el tipi cihazlar kullanilmaktadir (Kaya ve ark., 2001; Uzmay ve ark.,
2003; Timurkan, 2014).

Haron ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢calismada, subkilinik mastitisli siitlerin SHS
ile Na, Cl ve K degerleri arasindaki iliski incelenmistir. SHS ile Na zayif pozitif anlamli
korelasyon (r=0,270, p<0,01) SHS ile K arasinda negatif anlamli korelasyon (r=-0,436,
p<0,01) tespit edilmistir.

Timurkan (2014), 204 adet meme basindan alinan siit 6rneklerinin EI ve CMT
degerleri arasindaki iliskiyi arastirmistir. CMT ve El degerlerinin uyumsuz oldugunu ve siit
orneklerinin ortalama CMT test sonuglarinin +1 (zayif;) deger aldigini bildirmistir.

Ozdemir ve Kaymaz (2013), Sivas, Koyunhisar ilgesindeki aile isletmelerinde
subklinik mastitis oranini arastirmak icin 118 adet siit 5rneginin SHS, CMT ve EI degerlerini
olgmiislerdir. Subkilinik mastitisli siit oranin1 %60,17 olarak tespit edilmistir. Arastirmacilar
CMT degerinin Ei’ne gére daha giivenilir sonug verdigini ifade etmislerdir. CMT degerleri
ile logaritmik SHS (logSHS) sayisinin artiglarinda paralellik (p<0,001), EI degerleri ile
logSHS degerleri arasinda yiiksek korelasyon (p<0,001) oldugunu bulmuslardir.

Diler ve ark. (2013) ise 212 inekte subklinik mastitis teshisinde SHS’nin ve toplam
mikroorganizma ylikleri arasinda iliskiyi arastirmiglardir. 32 (%15) 6rnekte SHS 200.000-
500.000 hiicre/mL arasinda ve 34 (%16) ornekte de 500.000 hiicre/mL’den fazla oldugunu,
SHS artistyla toplam bakteri sayisinin (TBS) ve toplam stafilokok (TSS) sayisinin arttigini



tespit etmiglerdir. SHS (logaritma) ile TBS (logaritma), TSS (logaritma) arasinda pozitif
yonde istatistiksel olarak dnemli korelasyon bulunmasi bu degerlerin subklinik mastitisin bir
gostergesi olarak mastitis kontrol programinin etkinliginde degerlendirilebilecegini ifade
etmislerdir.

Ikiz ve ark. (2013) Marmara bolgesinde 15 farkli giftlikten 270 siit 6rneginde (132
inek) subkilinik mastitis varligini aragtirmiglardir. CMT testi ile pozitif reaksiyon veren
orneklerin SHS nin 237.481 ile 2.213.847 adet/mL arasinda degistigini tespit etmislerdir.

Malek dos Reis ve ark. (2013) SHS’nin ve mastitis etmeni patojenlerin siit bileseni
lizerine etkisini arastirdiklar1 calismada 221 inegi incelemislerdir. Siitlerin ortalama
bilesenlerini %4,48 laktoz, %3,67 protein, %3,01 yag, %9,13 YZKM ve %12,15 toplam kat1
madde olarak tespit etmislerdir. Subkilinik mastitisin laktoz, YZKM, ve toplam kurumadde
miktarin azalttigi, fakat protein ve yag oranmi etkilemedigi belirlenmistir. Ayrica yine
SHS’nin siit bilesen miktarlarini etkiledigini tespit etmislerdir.

Kasik¢r ve ark. (2012), Trakya bolgesinde 386 siit drneginde, subklinik mastitis
tamsinda kullanilan EI ydnteminin etkinligini, SHS ve CMT ile karsilagtirmis, ayn1 zamanda
bu degerlerin toplam canli mikroorganizma sayisi, yogunluk, donma noktast ve mineral
madde miktar1 iizerine etkilerini belirlemislerdir. EI degerleri 25,71- 29,63 mS, SHS
249.453- 2.108.139, toplam canli sayis1 (TCS) 3,48-7,53 log cfu/mL, mineral madde
miktarlar1 % 0,65- %0,76; yogunluk 1,031- 1,029; donma noktasi -0,5281 ile -0,5282
degerleri arasinda saptanmustir. Subklinik mastitis teshisinde EI degerlerinin CMT ve SHS
ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. CMT, SHS, TCS, EI ve Mineral madde miktarlari
arasinda istatistiksel olarak onemli (p<0,001) pozitif korelasyon bulunmustur.

Giirbulak ve ark. (2009), Kayseri’deki Saray ¢iftliginde bulunan 3-9 yaslar1 arasindaki
296 Holstein 1rk1 ineklerde laktasyondaki subklinik mastitisli ineklerin teshisinde CMT,
SHS, El, siitiin bakteriyolojik analizi ile superfisiyel supramammar lenf yumrusunun
biiytikligii arasindaki iligkileri incelemis ve teshis yonteminde kullanilan CMT, SHS, USG
yontemleri arasinda paralellik varken sagim ekipmanlarma bagl olarak EI 6lgen deger
arasmnda paralellik bulunmamistir. EI bagl sonuglardaki uyumsuzluk, kullanilan 8l¢iim
sisteminin (Milk Checker cihazi) farkli olusundan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. SHS,
CMT, siitiin elektrik iletkenligi, superfisiyel supramammar lenf yumrusunun ultrasonografik
goriintiileriyle uyumlu olmakla birlikte gegmiste mastitis gegiren hayvanlarin lenf
yumrusunun biiyiik kalmasindan dolay1 lenf yumrusunun tek basina teshis yontemi olarak
kullanilamayacagi kanisina varilmistir.

Atasever ve Erdem (2008), siit sigirlarinda mastitis teshisinde EI degerinin tek basia
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kullanim1 yerine diger mastitis testleri ile birlikte kullanilmasinin uygun olacagini
belirtmiglerdir.

Batavani ve ark. (2007), somatik hiicre sayis1 >500.000 adet/mL, CMT testi pozitif
olan 35 adet subkilinik mastitisli inek ile saglikli 37 inegin pH degerlerini sirasiyla 6,69 ve
6,59 bulmuslardir. Aralarindaki farkin istatistiksel olarak dnemli (p<0,01) oldugunu tespit
etmiglerdir.

El Zubeir ve ark. (2005), subklinik masititisli siitlerde Ca, Na, K, Mg, P, Fe, Zn ve Cu
gibi mineral madde miktarlar1 arasindaki korelasyonu inceledigi ¢alismalarinda, Mg’ un Ca
ile pozitif korelasyon, Na ile negatif korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir.

Saglikli hayvanin SHS degerinin 200.000 hiicre/mL oldugu, 200.000 hiicre/mL
tizerinde SHS degerinin enfeksiyon belirtisi olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir (Kul ve
ark., 2006; Diler ve ark., 2013). Baz1 arastirmacilar bu degerin 100.000 hiicre/mL’den az
olmasi gerektigini ifade etmektedir (Berglund ve ark., 2004). Avrupa Birligi kriterlerinde
(Health and Hygiene Directive 92/46/EEC) ¢ig ve 1s1l islem gormiis siitte SHS degerinin
<400.000 adet/mL iken TGKY de ise <500.000 adetten az olmasi gerektigi belirtilmektedir
(EC, 1992; Anonim, 2000).

Dingwell ve ark. (2003) 1283 meme lobu 6rneginde CMT testi ve major mastitis
mikroorganizmalarin ve minor patojenlerin varligini bakteriyel kiiltiir yontemi ile arastirarak
karsilastirmiglardir. CMT testinin meme hastaligini teshis etmede %82.4 diizeyinde duyarls,
%80,6 oraninda 6zgiin oldugunu tespit etmiglerdir.

Risvanli ve Kalkan (2002) 271 adet subklinik mastitisli siitlerin CMT ve SHS degerleri
arasindaki iligskiyi incelemis ve CMT + degerine sahip siitlerde SHS ortalama 313.001, CMT
++ degerinde SHS ortalama 559.007 ve CMT +++ olanlarda ise SHS ortalama 1.563.618
adet/mL olarak bulunmustur. 271 adet subklinik mastitisli siit 6rneklerin %60,89’unda
mikrobiyolojik ireme tespit edilirken ve en fazla tanimlanan sus S.aureus olarak
saptanmistir.

Kaya ve ark. (2001), Izmir ilinde 933 inekte mastitits yayginligini arastirmis ve %49,5
oraninda subklinik mastitis olgusuna rastlamiglardir. Tank siitlerinin SHS’nin ortalama
933.190 adet/mL oldugu bulunmus, siitlerdeki SHS’nin 420.000-1.510.000 adet/mL
arasinda degisim gosterdigini bildirmislerdir.

Bastan ve ark. (1997b) tarafindan 370 adet siit 6rneginde alblimin, toplam protein,
laktoz, EI, CMT ve SHS arasindaki iligkiyi incelemis ve SHS, CMT ve El degerleri arasinda
pozitif bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir.
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2.4. Mastitis Tedavisi ve Kullanilan Antibiyotikler

Mastitis hastalig1 olusmadan dnce buna sebebiyet veren ¢evresel ve fizyolojik nedenler
ortadan kaldirilmalidir. Her ne kadar mastitis hastaliginin en 6nemli etmeninin patojen
mikroorganizmalar oldugu ifade edilmis olsa da, patojen mikroorganizmalarin hastaligi
olusturmasini kolaylastiran etmenler mevcuttur.

Hayvanlarin temiz olmayan, dar, havasiz, uygun olmayan zemin sartlar1 gibi elverigsiz
ortamda bakilmasi, beslenme ve yontemin bilingli yapilmamasi, ani sicaklik degisiklikleri,
zararl bocek ve kemirgenlerin bulunmasi gibi kontrolsiizliikler, hijyenik sagim sartlarinin
saglanmamasi, meme baslarinin zarar gérmesi, sagimin az veya ¢ok yapilmasi gibi nedenler
mastitis etmeninin patojen mikroorganizmalarin geliserek hastaligin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Aydin, 2005; Cengiz, 2009; Ozbilgin, 2014).

Mastitis tedavisinden once, siiriide mastitis kontrol programi uygulanmalidir. Mastitis
kontrol programi kapsaminda sagim ekipmanlarmin diizenli bakimi yapilmahdir. Ineklere
as1 gibi Onleyici tedaviler uygulanmalidir. Siiriiniin belirli araliklarda SHS, CMT degerleri
El gibi parametreleri izlenmelidir. Ayrica hayvanlara ait, yas, cinsiyet, laktasyon sayis1 gibi
fizyolojik 6zellikler kayit altinda tutulmalidir (Aydin, 2005; Cengiz, 2009; Ozbilgin, 2014).

Patojen mikroorganizmalarin neden oldugu subklinik ve klinik mastitis tedavisinde
antibiyotik tedavisi yaygin olup, dogru antibiyotik tedavisinde mastitis etmeni tespit edilerek
cesitli antibiyotikler ile taranip uygun antibiyotigin kullanilmas: saglanmalidir (Seker ve
Ozeng, 2010; Biiyiikcangaz ve Mat, 2012; Din¢ ve ark., 2012; Unal, 2012). Ayrica
antibiyotikler hayvanlarda gesitli enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir
(Ding ve ark., 2012; Unal, 2012). Son yillarda arastirmacilar, hayvanlarda uygun olmayan
antibiyotik tedavilerinin uygulanmasinin, mastitis etmeni ve diger hastalik etmeni patojen
mikroorganizmalarda direng gelisimine neden oldugunu ifade etmektedirler (Seker ve
Ozeng, 2010; Biiyiikcangaz ve Mat, 2012; Ding ve ark., 2012; Unal, 2012; Santiago ve ark.,
2015; de Oca ve ark., 2015; Ibrahim ve ark., 2016). Hayvanlarda tedavi amaciyla baslica
amoksisilin, tetrasiklinler, aminoglikozidler, florokinolonlar, sulfonamid, tilosin,
linkozamidler, kolistin ve pleuromutilinler kullanilmakta olup, E.coli ve Klebsiella gibi
cevresel mastitis patojeni olan Enterobacteriaceae familyasina ait etmenler ile miicadelede
beta-laktam antibiyotikler siklikla kullanilmaktadir (Dilsiz, 2010; Coskun, 2011; Unal,
2012; Elmacioglu, 2013; de Oca ve ark., 2015; Nguyen, 2016).
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2.5. Beta-laktam Antibiyotikler ve Etki Mekanizmasi
2.5.1. Beta-laktam Antibiyotikler

Beta-laktamlar bakteri hiicre duvarina etki eden antibiyotik siifinda yer alan giiglii
organik asitlerdir (Jehl ve ark., 2003). Beta-laktam antibiyotikler Cizelge 2.1°de
gosterilmistir. Penamlar, penemler, sefemler ve monolaktamlar baslica beta-laktam
antibiyotiklerdir (Coskun, 2011; Tekiner, 2016). Kimyasal yapilarinda 4 atomlu beta-laktam
halkasin1 bulundurmaktadirlar (Ornek, 2013; Tekiner, 2016). Klavulanik asit, penisillanik
asit, sulbaktam ve tazobaktam beta-laktamaz inhibitorleridir. Beta-laktamaz inhibitorleri
kombine edildikleri antibiyotigin beta-laktamazlar tarafindan hidrolize edilmesini onlerler
ve tek baglarina bakterisid etki gostermezler. Veteriner hekimlikte kullanilan baslica beta-
laktam antibiyotikler; Ampisilin, amoksisilin, benzilpenisilin, kloksasilin, hetasilin,
amoksisilin- klavulanat, 1. 2. 3. ve 4. nesil sefalosporinler ve karbapenemlerdir (Tekiner,
2016).
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Cizelge 2.1. Beta-laktam antibiyotiklerin siniflandirilmasi (Jehl ve ark., 2003)

B-LAKTAM ANTIiBiYOTIKLER

s Penisilinler

- Oksapenamlar

s Karbapenamlar

Oksapenemler
Karbapenemler

Sulfopenemler

—s Oksasefemler

s Sefolosporinler

— Sefamisinler

3 Karbasefemler

—3 Sefamisinler
s karbasefemler
—s Sefamisinler

— Karbasefemler

— Karbasefemler
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— Metoksipenamlar
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— Sulbakiam, Tazobakiam

— Klavulanik Asit
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| kusak: Sefalotin, Sefazolin, Sefaleksin

2. kusak: Sefamandol, Sefuroksim

3 kugak: Sefotaksim, Seftazidim, Sefiriakson

4 kugak: (genis spektrumlu); Sefepim, Sefpirom

— Sefoksitin, Sefotetan, Sefmetazol

—— Azlreonam



2.5.2. Beta-laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Beta-laktam grubu antibiyotikler Sekil 2.1°de gosterilen gram negatif ve gram pozitif
bakteri hiicrelerinde yapisal degisiklik gosteren peptidoglikan katmaninin sentezini
bozmaktadir (Elmacioglu, 2013; Ornek, 2013). Beta-laktamazlar peptidoglikan katmanin
sentezinde transpeptidaz aktivitesinden sorumlu penisilin baglayan proteinlere (PBP)
baglanarak transpeptidasyonu engellemekte ve bakterilerin inaktif olmasina neden
olmaktadirlar (Elmacioglu, 2013; Tekiner, 2016). Fakat gram negatif bakterilerde beta-
laktamazlarin hedeflerine baglanmasi i¢in dig membranda bulunan porinlerden (protein
kanallar1) gecmeleri ve periplazmik bosluktaki beta-laktam antibiyotikleri inhibe eden
hidrolitik aktiviteye sahip beta-laktamaz enzimlerinden etkilenmemeleri gerektigi ifade
edilmistir (Jehl ve ark., 2003; Ornek, 2013). Gram pozitif bakterilerin peptidoglikan

katmaninin beta-laktam antibiyotiklerin hedeflerine ulasmalarini etkilemedigi belirtilmistir
(Jehl ve ark., 2003).

: * Porinler
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Sekil 2.1. Gram negatif ve gram pozitif bakterilerin hiicre duvar yapis1 (Jehl ve ark., 2003)
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2.6. Beta-laktam Antibiyotiklere Karsi Gelisen Diren¢

Beta-laktam grubu antibiyotikler yan etkilerinin az olmasi ve bakterisid olmalari
nedeniyle gram-negatif infeksiyonlarda diinyada en sik kullanilan antibiyotiklerdir (Daglar
ve Ongiit, 2012; Weiner, 2015; de Oca ve ark., 2015). Gram-negatif bakteriler, dis membran
proteinlerindeki degisiklik, beta-laktamaz enzim sentezi ve penisilin baglayici proteinlerde
olusan degisiklik gibi farkli yollar ile beta-laktam grubu antibiyotiklere karsi direng
gelistirebilmektedir (Jehl ve ark., 2003; Ornek, 2013). Enterobacteriaceae familyasina ait
tirler basta olmak iizere bir ¢ok mikroorganizma tarafindan iiretilen beta-laktamaz
enziminin en 6nemli direng mekanizmasi oldugu birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir
(Yulug, 1997; Jehl ve ark., 2003; Daglar ve Ongiit, 2012; Elmacioglu, 2013; Ornek, 2013).

Beta-laktamaz enzimlerinin iretimi mikroorganizmalarda kromozomdaki veya
plazmid ya da transpozonlardaki genler tarafindan kodlanmaktadir (Daglar ve Ongiit, 2012;
Elmacioglu, 2013; Ornek, 2013). Arastirmacilar tarafindan son zamanlarda integronlar
lizerinde de beta-laktamaz geni (bla) tanimlanmustir (Ornek, 2013). Nadirende olsa
membrana bagli enzimlerin varhig bildirilmistir (Elmacioglu, 2013; Ornek, 2013).
Cogunlukla bakterilerdeki direng genleri plazmidler ile konjugasyon yolu ile
yaygmlasmaktadir (Ornek, 2013). Giiniimiize kadar bakterilerde 400’iin {izerinde beta-
laktamaz enzimi bildirilmistir (Giimiis, 2015).

Beta-laktamazlar, beta-laktamlarin kimyasal yapisindaki beta-laktam halkasini
hidrolize etmektedir (Daglar ve Ongﬁt, 2012; Elmacioglu, 2013; Ornek, 2013; Giimiis,
2015). Boylece beta-laktamlarin etkinligi ortadan kaldirilmis olmaktadir. Beta-laktamazlar
farkli sekilde smiflandirilmistir. Klinik 6neme sahip gram negatif bakterilerdeki beta-
laktamazlar Cizelge 2.2.°de gosterilmistir. Son olarak Bush ve Jacoby (2009) enzim
aktiviteleri ve substratlarina gore agsagida verildigi gibi siniflandirmistir;

Grup 1: Sefalosporinazlar (C sinifi)

Grup 2: Genis spektrumlu sefalosporinazlar, inhibitér kombinasyonu, genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL), serin karbapenemaz (A ve D sinif)

Grup 3: Metolla beta-laktamazlar (B sinifi)
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Cizelge 2.2. Gram negatif bakterilerdeki onemli beta-laktamazlar (Jehl ve ark., 2003)
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2.6.1. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamaz (GSBL) Direnci

Beta- laktamaz enzimlerinin yapilarinda bir veya birka¢ aminoasit degisikligi ile etki
spektrumlarinin daha da genisledigi bildirilmistir. Bu 6zellige sahip enzimlere “Genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar (Extended spectrum beta-lactamase, ESBL/GSBL) adi
verilmistir (Bradford, 2001; Ozsoy ve ark., 2001; Pitout ve ark., 2005; Ornek, 2013).
GSBL’ler, seftriakson, sefpirom ve kismen sefepim gibi 3. kusak sefalosporinleri
(oksiiminosefalosporinleri) hidroliz edebilen, sefamisin ve karbapeneme duyarli ve
genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri ile
inhibe olan, aktif bolgelerinde serin bulunan enzimlerdir (Elmacioglu, 2013; Ornek, 2013;
Glimiis, 2015).

Klebsiella spp., Escherichia coli, Salmonella, Proteus spp., Providencia spp. gibi
Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerde GSBL iireten gen bdlgelerine sik
rastlanmakla beraber rastlanan genler bu mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde sorun olmaktadir (Giilay ve ark., 1998; Kuzucu ve ark., 2011; Daglar ve Ongiit,
2012; Elmacioglu, 2013; Nyugen ve ark., 2016). Ayrica bu mikroorganizmalarin toplum
kokenli enfeksiyonlara da neden olduklar1 bildirilmistir (Kuzucu ve ark., 2011; Ondes,
2015). Ik defa 1983 yilinda Almanya’da GSBL aktivitesi Klebsiella pneumoniage’de tespit
edilmis iken iilkemizde ise ilk kez GSBL aktivitesine sahip Klebsiella spp. 1992 yilinda
rapor edilmistir. (Ornek, 2013). GSBL varligmin en sik tespit edildigi tiirler E.coli ve
Klebsiella spp.’dir (Eroglu ve ark., 2007; Kuzucu ve ark., 2011; Elmacioglu, 2013; Ornek,
2013; Kolhapure ve ark., 2015).

GSBL enzimler ¢esitli sekillerde isimlendirilmektedirler, etkiledikleri substratlara
gore (IMP, OXA, CARB vb.), biyokimyasal 6zelliklerine gore (SHV vb.), lokalize olduklar
genlere gore (Amp VvDb.), izole edildikleri ilk mikroorganizmaya (PSE), ilk hasta isimlerine
ve hastaneye (TEM; MIR wvb.), ilk gorilen eyalete (OHIO vb.) goére de
adlandirilabilmektedirler (Orak, 2005). Baz1 adlandirmalar zamanla degismektedir. GSBL
enzimlerinin genellikle TEM ve SHV gibi plazmid kaynakli enzimlerin yapisindaki bir veya
birka¢ aminoasit degisikligi ile tiirevlenmekte oldugu arastirmacilar tarafindan ifade
edilmistir (Orak, 2005; Daglar ve Ongiit, 2012; S6kmen, 2016). Ayrica son yillarda TEM ve
SHV enzimlerine benzerlik gostermeyen CTX-M, PER, VEB gibi plazmid kaynakli GSBL
enzimleride tanimlanmustir (Eroglu ve ark., 2007; Daglar ve Ongiit, 2012; Elmacioglu, 2013;
Ornek, 2013).
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2.6.2. AmpC Tipi Beta-laktamaz Direnci

AmpC tipi beta-laktamaz iireten mikroorganizmalar 4. kusak sefalosporinler ve
karbapenemler disindaki betalaktam grubu antibiyotiklere, beta-laktamaz inhibitorlerine
direng gosterirken kloksasilin ve aztreonam ile inhibe olmaktadirlar (Balike¢1, 2007; Ak,
2008; Sar1 ve ark., 2013; Giimiis, 2015). AmpC tipi beta-laktamazlar, Bush ve Jacoby (2009)
simiflandirmasma gore, Grup 1 (smif C)’de yer almakta ve kodlanma yerlerine gore
kromozomal ve plazmid olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Balik¢1, 2007; Koldas ve ark.,
2011; Sar1 ve ark., 2013).

AmpC beta-laktamaz enzimi ilk olarak 1940 yilinda Abraham ve Chain tarafindan
penisilini hidroliz eden bakteriyel bir enzim olarak bildirilmistir. 1965 yilinda Isvecli
arastirmacilarin  E.coli’deki penisilin direnci iizerine yaptiklari genetik g¢aligmalarinda
sirastyla ampA, ampB ve ampC olarak tanimlanmis ve ayrica AmpC beta-laktamaz enzimi
tiretiminin ampC geni tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir (Jacoby, 2009; Pasa, 2013).

Kromozomal AmpC enziminin diisiik diizeyde tretiminin mikroorganizmlarda direng
olusturmadigy, indiikleyici ajanlar veya mutasyon sonucu yiiksek diizeyde sentezlenmesi ile
direng gelisimine neden oldugu bildirilmistir (Ulusan, 2009). Plazmid aracili AmpC beta-
laktamazlarin (pAmpC), kromozomal AmpC beta-laktamaz kodlayan genlerin plazmidler
vasitastyla yeni mikroorganizmalara transfer olmasiyla ortaya c¢iktiklari arastirmacilar
tarafindan ifade edilmistir (Ak, 2008; Pasa, 2013).

pAmpC beta-laktamaz enzimleri, GSBL enzimlerine oranla daha az goériilmelerine
ragmen GSBL’ye gore daha genis spektrumda beta-laktam antibiyotiklere direng
gostermektedirler (Ak, 2008; Coskun ve Altanlar, 2012a). Giiniimiizde tespit edilerek
GenBank iizerinde kayit altina alinmis 29 farkli pAmpC beta-laktamaz enzimini kodlayan
gen bolgeleri CIT, EBC, ACC, DHA, MOX ve FOX olmak iizere alt1 grupta toplanmistir
(Coskun ve Altanlar, 2012a). pAmpC beta-laktamazlar, plazmidler aracilig1 ile kolayca
aktarilarak tiirler arasinda yayilabilmeleri, porin kaybi gibi diger direng mekanizmalar: ile
etkileserek karbapenemlere de direng gelistirebilmeleri, kromozomal olarak ampC geni
tasimayan Salmonella spp., Klebsiella spp. gibi patojen mikroorganizmalarda da
bulunabilmelerinden dolay1 6nem tagimaktadirlar (Ak, 2008; Koldas ve ark., 2011; Sar1 ve
ark., 2013).

Arastirmacilar tarafindan klinik durumlarda bazi suslarin plazmid ile tasinan ampC
beta-laktamaz genleri ile birlikte GSBL genlerini de bulundurduklari, bu durumun bir ¢ok
antibiyotige kars1 diren¢ gelisimine neden oldugu ve bunun da tedavilerde basarisizliga
neden oldugu bildirilmistir (Ulusan, 2009; Koldas ve ark., 2011; Pasa, 2013; Sar1 ve ark.,
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2013; Giimiis, 2015).

2.7. Gidalarda Antibiyotik Direncli Bakteri Sorunu

Giiniimiizde insanoglunu bekleyen en biiyiik tehlikenin antibiyotik direnci oldugu
bilim insanlari tarafindan bildirilmektedir (Verraes ve ark., 2013; Lalak ve ark., 2016).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), Uluslararas1 Diinya Bulasict Hayvan Hastaliklari
Orgiitii (OIE) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) gibi uluslararas1 kuruluslar hayvanlardan
insanlara gecen ve insanlarda antibiyotik direncini arttiran bu sorun iizerinde 6nemle
durmaktadirlar. Avrupa iilkelerinde, ¢iftlik hayvani ve hayvansal gida kaynakli bakterilerin
antibiyotik duyarhiliklarinin gézlemlendigi “Avrupa Hayvanlarda Antimikrobiyal Duyarlilik
Izleme (European Antimicrobial Susceptibility Surveillance in Animals, EASSA)”
programlart bulunmaktadir. Bu programlar 1998 yilinda kurulan Briiksel’deki hayvan
sagligr calisma merkezi (Animal Health Study Center in Brussels, CEESA) tarafindan
kontrol edilmektedir. Diger iilkelerde de benzer kuruluslar yer almaktadir. Japonya’da 1999
yilinda, Japonya Veteriner Antimikrobiyal Direng izleme Sistemi (JVARM) kurulmustur.
Tirkiye’de ise veteriner hekimlik alaninda hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin
bakterilerdeki diren¢ artisina etkisini inceleyen herhangi bir izleme programi mevcut
degildir. Ancak 2011 yilinda yaymnlanan “Zoonozlar ve Zoonotik Etkenler, Ilgili
Antimikrobiyal Diren¢ ve Gida Kaynakli Salgimlarin Izlenmesi Yonetmeligi” (Anonim,
2011a) ile konunun yasal dayanagi olusturulmustur.

Ulkemizde 5996 Sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Saglhigi, Gida ve Yem Kanunu
(Anonim, 2010a), Gida ve Yemin Resmi Kontroliine Dair Yo6netmelik (Anonim, 2011b),
Gida Isletmelerinin Kayit ve Onay Islemlerine Dair Yénetmelik (Anonim, 2011c), Gida
Hijyeni Yonetmeligi (Anonim, 2011d), Hayvansal Gidalar I¢in Ozel Hijyen Kurallari
Yonetmeligi (Anonim, 2011e), Hayvansal Gidalarin Resmi Kontrollerine iliskin Ozel
Kurallar1 Belirleyen Yonetmelik (Anonim, 2011f), Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi
(Anonim, 2011g) ve Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi (Anonim,
2011h) ile siit ve siit Girtinleri sektoriinde gida giivenligi saglanmaya ¢alisilmaktadir.

Diinyada iiretilen siitiin %53’ modern siit isletmelerinde islenirken, AB (Avrupa
Birligi) iilkelerinde bu oran %94’tiir. Tiirkiye’de ise ¢ig siitiin sanayiye islenmesi bu
oranlarin oldukg¢a altindadir ve %40 oraninda kayit dis1 tiikketim s6z konusudur (Mola ve
ark., 2011). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2015 verilerine gore Tiirkiye’de 16.933.520
ton, Canakkale bolgesinde 316.396 ton inek siitii toplanmstir. Siit liretimi {ilke ekonomisi

acisindan olduk¢a onemli bir yere sahip olmakla birlikte sektoriin en 6nemli sorunu
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kaliteli¢ig siit eldesi, ¢ig siit liretiminde ve son tiriindeki verim disiikligiidiir.

AB’ye uyum siirecinde tarim sektoriine etki eden iki miizakere baslig1 yer almistir.
Bunlardan ilki, gida giivenligi, veterinerlik ve bitki sagligi lizerine diizenlemeler iceren on
ikinci fasildir (Mola ve ark., 2011). Fakat yapilan diizenlemelere ragmen Tiirkiye’de aile tipi
kiigiik 6l¢ekli olarak yapilan iireticilikte istenilen siit verimine ve kalitesine ulagilamamustir.

Diinya genelinde beta-laktam antibiyotiklerin insan saglhiginda yaygin kullanimi ve
veteriner hekimliginde uygun olmayan kullanimi, bakterilerin 6zellikle Klebsiella spp.,
Escherichia coli, basta olmak tizere Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin beta-
laktamaz tiretimi gibi farkli direng mekanizmalar1 gelistirmesine neden olmustur (Kolhapure
ve ark., 2015; de Oca ve ark., 2015; Weiner ve ark., 2015; Lalak ve ark., 2016). Ayrica
WHO bu direng mekanizmalarimin gelisiminin kritik nem tasidigini bildirmistir (de Oca ve
ark., 2015). GSBL direngli suslarin enfekte insanlarla veya tibbi cihaz ve ekipmanlar
araciligr ile bulasmasinin yanisira gida zinciri yoluyla bulagma ihtimalini oldugu
belirlenmistir (Verraes ve ark., 2013; Weiner ve ark., 2015; Huijbers ve ark., 2015; Nyugen
ve ark., 2016). Sekil 2.2’de GSBL/AmpC aktivitesine sahip suslarin bulasabilecekleri olas1
yollar gosterilmistir. Birgok Avrupa iilkesinde yapilan onceki ¢alismalarda GSBL/AmpC
tireten bakterilerin ciftlik hayvanlarinda varligi rapor edilmistir (Liebana ve ark., 2012;
Hordijk ve ark., 2013; Weiner ve ark., 2015; Huijbers ve ark., 2015; Lalak ve ark., 2016)
Ayrica son zamanlarda siit, kirmizi et ve tavuk iriinlerinde de GSBL/AmpC aktivitesine
sahip Enterobacteriaceae familyasina ait bakteriler arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir
(Atabey, 2011; Avci, 2012; Liebana ve ark., 2012; Schmid ve ark., 2013; Khoshbakth ve
ark., 2014; Ondes, 2015; Yavas, 2015; Ibrahim ve ark., 2016; Tekiner, 2016).

Ulkemizde de yapilan calismalarda ciftlik hayvanlarinda %8,3’oraninda GSBL
aktivitesi pozitif E.coli tespit edilmistir (Elmacioglu, 2013). Ayrica siit ve siit tiriinlerinde
%16,4 ve %23,8 oraninda GSBL pozitif Enterobacteriaceae (Avci, 2012; Yavas, 2015),
kirmiz1 et triinlerinde de %26,2 GSBL aktivitesi pozitif Enterobacteriaceae, %7’sinde
GSBL pozitif E.coli tespit edilmistir (Ondes, 2015; Pehlivan-Onen, 2015).
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2.7.1. Gida Uretim Zincirindeki Enterobacteriaceae Tiirlerinde GSBL ve AmpC
Aktivitesi

Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin g¢ogu c¢evresel mastitis etmenleri
icerinde yer almaktadir. E.coli, Enterobacter ve Klebsiella gibi bakteriler koliform grubu
icerisinde olup insan, hayvan saghigt ve gida giivenligi agisindan risk tastyan
mikroorganizmalardir. Subklinik mastitis etmeni bu patojen mikroorganizmalar, sagim ve
bakim sirasinda dogrudan temas ile insanlara bulasabilecekleri gibi siit ve siit tiriinleri tiretim
stirecinde, kontamine siitiin islenmesi ile birlikte gida tiretim ve tiiketim zincirine bulagma
riski so6z konusudur. E.coli ve Klebsiella spp. gibi ¢evresel mastitis patojeni olan
Enterobacteriaceae familyasina ait etmenler ile miicadelede beta-laktam grubu antibiyotikler
siklikla kullanilmaktadir (Dilsiz, 2010; Coskun, 2011; Unal, 2012; Elmacioglu, 2013; de
Oca ve ark., 2015; Nguyen, 2016). Hayvanlarda uygun olmayan antibiyotik tedavilerinin
yapilmasi, mastitis etmeni ve diger hastalik etmeni patojen mikroorganizmalarda direng
gelisimine neden olmaktadir (Seker ve Ozeng, 2010; Biiyiikcangaz ve Mat, 2012; Ding ve
ark., 2012; Unal, 2012; de Oca ve ark., 2015; Santiago ve ark., 2015; Ibrahim ve ark., 2016).
Yibar ve Soyutemiz (2013), Garcia-Migura ve ark. (2014) ve Wielinga ve ark. (2014)’da
hayvanlarda herhangi bir nedenden dolay: kullanilan antibiyotiklerin, antibiyotik direncli
bakterilerin hayvanlarda bulunmasina/tespitine neden olan en 6nemli etken oldugunu ifade
etmisler, 6zellikle 1990’11 yillarda biiylimeyi tesvik edici olarak kullanilan antibiyotiklerin
bircok lilkede bu direngli bakterilerin alarm seviyesine yiikselmesine neden oldugunu
belirtmislerdir.

Gida olarak tiiketilen hayvanlarda meydana gelen direncin risk farktorleri karmagsik
olmakla birlikte sefolosporinlerin kullanilmasinin bu direng genlerinin yayilmasinda en
onemli risk faktorii oldugu, bunun yanisira uluslararasi hayvan ticaretinin de diger bir risk
faktorii oldugu bildirilmektedir. Antibiyotik direngli Suslarin yayilimini 6nlemek i¢in ¢iftlik
biyogiivenliginin arttirilmasi, hayvan ticaretinin kontrol altina alinmasi, antimikrobiyal
kullaniminin azaltilmasinin saglanmasi gerektigi belirtilmistir (Liebana ve ark., 2012).
Ayrica antibiyotik atiklarinin ve antibiyotik direngli mikroorganizmalar: igeren atiklarin,
gida maddeleri, su ve atiklar ile insanlara ve hayvanlara bulagsmasini 6nlemek igin iyi bir atik
yonetimi olmasi gerektigi ifade edilmistir (Finley ve ark., 2013).

Antibiyotik direnci, insan ve hayvan saglig1 acisindan diinyada énemli bir sorundur.
Gidalarda bu direngli bakterilerin ve genlerin transferinde rol oynamaktadir (Marshall ve
Levy, 2011; Verraes ve ark., 2013). Giiniimiizde arastirmacilar ¢esitli gida olarak tiiketilen

hayvanlarda ve gidalarda beta-laktam antibiyotiklere direng gosteren GSBL ve AmpC beta-
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laktamaz aktivitesine sahip Enterobacteriaceae familyasina ait bakteriler tizerine
arastirmalarin1 yogunlastirmislardir (Gezer ve ark, 2012; Dahmen ve ark., 2013). Gida
tiretiminde kullanilanan hayvanlar ve hayvansal gidalar GSBL/AmpC iireten bakterilerin
insan saglig1 igin risk olusturmasinda dnemli bir faktordiirler (EFSA, 2011, 2013; Geser ve
ark., 2012; Hordijk ve ark., 2013). Gidalar ¢esitli yollar ile direngli bakterilerle veya direng
genleri tagiyan bakteriler ile kontamine olabilirler. Bu yollardan ilki tarimsal ve hayvansal
iiretimde kullanilan antibiyotikler ile mevcut bakterinin diren¢ kazanmasi, ikincisi gida
isleme sirasinda ilave edilen kiiltiirlerde, probiyotiklerde ve bakteriyofajlarda direng
genlerinin bulunmasi ve son yol ise ¢apraz bulasma ile gida prosesine direngli bakterilerin
bulagmasidir (Verrae ve ark., 2013).

Aksoy ve ark. (2005), sigir rektal 6rneklerinden izole ettikleri 114 adet E.coli susunda
GSBL aktivitesi tespit edemez iken, bu suslarin ampisiline karsi yiiksek direng gosterdigini
belirlemislerdir.

Atabey (2011), 100 adet peynir 6rneginden 11 adet E.coli susu elde etmis ve bu
suslarin 11 tanesinin penisiline (%100), 6’sinin streptomisin (%55), 2’sinin amoksisilin-
klavulanik asite (%18), 6’sinin gentamisin (%55)’e direngli ve tiim suslarin enroflaksasine
(%100) kars1 duyarli oldugunu bulmustur.

Dolejska ve ark. (2011) tarafindan iki farkl siit ¢iftliginde yapilan calismada GSBL
pozitif E.coli suslarinin varligi, hem rektal swablarda hem de siit filtrelerinde arastirilmustir.
Sefalosporin kullanan ¢iftlikteki rektal swablarda %39 oraninda, siit filtresinin birtanesinde
(1/2) GSBL pozitif E.coli tespit edilirken, sefalosporin kullanmayan organik ¢iftlikte GSBL
pozitif E.coli <%1’den az oranda saptanmuis ve siit filtrelerinde ise tespit edilememistir.

Avcr (2012), 15 adet ¢ig siit 6rneginden izole edilen 65 adet Enterobacteriaceae
izolatinin 16’sin1 Enterobacter spp. (%24,6), 14’tini Klebsiella spp. (%21,5), 12’sini
Serratia spp. (%18,5), 7’sini Escherichia spp. (%10,8), 5’ini Hafnia spp. (%7,7), 4’linii
Citrobacter spp. (%6,1), 3’tinii Proteus spp. (%4,6), 2’sini Morganella spp. (%3,1), 1’ini
Kluyvera spp. (%1,5), 1’ini Pantoea spp. (%1,5) olarak tanimlamistir. Bu suslarin 12’sini
(%18,5) GSBL pozitif bulmustur. 15 adet peynir Orneginden izole edilen 61 adet
Enterobacteriaceae iiyesi izolatin ise 16’sm1 Klebsiella spp. (%26,2), 11°ini Escherichia spp.
(%18), 10’unu Enterobacter spp. (%16,4), 6’sin1 Hafnia spp. (%9,8), 6’sin1 Providencia spp.
(%9,8), 4’tnti Serratia spp. (%6,6), 4’tnii Morganella spp. (%6,6), 4’tinii Proteus spp.
(%6,6), olarak tanimlanmis ve 10 (%16,4) susu GSBL pozitif olarak tespit etmistir.

Geser ve ark. (2012) gida olarak tiiketilen hayvanlardan aldiklar1 fekal 6rneklerde ve

ciftlik toplama tanki ¢ig siit 6rneklerindeki Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerde
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ve mastitits etmeni E.coli suslarinda GSBL aktivitesini arastirmislardir. Sigir 6rneklerinin
%13,7 (17/124)’sinin, mastitis etmeni E.coli suslarimin ise %1,5 (1/67)’inin GSBL pozitif
suslar oldugunu tespit edilirken, 100 adet siit 6érneginde GSBL pozitif bakteri tespit
edilemedigi bildirilmistir.

Snow ve ark. (2012), Kuzey Bat1 ingiltere ve Kuzey Galler’deki 65 siit ¢iftliginde 2009
Kasim ve 2010 Mart arasinda CTX-M gen bdlgesi iceren GSBL pozitif E.coli varligini
arastirmis ve ¢iftliklerin %58,8’inde (10/17) CTX-M gen bolgesine sahip GSBL pozitif
E.coli tespit etmislerdir. Ayrica sefalosporin kullanilan ciftliklerde GSBL pozitif E.coli
oraninin 4 katina c¢iktigin1 belirlemislerdir. Ayrica hayvan atiklarimin bir ¢ukurda
toplanmasinin, beslenme ekipmanlarinin seyrek temizlenmesinin  ve agik siiri
politikasininda riski arttiran faktorler oldugunu bildirmislerdir.

Elmacioglu (2013), Hatay’daki sigirlarda GSBL pozitif E.coli prevalansini
aragtirmistir. Rektal orneklerin %8,3 (26/312)’tinde GSBL pozitif E.coli tespit etmistir.
GSBL pozitif izolatlarin tamami sefotetan ve imipeneme duyarli, ampisilin (%100),
seftriakson (%100), sefalotin (%96,2), sefaperozon (%88,5), streptomisin (%80,8),
sulfametoksazol/trimetoprim (%76,9), tetrasiklin (%73,1), kloramfenikol ve kanamisin
(%50), nalidiksik asit ve amoksisilin/klavulanik asit (%46,2), aztreonam (%38,5),
siprofloksasin (%34,6), gentamisin (%11,5) ve sefoksitine (%3,8) direngli oldugunu
bulmustur.

Japonya’da ise Ohnishi ve ark. (2013), 2007-2011 yillar1 arasinda 258.888 mastitisli
stit orneginde 65 adet GSBL Enterobacteriaceae tespit etmislerdir, en fazla CTX-M-2 gen
bolgesi tasiyan Klebsiella pneumoniae ve CTX-M-15 geni tasiyan Escherichia coli tiirleri
izole etmislerdir.

Schmid ve ark. (2013) Almanya’da yaptiklari aragtirmada, 45 farkli siit ve et
ciftliginden 598 6rnek toplamiglardir. Bu 6rneklerin 196’sinda (%32,8) GSBL pozitif E.coli
tespit etmislerdir. Ayrica ¢iftliklerin %86,7’sinin GSBL pozitif E.coli ile kontamine
oldugunu belirlemislerdir.

Garcia-Migura ve ark. (2014) 2005 ile 2011 yillart arasinda 9 Avrupa iilkesindeki
antibiyotik tiiketimini ve Salmonella, E.coli, Campylobacter spp. ve Enterococcus spp. gibi
bakterilerde gelisen antibiyotik direnglerini karsilastirmislardir. Sonu¢ olarak goézlenen
direncin kullanilan antibiyotiklere gore degistigi, veteriner uygulamalarinin farkliligindan
dolay1 bu degisimin tilkelere gorede farklilik gosterdigini, ¢iflikte belirli bir siire antibiyotik
kullaniminin durdurulmasina ragmen direncin devam edebildigini belirlemislerdir. Direncin

sadece sefalosporin kullanimi ile sinirli olmadigini, hayvan tiirlerine gore antibiyotik
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kullanimin izlenmesi ile mevcut direncin iligkilendirilebilecegini bildirmis ve direng
gelisimini en aza indirmek icin miidahale stratejilerinin belirlenmesi gerektigini ifade
etmislerdir (EFSA, 2011; 2013).

Khoshbakht ve ark. (2014), iran’daki ¢ig peynir ve siitlerden izole edilen 150 adet
E.coli’nin 57 (%38)’sini GSBL pozitif olarak bulmuslardir. GSBL pozitif izolatlarda GSBL
aktivitesinden sorumlu en az bir gen bdlgesi tespit edilmistir. En fazla goriilen gen bolgesinin
(%80) CTX-M geni oldugu belirlenmistir.

Timofte ve ark. (2014), ingiltere’de mastitisli siitlerden izole edilen sefpodoksim
direncli 2 adet E.coli ve 3 adet K. pneumoniae subsp. pneumoniae izolatlarinin penicillin G,
amoksilin-klavulonik asit, ko-trimoxazole, neomisin, streptomisin, tylosin, seftiofur ve
sefquinome direngli oldugunu bulmuslar ve sadece framicetine duyarli olduklarini tespit
etmislerdir. Ayrica fenotipik olarak GSBL direngleri dogrulanmustir.

Valentin ve ark. (2014) Almanya da yaptiklart caligmada, farkli hayvansal
kaynaklardan GSBL aktivitesine sahip E.coli izolatlar1 elde etmislerdir. Bu izolatlar arasinda
antibiyotiklere en yliksek diren¢ gosterenlerin ineklerden elde edilen izolatlar oldugunu
tespit etmislerdir.

Ondes (2015), 65 adet kirmiz et 6rneginde Enterobacteriaceae familyasina ait E. coli,
Citrobacter spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Kluyvera spp, Serratia spp. ve
Moraxella spp. cinslerini tamimlamis, 17 adet (%26,1) izolatta GSBL aktivitesi tespit
etmistir. GSBL aktivitesini en fazla Citrobacter (6 adet), E.coli (5 adet), ve Enterobacter (4
adet) tiirlerinde bulmustur.

de Oca ve ark. (2015), sigir karkaslarindan izole ettikleri 155 adet E.coli’nin 2
tanesinde dogrulanmis GSBL aktivitesi tespit etmislerdir. Wasyl ve ark. (2012) yaptiklari
arastirmada 174 inekten aldigi rektal swap 6rneklerinde 24 adet E.coli izole etmislerdir.
Fakat bu izolatlarin higbirinde sefalosporin direngli E.coli (ESC-cephalosporin resistant
E.coli) tespit edememislerdir. Lalak ve ark. (2016), 2012 yilinda 57 saglikli inegin rektal
swap Orneklerinin 4’tinde (%7,02) ESC izole etmislerdir.

Pehlivanlar-Onen ve ark. (2015), Tiirkiye’de satilan kirmizi etlerde GSBL/AmpC
beta-laktamaz aktivitesine sahip E.coli suslarini arastirmislar ve orneklerin %7’°sinde
GSBL/AmpC pozitif E.coli tespit etmislerdir. Kirmiz1 etlerden izole edilen suslarin
sefuroksim, trimetoprim-siilfametaksazole ve nalidiksik asit’e %85,7; tetrasiklin ve
streptomisin’e %100 direng gosterdigini, amikasin, imipenem ve sefepime duyarli oldugunu
saptamislardir.

Santiago ve ark. (2015), Brazilya da 339 adet subklinik mastitisli siitten 356 adet

26



bakteri izole etmislerdir. Bakterilerin %88,2’sinin gram pozitif (S. aureus), %11,8’inin gram
negatif oldugunu, bunlarinda %78’inin Enterobacteriaceae familyasina ait bakteriler
oldugunu bildirmislerdir. Izole edilen Enterobacteriaceae bakterilerinin dagilimini ise;
Proteus mirabilis (%45,3), E.coli (%40,5), Citrobacter freundii (%4,8), Serratia marcescens
(%4,8), Serratia rubidae (%2,4), Enterobacter aerogenes (%2,4) oldugunu rapor
etmislerdir. Bu izolatlarin %47,6’sinda AmpC tipi beta-laktamaz aktivitesi tespit edilmis ve
%25°1 dogrulanmustir.

Yavas (2015), ¢ig siit 6rneklerinden 21 adet Enterobacteriaceae izole etmistir. 21
izolatin 5’1 Escherichia spp. (%23,8), 5’1 Klebsiella spp. (%23,8), 5’1 Enterobacter spp.
(%23,8), 5’1 Serratia spp. (%23,8), 1’i Citrobacter spp. (%4,8) olarak tespit etmistir. Bu
izolatlarin 4’tinde GSBL aktivitesi bulmustur. Peynir Orneklerinden izole edilen
Enterobacteriaceae iiyesi 14 izolatin 7’si Escherichia spp. (%50), 6’s1 Klebsiella spp.
(%42.,9), 1’1 Morganella spp. (%7,1) olarak tanimlanmis ve bu suslarin 5’ini GSBL pozitif
olarak tespit etmistir.

Weiner ve ark. (2015), Polonya’da 650 adet mastitisli siitten izole edilen E.coli
suslarinin 41’inde GSBL aktivitesi gosteren blaTEM geni tespit etmiglerdir.

Bassi ve ark. (2016), italya’da ¢ig siit ve pastorize siitten yapilmis 6 farkli peynir
orneginde antibiyotik direng riskini incelemis, elde edilen 213 izolattin %17’sinin E.faecalis,
%13’tintin  K.pneumoniae, %9’unun P.vulgaris oldugunu tanimlamis ve izolatlarin
%35’inde ampR geni oldugunu tespit etmislerdir.

Ibrahim ve ark. (2016), Ingiltere’deki bir siit ¢iftliginin farkli bolgelerinden izole ettigi
126 E.coli izolatinin antibiyotik direng profillerini incelemisler, izolatlarin %56,3 {inlin
ampisiline yiiksek direng gosterdigini, %1,6’min imipenem’e direng gosterdigini
belirlemisler, 53 izolatin da GSBL aktivitesi gosterdigini saptamiglardir.

Nyugen ve ark. (2016), Vietnam’da yaptiklari aragtirmada gida dagitim sistemlerinde
GSBL ve AmpC aktivitesine sahip E.coli yaygmligini aragtirmiglardir. Kirmizi etlerin
%34,3’tinde (18/74) GSBL/AmpC pozitif E.coli suslar1 izole etmislerdir. Slaman ve ark.
(2010) Tunus’taki kirmiz et tiriinlerinde ise GSBL pozitif E.coli’yi %7,14 (1/14) oraninda
izole etmislerdir.

Seni ve ark. (2016), Tanzanya Mwanza’da 100 inegin 14’iinde GSBL aktivitesine
sahip E.coli saptamislardir.

Stephan (2016) ve Liebana ve ark. (2012), GSBL/AmpC aktivitesine sahip
Enterobacteriaceae’ya ait bakterilerin yayiliminda gida zincirinin énemli bir ileti yolu

oldugunu belirtmislerdir. Ayrica saglikli hayvanlarinda tasiyici olabilecegini ve bu direngli
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bakterilerin yayiliminin kromozomlardan ¢ok plazmidlerden kaynaklandigini ve genlerin
integronlar, ekleme dizileri, transpozonlar ve plazmidler tarafindan aktarildigini
bildirmislerdir. Yine bu genlerin en fazla E.coli ve Salmonella tiirlerinde belirlendigini ifade
etmislerdir (EFSA, 2011, 2013).

2.8. Insanlarda, Hayvanlarda ve Gidalarda Antibiyotik Direncine Kars1 Alinan
Onlemler

Insanoglu antibiyotikler ile 1940’11 yillarda enfeksiyon hastaliklarm kontroliinde
tanigmistir. 1950’lerde ise insanlarda kullanimina izin verilen antibiyotikler hayvan
hastaliklarinda kullanilmistir. Ayrica antibiyotikler gida olarak tiiketilen hayvanlarda
antimikrobiyal biiyiime promatorleri (AGP) adi altinda yaygin olarak kullanilmustir.
1990’larda bu asir1 ve bilingsiz kullanim antimikrobiyal diren¢ olarak alarm vermeye
baglamistir (EC, 2006; Wielinga ve ark., 2014).

Biiyiime tesviki i¢in kullanilan AGP’leri ilk dnleyen iilke 1986 yilinda isve¢ olmustur.
1995 yilinda da Danimarka avaparsin’i yasaklamakla baslayarak 1998 tiim AGP’leri
yasaklamistir. Sonrasinda Ingiltere AGP kullammlarma kisitlamalar getirmis ve farklh
Avrupa iilkelerinde zamanla AGP’ler bir bir yasaklanmistir (Dibner ve Richards, 2005;
Wielinga ve ark., 2014).

Ingiltere’de Gida Mikrobiyolojik Giivenligi Danisma Komitesi (Advisory Committee
on the Microbiological Safety of Food-ACMSF, UK) antibiyotik direngli
mikroorganizmalarin 1996 yillarindan baslayarak gida zincirine girdigini bildirmistir.
ACMSF’nin 2007 yilindaki raporunda (ACM/868) gidalardaki bakterilerdeki antibiyotik
direncinin kontrol edilmesi amaciyla hiikiimet tarafindan bir takim diizenlemelere ihtiyag
oldugu belirtilmistir. Avrupa komisyonu (EU) tarafindan ise 2001 yilinda antibiyotiklerin
hayvanlarda tibbi olmayan kullanimi i¢in arastirmalar baslatilmistir (Forsythe, 2013). 2006
yilinda tiim AB iilkelerinde ve iilkemizde de kanatli hayvanlar hari¢ yemlerde katki maddesi
olarak antibiyotik kullanim1 yasaklanmistir (Anonim, 2006b; Erhan, 2015). Bir¢ok saglik
ve arastirma kurulusu tarafindan kisitlamalar 6nerilmesine ragmen Amerika ve Kanada gibi
iilkelerde hayvan ihracatinda ticari kaygilar nedeniyle, herhangi bir yasak s6z konusu
degildir (Marshall ve Levy, 2011; FDA, 2012; Maron ve ark. 2013).

Ulkemizde antibiyotik direncini énlemek amaciyla hem insan hem de veterinerlikte
bir takim tedbirler alinmaya ve stratejiler belirlenmeye calisilmaktadir (Akalin, 2011;
Aksoy, 2014). 1985 yilinda WHO tarafindan akiler ilag kullaniminin (AIK) tanimi yapilmis
olup, iilkemizde de 2010 yilinda ilag Eczacilik Genel Miidiirliigii’'nde AIK sube miidiirliigii
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kurulmus ve 2014-2017 Eylem plani yiiriirlige girmistir (Aksoy, 2014). Ayrica 2010
tarihinde Hifzissthha Mektebi Miidiirliigii’nde Regete Degerlendirme Projesi (RDP) ile
AIK’in yayginlastirilmasi amaglanmistir. 2013 tarihinde de tiim saglik kurumlarinda e-
recete uygulamasina gegilmistir. Béylece hekimler, ilaglar, iller, hastaneler denetim altina
alimustir.

“Antibiotic Use in Eastern Europe: A cross-national database study in coordination
with the WHO Regional Office for Europe.” tarafindan yapilan calismada en yiiksek tiiketim
degerlerine sahip tilke, 1000 kisi basina diisen giinliik ila¢ dozu (DID) 42,28 ile Tiirkiye
olmustur (Aksoy, 2014). Yine Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (THSK) koordinasyonunda
“Ulusal Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Sistemi (UAMDSS)” kurulmus, 35 iiniversite
hastanesi, 19 egitim ve arastirma hastanesi ve 29 devlet hastanesi olmak tizere degisik
bolgelerden se¢ilmis toplam 77 hastane siirveyansa dahil edilmistir. 2011 yilindan itibaren
veriler toplanarak WHO nun WHONET yazilim programi ile islenmektedir. Ayrica 2013
yilinda UAMDSS, WHO tarafindan EU iiyesi olmayan Orta Asya ve Dogu Avrupa iilkeleri
icin kurulan CAESAR’a da iiye olmustur (Simsek, 2014).

Veteriner hekimlikte ise bircok EFSA, FDA gibi kurumlar tarafindan raporlar
yayinlamig ve raporlarinda hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin hayvanlarda ve
mikroorganizmalarda direng gelisimine neden olduklarina ve bu direnglerin insan sagligin
tehdit ettigine yer vermislerdir (EFSA, 2011; FDA, 2012; Forsythe, 2013).

Bu konudaki ilk ¢alisma Danimarka’da 1995 yilinda ¢iftlik hayvanlarinda antibiyotik
direnci izlenmesi i¢in “Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and
Research Program” (DANMAP) programu ile yapilmaya baslanmistir. Bu sistemden ii¢ y1l
sonra insanlarda belirlenen antibiyotik diren¢ raporlari ile antibiyotik kullanimi ile ilgili
kisitlamalar baglamistir (Cogliani ve ark., 2011). 1996 yilinda FDA (Food and Drug
Administraiton) ve USDA (U.S Department of Agriculture, and the Centers for Disease
Control and Prevention) “The National Antimicrobial Resistance Monitoring System”
(NARMS)’1 kurmustur (McEwen ve Fedorka- Cray, 2002; Maron ve ark., 2013).

1999°da Hollanda, “Monitoring of Antimicrobial Resistance and Antibiotic Usage in
Animals in the Netherlands” (MARAN), Almanya 2008’de “Deutsche Antibiotika-
Resistenzstrategie” (DART) ile antimikrobiyal direnci izleyen stratijeleri hayata gecirmis ve
GERM-Vet, MedVet-Staph, Resistance in Enterobacteriaceae (RESET) programlari ile
izlemeye almistir (Cogliani ve ark., 2011; Maron ve ark., 2013) Canada ise “The Canadian
Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance” (CIPARS), Japonya’da “The
Japanese Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring System” (JVARM), Isveg’te
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“Use of antimicrobials and occurrence of antimicrobial resistance” (SWEDRES/SVARM),
Ingiltere’de “Veterinary Medicines Directorate surveillance” (VMD) izleme programlar
hayata gecirilmistir (Maron ve ark., 2013). Ulkemizde ise veteriner hekimlikte herhangi bir

izleme programi bulunmamaktadir (Tasc1, 2016).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Ornekler

Cig siit ve klasik inek peyniri tiretim agsamalarindan alinan 6rnekler Canakkale’nin
Yenice ilgesinde faaliyet gosteren mandira tipi kiiciik 6lgekli siit isletmesinden ve bu
isletmenin miistahsillerinden toplanmistir. Ornek sayilar1 ve yerleri Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Ornekleme noktalar

Ornekleme Tarihi  Ornekleme Alanlari Ornek Ahnan Miistahsil Sayis
06.10.2015 Cakiroba Kdyii 16
02.11.2015 Yenice Merkez 25
24.11.2015 Seyvan Koyt 31
01.12.2015 Bekten Koyt 29
19.10.2015
. 8 (Siit Toplama Tanku),
10.11.2015 Isletme .
10 (Uretim noktast)
17.11.2015
25.04.2016 Cakiroba Koyii 15
13.06.2016 Bekten Koyii 20
. 9 (Siit Toplama Tanki),
20.06.2016 Isletme .
10 (Uretim noktasi)
TOPLAM 136 Miistahsil, 17 Siit Toplama Tanki ve 20 iiretim noktasi

Cig siit drnekleri mistahsillerin sagilmig sabah siitlerinden alinmistir. Cig siit 6rnekleri
stit gligtimlerinden aseptik sartlarda tek kullanimlik 200 mL’lik plastik kaplara alinmistir.
Isletme 6rnekleri ise isletme siit kabul bolgesine gelen kdy tanklarindan baslayarak asagida
belirtilen noktalardan yaklasik 250 mL/250 g olacak sekilde alinmustir.

Ornekleme alanlart;

1. Koy ¢ig siit toplama tankindan,
2. Isletme ¢ig siit kabul tankindan,

3. Isil islem uygulanan siit,
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. Peynir teknesine gelen plastik boru ¢ikisindaki siitten,

. Peynir teknesi i¢indeki pastorize siitten,

4
5
6. Peynir teknesindeki mayalama sonrasi pihtidan,
7. Peynir teknesindeki mayalama sonrasi baskidan ¢ikan tuzsuz peynirden,
8. Peynir teknesinde bir gece salamurada bekletilmis peynirden,

9. Tenekelere aktarilan peynirden,

10. 3 ay olgunlastirilmis peynirden.

3.1.2. Bakteri Kiiltiirleri

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. GSBL pozitif
K. pneumoniae ATCC 700603, GSBL negatif E. coli ATCC 25922 suslar1 kontrol susu

olarak kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin Fiziksel Ozellikleri

Cig siit orneklerinde elektrik iletkenligi (EI) ve pH &zellikleri pH-iletkenlik olger
(Hanna Combo HI98129, Almanya) ile belirlenmistir. Orneklerin donma noktas1 (DN) ise
Krioskop (Funke Gerber- Cryostar 7160, Almanya) ile 6lgtilmistiir.

3.2.2. Orneklerin Kimyasal Ozellikleri
Cig Siit 6rneklerinin yag, laktoz, protein, kurumadde oranlar1 belirlenmistir. Olgiimler

Lactostar (Funke Gerber-3560, Almanya) cihazi ile yapilmistir.

3.2.3. Subklinik Mastitis Bulgusunun Arastirilmasi
3.2.3.1. Somatik Hiicre Sayis1

Cig siit orneklerinin somatik hiicre sayisi (SHS) NucleoCounter cihazi (Chemometec
SCC100, Danimarka) ile dlgiilmstiir.

3.2.3.2. California Mastitis Testi
Cig siit orneklerinde subklinik mastitis olgusu California mastitis testi (CMT, Gerber,
Almanya) ile arastirilmistir. CMT ¢ig siitteki SHS 11 indirekt olarak tespit eden, 16kosit

artig1 ve miktarini hafif ¢okeltiden yogun jel kivamina kadar olusan degisim ile belirleyen
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bir testtir (Sekil 3.1). Test kabina 1 mL ¢ig siit, | mL Califormia mastitis test soliisyonundan
ilave edilmistir. 1-2 dakika dairesel hareketlerle karistirilarak olusan ¢okelti Cizelge 3.2’ deki

CMT degerlendirme tablosuna gore degerlendirilmistir (Risvanli ve Kalkan, 2002;
Timurkan, 2014).

.

Sekil 3.1. CMT testinin yapilis sekli

Cizelge 3.2. CMT degerlendirme tablosu

Degerlendirme Cokelme
Negatif -

Iz miktarda pozitif +

Zayif pozitif ++
Pozitif +++
Giicli Pozitif ++++

3.2.4. Orneklerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

3.2.4.1. Diliisyonlarin Hazirlanmasi

Cig siit ve iretim hattindan alinan siit Oorneklerinden 10 mL, pihtt ve peynir
orneklerinden ve 10 g 6rnek alinarak 90’mLIlik %0,1°1ik peptonlu suda stomacher torbasina
aktarilarak homojenize edilmistir. 101ik diliisyon olusturulmustur. Daha sonra peptonlu su

ile diger desimal diliisyonlar hazirlanmistir.

3.2.4.2. Aerobik Mezofilik Bakteri Sayim

Tiim 6rneklerin aerobik mezofilik bakteri sayisi hazirlanan diliisyonlardan Plate Count
Agar (PCA, Merck, Almanya) besiyerine dokme plak yontemiyle ekim yapilarak
belirlenmistir. Ekim yapililan petriler sonra 35°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilarak hesaplanmistir (Maturin ve Peeler, 2001).
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3.2.4.3. Toplam Koliform ve E.coli Sayim

Tiim 6rnekler hazirlanan uygun diliisyonlardan Fluorocult Violet Red Bile Agar (F-
VRBA, Merck, Almanya) besiyerine ¢ift tabaka dokme yontemine gore ekim yapilarak 37
°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda besiyerinde pembe
mukoid koloniler sayilarak toplam koliform sayisi hesaplanmistir. E.coli varhigi ise 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda ultraviyole 1sik altinda (Merck 113203, Almanya) floresan

veren koloniler sayilarak belirlenmistir (Dagdemir ve Ozdemir, 2006).

3.2.4.4. E.coli 0157 Varhgim Arastirilmasi

Tiim orneklerden 25 mL alinarak 225 mL novobiosin katkili Triptic Soy Broth
(mTSB, Merck, Almanya) igeren erlenlere aktarilmis, 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir (Cigek, 2008; Aydin ve ark., 2010). 24 saatlik inkiibasyon sonrast mTSB
besiyerlerinden 0,1 mL alinarak sefiksim tellirit (Merck, Almanya) iceren Sorbitol
MacConkey (CT-SMAC, Merck, Almanya) agar plaklarmma yayma plak yontemi ile
aktarilmigtir. Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra seffaf koloni varligi kontrol
edilmistir. CT-SMAC agar plaklarinda 24 saatte gelisme gbzlenmeyen orneklerin 48. saate
uzatilan mTSB kiiltiirlerinden tekrar CT-SMAC agar plaklarina ekim yapilarak seffaf koloni
varligi arastirilmistir (Zhao ve ark., 1995; Cigek, 2008; Feng ve ark, 2016). CT-SMAC
besiyerinde gelisen seffaf koloniler Nutrient Agar (NA) plaklarina ¢gizilerek 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen kolonilere morfolojik, biyokimyasal
tanimlama testleri ve 0157 lateks aglutinasyon testi uygulanmistir (Yesilyurt, 2010; Feng
ve ark, 2016).

3.2.4.4.1. 1lzolatlarn 0157 Oldugunun Latex Agliitinasyon Testi ile
Dogrulanmasi

CT-SMAC besiyerinde olusan seffaf koloniler NA’da saflastirildiktan sonra
morfolojik ve biyokimyasal testleri ile E.coli O157 siipheli olarak belirlenmistir. Belirlenen
bu izolatlara 0157 latex agliitinasyon testi (Biolife, Italya) uygulanmistir. Reaksiyon
kartinda yer alan her iki daireye serum fizyolojikten (%0,85 NaCl) 1 mL damlatildiktan
sonra 24 saatlik taze kiiltiirden 2-4 koloni alinmistir. Test kartindaki her iki daire igerisinde
kiiltirler partikiil kalmayacak sekilde siispanse edilmistir. Karttaki halkalardan birine bir
damla pozitif kontrol soliisyonu digerine ise test soliisyonu damlatilmistir. Oze yardimu ile

siispansiyonlar 60 saniye boyunca karistirilmistir. Karistirma esnasinda test daireleri
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icerisinde ¢okelme goriilmesi O157 pozitif olarak degerlendirilmistir (Feng ve ark, 2016).

3.2.5. GSBL Siipheli Enterobacteriaceae izolasyonu

Hazirlanan diliisyonlardan sefotaksimli (2 pg/mL) MacConkey (C-MAC) ve
sefotaksimli (2 ug/mL) Eosin Metilen Blue Agar (C-EMB) besiyerlerine 0,1 mL aktarilarak
yayma plak yontemine gore ile ekim yapilmustir. Petriler 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi iireme olan plaklardaki kolonilerden ve Fluorocult Violet
Red Bile (F-VRB) agarda tireyen Enterobacteriaceae oldugu diisiiniilen farkli morfolojideki
kolonilerden alinarak HiCrome ESBL (HiMedia, Hindistan) agara tek koloni diisiirme
yontemine gore ¢izilerek ekim yapilmistir. HiCrome ESBL agar plaklar1 37 °C’de 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 HiCrome ESBL agar plaklarinda gelisen
koloniler GSBL siipheli Enterobacteriaceae olarak degerlendirilmistir. GSBL siipheli bu
kolonilerin Enterobacteriaceae ailesinden olup olmadiklarini arastirmak igin alinan

izolatlarda tanimlama islemine devam edilmistir.

3.2.6. GSBL Siipheli Izolatlarin Tamimlanmas:

GSBL siipheli izolatlar NA’a tek koloni diisiirme yontemine gore ¢izildikten sonra 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tek diisen koloniler Cizelge 3.3,
3.4, 3.5 ve 3.6’te verilen fenotipik 6zelliklere gore tanimlanmistir (Anonim, 2004; UMS,
2015).
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Cizelge 3.3. Enterobacteriacea familyasina ait baz1 morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler

Oksidaz Hareket Gram Sekil Katalaz

Enterobacteriaceae - +/- - Cubuk +

Kaynak: (Cullimore, 2000)

Cizelge 3.4. Enterobacteriacea familyasina ait bazi cinslerin biyokimyasal 6zellikleri |

Sitrat kullanimi H,S iiretimi Hareketlilik
Escherichia - - +
Edwardsiella - + +
Citrobacter + +/- +
Salmonella + +/- +

Shigella - - -

Kaynak: (Cullimore, 2000)

Cizelge 3.5. Enterobacteriacea familyasina ait bazi cinslerin biyokimyasal 6zellikleri 11

Sitrat kullamm Indol iiretimi Hareketlilik
Enterobacter + - +
Serratia + + +
Klebsiella + +/- -
Hafnia - - +

Kaynak: (Cullimore, 2000)
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Cizelge 3.6. Gram negatif basillerin tanimlama tablosu (UMS, 2015)

GRAM NEGATIF BASILLER
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3.2.6.1. Gram Boyama

NA’da gelisen koloniden bir 6ze dolusu kiiltiir alinarak temiz bir lam tizerinde belirli
bir alana yayilmistir. Preparat havada kurutulduktan sonra ii¢ kez alevden gegirilerek
sabitleme islemi gerceklestirilmistir. Preparat kristal viole c¢ozeltisi ile 2-3 dakika
boyanmistir. Boya dokiilerek distile su ile yikanmus, iyot ¢ozeltisi ile 1-2 dakika boyanmustir.
Yine ayni sekilde boyanin fazlasi dokiilerek distile su ile yikanmistir. Preparatin iizerine
damla damla alkol ¢6zeltisi damlatilmistir. Distile su ile yikama isleminden sonra safranin
cozeltisi ile 30 saniye boyandiktan sonra preparat distile su ile yikanarak kurutulmaya
birakilmistir. Immersiyon objektifinde incelenerek Gram negatif ve basil, kokobasil
seklindeki bakteriler Enterobacteriaceae ailesi iiyesi olarak degerlendirilmistir (Unliitiirk ve
Turantag, 2003; Giliven ve Zorba, 2011).

3.2.6.2. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enzimi tiretimin gosterilmesini saglamaktadir. NA’da
tireyen 24 saatlik kolonilerden steril swab ile, temiz bir filtre kagid1 iizerine siiriilerek, bir
damla %]1°lik oksidaz ayiracindan (TMpPD, N, N, N’, N’-tetra-metil-p-fenilen diamin
dihidroklorid) damlatildiktan sonra 10-15 saniye igerisinde kolonilerin koyu mor renge

doniismesi oksidaz pozitif, doniismemesi oksidaz negatif olarak degerlendirilmistir (UMS,

2015).

3.2.6.3. Biyokimyasal Testler

Enterobacteriaceae ailesi tiyesi olarak degerlendirilen izolatlarin cins diizeyinde
tammlanmas: icin Indol, Metil red, Voges proskauer, Sitrat (IMVIC) testleri ve ayrica
hareketlilik, H>S iiretimi ve karbonhidrat fermantasyon testi vb. gibi biyokimyasal testler
uygulanmistir (UMS,2015).

3.2.6.3.1. indol Olusumu, Hareket Testi ve H2S Uretimi

Siilfat, Indol, Motility Medium (SIM) agar kullanilarak Enterobacteriaceae
izolatlarmin hidrojen siilfiir (H2S), indol meydana getirebilme durumlari ve hareket
yeteneklerinin varlig1 test edilmistir. Indol, triptofanin bakterileri tarafindan olusturulan
triptofanaz enzimi ile hidrolize ugratilmasi ile olusmaktadir. Indol testi triptofanaz enziminin
bakteride varligin1 gosterir. 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen besiyerine kovacs (Ehrlich,

Merck, Almanya) ayiraci ilave edildikten sonra, meydana gelen indol, reaktifin igerisindeki

38



benzaldehit ile reaksiyona girerek iist kissmda kirmizi halka olusumunu saglar. Kirmizi/
pembe renk pozitif aksi durum ise negatif olarak yorumlanmustir.

Bazi bakteriler ‘kamg1’ olarak isimlendirilen hareket organellerine sahiptirler.
Hareketlilik testi bakterilerin hareketini gosterilmesi amaciyla kullanilir. Hareketlilik testi
yar1 kat1 SIM agara batirma kiiltiir seklinde yapilan ekimde 37 °C de 24-48 saat inkiibasyon
sonrasi Mikroorganizmalarin ¢izgi boyunca tiremesi hareketsizlik, ekim ¢izgisinin etrafina
veya kenarlarina yayilmasi ise hareketlilik olarak degerlendirilmistir.

Baz1 mikroorganizmalar metabolizmalar1 esnasinda H2S (hidrojen siilfiir) meydana
getirebilirler, olusan H2S’in besiyeri ortamindaki demir ile reaksiyonu sonucu siyah renk
olusumu H>S iiretimi varligini géstermektedir. Yar1 kat1 olan SIM agarin bulundugu tiipte
siyah renk olusumu H>S firetiminin pozitif oldugu aksi durum ise negatif olarak
degerlendirilmistir (Onlen, 2013; UMS, 2015).

3.2.6.3.2. Metil Red Testi - Voges-Proskauer Testi

Metil Red-Voges Proskauer (MR-VP, Merck, Almanya) Broth besiyerine ekimi
yapilarak izolatlarin hem metil kirmizisi1 (MR) hem de voges-proskauer testi yapilmistir. MR
testi mikroorganizmalarin glikoz fermantasyonu sonucu meydana gelen piirivik asitten son
tirlin olarak laktik asit, asetik asit veya formik asit gibi asitleri meydana getirip getirmedigini
gostermektedir. Besiyerindeki asitlerin ortam pH’mn1 4,5 ve daha diisiik seviyeye indirmesi
ile metil red’in rengi saridan kirmiziya dogru degismektedir.

VP testi ise bakterinin glikoz fermentasyonu Sonrasi piirivik asitten butilen-glikol
yolunu kullanarak asetoin (asetil metil karbonil) ve butandiol nétr son iiriinleri olusumunu
tespit etmek icin kullanilmaktadir. Ortamdaki asetoin %40’lik KOH, alfa naftol ve
atmosferik oksijen varliginda oksitlenerek diasetil’e doniisiir ve kirmizi renkli bir kompleks
olusumu pozitif olarak degerlendirilir (UMS, 2015).

5 mL’lik MR-VP broth besiyeri iceren tiiplere inokiile edilen izolatlar 35-37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir siispansiyonu igeren tiiplerden
birisine 2-3 damla metil kirmizisi1 indikatorii damlatilarak pozitif tiiplerde kirmizi renk
olusumu gozlenmesi beklenir, negatif izolatlarin inkiibasyonlar1 4. giine kadar uzatilmistir.
VP testi i¢in ise diger 5 mL MR-VP broth igerisindeki kiiltiire 6nce 0,6 mL %35’lik alfa naftol
ayrracindan ve hemen arkasindan 0,2 mL Potasyum hidroksit (KOH) ayiracindan
damlatilarak hava ile temas etmesi i¢in ¢alkalandiktan sonra dik olarak 30 dakika
bekletilerek kirmizi rengin olusmasi pozitif seklinde degerlendirilmisken aksi durum negatif

olarak degerlendirilmistir. Negatif izolatlarin kiiltlirleri 2 glin daha inkiibe edilerek analiz
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tekrarlanmistir (Onlen, 2013; UMS, 2015).

3.2.6.3.3. Sitrat Testi

Bazi mikroorganizmalar sitrat1 tek enerji (karbon) kaynagi olarak kullanmaktadirlar.
Sitrat testi bakterilerin sitrat1 kullanma durumunu belirlemek amaciyla uygulanir. Sitrat
testinde Simmons Citrate besiyeri (Biolife, italya) kullanmilmustir. Sitrat ve nitrojen kaynagi
olarak amonyum tuzlar1 i¢eren besiyerinde mikrobiyal metabolizma sonucu artan alkali
tirtinler (amonyak) indikatdr madde olan bromtimol mavisi pH’1in yiikselmesi (pH>7,6) ile
besiyerinin mevcut renginin yesilden maviye donmesine neden olmaktadir. Analiz 24 saatlik
taze ve saf bakteri kiiltlirlerinden alinarak, yatik Simmons Citrate besiyerine ekim yapilmasi
ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmesi ile gerceklestirilmistir. Sitrati kullanan bakteriler
besiyerinde mavi renk olusturmus (pozitif), aksi durumda besiyerinin rengi yesil kalmigtir

(negatif). Negatif tiiplerin inkiibasyonu 72. saate kadar uzatilmistir (UMS, 2015).

3.2.6.3.4. Karbonhidrat Oksidasyon ve/veya Fermentasyon (O/F) Testi

Bakteriler karbonhidratlari oksidatif (aerob) ve fermentatif (anaerob) yollardan birisini
veya her ikisi ile kullanma o6zellikleri gosteririler. Karbonhidratlarin kullanimi sonucu
organik asitler, notral {riinler ve oksijen, hidrojen, metan ve karbondioksit gibi gazlar
olugsmaktadir. Karbonhidratlarin kullanim sekillerinin belirlenmesi amaci ile Hugh-Leifson
Glucose Broth (Ek-1) besiyeri kullanilmistir. Glikozun oksidatif/fermentatif kullanimi
besiyeri igerisinde olusan asit triinlerin indikator olarak kullanilan bromtimol mavisinin
rengini maviden sartya degistirmesi ile belirlenmistir. Fermentatif kullanim i¢in besiyerinin
lizeri s1v1 parafin ile kapatilarak anaerobik ortam saglanmustir. 37 C 24-72 saat inkiibasyona

birakilmistir (UMS, 2015).

3.2.6.3.5. API 20E
GSBL aktivitesi dogrulanmig Enterobacteriaceae izolatlart %5 koyun Kanli Agar
(Merck, Almanya)’da 37 °C 24 saat gelistirilerek olusan kolonilerden API 20E (BioMerieux,

Fransa) test kiti prosediirii dogrultusunda ekim yapilarak tanimlanmistir (Dallenne ve ark.,
2010).
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3.2.7. Antibiyotik Duyarhhik Testleri

Enterobacteriaceae olarak tanimlanan izolatlarin antibiyotik duyarliliklart Ulusal
Antimikrobiyal Duyarlilik Prosediiriine gore Kirby-Bauer disk diflizyon testi ile yapilmistir
(UMS, 2015). %5’lik kanli agarda 18-24 saatlik tek diismiis koloniler inokiilim
hazirlanmasinda kullanilmistir. 2-3 koloni alinarak steril serum fizyolojik su igerisinde 0,5
Mc-Farland bulanikligina esdeger siispansiyon haline getirilmistir. Bulaniklik DEN-1 Mc-
Farland densistometresi (Cambridge Ltd, Ingiltere) ile olciilmiistiir. 0,5 Mc-Farland
bulanikligindaki siispansiyondan steril ekiivyon ile Miiller Hinton Agar (MHA, Merck,
Almanya) plaklarina ekim yapilmigtir. Bakteri slispansiyonun plak tarafindan absorbe
edilmesinden sonra plak iizerine uygun mesafelerde antibiyotik diskleri yerlestirilmistir.
Antibiyotik diskleri yerlestirilen plaklar 35 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat

sonra antibiyotik disklerin zon ¢aplar1 digital kumpas (PM, Cin) ile 6l¢tilmiistiir.

3.2.7.1. GSBL Tarama Testi

GSBL beta-laktamaz tiretiminin varliginin aragtirtlmasi i¢in asagidaki tabloda yer alan
dozlarda sefpodoksim, seftazidim, aztreonam, sefotaksim ve seftriakson antibiyotik diskleri
kullanilmigtir. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST, 2013)’sinde
ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Kurumu (CLSI 2011)’nda belirtilen Cizelge 3.7’da
gosterilen zon c¢aplarina gére yorumlanmustir. EUCAST ve CLSI degerleri

karsilastirilmistir.

Cizelge 3.7. CLSI ve EUCAST dokiimanlarina gore Enterobacteriaceae igin bazi
sefalosporinlerin sinir degerleri

EUCAST CLSI

Antibiyotik ~ Kod Disk Icerigi Zon Capit (mm) Kod  Disk icerigi Zon Capi (mm)

Sefpodoksim CPD10 10 ug <21 CPD10 10 ug <17
Seftazidim  CAZ10 10 pug <22 CAZ30 30 pg <22
Aztreonam - - - ATM30 30 ug <27
Sefotaksim  CTX5 S5ug <21 CTX30 30 pg <27
Seftriakson  CRO30 30 ug <23 CRO30 30 pg <25

Kaynak (UMS, 2015)
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3.2.7.2. GSBL Dogrulama Testi

GSBL beta-laktamaz aktivitesinin oldugu tespit edilen Enterobacteriaceae
izolatlarinda GSBL aktivitesinin dogrulamasi i¢in EUCAST (2013)’te belirtilen antibiyotik
diskleri kullanilarak Kombinasyon Disk Difiizyon Testi (KDT) uygulanmistir. Cizelge
3.8’deki kombinasyon diskleri g¢evresindeki zon, tek basina sefalosporin igeren diskin

inhibisyon zonuna kiyasla > 5 mm daha genis ise test pozitif olarak kabul edilmistir.

Cizelge 3.8. GSBL tarama testinde pozitif olan Enterobacteriaceae i¢in kullanilan GSBL

dogrulama yontemi

Yontem Antimikrobiyal ajan (disk icerigi) GSBL dogrulama kriteri
Sefotaksim (30 pg)
Kombinasyon disk  Sefotaksim (30 pg) + klavulanik asit (10 pg) Inhibisyon zonunda > 5 mm
difiizyon testi (KDT) Seftazidim (30 pg) artis

Seftazidim (30 pg) + klavulanik asit (10 pg)
Kaynak (UMS, 2015).

3.2.7.3. AmpC Tamimlama Testi

Tim Enterobacteriaceae izolatlarinda indiiklenebilen AmpC  aktivitesinin
belirlenmesinde Disk Yaklasim Teknigi uygulanmigtir. Plak merkezine 30 pg seftazidim
diski yerlestirilmistir. Merkezden 20 mm uzakliklarda 10 pug imipenem, 30 pg sefoksitin ve
20/10 pg amoksisilin- klavunalik asit diskleri yerlestirilerek 35 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras: seftazidim diski ile diger diskler arasinda bir kdrlesme veya
diizlesme olmast AmpC iiretimi pozitif olarak degerlendirilmistir (Tan ve ark., 2009; Gupta
ve ark., 2014).

3.2.7.4. AmpC Dogrulama Testi

AmpC aktivitesinin tespit edildigi Enterobacteriaceae izolatlarinda AmpC
aktivitesinin dogrulamasi kloksasilin ile ¢ift disk sinerji testi ile yapilmistir. CLSI nin
Onerisine gore 500 pg kloksasilin ihtiva eden diskten merkezden merkeze 2,5 cm mesafede
olacak sekilde seftazidim 30 pg ve sefotaksim 30 pg diskleri yerlestirilmistir. 35 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi sefalosporinlerden herhangi birinin kloksasiline
dogru goriilen zon genislemesi AmpC varligi olarak degerlendirilmistir (Mirelis ve ark.,
2006; Coskun ve Altanlar, 2012a).
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3.2.75. AmpC’ye Bagh GSBL Negatifligini veya GSBL’ye Bagh AmpC
Negatifligini Ortadan Kaldirilmasi

GSBL vel/veya AmpC negatif bulunan Enterobacteriaceae izolatlarinda AmpC’ye
bagli yanlis GSBL negatifligini veya GSBL’ye bagli yanlis AmpC negatifligini ortadan
kaldirmak i¢in boronik asit-klavulanik asit (BA-CA) yontemi kullanilmistir. Yonteme gore
0,5 McFarland bakteri siispansiyonun inokiile edildigi MHA plaklarmma Cizelge 3.9’de
verilen antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. 35 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildiktan
sonra zon ¢aplar1 degerlendirilmistir. Sefalosporin + CA+ BA diski etrafindaki inhibisyon
zon ¢apinin, sefalosporin + CA diski etrafindaki inhibisyon zon ¢apindan > 5 mm oldugunda,
test edilen izolatta fenotipik olarak pAmpC beta-laktamaz oldugu kabul edilmistir.
Sefalosporin + BA+ CA diski etrafindaki inhibisyon zon ¢apinin, sefalosporin + BA diski
etrafindaki inhibisyon ¢apindan > 5 mm olmasi durumunda, test edilen izolatin fenotipik
olarak GSBL pozitif oldugu kabul edilmistir (Coudron, 2005; Song ve ark., 2007; Coskun,
2011).

Cizelge 3.9. AmpC’ye bagli GSBL negatifligini veya GSBL’ye bagli AmpC negatifligini

ortadan kaldirilmasinda kullanilan antibiyotikler

Sefoksitin 30 pg

Sefoksitin 30 pg - Boronik asit (BA) 400 pg

Sefoksitin 30 pg - Klavulonat (CA) 10 ug

Sefoksitin 30 pg - Boronik asit 400 ug- Klavulonat 10 pg

3.2.8. GSBL Pozitif izolatlarimin Isisal Direnci

GSBL  aktivitesi  dogrulanmis  izolatlarin  1sisal  direnci  belirlenmistir.
Mikroorganizmalarin 1sisal direncini belirlemek igin izolatlar 10 mL Nutrient Broth (NB)’da
18-24 saatlik taze kiiltiir haline getirilmistir. Taze kiiltirler 90 mL’ lik %0, 1°lik peptonlu su
bulunan erlenlere ilave edilmis Ve steril tiiplere 5’er mL paylastirilmistir. Icerisinde sadece
5 mL %0,1 peptonlu su bulunan tiipe termometre konarak sicaklik kontrol tiipii olarak
kullanilmustir. Isil islem 55, 60 ve 65 °C’lerde 0, 5, 10, 20 ve 30 dakika su banyosunda
(Memmert, Almanya) uygulanmigtir. Belirlenen 1sil islem siiresi sonrasi tiipler su
banyosundan ¢ikarilarak 5 dk buz igerisinde tutularak oda sicakligina getirilmistir. Daha
sonra tiiplerden desimal diliisyonlar hazirlanarak PCA (Merck, Almanya) besiyerine dokme
plak yontemine gore ekim yapilmistir. Petriler 24-48 saat 37 °C’de inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi koloni sayimlari alinmistir (Unliitiirk ve Turantas, 2003;
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Spinks ve ark., 2006; Jin ve ark., 2008; Rajkowski, 2012).

Birinci derece kinetik modele gore inkiibasyon sonrasi canli mikroorganizma sayisinin
logaritma degerleri, zamana kars1 grafige aktarilmistir. Bigelow ve Esty (1920) tarafindan
Denklem 3.1’de belirtilen formile gore (-1/Egim) islemi kullanilarak D-degerleri
hesaplanmistir (Valladares, 2015). Yine en az ii¢ farkli sicakliga ait D degerlerlerinin
logaritmasi, zamana karsi1 grafige aktarilarak elde edilen grafigin egiminden (-1/Egim) z-
degerleri hesaplanmustir (Schaffner ve Labuza, 1997; Edelson-Mammel ve ark., 2004; Chen,
ve Hoover, 2004; Jin ve ark., 2008; Perez-Rodriguez ve Valero, 2013).

N [

log,y —= .
No D (3.1)

Burada; No: baslangi¢ hiicre sayis1 cfu/mL
N: maruz birakilan t zaman sonrasi yasayan hiicre sayis1 cfu/mL
D: desimal azalma zamani

t: uygulanan siire (dakika) olarak tanimlanmistir.

3.2.9. Istatistik Analiz

Istatistiksel analizlerde IBM SPSS Statistics 20 programi kullanilmistir (SPSS, 2011).
[statistiksel analiz yontemlerinde verilerin normallik dagilimi George ve Mallery (2010)
gore degerlendirilmistir. Normal siitler ile subklinik mastitisli siitlerin El, DN, TAMB, TKS,
protein, laktoz, YZKM ve mineral madde oranlari arasinda fark bagimsiz 6rneklem T-testi,
CMT degeri kategorik oldugundan dolayt CMT degerleri ile gruplar arasindaki iliski ki-kare
testi ve pH, SHS, DN, su ve yag oranlari arasinda fark normal dagilim gostermediklerinden
dolay1 nonparametrik test olan Mann-Whitney U testi ile arastirilmigtir. CMT degerlerine
gore 4 gruba ayirdigimiz ¢ig siitlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri arasinda fark
olup olmadig: ise tek yonlii Anova testi ile arastirilmistir. Varyans homojen olan analiz
sonuglarinda Anova test degeri, varyansi homojen olmayan degerlerde ise Welch testi
degerleri dikkate alinmistir. Gruplarin karsilastiriimasinda ise Tukey ve Games-Howell test
sonuglar1 kullanilmistir. Gozlem sayisi az oldugundan dolayt CMT 3 ve 4 gruplan
birlestirilerek istatistiksel analizlerin daha saglikli sonuglar vermesi saglanmistir. Miistahsil
¢cig siit orneklerinin fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikler arasinda korelasyon olup olmadigi

orneklerde herhangi bir gruplandirma yapilmaksizin degerlendirilmistir. EI, DN, TCS, TKS,
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CMT, protein, laktoz, YZKM ve mineral madde miktar1 degerleri normal dagilim
gosterdiginden dolay1 Pearson korelasyon katsayist hesaplanmis, pH, SHS, ilave edilmis su
miktar1 ve yag miktar1 normal olmayan dagilim gosterdiginden dolay1r Spearman korelasyon

katsayis1 hesaplanmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Cig Siit Orneklerinin Ozellikleri

4.1.1. Fiziksel Ozellikler, Kimyasal Ozellikler ve Biyolojik Ozellikler

Calismamizda 134 miistahsilin ¢ig siit drneklerinde pH, EI, DN ve CMT gibi fiziksel
ozellikleri, ilave edilmis su, yag, protein, laktoz, YZKM ve mineral madde orani gibi
kimyasal 6zellikleri ve toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 (TAMB), toplam koliform
grubu bakteri sayist (TKB) ve somatik hiicre sayis1 (SHS) gibi biyolojik 6zellikleri analiz

edilmistir. Orneklerin temel istatistik bilgileri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Miistahsil ¢ig siit 6rneklerinin bazi1 6zellikleri

Minimum Maksimum Ortalama + Standart
doger deger Hata Referans degerler
pH 5,73 7,03 6,75+0,01 **6,60-6,80
EI 4,38 7,6 5,8340,04 **<5 6
TAMB (log kob/mL) 4,41 9,14 6,88+0,07 *<5
TKB (log kob/mL) 0 8,4 4,62+0,14 -
CMT 0 4 240,12 **0
SHS 19.000 2.527.000 521.445+45.522 *< 500.000
DN -0,4855 -0,5999 -0,5296+-0,0020 **-0,545
% Su 0 6,6 0,58+0,11 0
% Yag 1,82 6,81 3,10+0,06 **0p 2,5- 6,0
% Protein 1,99 4,25 3,37+0,03 **05 2,9- 5,0
% Laktoz 3,97 6,18 4,99+0,03 **0 3,6- 5,5
YZKM 6,36 11,35 9,03+0,07 **en az 8,5
Mineral 0,34 0,82 0,64+0,01 **0% 0,6- 0,9

*Anonim, 2000, 2006, 2009; **Metin, 2005

Tiim ¢ig siit 6rneklerin pH degerleri 5,73-7,03 arasinda degisim gostermekle birlikte
ortalama pH degeri 6,75+0,01 olarak tespit edilmistir. Saglikli ¢ig inek siitiiniin pH degeri
6,60-6,80 degerleri arasinda oldugu kabul edilmektedir (Metin, 2005). pH degerlerinin
6,8’in ilizerinde olmasi mastitis hastaliginin veya noétralize edici madde katildiginin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. pH degeri 6,5’den kiiciik olmasi asitligin arttiginin

veya agiz siitii olmasinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Metin, 2005). pH degeri
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stit ve siit trlinlerinin bircok biyokimyasal olaylarini etkilemek ile birlikte temizlik ve
dezenfeksiyon islemlerini de etkilemektedir (Metin, 2005). Bu nedenden dolay: pH degeri
¢ig siit alimlarinda kontrol edilen énemli bir gosterge degeridir. Orneklerimizin % 4,5’ inin
pH degerlerinin 6,5 ten kiiciik oldugu, %44 iiniin pH degerinin 6,8’den biiyiik oldugu tespit
edilmistir.

Elektrik iletkenligi (EI) siitiin birlesimindeki iyon miktarina bagli olmakla birlikte
normal siit i¢in EI 25 °C de 4x10°-5,5x10" S/cm arasinda degismektedir (Metin, 2005).
Omeklerin %22,4’{iniin EI degeri 5,5x10° S/cm’ inden kiigiiktiir. Mastitisin siitte neden
oldugu Na ve Cl iyonu artis1 EI degerini yiikseltmektedir (Bastan ve ark, 1997). Ayrica soda
katilmasi, sicakhigm yiikselmesi ve asitligin artmas1 EI’ni yiikseltmektedir (Metin, 2005).
Cig siit orneklerinde EI’i degerleri 4,38-7,6 x10° S/cm arasinda degisim gdstermistir.
Ortalama EI’i degeri ise 5,83+0,04 x107 olarak hesaplanmustir.

Cig siitte toplam canli sayisi, Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (TGKY), Cig Siit ve Isil
Islem Gormiis igme Siitleri Tebliginde 30 °C’de < 5 logkob/mL (100 000 kob/mL) olarak
belirlenmistir. Orneklerimizin  TAMB degeri 4,41-9,14 logkob/mL aras1 degisim
gostermistir. Cig siit orneklerinde ortalama toplam canli sayisi ise 6,88+0,07 logkob/mL
olarak hesaplanmistir. Cig siit 6rneklerimizin TAMB sayilarinin tebligde verilen degerin
tizerinde oldugu belirlenmistir. Toplam canli sayis1 artisinin birgok nedeni olmakla birlikte
en 6nemli nedenleri; sagim, tagima, depolama ve iglem sirasinda hijyenin saglanmamasidir.
Ornek  degerlerimizdeki yiikseklik bizlere ornekleme yaptigimiz yerlerin hijyen
kosullarindaki zayiflig1 isaret etmektedir. Incelenen 6rneklerin 37°C’de yapilan TAMB
sayilarinin %0,8’inin 5 logkob/mL’den diisiik oldugu, %99,2’sinin ise 5 logkob/mL’den
yiiksek oldugu bulunmustur.

TKB sayisindan gida mikrobiyolojisinde  sanitasyon indikatorii  olarak
faydalanilmaktadir. Cig siitte koliform grubu bakterilerin varlig1 ve miktar1 sagim, tasima,
depolama ve islem sirasinda yetersiz hijyenik kosullarin varligini gdstermektedir (Unliitiirk
ve Turantas, 2003). TGKY, Cig Siit ve Isil Islem Goérmiis Igme Siitleri Tebliginde TKB
sayis1 igin herhangi bir smir deger sz konusu degildir. Orneklerimizin TKB sayis1 degerleri
0-8,4 logkob/mL aras1 degismektedir. Orneklerimizin ortalama TKB degeri 4,62+0,14
logkob/mL olarak tespit edilmistir. Orneklerin %32’sinin TKB sayilarinin 4 logkob/mL’den
diisiik oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda CMT degerlendirmelerinde negatif reaksiyon veren ornege O degeri
verilmistir. Farkli derecelerde ¢okelme veren drnekler ise 1: ¢ok az, 2: az, 3: orta, ve 4: fazla

olacak sekilde 4 farkli deger verilmistir. 2 ve lizeri deger alan 6rneklerin subklinik mastitisli
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sit olarak degerlendirilmistir (Bardakcioglu ve ark., 2011; Akdag ve ark., 2017).
Ormneklerimizin CMT degerleri 0-4 arasinda degismis ve ortalama 2+0,12 degerini
almislardir. Orneklerimizin %41’inde 2 (az miktarda) den az skor degerine sahip oldugu
tespit edilmistir. %29,3’1i 2 degeri, %21,1’inin 3 degerini ve %38,3 liniin 4 degerini aldig
tespit edilmistir.

Siitiin sentezlenmesi sirasinda kandan gelen ve memenin epitel hiicrelerinden ayrilan
hiicrelere somatik hiicre denir (Metin 2005). Mastitis varliginda toplam hiicre sayisinda bir
artis olmaktadir. TGKY, Cig Siit ve Isil islem Gormiis Igme Siitleri Tebliginde SHS <500
000 adet/mL olarak sinirlandirilmistir (Anonim, 2000). Calismamizda ¢ig siit 6rneklerimizin
SHS’s1 19 000 ile 2 527 000 arasi degismistir. Cig siit 6rneklerinin %64,7’sinin SHS
degerleri 500 000 adet/mL daha az oldugu, %35,32’sinin de bu degerin iizerinde oldugu
tespit edilmistir. Orneklerin ortalama SHS’si 521 445+45 522 olup TGKY ’de smir degerinin
tizerinde bir degerdir.

Normal kabul edilen bir inek siitiiniin donma noktasi1 (DN) —0.540 °C olarak kabul
edilmektedir (Metin, 2005). Siitiin donma noktasi, siitteki laktoz ve siit tuzlarinin
konsantrasyonuna bagli olup, siite su ilave edildiginde, nétralize edici madde ilave
edildiginde ve biyokimyasal olarak laktozun pargalanmasi ile bu deger degismektedir.
Degerdeki azalis siite su katildiginin, artis ise siite notralize edici yabanci maddelerin
katildiginin bir gostergesidir (Metin, 2005). Orneklerimizin DN’s1 -0,4855 ile -0,5999 aras1
degismistir.

Miistahsil ¢ig siit 6rneklerinde ana besin dgeleri olan yag, protein, laktoz ve mineral
madde miktarlarinin 6l¢iimii de yapilmistir. Normal inek siitlerinde yag oranimi % 2,5-6,0
olmasini beklemektedir. Yag oranin cins, mevsim, irk ve beslenme sekli gibi bir¢ok faktorler
etkilemektedir. Orneklerimizde ortalama yag oran1 % 3,10+0,06 olarak tespit edilmistir.

Protein miktar1t TGKY’de en az %2,8 olarak belirtilmistir. Orneklerimizin ortalama
protein miktart %3,37+0,03 hesaplanmistir. Protein oranimi hayvan cinsi, mevsim ve
beslenme olmak iizere bircok etkileyen faktdr mevcuttur. Orneklerimizin %8,5’inin kodekte
belirtilen degerden daha diisiik oranda protein icerdigi, % 91,5’inin protein igeriginin
%2,8’den yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Laktoz miktar1 normal siitlerde % 3,6-5,5 degismektedir. Orneklerimizde ortalama %
4,99+0,03 laktoz tespit edilmistir. Orneklerimizin ortalama laktoz degerleri kabul edilebilir
siirlarda tespit edilmistir.

Mineral madde orani ise % 0,6-0,9 arasinda degismekle birlikte ortalama mineral

madde oran1 % 0,64+0,01 olarak belirlenmistir. Yine orneklerimizin ortalama mineral
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madde miktarlart da kabul edilebilir degerlerde tespit edilmistir.

4.2. Subklinik Mastitisli Siitlerin Baz1 Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Calismamizin amaglarindan biride subklinik mastitisli siitlerin tiretime getirdigi riski
aza indirgemek amaciyla tespitinde kullanilabilecek Ol¢imii kolay parametrelerin
belirlenmesidir. Bu amacgla SHS ve CMT testleri ile subklinikli ve normal siitler olarak

ayirdigimiz siitlerin fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zellikleri karsilastiriimistir.

4.2.1. Somatik Hiicre Sayisina Gore “Normal Siit” ve “Subklinik Mastitisli Siit”
Gruplarinin Fizikokimyasal ve Biyolojik Ozelliklerinin incelenmesi

TGKY “Cig Siit ve Isil Islem Goérmiis Igme Siitleri Tebligi’nde yer alan, isletmelere
kabul edilecek ¢ig siitiin toplama sirasinda uymasi gereken standartlarda, SHS <500 000
adet/mL olarak verilmistir (Anonim, 2000). Calismamizda toplanan 134 miistahsil ¢ig siitleri
SHS <500 000 adet/mL olanlar “Normal siit”, SHS >500 000 olan miistahsil ¢ig siitleri ise
“Subklinik mastitisli siit” olarak gruplandirilmistir. Normal siitler ile subklinik mastitisli
stitlerin fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri arasinda fark olup olmadig ve fark var ise bu
farkin istatistiksel olarak 6nemli olup olmadig: arastirilmstir.

Normal siitler ile subklinik mastitisli siitlerin normal dagilim gosteren EI, DN, TAMB
sayisi, TKB sayisi, protein, laktoz, YZKM ve mineral madde oranlar1 gibi parametreleri
karsilastirilmistir. Gruplara ait ortalama degerler Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Normal siitler
ile subklinik mastitisli siitlerin EI, DN, TAMB sayis1, TKB sayis1, protein, laktoz, YZKM
ve mineral madde oranlari arasindaki farklar istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur
(p>0,05).
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Cizelge 4.2. SHS’e gore “Normal Siitler” ve “Subklinik Mastitisli Siitler” in normal

dagilim gosteren degiskenlerinin karsilastirilmasi

Degiskenler SHS’ye gore siit gruplari X+SE p degerleri
Normal siit 5,76+0,06
Ei 0,227
Subklinik mastitisli siit 5,85+0,06
Normal siit -0,5240+0,01
DN 0,479
Subklinik mastitisli siit -0,5271+0,00
TAMB Normal siit 7,03%£0,10
0,282
(log kob/ mL) Subklinik mastitisli siit 6,78+0,12
TKB Normal siit 4,97+0,17
0,852
(log kob/ mL) Subklinik mastitisli siit 4,46+0,22
Normal siit 3,35+0,04
% Protein 0,236
Subklinik mastitisli siit 3,40+0,04
Normal siit 4,98+0,03
% Laktoz 0,891
Subklinik mastitisli siit 4,99+0,04
Normal siit 9,01+0,09
% YZKM 0,381
Subklinik mastitisli siit 9,09+0,10
Normal siit 0,65+0,01
% Mineral 0,053
Subklinik mastitisli siit 0,63+0,02

X+SE: Ortalama + Standart hata

50



Cizelge 4.3. SHS’e gore “Normal Siitler” ve “Subklinik Mastitisli Siitler” in CMT

degerlerinin karsilastirilmasi

SHS’lere gore gruplar
Subklinik Toplam
CMT Degerleri Normal Siit Mastitisli Siit

0 23 (%95,8) 1 (%4,2) 24 (%100,0)

1 16 (%76,2) 5 (%23,8) 21 (%100,0)

2 22 (%068,8) 10 (%31,3) 32 (%100,0)

3 7 (9%29,2) 17 (%70,8) 24 (%100,0)

4 1(%11,1) 8 (%88,9) 9 (%100,0)
Toplam 69 (%62,7) 41 (%37,3) 110 (%100,0)

Normal siitlerin CMT test degerler: ile subklinik mastitisli siitlerin CMT degerleri

arasindaki fark istatistiksel (p<0,05) olarak énemli oldugu bulunmustur. Normal siitlerin

daha diisik CMT degeri aldigi, subklinikli siitlerin daha yliksek CMT degerleri aldig1

belirlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (Cizelge 4.3).

Normal siitler ile subklinik mastitisli siitlerin normal dagilim géstermeyen 6zellikleri

pH, su ve yag oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz iken (p>0,05). SHS

degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli ¢ikmistir (p<0,05). Bu iki grubun SHS

birbirlerinden farklidir ve bu fark 6nemli ¢ikmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. SHS e gore “Normal Siitler” ve “Subklinik Mastitisli Siitler” in normal

dagilim gostermeyen degiskenlerinin karsilastirilmasi

Degiskenler SHS’ye gore siit gruplari X+SE p degerleri
Normal siit 6,74 £ 0,02
pH 0,539
Subklinik mastitisli siit 6,75+ 0,02
Normal stit 0,47+0,11
% Su 0,518
Subklinik mastitisli siit 0,75+ 0,24
Normal siit 254.053 £ 15. 962
SHS 0,001
Subklinik mastitisli siit 999.476 + 86.051
Normal siit 3,04+0,07
% Yag 0,342
Subklinik mastitisli siit 3,19+0,12

X+SE: Ortalama + Standart hata
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4.2.2. California Mastitis Test Degerine Gore “Normal Siit” ve “Subklinik
Mastitisli Siit” Gruplarimin Fizikokimyasal ve Biyolojik Ozelliklerinin incelenmesi

CMT test degeri 2 ve lizeri olan miistahsil ¢ig siit 6rnekleri “Subklinik mastitisli siit”
2’nin altinda deger alan 6rnekler “Normal siit” olarak gruplandirilmistir. CMT degerlerine
gore olusturulmus bu iki grubun bazi Ozellikleri arasinda fark istatistiksel olarak
arastirilmistir. Yapilan normallik testine gore Ei, DN, TAMB, TKB, CMT, protein, laktoz,
YZKM ve mineral madde miktar1 degerleri normal dagilim gostermis, pH, SHS, su ve yag
miktar1 normal olmayan dagilim gostermistir. Normal dagilim gdsteren degisken
degerlerinin karsilastiriimasi Cizelge 4.5’de verilmistir. DN’lar1 arasindaki fark Cizelge’den

de goriildiigii gibi, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.5. CMT degerine gore “Normal Siitler” ve “Subklinik Mastitisli Stitler” in

normal dagilim gdsteren degiskenlerinin karsilastirilmasi

CMT degerlerine gore siit

Degiskenler X+SE p degerleri
gruplari

. Normal siit 5,73+0,07

EI 0,369
Subklinik mastitisli siit 5,78+0,05
Normal siit 6,98+0,13

TAMB sayist (logkob/mL) 0,865
Subklinik mastitisli siit 6,77+0,10

Normal siit -0,5229+0,00
DN 0,001
Subklinik mastitisli siit -0,5335+0,00

Normal siit 5,00+0,21

TKB saytst (logkob/mL) _ — 0,694
Subklinik mastitisli siit 4,47+0,17
. Normal siit 3,36+0,05

% Protein 0,337
Subklinik mastitisli siit 3,37+0,04
Normal siit 4,96+0,04

% Laktoz 0,283
Subklinik mastitisli siit 5,00+0,04
Normal siit 9,01+0,10

% YZKM 0,206
Subklinik mastitisli siit 9,03+0,10
. Normal siit 0,63+0,02

% Mineral 0,069
Subklinik mastitisli siit 0,64+0,01

X+SE: Ortalama + Standart hata
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Normal siit ile subklinik mastitisli siitlerin normal dagilim gostermeyen pH, SHS, %
su ve % yag oranlar1 karsilastirilmistir (Cizelge 4.6). Non parametrik bagimsiz drneklem
Mann-Whitney U testine gore pH, % su, SHS, % yag oranlar1 arasindaki farkin 6nemli olup
olmadigi arastirtlmistir. Gruplarin SHS degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak énemli

(p<0,05) bulunmustur.

Cizelge 4.6. CMT degerine gore “Normal Siitler” ve “Subklinik Mastitisli Siitler” normal

dagilim gostermeyen degiskenlerin karsilastirilmasi

Degiskenler SHS’ye gore siit gruplari X+SE p degerleri
Normal siit 6,75+ 0,20
pH 0,264
Subklinik mastitisli stit 6,77 £0,13
Normal siit 0,68 0,19
% Su 0,188
Subklinik mastitisli stit 0,52 +0,16
Normal siit 265 363 + 27 488
SHS 0,001
Subklinik mastitisli siit 738 444 £ 72 881
Normal siit 2,99+0,82
% Yag 0,209
Subklinik mastitisli siit 3,18+0,94

X+SE: Ortalama + Standart hata

4.2.3. CMT Degerlerine Gore Gruplandirilan Cig Siit Orneklerinin
Fizikokimyasal ve Biyolojik Ozelliklerin incelenmesi

SHS gore normal ve subkilinik mastitisli siit olarak iki gruba ayirdigimiz siitlerin CMT
degerleri arasindaki fark (bakiniz s.66) istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Bu farkin
o6nemli olmasindan dolayi ¢alismamizda ayrica CMT degerlerine gore 4 gruba ayirdigimiz
¢ig siitlerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozellikler arasinda farkin olup olmadigi

arastirilmistir. Istatsitiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.7°de gdsterilmistir.

53



Cizelge 4.7. CMT degerlerine gore gruplarin istatistiksel analiz sonuglari

Ortalama=SE
GRSgﬂLTARl % Mineral
TAMB sayist SHS DN Madde
0 6,76+0,20 AB* 204 500+30 416 A -0,5228+0,002 A 0,67+0,13 A
7,23+0,14 B 348 571+42 729 B -0,5231+0,004 AB 0,58+0,29 B
2 6,97+£0,13AB 506 938+63 439 B -0,5356+0,004 BC 0,61+0,18 B
3 6,56+0,13A 960 156116 938 C -0,5313+40,004 AC 0,66+£0,01 AB

*Harflendirme CMT gruplari arasinda her bir siitiin i¢in ayr1 yapilmistir.

Gruplar arasi TAMB sayist (p=0,024), % mineral madde oranlar1 ((p=0,06), SHS
degerleri (p=0,00), DN (p=0,02) arasindaki fark istatistiksel olarak 6énemli ¢ikmistir. TKB
sayis1, El, protein, % laktoz, % yag, % YZKM, %su ve pH degerleri arasindaki fark ise
istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Fakat bu gruplarin ortalama degerlerine
bakildiginda SHS diginda standart bir azalig veya artigtan bahsetmek miimkiin degildir.

SHS yiiksek olan siitiin kullanilmasinin birgok ¢esit inek peynirinde nem igerigini
arttirdig1 ve istenmeyen lezzet gelisimine neden oldugu ve pihtilagsma 6zeliklerinde olumsuz
etkilere neden oldugu belirlenmistir (Le Maréchal ve ark. 2011). Vianna ve ark. (2008)
tarafindan Cottage cheese peynirde yapilan ¢alismada SHS yiiksek olan peynirlerde protein
igeriginin, peynir veriminin diistiigli, nem igeriginin arttig1 bildirilmistir. Cooney ve ark.
(2000) tarafindan yapilan calismada Isveg tipi peynirde kullanilan siitiin yiiksek SHS’na
sahip olmasinin protein igeriginde diisiise, yag igeriginin ve peynir alti suyu proteinleri
miktarinda artisa neden oldugu, pH iizerinde ise bir etkisi olmadigi belirlenmistir.

Caligmamizda CMT degerlerine gore 4 gruba ayirdigimiz siitlerin DN’lar1 arasindaki
farkin istatistiksel olarak onemli oldugu, -0,5228 ile -,0,5356 arasinda degerler aldigi
belirlenmistir. Fakat Mitchell ve ark. (1989), Ayasan ve ark. (2011) ile Kasik¢1 ve ark.
(2012) CMT skorlarmin ve/veya subkilinik mastitisin DN iizerine etkisinin 6nemsiz
oldugunu bildirmislerdir. Zagorska ve Ciprovica (2013) ise laktoz konsantrasyonunun, siitiin
DN iizerine etkili oldugu, laktoz oraninda meydana gelen degisikliklerin siitin DN’m
etkileyecegini ifade etmislerdir. Calismamizda ise subkilinik mastitisli ve normal siitlerin

laktoz konsantrasyonlar: arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.
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4.3. Fiziksel, Kimyasal ve Biyolojik Ozellikler Arasindaki Tliski

Miistahsil ¢ig siit 6rneklerinin fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikler arasinda herhangi
bir iliski olup olmadig1 o6rneklerde herhangi bir gruplandirma yapilmaksizin
degerlendirilmistir. EIl, DN, TAMB sayis;, TKB sayisi, CMT, % protein, % laktoz, %
YZKM ve % mineral madde miktart degerleri normal dagilim gosterdiginden dolay1 Pearson
korelasyon katsayis1 hesaplanmis, pH, SHS, % Ilave edilmis su miktar1 ve % yag miktar1
normal olmayan dagilim gosterdiginden dolayr Spearman korelasyon katsayisi

hesaplanmistir. Cizelge 4.8 ve 4.9°da degiskenler aras1 korelasyon gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Normal dagilim gosteren fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler arasindaki

iliski

Ei TAMB TKB CMT Protein Laktoz YZKM Mineral

o EI 1
% TAMB sayist 0,159 1
; (log kob/ mL)
% TKB sayist 0,036 0,621 1
%”_’ (log kob/ mL)
; CMT 0,067 -0,166 -0,191 1
Z % Protein 0,009 -0,389™ -0,453" 0,034 1
E % Laktoz -0,044 -0,376™ -0,376™ 0,045 0,865™ 1
% YZKM 0,024 -0,418™ -0,446™ 0,024 0,970™ 0,947 1
% Mineral 0,314™ 0,032 0,309 0,027 -0,020 0,018 0,005 1

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir.
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir.

Pearson korelasyon katsayis1 < +0,50 olan degiskenlerin arasindaki iliski zayif olarak
degerlendirilmistir. TKB sayis1 ile TAMB sayis1 arasinda r = 0,621 pozitif yonde bir iliski
s0z konusudur. Cig siit 6rneklerimizde TKB sayisi arttikca veya azaldikga TAMB sayisinin
da arttig1 veya azaldigi anlamina gelmektedir. Yine 6rneklerimizin % laktoz oranlari ile %
protein oranlari arasinda r=0,865 pozitif yone bir iliski s6z konudur. Laktoz seviyesi yiliksek
olan siitlerimizin protein seviyesi de yiiksek bulunmustur. % laktoz orani ile TAMB say1s1
arasinda negatif zayif yonlii korelasyon (r= -0,376), % protein orani ile yine TAMB sayis1
arasinda negatif zayif yonlii korelasyon (r= -0,389) ve YZKM ile TAMB sayis1 arasinda
negatif zayif korelasyon (r= -0,418) tespit edilmistir. TAMB sayisi artan siitlerde subklinik

mastitis olgusu var olma olasilig yiiksektir. Mastitis olgusunun laktoz miktarinda azalisa
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neden oldugu fakat toplam protein ve yag icerigi hakkinda verilerin geliskili oldugu herhangi
bir egilim belirlenemedigi dnceki ¢alismalarda arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Le
Maréchal ve ark. 2011). Yine orneklerimizdeki TKB sayisi ile % protein, % laktoz ve %
YZKM bilegenleri arasinda negatif yonlii sirasiyla, -0.453, -0.376, -0.446 zayif korelasyon
s0z konusudur. % YZKM oranlari ile % laktoz oranlar1 arasindaki pozitif yonlii korelasyon
katsayist 1=0,947 olarak tespit edilmistir. Korelasyon yorumlarinda neden-sonug iligkisi
aranmamas1 gerektigi her zaman belirli bir nedenden kaynaklanmadigi ifade edilmistir
(Kose, 2012; Mendes, 2012). % laktoz oran1 fazla (az) olanlarda % protein oranlar1 da fazla
(az) oldugu, % YZKM oranin fazla (az) olan 6rneklerde % laktoz oraninda fazla (az) oldugu
belirlenmistir.

Malek dos Reis ve ark. (2013), subkilinik mastitisin laktoz, yagsiz kati madde ve
toplam kat1 bilesenlerin igerigini azalttigini, fakat yag ve protein bilesenleri arasinda bir fark
olmadigini tespit etmislerdir. Ayrica mastitise neden olan patojenlerin varligi protein, laktoz,
yagsiz kati madde ve toplam kati madde bilesimini etkilerken, yag bilesimini etkilemedigini
bildirmislerdir. Calismamizda TAMB sayis1 ve TKB sayisi degerleri ile protein, laktoz ve
Y ZKM miktarlari arasinda zayif (r<0,500) negatif yonlii korelasyon tespit edilmistir. Cig stit
orneklerimizde toplam canli ve toplam koliform sayis1 artarken, % protein, laktoz ve YZKM
miktarinin azaldig tespit edilmistir. Mikrobiyal faaliyet ile besin bilenlerinin pargalanmasi
beklenen bir sonugtur. Fakat besin bilesimlerindeki azalmay1 her zaman mikrobiyal faaliyet
yogunlugu ile baglanti kurmamiz dogru olmayacaktir. Cilinkii ¢ig siitiin besin bilesimini

etkileyen bircok etken s6z konusudur.

Cizelge 4.9. Normal dagilim gostermeyen fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler

arasindaki iliski

pH SHS DN Su Yag
pH 1,000
Spearman's korelasyon
katsay1s1 SHS 0,143 1,000
% DN 0,130 0,039 1,000
% Su -0,117 -0,002 -0,856™ 1,000
% Yag 0,027 0,130 0,240™ -0,206" 1,000

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir.
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir.
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Normal dagilim gostermeyen pH, SHS, DN, % yag ve % su degiskenleri arasinda
Sperman korelasyon katsayilart hesaplanmistir. DN ile % su orani arasinda r=-0,856 olarak
bulunmustur. DN degeri azaldikca % su (ilave edilmis su) arttigin1 veya DN arttikca % su
oranin azaldigi anlamima gelmektedir. Normal siitin DN’s1 —0,540 °C olarak kabul
edilmektedir. Siite su katildiginda bu degerin azalmakta oldugu ve ifade edilmistir (Metin,
2005).

Subklinik masititisin erken ve pratik teshisi igin bir¢ok arastirmaci hayvanin fizyolojik
Ozellikleri ve siitiin fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri ile ilgili ¢alisma yapmistir
(Atasever ve erdem, 2008; Giirbulak ve ark., 2009; Kasike1 ve ark., 2012; Dier ve ark., 2013;
ikiz ve ark., 2013; Ozdemir ve Kaymaz, 2013; Timurkan, 2014).

Timurkan (2004), Gérbulak ve ark. (2009), Atasever ve Erdem (2008) EI ve CMT
degerleri arasinda bir iliski tespit edemezken El’nin tek basina yeterli olmadigim ifade
etmislerdir. Ayrica Ozdemir ve Kaymaz (2013) CMT degerlerinin EI’ne gére daha giivenilir
sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Midleton ve ark. (2004) ¢iftliklerde CMT testinin SHS’yi
dolayli olarak belirleyen hizli, uygun maliyetli bir yontem oldugunu ifade etmislerdir. Diger
arastirmacilarda siit hayvanlarinin kontrol programinda meme hastaliginin varligini isaret
eden CMT testinin faydali olacagini bildirmislerdir (Sargeant ve ark., 2001; Dingwell ve
ark., 2003; Midleton ve ark., 2004; Bhutto ve ark., 2012).

Ozdemir ve Kaymaz (2013) CMT ile SHS artis1 arasinda, El ile SHS arasinda
korelasyon, Kasik¢1 ve ark. (2012) ve Bastan ve ark. (1997) da CMT, SHS, EI arasinda
istatistiksel olarak onemli (p<0,001) pozitif korelasyon tespit etmislerdir. Kasik¢1 ve ark.
(2012) CMT, SHS degerleri ile toplam canli sayis1 arasinda, Diler ve ark. (2013) SHS ile
toplam mikroorganizma yiikii arasinda pozitif yonlii korelasyon belirlemislerdir. Bhutto ve
ark. (2012) 240 inek tizerinde yaptiklart calismada CMT test skorlart ile subkilinik masititis
etmeni patojen mikroorganizma izolasyonu arasindaki iliskiyi istatistiksel olarak onemli
bulmuslardir (p<0,001). Kasike¢1 ve ark. (2012), mineral madde miktarlar1 ile CMT, SHS,
TCS, EI ve istatistiksel olarak énemli (p<0,001) pozitif korelasyon tespit etmislerdir. El
Zubeir ve ark. (2005) da mineral madde miktarlari ile subkilinik mastitis arasinda pozitif
yonlii korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Bastan ve ark. (1997) ise toplam protein laktoz,
El, CMT ve SHS arasinda herhangi bir iliski bulamamuslardir.

Bu ¢alismada da yapilan istatistiksel analiz sonucunda El ile % mineral madde miktar1
arasmnda zayif pozitif yonlii bir korelasyon (r=0,314) saptanirken Ei ve SHS arasinda

istatistiksel acidan 6nemli bir korelasyon bulunamamistir.
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4.4. Cig Siit ve Diger Orneklerde E.coli ve E.coli 0157 Varhiginin Arastirilmasi

Cig siit orneklerinin %13,2 (18/136)linde, tank 6rneklerinin %23,5 (4/17)’inde ve
isletme Orneklerinin %10 (2/20)’unda E.coli varlig1 tespit edilmis fakat yogun floresans
nedeni ile E.coli sayilar1 hesaplanamamustir.

E.coli O157 varliginin arastirilmasi ve dogrulanmasi analizleri sonucunda toplam 173
ornekte (136 Miistahsil ¢ig siit drnekleri, 17 siit toplama tanki ve 20 {retim noktasi)
arastirilmistir. Sadece bir miistahsil 6rneginde lateks agliitinasyon testi sonucu pozitif
reaksiyon vermistir. Buna gore Orneklerin %0,58 (1/173)’inde E.coli O157’i pozitif
bulunmustur. Miistahsil ¢ig siitlerinde ise %0,74 (1/136) oraninda tespit edilmistir.

E.coli glinimiizde halen ¢esitli gida kaynakli salginlarin nedeni olarak
raporlanmaktadir. Salginlara neden olan gida gruplarindan biride siit ve siit iriinleridir.
Patojen mikroorganizmalar ve toksinleri ile kontamine olmus siit ve siit {riinlerinin
tiketiminin neden oldugu zehirlenmeler ve enfeksiyonlar tiim Diinya’da halen siklikla
meydana gelmektedir. Demirel ve Karapinar (2002) Izmir de marketlerde ve pazarlarda
satilan 75 peynir 6rneginin %40’inda E.coli, %1,33 (1/75)’tiinde E.coli O157 tespit etmistir.
Oksiiz ve ark. (2004) 100 farkl1 ¢ig siit 6rnegini ve 50 salamurali beyaz peynir drneklerini
incelemislerdir. ~ Siitlerin %]1’inde, peynirlerin ise %4 iinde E. coli O157:H7 tespit
etmiglerdir. Akkaya ve ark. (2007) ise Afyonkarahisar’da tiiketilen ¢ig siit ve peynirlerde
E.coli O157:H7 varlig: arastirmiglardir. Cig siit ve beyaz peynirin her birinden 100’er adet
ornek incelenmistir. Cig siit 6rneklerinin 3’iinde (%3) ve peynir 6rneklerinin 1’inde (%1)
E. coli O157:H7 tespit etmislerdir. Orgii peynirinde (105 &rnek) ise %65,71 E.coli ve %7,62
E.coli O157:H7 bakteri tamimlanmistir (Vural ve ark, 2010).

Calisgmamizda 153 ¢ig siit 6rneginde arastirdigimiz E.coli O157 varligt %0,65 (1/153)
olarak tespit edilmistir. Bu oranda 6nceki ¢alismalara gore oldukga diisiik bir oran olmasina
ragmen, E.coli O157 pozitif ¢ig siit 6rneginin bulunmasi oldukga ciddi bir sorundur. Bir ¢ok
iilkede peynir yapiminda kullanilan siitiin yetersiz pastdrizasyon yapilmasi, ayrica starter
kiiltiirlin calismamas1 gibi sorunlardan dolayr peynirde insan sagligi icin risk olusturan
Brucella melitensis, Salmonella, E. coli 0157:H7, Listeria monocytogenes, S. aureus gibi
patojenlerin varlig1 arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Evrensel ve ark., 2003; Altun,

2011; Cagri- Mehmetoglu ve ark., 2011).
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45. GSBL Siipheli Enterobacteriaceae Izolatlarin Elde Edilmesi ve
Tanimlanmasi

Calismamizda isletme ve miistahsil 6rneklemesi 2 kez tekrarlanmistir. Toplamda 136
miistahsil ve 17 tanktan ¢ig siit 6rnekleri ve isletmenin peynir iiretim hattindan bolim
3.1.1°de yer alan 10 noktadan 2 kez 6rnekleme yapilmustir.

Toplanan 6rneklerden toplam koliform sayisini belirlemek i¢in ve E.coli varligini
arastirmak ic¢in Fluorocult Violet Red Bile Agar (F-VRB, Merck, Almanya) besiyerine
uygun diliisyonlardan ekim yapilmustir. Inkiibasyon sonrasi F-VRB petrilerinden &rnek
sayisini temsil edecek sayida kolonilerden HiCrome ESBL agara transfer edilmek iizere
alinmistir. Yine siit ve peynir drneklerinden C-EMB ve C-MAC agara yayma plak yontemi
ile ekim yapildiktan sonra inkiibasyon siiresi sonunda iireme olan plaklardan farkli
morfolojik 6zelliklere sahip kolonilerden de HiCrome ESBL agara transfer edilmek {izere
alimmistir. Ayrica E.coli O157 varligimi belirlemek igin kullanilan CT-SMAC besiyerinde
inkiibasyon siiresi sonunda seffaf koloni Ozelliklerine sahip izolatlardan da alinmustir.
Toplamda F-VRB, C-EMB, C-MAC ve CT-SMAC besiyerlerinden Enterobacteriaceae
stipheli 490 adet izolat alinmistir (Cizelge 4.11, 4.12).

490 adet Enterobacteriaceae siipheli izolat GSBL aktivitesinin 6n tarama testi ile
belirlenmesi i¢in HiCrome ESBL Agara ¢izilmistir. HiCrome ESBL Agar’a 500 mL agar
icin; ceftazidime 1,50 mg, cefotaxime 1,50 mg; ceftriazone 1,00 mg, aztreonam 1,00 mg,
fluconazole 5,00 mg antibiyotik iceren HiCrome ESBL Agar Supplementi (Himedia,
Hindistan) ilave edilmistir. GSBL aktivitesine sahip izolatlar antibiyotik katkisina karsi
HiCrome ESBL agarda mavi, mor renkte tireyerek tespit edilmistir. 490 adet izolatimizin
347 tanesi HiCrome ESBL agarda zayif ve giiclii tireme 6zelligi gostererek GSBL pozitif
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10, 4.11).
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Cizelge 4.10. Ornekleme alanlarindan elde edilen Enterobacteriaceae izolat sayilart

HiCrome ESBL Agarda

Ornekleme Alanlari Alman Izolat Sayisi . )
Ureyen Izolat Sayisi

Cakiroba Koyii 34 32
Yenice Merkez 27 27
Seyvan Koyii 37 22
Bekten Koyii 49 24
. Siit ToplamaTanki 31 Siit ToplamaTank1 11
Isletme . .

Uretim 37 Uretim 37
Cakiroba Koyii 2. tur 95 84
Bekten Koyii 2. tur 108 55
. Stit ToplamaTank1 33 Siit ToplamaTank1 24
Isletme 2. tur - .

Uretim 39 Uretim 31
TOPLAM 490 347

Cizelge 4.11. Izolat sayilarinin grup dagilimlar:

HiCrome ESBL Agarda

Ornekleme Alanlar Alinan izolat Sayist ) )
Ureyen Izolat Sayisi
Miistahsil 350 244
Siit Toplama Tanklar1 64 35
Isletme (Uretim) 76 68
TOPLAM 490 347

HiCrome ESBL agardan izole edilen 347 GSBL pozitif siipheli Enterobacteriaceae

izolat1 biyokimyasal ve morfolojik olarak incelenmistir. ilk inceleme sonucunda 347 adet

izolattan saf oldugu tespit edilen, gram (-), basil veya kokobasil ve oksidaz (-) olan 64 izolat

alinmistir.

64 (%18,44) izolat Cizelge 4.12°de gosterilen IMVIC, HoS iiretimi, hareketlilik test,
karbonhidrat fermantasyonu test sonuglarina gére Enterobacteriaceae familyasina ait cinsler
oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen 64 adet izolat Cizelge 4.13’de belirtildigi gibi cins
diizeyinde tamimlanmistir. 64 adet 33 tanesi Enterobacter spp. (%52), 13 tanesi Klebsiella

spp. (%20), 11 tanesi Citrobacter spp. (%17), 5 tanesi E.coli (%8), 1’er tanesi Shigella spp.

ve Edwardsiella spp. (%1,5) olarak belirlenmistir. Tanimlanan 64 izolatin 26 tanesi
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miistahsillerden (%41), 23 tanesi ¢ig siit toplama tanklarindan (%36) ve 15 tanesi (%23)

isletmeden elde edilen izolatlara aittir.

Cizelge 4.12. IMVIC ve bazi1 biyokimyasal test sonuglari

indol Metil Red Voges- proskauer — Sitrat H2Siiretimi Hareketlilik

Negatif izolat Sayis1 49 47 21 10 55 15
Pozitif izolat Sayist 15 17 43 54 9 49

Cizelge 4.13. GSBL siipheli Enterobacteriaceae tiirlerinin 6rnekleme yerlerine gore

dagilimi
n(%o)
Ornekleme Miktar Enterobacter Klebsiella Citrobacter E.coli Edwardsiella Shigella
Yerleri spp. spp. spp. spp. spp. spp.

Miistahsil 26 (%41) 10 (%38) 7 (%27) 6 (%23) 2 (%8) 0 (%0) 1 (%4)
Siit Topl
T‘;nkl‘;l;l“m 23 (%36) 13 (%57) 4 (%17) 3 (%13) 3 (%13) 0 (%0) 0 (%0)
isletme 15 (%23) 10 (%67) 2 (%13) 2 (%13) 0 (%0) 1 (%7) 0 (%0)

TOPLAM ?02 100) 33 (%52) 13 (%20) 11 (%17) 5 (%8) 1 (%1,5) 1 (%1,5)

Siit toplama tanklarinin bakteri yogunlugu diger aragtirmacilar tarafindan da arastirma
konusu olmustur. Straley ve ark. (2006) ve Berge ve ark. (2007) siit toplama tanklarinin
onemini ifade ederek Salmonella ve E.coli gibi enterik patojenlerin kaynagi olacagini
belirtmislerdir. Arastirmacilar tarafindan siit toplama tanklarinin halk sagligi agisindan ve
antibiyotik direncin yayilimi1 bakimindan izlenmesi gerektigini bildirilmis olmasina ragmen,
ancak son birka¢ yilda toplama tanklari arastirilmaya baslanmistir. Sudarwanto ve ark.
(2015) Endenozya, Azevedo ve ark. (2016), Portekiz, Decimo ve ark. (2016) Italya,
Odenthal ve ark. (2016) Almanya ve Ntuli ve ark. (2017)’da Giiney Afrika’daki siit toplama
tanklarin1 mikrobiyal yiklerini arastirmiglardir. Siit toplama tanklarmin 6nemini ifade

ederek Salmonella ve E.coli gibi enterik patojenlerin kaynagi olacagini belirtmistir.
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4.6. HiCrome ESBL Agarda GSBL Pozitif Olan Enterobacteriaceae izolatlarmin
Antibiyotik Duyarhhklar:

4.6.1. GSBL Aktivitelerinin Klasik Yontem ile Belirlenmesi

HiCrome ESBL agarda GSBL pozitif olan Enterobacteriaceae izolatlarinin GSBL
tiretimi fenotipik tarama test yontemlerinden disk diflizyon yontemi ile kontrol edilmistir.
Tiirkiye’nin yakin cevresi ile ortak calismalar yapabilmesi i¢in 2013 yili igerisinde
Tiirkiye’de  EUCAST  standartlarinin ~ kullanilmasimma  karar  verildiginden dolay1
calismamizda GSBL aktivitesi EUCAST dokiimanlarinda yer alan sinir degerler
kullanilmistir. Ayrica iilkemizde uzun yillar takip edilen CLSI sinir degerleri ile de
karsilastirilmasi yapilmistir. Sekil 4.1°de iki Enterobacteriaceae izolatinin disk difiizyon

testinde EUCAST ve CLSI sinir degerlerine gore bazi sefalosporinlere karst zon ¢aplari

degisimi gosterilmistir.
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Sekil 4.1. GSBL iiretimi pozitif izolat (soldaki sekil), negatif izolat (sagdaki sekil) larin bazi

sefalosporinlere karsi zon caplar1 6rnegi

64 GSBL Enterobacteriaceae izolatinin EUCAST ve CLSI simir degerlerine gore
antibiyotik duyarlilik test sonuglari sirasiyla miistahsil, siit toplama tanklart ve isletme
orneklerinde direngli (R), duyarli (S) olarak isaretlenerek Cizelge 4.15, 4.16 ve 4.17°de
gosterilmistir.

Miistahsil 6rneklerinde GSBL tarama testinde kullanilan en az bir antibiyotige direng
gosteren Ornekler Cizelge 4.14’te gosterilmistir. M17 (Enterobacter spp.) izolatinin sadece
EUCAST tablosunda yer alan seftazidim 10 ug (CAZ10)’¢ kars1 direngli oldugu fakat CLSI
tablosunda yer alan seftazidim 30 pg (CAZ30)’e kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. M26

62



(Enterobacter spp.) izolatinin ise EUCAST ve CLSI tablosundaki sefpodoksim 10 pg,
(CPD10), seftriakson 30 pug (CRO30), sefotaksim 5 pug (CTXS) ve sefotaksim 30 ug
(CTX30) direngli bulunmustur. Diger miistahsil izolatlar1 tiim antibiyotiklere kars1 duyarh
(S) bulunmustur. M26 (Enterobacter spp.) izolatimiz her iki standartta da benzer
antibiyotiklere diren¢ gostermistir. HiCrome ESBL agarda zayif lireme gdsteren izolatlardan
bazilarinin disk difiizyon testinde kullanilan antibiyotiklere duyarli oldugu tespit edilmistir.
Isletmeye islenmek iizere kdylerden getirilen siit toplama tanklarndan GSBL siipheli
olarak izole edilen Enterobacteriaceae izolatlarinin EUCAST ve CLSI’a gére GSBL tarama
testi sonucglar1 Cizelge 4.15°da gosterilmistir. Cizelgeye gore; T9 (Citrobacter spp.), T16
(Klebsiella spp.),T21 (E.coli) ve T23 (Enterobacter spp.) izolatlar1 EUCAST ve CLSI
tablosunda yer alan tiim antibiyotiklere karsi direngli bulunmustur. T17 (E.coli) ve T22
(E.coli) izolatlar1 ise sadece seftazidim 30 pg (CAZ30) karsi duyarlilik gostermistir. TS
(Enterobacter spp.) izolati EUCAST tablosunda CPD10, CTX5, CLSI tablosunda yine
CPDI10 antibiyotigine kars1 direng gostermistir. T6 (Enterobacter spp.) ise her iki tablodada
sadece CPD10 antibiyotigine karsi direng gostermistir. T11 (Enterobacter spp.) 6rnegi ise
CLSI tablosunda yer alan CTX30 antibiyotigine kars1 direngli bulunmustur. Diger tiim
orneklerin EUCAST ve CLSI’ye gore tiim antibiyotiklere duyarli oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.14. Miistahsil GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlarin antibiyotik

direnclerinin karsilagtirilmasi.

EUCAST CLSI
Kod CPD10 CAZ10 CTX5 CRO30 |CPD10 CTX30 CAZ30 ATM30 CRO30
M1  Citrobacter spp. S S S S S S S S S
M2  Citrobacter spp. S S S S S S S S S
M3  Klebsiella spp. S S S S S S S S S
M4 Citrobacter spp. S S S S S S S S S
M5  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M6  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M7  E.coli S S S S S S S S S
M8  Shigella spp. S S S S S S S S S
M9  Citrobacter spp. S S S S S S S S S
M10 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M11 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M12 Citrobacter spp. S S S S S S S S S
M13 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M14 Klebsiella spp. S S S S S S S S S
M15 Klebsiella spp. S S S S S S S S S
M16 Klebsiella spp. S S S S S S S S S
M17 Enterobacter spp. S R S S S S S S S
M18 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M19 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M20 E.coli 0157 S S S S S S S S S
M21 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
M22 Klebsiella spp. S S S S S S S S S
M23 Citrobacter spp. S S S S S S S S S
M24 Klebsiella spp. S S S S S S S S S
M25 Klebsiella spp. S S S S S S S S S
M26 Enterobacter spp. R S R R R R S S R

*CPD10: Sefpodoksim (Cefpodoxime) 10 pug, CAZ10: Seftazidim (Ceftazidime) 10 ug,
CTX5: Sefotaksim (Cefotaxime) 5 pg, CRO30: Seftriakson (Cetriaxone) 30 pug, CTX30:
Sefotaksim (Cefotaxime) 30 pg, CAZ30: (Seftazidim) Ceftazidime 30 pg, ATM30:
Aztreonam (Aztreom) 30 pg.
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Cizelge 4.15. Siit toplama tanklar1 GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlarin antibiyotik

direnclerinin karsilagtirilmasi.

EUCAST CLSI
Kod CPD10 CAZ10 CTX5 CRO30|CPD10 CTX30 CAZ30 ATM30 CRO30
Tl Klebsiella spp. S S S S S S S S S
T2 Citrobacter spp. S S S S S S S S S
T3 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T4 Citrobacter spp. S S S S S S S S S
T5 Enterobacter spp. R S R S R S S S S
T6 Enterobacter spp. R S S S R S S S S
T7 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T8 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T9 Citrobacter spp. R R R R R R R R R
T10  Klebsiella spp. S S S S S S S S S
T11  Enterobacter spp. S S S S S R S S S
T12  Enterobacter spp. S S S S S S, S S S
T13  Klebsiella spp. § S S S S S S S S
T14  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T15  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T16  Klebsiella spp. R R R R R R R R R
T17  E.coli R R R R R R S R R
T18  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T19  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T20  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
T21 E.coli R R R R R R R R R
T22 E.coli R R R R R R S R R
T23  Enterobacter spp. R R R R R R R R R

*CPD10: Sefpodoksim (Cefpodoxime) 10 pug, CAZ10: Seftazidim (Ceftazidime) 10 pug,
CTX5: Sefotaksim (Cefotaxime) 5 ug, CRO30: Seftriakson (Cetriaxone) 30 ug, CTX30:
Sefotaksim (Cefotaxime) 30 pg, CAZ30: (Seftazidim) Ceftazidime 30 pg, ATM30:
Aztreonam (Aztreom) 30 pg.
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Isletme 6rneklerinden elde edilen GSBL pozitif Enterobacteriaceae izolatlari, isletme
giriginde yer alan siit kabul tankindan, 1s1l islem uygulanan siitten, peynir teknesine gelen
plastik boru ¢ikisindaki siitten, peynir teknesi i¢indeki pastorize siitten, peynir teknesindeki
mayalama sonrasi pihtidan, peynir teknesindeki mayalama sonrasi baskidan ¢ikan tuzsuz
peynirden, peynir teknesinde bir gece salamurada bekletilmis peynirden, tenekelere aktarilan
peynirden ve olgunlastirma asamasindaki peynirden alinan 6rneklerden elde edilmistir.

Isletme izolatlarinin disk difiizyon ydntemi ile GSBL tarama test sonuglar Cizelge
4.16°de gosterilmistir. Sonuglara gore; 12 (Enterobacter spp.), i4 (Enterobacter spp.) ve i6
(Edwardsiella spp.) EUCAST ve CLSI tablosunda yer alan tiim antibiyotiklere direng
gostermistir. 18 (Enterobacter spp.) izolat1 ise EUCAST tablosunda yer alan CTX5
antibiyotigine diren¢ CLSI tablosundaki CTX30’a duyarlilik gdstermistir. 111 (Enterobacter
spp.) izolatit EUCAST tablosunda yer alan CAZ10 antibiyotigine direng, CLSI tablosunda
yer alan CAZ30 antibiyotigine duyarlilik gostermistir.

Calismamizda miistahsil, ¢ig siit toplama tanklar1 ve isletme 6rneklerinden elde edilen
GSBL pozitif oldugu diisiiniilen Enterobacteriaceae izolatlarinda yapilan antibiyotik
duyarlilik testlerinde EUCAST ve CLSI sinir degerleri karsilastirilmistir. Sonug olarak her
iki standartta da benzer antibiyotikler olmakla birlikte 6rneklerin en fazla farklilik gosterdigi
antibiyotiklerin EUCAST’ta CTXS5 ve CAZI10 oldugu CLSI’da ise CTX30 ile CAZ30
oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin yiiksek konsantrasyonda antibiyotik igeren disklere
direng gosterirken, diisiik konsantrasyonda antibiyotik iceren disklere duyarli oldugu
belirlenmistir. Bu asamada hangi standart ve antibiyotiklerin tercih edilece§i 6nem
tasimaktadir. Orneklerde uygulanacak antibiyotik standartlarinda hangisinin kullanilmasi
gerektigi konusunda halen belirsizlik s6z konusudur.

Arastirmacilar son yillarda EUCAST 1n laboratuvar is yiikiinii kolaylastirdigi, klinik
simir degerlerin yani sira epidemiyolojik esik degerlerin yabanil (wild type) kokenli
mikroorganizmalar hakkinda bilgi edinmeyi sagladigi, erisiminin daha kolay oldugu ve
tilkemiz cografi yakinligi ve politikalar1 agisindan CLSI’1n yerine tercih edilmesinin uygun
oldugu ifade edilmistir (Soyletir, 2013).
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Cizelge 4.16. Isletme GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlarm antibiyotik

direnclerinin karsilastirilmasi

EUCAST CLSI
Kod CPD10 CAZ10 CTX5 CRO30|CPD10 CTX30 CAZ30 ATM30 CRO30
i1 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
2 Enterobacter spp. R R R R R R R R R
i3 Citrobacter spp. S S S S S S S S S
i4 Enterobacter spp. R R R R R R R R R
is Citrobacter spp. S S S S S S S S S
i6 Edwardsiella spp. R R R R R R R R R
7 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
i8 Enterobacter spp. S S R S S S S S S
9 Enterobacter spp. S S S S S S S S S
[10  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
i11  Enterobacter spp. R R R R R R S R R
i12  Enterobacter spp. S S S S S S S S S
13 Klebsiella spp. S S S S S S S S S
i14  Klebsiella spp. S S S S S S S S S
i15  Enterobacter spp. S S S S S S S S S

*CPD10: Sefpodoksim (Cefpodoxime) 10 pug, CAZ10: Seftazidim (Ceftazidime) 10 pg,
CTX5: Sefotaksim (Cefotaxime) 5 ug, CRO30: Seftriakson (Cetriaxone) 30 ug, CTX30:
Sefotaksim (Cefotaxime) 30 pg, CAZ30: (Seftazidim) Ceftazidime 30 pg, ATM30:
Aztreonam (Aztreom) 30 pg.
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Elde edilen 64 GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatina uygulanan GSBL tarama
testi sonuglarina gore en az bir antibiyotige direncli izolatlar Cizelge 4.17°de verilmistir.

Toplam 16 adet Enterobacteriaceae izolati GSBL tarama testi sonucu pozitif olarak
degerlendirilmistir. Direng gosteren izolatlarin %12,4 (2 adet) miistahsillere ait 6rneklere,
%56,3 (9 adet)’i siit toplama tanki 6rneklerinden elde edilen izolatlara, %31,3 (5 adet)’i

isletme izolatlarina aitttir.

Cizelge 4.17. En az bir antibiyotige duyarlilik gésteren Enterobacteriaceae izolatlar

Miistahsil 6rnekleri Siit toplama tank 6rnekleri  Isletme 6rnekleri

T5 Enterobacter spp.
T6 Enterobacter spp.

T9 Citrobacter spp. I2 Enterobacter spp.
T11 Enterobacter spp. [4 Enterobacter spp.
M17 Enterobacter spp. d 4 ]
T16 Klebsiella spp. 16 Edwardsiella spp.
M26 Enterobacter spp. i .
T17 E.coli I8 Enterobacter spp.
T21 E.coli 11 Enterobacter spp.
T22 E.coli
T23 Enterobacter spp.
2 (%12,4) 9 (%56,3) 5 (%31,3)

GSBL tarama test sonucu pozitif kabul edilen Enterobacteriaceae izolatlarinin tiir
diizeyinde dagilimi Cizelge 4.18’da gosterilmistir. Tarama testi pozitif ¢ikan 16 adet izolatin
%62,5’i Enterobacter spp. (10 adet), %18,8’i E.coli (3 adet) ve % 6,3 oraninda da
Citrobacter spp. (1 adet), Edwardsiella spp. (1 adet), Klebsiella spp. (1 adet) olarak

tammlanmastir.

Cizelge 4.18. EUCAST ve CLSI sinir degerlerine gore en az bir antibiyotige direng

gosteren suglarin cins dagilimlari

Enterobacteriaceae Say1 (%)
Enterobacter spp. 10 (62,5)
Citrobacter spp. 1(6,3)
Edwardsiella spp. 1(6,3)
Klebsiella spp. 1(6,3)
E.coli 3(18,8)
Toplam 16 (100)

68



4.6.2. GSBL Aktivitesi Dogrulama Sonuclari

GSBL aktivitesinin in vitro olarak klavulanik asit ile inhibisyonu temelli fenotipik
yontemlerden Ulusal Mikrobiyoloji Standartlart GSBL Saptama ve Karbapenemaz Testleri
Prosediiriinde yer alan Kombinasyon Disk Testi (KDT) kullanilmistir (UMS, 2015). GSBL
dogrulama KDT, GSBL tarama testinde en az bir antibiyotige direng gosteren 16 adet izolat

icin gerceklestirilmigtir. Sekil 4.2 KDT sonuglar1 negatif ve pozitif olan izolatlar

gosterilmistir.

CTX30 \ \
czcao }

Sekil 4.2. GSBL aktivitesi drulama (kombinasyon disk dizyong;('intemi) testi negatif
(soldaki sekil) ve pozitif (sagdaki sekil) sonuglara sahip bazi izolatlar

16 izolattan 7 (%43,8) tanesinin GSBL aktivitesi KDT yontemine gore dogrulanmustir.
Toplam alinan izolat sayisina gore elde edilen GSBL Enterobacteriaceae orami %1,43
(7/490), Hicrome ESBL agardan elde ettigimiz GSBL siipheli Enterobacteriaceae sayisina
gore GSBL aktivitesi dogrulanmis izolat oran1 %2,02 (7/347) ve biyokimyasal testler ile
Enterobacteriaceae  oldugu tamimlanmis izolat sayisina gore GSBL  pozitif
Enterobacteriaceae orani ise %10,94 (7/64) olarak tespit edilmistir.

64 adet GSBL pozitif Enterobacteriaceae izolatlarindan 7 (%10,9) tanesinin
dogrulanmis GSBL aktivitesine sahip oldugu saptanmistir. Bu izolatlarin 5 tanesi tank
ornekleri (%71,43) ve 2 tanesi ise isletme Orneklerine (%28,73) aittir. Cizelge 4.19 ve
4.20’de GSBL aktivitesi dogrulanan 6rneklerin biyokimyasal testler ve API 20E test kiti ile
cins ve tir bazinda dagilimi gosterilmistir. GSBL aktivitesi dogrulanmis Orneklerin
biyokimyasal testler ile 3 tanesi E.coli, 2 tanesi Enterobacter spp. ve 1’er taneleri ise
Klebsiella spp. ve Edwardsiella spp. olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.19. GSBL aktivitesi dogrulanmis suslarin cins ve tiir tanimlamalari

IMVIC ve baz biyokimyasal

API 20E’e tanimlama testine gore

izolat Kodlar1 testlere gore GSBL aktivitesine GSBL aktivitesine sahip izolatlarin
sahip izolatlarin cins ve tiirleri cins ve tiirleri

T16 Klebsiella spp. Klebsiella pneumia subsp. ozonae

T17 E.coli E.coli

T21 E.coli E.coli

T22 E.coli E.coli

T23 Enterobacter spp. E.coli

i4 Enterobacter spp. Enterobacter cloacae

i6 Edwardsiella spp. E.coli

Cizelge 4.20. GSBL aktivitesi dogrulanmis suslarin cins ve tiir oranlari

IMVIC ve bazi API 20E’e

biyokimyasal tanimlama testine

testlere gore GSBL gore GSBL

o . n(%) r 4 . n(%)

aktivitesine sahip aktivitesine sahip

izolatlarin cins ve izolatlarin cins ve

tiirleri tiirleri

E.coli 3(%43) E.coli 5(%72)

Klebsiella spp. 1(%14) Enterobacter cloacae  1(%14)
Klebsiella pneumia

Enterobacter spp. 2(%29) 1(%14)
subsp. ozonae

Edwardsiella spp. 1(%14)

Toplam 7(%100) Toplam 7(%100)

GSBL aktivitesi dogrulanmis izolatlarin 6rnekleme yerlerine gore dagilimi Cizelge

4.21’de gosterilmistir. Bu 6rneklerden %711 ¢ig siit tank 6rneklerine ait iken %29°u peynir

tiretim hattindan alinan isletme 6rneklerine aittir. Miistahsil gligiimlerinden alinan ¢ig siit

orneklerinde elde edilen herhangi bir Enterobacteriaceae izolatinin GSBL aktivitesi KDT ile

dogrulanmamustir.
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Cizelge 4.21. GSBL aktivitesi dogrulanan Enterobacteriaceae izolatlarinin 6rnekleme

yerlerine gore dagilimi

GSBL aktivitesi HiCrome ESBL Almnan Tiim
< Tanmimlanns .. -
. dogrulanms - agardan iireyen Enterobacteriaceae
Ornekleme - Enterobacteriaceae - . .
erleri En_terobacterlaceae izolatlarndaki Enterobacteriaceae _ siipheli
Y izolatlarindaki siipheli izolatlardaki
oran . .
oran izolatlardaki oran oran
Miistahsil 0 0/26 (%0,00) 0/244 (%0,00) 0/350 (%0,00)
Siit Toplama 5/7 (%71,43) 5/23 (%21,74) 5/35 (%14,29) 5/64 (%7,81)
Tanklar1
Isletme 2/7 (%28,57) 2/15 (%13,33) 2/68 (%2,94) 2/76 (%2,63)
TOPLAM 7 (%100) 7164 (%10,94) 71347 (%2,02) 71490 (%1,43)

Tiirkiye’de yapilan calismalarda siit ve peynirlerden izole edilen GSBL pozitif
Enterobacteriaceae cinsleri %17 ile %35 arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir.
Gundogan ve Yakar (2007), ¢ig siit ve peynir 6rneklerinde %34,9 (15/43) oraninda GSBL
pozitif Klebsiella spp. belirlemislerdir. Calismamizda GSBL pozitif 7 adet izolattan 1 tanesi
(%14) Klebsiella spp. olarak tanimlanmistir. Giindogan ve Avci (2013) Ankara’da
piyasadan topladigi, siit ve peynir 6rneklerinden elde ettigi 48 adet Enterobacreriaceae
izolatlarmin %23 (11/48)’tinii GSBL pozitif bulmuslardir. Calismamizda ise 64 adet GSBL
stipheli Enterobacteriaceae izolatin %10,4 (7/64)’tintiin GSBL pozitif oldugu dogrulanmistir
ve daha diisiik bir oranda oldugu tespit edilmistir. Kiirekci ve ark. (2016) Tirkiye’deki
peynirlerde %13,8 oraninda GSBL pozitif E.coli tespit etmislerdir.

Peynir iiretim agamalarindan aldigimiz toplam 76 izolatin %2,63 (2/76)’iiniin GSBL
pozitif oldugu tespit edilmistir. Ozadam ve Ozpinar (2016), 83 adet peynir 6rneginden elde
ettigi 18 adet E.coli ve Klebsiella spp. susunun %50 (9/18)’sini GSBL pozitif olarak tespit
etmiglerdir. Calismamizda GSBL pozitif suslarin % 60 (3/5)’1 E.coli, % 7,69 (1/13)’u
Klebsiella spp. olarak belirlenmistir. Tekiner ve Ozpinar (2016) ise piyasadan toplanan 150
adet ¢ig siit ve peynir 6rneklerinde %17 (26/150) oraninda GSBL pozitif Enterobacteriaceae
izolasyonu yapmuslardir.

Calismamizda toplam 173 6rnek incelenmis olup %4,05 (7/173)’inden GSBL pozitif
izolat elde edilmistir. Bu ¢alismada onceki calismalara gore daha diisiik oranlarda GSBL
pozitif Enterobacteriaceae bulmamizin nedeni dnceki ¢alismalarda 6rneklerin farkli piyasa
kosullarindan toplanmasi, ¢alismamizin ise {retim hattindan alman orneklerde
gerceklestirilmesi olabilir. Uretim sonras1 depolama, tasima ve satis asamalarinda olabilecek

kontaminasyonlar diisiintildiigiinde piyasadan toplanan 6rneklerde elde edilen GSBL pozitif
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izolatlarin oraninin daha yiiksek olmasi1 beklenen bir sonugtur.

Dias ve ark (2012) ise Rio de Janeiro da ticari olarak satilan Minas yumusak
peynirlerden izole ettikleri E.coli suslarmin seftazidim ve sefotaksime %100 duyarli
oldugunu bulmuslardir ve izolatlarin GSBL aktivitesini negatif olarak ifade etmislerdir.
Ahmed ve Shimamoto, (2015) Misir’da 800 adet siit ve siit liriinleri drneginden 29 adet
STEC O157:H7 izole etmis, 19 izolatta (%65,5) beta-laktamaz geni oldugunu
bildirmislerdir. Vrabec ve ark. (2015) tarafindan taze Slovak peynirinden izole edilen E.coli
izolatlarinin %42,22’sinde GSBL iiretiminin pozitif oldugunu bulmuslardir. Odenthal ve
ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada toplama tanklarinda sefotaksim direngli GSBL siipheli
Enterobacreriaceae’lar1 %9,5 (82/866) oraninda tespit etmislerdir. Bu g¢alismada ise
toplama tanklarindan alinan 64 izolatin %54,69 (35/64)’ti GSBL siipheli, %7,81 (5/64)’1 ise
GSBL pozitif olarak tespit edilmistir. Diger ¢alismalarda elde edilen sonuclar ile bu
caligmadaki oranlar benzerdir. Fakat iilkemizde siit toplama tanklarma yonelik diger
calismalar eklendiginde iilke bazinda karsilagtirmalar yapilabilir.

Ntuli ve ve ark. (2017) Giiney Afrika’nin farkli bolgelerinden ¢ig ve pastorize siit
toplama tank Orneklerinden izole edilen 121 E.coli’nin %97,5’inin sefotaksime duyarli,
%66,1’inin sefpodoksime direngli oldugunu tespit etmislerdir. Izolatlarin %3,3 {inde GSBL
tiretimi tespit edilmistir. Daha 6ncedeki ¢alismalarda siit toplama tanklarinin kontroliiniin
onemi vurgulanmistir (Straley ve ark., 2006; Berge ve ark., 2007; Sudarwanto ve ark., 2015;
Azevedo ve ark., 2016; Decimo ve ark., 2016; Odenthal ve ark., 2016;Ntuli ve ark., 2017).

Calismada GSBL aktivitesi pozitif 6rnek oran1 %4,05 (7/173) olarak belirlenmistir. Bu
sonucun siit ve siit {iriinlerini kapsayan ve piyasa taramasi olarak Tekiner ve Ozpar (2016),
Odenthal ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmalarin sonuglarindan az oldugu tespit
edilmigtir. Piyasa taramasi seklinde yapilan 6rnekleme sonucu GSBL aktivitesi arastirilan
slit ve siit Uirlinlerinde oranlarin yliksek ¢ikmasinin en 6nemli nedeni, {riinlerin iretim
sonrasi tasima ve depolama gibi agsamalarda kontamine olma olasiliginin olmasidir.
Calismamizda peynir iiretim siireci ele alinmis ve depolama, paketleme ve satis gibi iiretim
sonrasindaki agamalarda olabilecek kontaminasyonlar bertaraf edilmistir. Arastirmalardaki
ornekleme yontemlerini ve sonuglart karsilagtirdigimizda siit ve siit {irinlerinin iretim
sonrasi kontaminasyonun daha fazla oldugunu ve tiretim sonrast GSBL aktivitesine sahip
mikroorganizmalar ile kontaminasyonun en 6nemli kaynaginin tastyicist olan insanlarin
oldugunu diisiinmemiz yanlis olmayacaktir. Kesin bir yargiya varilmasi i¢in liretim hatti
caligmalar1 diinyada ve iilkemizde arttirilmalidir. Bunu yani sira 6rnek alinan bdlgenin sinirl

olmasi sonuclarida etkilemis olabilir.
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4.6.3. AmpC Aktivitesi Sonuclari

AmpC beta-laktamazlar GSBL’lere gore daha az yaygin olmakla beraber, daha genis
bir antibiyotik direng profili sergilemeleri agisindan 6nemlidir (Black ve ark., 2005; Sar1 ve
ark., 2013). Indiiklenebilir AmpC beta-laktamaza sahip bakteriler tedavide basarisizliga ve
infeksiyonlarda mortalite artisina neden olduklart igin, gram negatif bakterilerin
indiiklenebilir beta-laktamaz (IBL) aktivitesi yoniinden de tetkik edilmesi gerektigi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Coskun ve Altanlar, 2012b; Ocal, 2012; Gupta ve
ark., 2014). Bu caligmada 64 adet GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlarinda AmpC
beta-laktamaz akvitesi fenotipik olarak arastirilmistir. Sekil 4.3’te goriildiigii gibi seftazidim
10 pg (CAZ10) zonunun imipenem 10 pg (IMP10) diski yoniine bakan kisminda goriilen

diizlesme gosteren izolatlarin AmpC beta- aktamaz aktivitesi pozitif olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.3. AmpC beta-laktamaz aktivitesi tarama testi pozitif (séldaki sekil) ve negatif

(sagdaki sekil) izolatlar

64 GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlarinin 31 (%48.,4) tanesi AmpC beta-
laktamaz On tarama analizinde pozitif reaksiyon vermistir. AmpC beta-laktamaz fenotipik
tarama testi pozitif olan 6rneklerin 13 (%42)’linti siit toplama tanki 6rneklerinden elde edilen
izolatlar olusturmustur. AmpC beta-laktamaz pozitif 31 adet Enterobacteriaceae izolatlarinin
cins diizeyindeki dagilimi Cizelge 4.22°de gosterilmistir. Pozitif izolatlarn 23’1
Enterobacter spp. (%74,2), 5’i Citrobacter spp. (%16,1), 2’si Klebsiella spp. (%6,5) ve 1’i
de E.coli (%3,2) olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.22. AmpC beta- laktamaz pozitif Enterobacteriaceae izolatlarinin cins diizeyinde

dagilim1 ve % oranlari

Siit toplama Toplam AmoC +
Miistahsil AmpC + tanklar1 AmpC + isletme AmpC + P P
n (%) n (%) n (%) n (%)

Enterobacter spp. 5 (55,6) 11 (84,6) 7(77,8) 23 (74,2)
Citrobacter spp. 2 (22,2) 1(7,7) 2(22,2) 5(16,1)
E.coli 1(11,1) 0(0,0) 0(0,0) 1(3,2)
Klebsiella spp. 1(11,2) 1(7,7) 0(0,0) 2 (6,5)
Toplam 9 (100,0) 13 (100,0) 9 (100,0) 31 (100,0)

+: pozitif

4.6.4. AmpC Aktivitesi Dogrulama Sonuclari

AmpC beta-laktamaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilen suslarin, AmpC beta-
laktamaz aktivitesi ikinci bir yontem ile dogrulanmistir. CLSI’nin 6nerisine gore kloksasilin
ile ¢ift disk sinerji testi uygulanmistir. Sekil 4.4’te gosterildigi gibi test yonteminde
kullanilan sefalosporinlerden herhangi birinde kloksasiline dogru goériilen zon genislemesi
AmpC beta-laktamaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Mirelis ve ark., 2006;
Empel ve ark., 2008; Coskun, 2011; Coskun ve Altanlar, 2012b). On tarama testinde AmpC
beta-laktamaz aktivitesi gosteren 31 adet izolatin 27 (%97,1) tanesi ¢ift disk sinerji testi ile
dogrulanirken, 4 izolat (%12,9) dogrulanmamistir. AmpC beta-laktamaz aktivitesi
dogrulanmayan izolatlar; M20 (E.coli O157), T19 (Enterobacter spp.), T23 (Enterobacter
spp.) ve 17 (Enterobacter spp.) izolatlardir.

Calismamizda toplam alinan 490 adet izolatin %5,5’inde, GSBL aktivitesi HiCrome
ESBL agarda tespit edilen 347 izolatin %?7,8’inde, biyokimyasal testleri ile
Enterobacteriaceae olarak tanimlanan 64 adet izolatin ise %42,2’sinde AmpC beta-laktamaz

aktivitesi dogrulanmistir. Sonuglar Cizelge 4.23’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. AmpC beta-laktamaz aktivitesi dogrulama testi pozitif (soldaki sekil) ve negatif
(sagdaki sekil) izolatlar

Toplam 490 izolattan %5,51 (27/490)’inde, 173 &rnekten %15,61 (27/173)’inde
AmpC beta-laktamaz aktivitesi fenotipik olarak iki farkli yontem ile tespit edilmistir. GSBL
aktivitesi oranlar1 sirasiyla %1,42 (7/490) ve %4,05 (7/173) olarak belirlenirken, AmpC
beta-laktamaz aktivitesi daha yiiksek oranlarda tespit edilmistir. AmpC {iretiminin fazla
olmasi1 GSBL iiretimini baskilayabilmektedir (Song ve ark., 2007).

Amerika’da mastitisli hayvanlardan izole edilen 135 adet E.coli izolatinin %94,1
(127)’inin GSBL pozitif oldugu, %91,1 (123)’inin ampC geni tasidigr tespit edilmistir.
Almanya’daki siit ve et ¢iftliklerinden elde edilen 598 izolattin %32,8’inin (196) GSBL
pozitif E.coli oldugu, bu 196 izolatin %23,5 (46 adet)’inin ampC geni tagidig1 belirlenmistir
(Schmid ve ark., 2013). 42 adet E.coli, 22 adet Klebsiella pneumoniae klinik izolatlarindan
sadece E.coli izolatlarmin %19’u (8 adet) fenotipik olarak ampC pozitif bulunmustur (Alp
ve ark., 2013). 83 adet peynir 6rneginden elde edilen Enterobacteriaceae izolatlarinim %50
(9/18)’sinin AmpC pozitif oldugu bulunmustur (Ozadam ve Ozpnar, 2016). Calismamizda
ise 173 6rnegin %15,6 (27 adet)’sinin, 64 adet Enterobacteriaceae cinsinin %42,2 (27

adet)’sinin fenotipik olarak AmpC beta-laktamaz aktivitesi pozitif oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.23. AmpC beta-laktamaz aktivitesi dogrulanan izolatlar ve % oranlari

HiCrome ESBL Alman Tiim
agardan iireyen  Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae siipheli
siipheli izolatlardaki
izolatlardaki oran oran

Tammlanan
Ornekleme  AmpC beta-laktamaz N Enterobacteriaceae
yeri +izolatlar (%) izolatlarindaki
oran

M4 Citrobacter spp.

M10 Enterobacter spp.

M12 Citrobacter spp.

M18 Enterobacter spp. 8 8/26 8/244 8/350
M19 Enterobacter spp. (%29,6) (%30,8) (%3,3) (%2,3)
M21 Enterobacter spp.

M22 Klebsiella spp.

M26 Enterobacter spp.

Miistahsil

T4 Citrobacter spp.

T5 Enterobacter spp.
T6 Enterobacter spp.
T7 Enterobacter spp.

T8 Enterobacter spp.

T10 Klebsiella spp. 1 11/23 11/35 11/64
(%40,7) (%47,8) (%31,4) (%17,2)

Siit
Toplama
Tanklar  T12 Enterobacter spp.

T14 Enterobacter spp.
T15 Enterobacter spp.
T18 Enterobacter spp.
T20 Enterobacter spp.

11 Enterobacter spp.
i3 Citrobacter spp.
I5 Citrobacter spp.
I8 Enterobacter spp. 8 8/15 8/68 8/76
19 Enterobacter spp. (%29,6) (%53,3) (%11,8) (%10,5)

110 Enterobacter spp.

isletme

112 Enterobacter spp.
115 Enterobacter spp.

27 27/64 271347 27/490

AmpC beta-laktamaz tireten suslarin hepsi amoksisilin klavulanik asite (AMC)
direncli (<19mm) bulunmustur. Bu sonuglara gére bolgede yogun olarak penisilin ve beta-
laktamaz inhibitorii konsantrasyonlarinin kullanilmasi ile AmpC direncinin gelistigini
sOylenebilir (Jacoby, 2009; Gilimiis, 2015). Beta-laktamaz inhibitorlerine direng, yiiksek
oranda penisiliaz iiretimi, dig membran proteinlerindeki degisim, kromozomal AmpC tipi
enzimlerin {iretimi gibi bilinen mekanizmalarin sorumlu oldugu ifade edilmistir (Giilay ve
ark., 2001). E.coli ve diger Enterobacteriaceae suslarinda beta-laktam/beta-laktamaz

inhibitér kombinasyonlarindan birisi olan AMC’lere diren¢ ilk defa 1987 yilinda
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tanimlanmis olup, bu direncin TEM-1’kokenli oldugu ve beta-laktamaz inhibitorlerine
direng gosteren TEM mutantlarinin da bu direngten sorumlu oldugu bildirilmistir (Martinez
ve ark., 1987; Giilay ve ark., 2001). GSBL’lerin aksine plazmid aracili AmpC beta-laktamaz
enzimlerinin beta-laktamaz inhibitorlerine karsi direng gosterdigi ifade edilmistir (Philippon
ve ark., 2002). AmpC direncinin beta-laktamaz inhibitorlerine direngli genlerin (TEM)
varliginda veya fazla tretilen GSBL enzimlerinin ve OXA tipi enzimlerin varliginda da
gorilebildigi belirtilmistir (Coskun, 2011).

Plazmid kokenli AmpC beta-laktamazlar ilk olarak 1988 yilinda E.coli ve
K.pneumoniae’da rapor edilmis olup, yapilan arastirmalar E. cloacae, C. freundii, M.
morganii, H.alvei gibi kromozomal AmpC geni tasiyan bakterilerdeki diren¢ genlerinin
plazmidlere aktarilmasi sonucu ortaya g¢iktiklarini gostermistir (Moland ve ark., 2008;
Ulusan, 2009). Kromozomal enzimlerden farkli olarak yiiksek diizeyde enzim tirettikleri de
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Moland ve ark., 2008; Ulusan, 2009). Plazmid aracili
AmpC betalaktamaz aktivitesinin tanimlanmasinda kullanilabilecek fenotipik testlerinden
biri sefoksitine karsi azalmis duyarlilligin (< 14 mm) varligi oldugu ifade edilmistir (Doi ve
Paterson, 2007; Thomson, 2010; EFSA, 2011; CLSI, 2011). Bu ¢alismada AmpC beta-
laktamaz aktivitesini pozitif bulunan M19 (Enterobacter spp.) ve M21 (Enterobacter spp.)
izolatlar1 sefoksitine orta derecede direngli, diger AmpC beta-laktamaz pozitif olan izolatlar
ise sefoksitine direngli bulunmustur. Arastirmacilarin 6nerdigi sefoksitine karsi azalmis
duyarliligin belirlenmesi AmpC beta-laktamaz aktivitesinin tanimlanmasi bu sonuglar ile de
desteklenmistir.

Diger taraftan AmpC beta-laktamaz taramasinda sefoksitin (FOX) yerine sefpodoksim
(CPD) kullanilmasi bazi arastirmacilar tarafindan 6nerilmistir. Sefpodoksimin, porin kayb1
ve metallobeta-laktamazdan kaynakli sefoksitin direncini onleyerek sadece AmpC beta-
laktamazlar1 belirledigi arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Nadjar ve ark., 2000;
Arora ve Bal, 2005; Brenwald ve ark., 2005; Ak, 2008 ;Coskun, 2011). Bu ¢alismada ise
AmpC pozitif suslar1 FOX30’a direng gosterirken CPD10’a kars1 TS (Enterobacter spp.),
T6 (Enterobacter spp.), ve M26 (Enterobacter spp.) izolatlar1 haricinde duyarli (direng
<17mm) bulunmustur. Arastirmacilar tarafindan sefoksitin direnci veya azalmis duyarlilik
plazmid aracilt AmpC beta-laktamaz pozitif olarak yorumlansada sefoksitine duyarli AmpC
beta-laktamazlarda tespit edilmistir (Nadjar ve ark., 2000; Ak, 2008). Ayrica AmpC pozitif
izolatlarda porin kayb1 veya degisimi, membran gecirgenliginin azalmasi gibi nedenlerden
dolay1 sefoksitin direnci gézlenmiste olabilecegi bildirilmistir (Doi ve Paterson, 2007).

Pasa, (2013) klinik izolatlarda imipenem (IMP) gibi zayif AmpC {iretiminini
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indiikleyiciler varliginda zon kiigiilmesi gdsteren izolatlar1 indiiklenebilir AmpC tipi beta-
laktamaz varlig1 agisindan pozitif degerlendirmis, sefoksitine direng gdsterirken imipeneme
duyarl bakterileri ise indiiklenmeyen-stabil dereprese mutant AmpC beta-laktamaz pozitif
olarak yorumlamistir. Calismamizda T12 (Enterobacter spp.) izolati IMP’e direngli
(£23mm) tespit edilmistir. Diger AmpC beta-laktamaz pozitif suslar ise IMP’e duyarlilik
gdstermistir. Indiiklenebilen plazmid aracili AmpC enzimleri iireten izolatlar, kromozomal
AmpC enzimlerini tasiyan izolatlar gibi 3. kusak sefalosporinlere duyarl goziikmekte fakat
indiikleyici ajan varliginda inhibitérlere direng gostermektedir. Bu durum klinikte onemli
bir sorun haline gelmistir (Pai ve ark., 2004; Black ve ark., 2005; Coskun, 2011).
Enterobacter tiirleri arasinda bu sorunun %20 diizeyinde oldugu bildirilmistir (Ak, 2008).
Ayrica imipenem, meopenem gibi karbapenemler, GSBL ve/veya AmpC tipi beta-laktamaz
tireten bir¢ok Enterobacteriaceae iiyelerine karsi tedavi amaglh kullanilmakla beraber son
yillarda direng gosteren suslara rastlanildigi arastirmacilar tarafindan ifade edilmektedir
(Pillai ve ark., 2009; Michalopoulos ve ark., 2010; Kuzucu ve ark., 2011). T12 (Enterobacter
spp.) izolatimin IMP direncinde karbapenemaz {iretimi s6z konusu olabilir. Fakat
karbapenemaz iretimin dogrulanmasi icin sadece IMP karsi direng gostermesi yeterli
degildir. Karbapenemaz iiretiminin dogrulanmast i¢in ileri arastirmalarin yapilmasi
gerekmektedir.

Kromozomal AmpC beta-laktamaz {iretiminin uyarilmasi ile bakterilerin
aminopenisilinlere ve betalaktamaz inhibitorlerine karsi direng olusturmasi, sefotaksim ve
seftazidim gibi ti¢lincii kusak sefalosporinlere ve karbapenemlere kars1 duyarlilik gostermesi
dogal beta-laktamaz direnci olarak ifade edilmistir (Livermore ve Brown, 2001; Coskun,
2011). Bu ¢alismada AmpC pozitif olarak degerlendirilen izolatlar buradaki tanimlamaya da
uymaktadir. Bu izolatlar sefotaksim (CTX30) ve seftazidime (CAZ30) duyarlilik,
amoksisilin klavulanik asite direng gostermislerdir. Bu ise izolatlarin kromozamal
indiiklenebilir ampC geni tasidig1 diisiincesini getirmektedir. Bu genler Enterobacter spp.,
C. freundii, H. alvei, S. marcescens, M. morganii, Providencia spp., P. aeruginosa ve
Aeromonas spp. gibi gram negatif bakterilerde bulurken, E.coli ve Shigella spp.’da
kromozomal AmpC beta-laktamazlarin diisiikk diizeyde sentezlendikleri, K. pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, P. mirabilis ve Salmonella spp.’da ise kromozomal ampC geninin
olmadigi ifade edilmistir (Jacoby, 2009; Thomson, 2010; Ulusan, 2009). Kromozomal ampC
geni tarafindan AmpC Dbeta-laktamaz enziminin diisiik diizeyde sentezlemesi
mikroorganizmalarda diren¢ olusturmaz iken mutasyonlar sonucu veya uyarici ajanlar

nedeniyle kromozomal ampC geni tarafindan yiiksek diizeyde AmpC beta-laktamaz
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enziminin sentezlenmesi ve mikroorganizmalarin direng gostermesinin miimkiin oldugu
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Jacoby, 2009; Ulusan, 2009).

AmpC beta-laktamaz akvitesinin nedeninin kromozomal m1 yoksa plazmid kokenli
mi? oldugunu belirlemek i¢in fenotipik yontemler yetersiz kalmaktadir (Thomson, 2010).
Calismamizda fenotipik yontemler ile AmpC beta-laktamaz aktivitesinin varligi tespit
edilmeye calistlmistir. Ancak en dogru sonuglar gen analizleri ile almabilmektedir. Ileride
yapilacak ¢aligmalarda molekiiler analizler ile dogrulanmasi ongiiriisii ile izolatlar sadece

AmpC beta-laktamaz pozitif olarak degerlendirilmistir.

4.6.5. BA-CA Analizi ile AmpC ve GSBL Test Sonuglari

GSBL ve/veya AmpC beta-laktamaz aktivitesi negatif bulunan Enterobacteriaceae
izolatlarinda AmpC beta-laktamaza bagli yanlis GSBL negatifligini veya GSBL’ye bagh
yanlis AmpC beta-laktamaz negatifligini ortadan kaldirmak i¢in BA (boronik asit) -CA
(klavulanik asit) yontemi uygulanmistir. Sefalosporin+BA+CA diski etrafindaki inhibisyon
zon capinin, sefalosporintBA diski etrafindaki inhibisyon c¢apindan >5 mm olmasi
durumunda, test edilen izolatin fenotipik olarak GSBL oldugu kabul edilmistir (Coudron,
2005; Song ve ark., 2007; Coskun, 2011). Sekil 4.5°da pozitif ve negatif sonuglar
gosterilmistir. Bu testin sonucunda M25 (Klebsiella spp.) kodlu miistahsil izolati GSBL
aktivitesi pozitif bulunmustur. Sefalosporin +CA+BA diski etrafindaki inhibisyon zon
capinin, sefalosporin+CA diski etrafindaki inhibisyon zon ¢apindan >5 mm oldugunda, test
edilen izolatta fenotipik olarak AmpC beta-laktamaz oldugu kabul edilmistir. M25
(Klebsiella spp.), 12 (Enterobacter spp.) ve 4 (Enterobacter spp.) érneklerinde AmpC beta-

laktamaz pozitif olarak bulunmustur.
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Sekil 4.5. BA-CA analizi ile negatif sonug verilen izolat A (6rnegi sol istte), GSBL pozitif
sonug alian izolat B (sag iistte) ve AmpC beta- laktamaz pozitif sonug alinan izolat C (alt

orta) zon ¢aplari

4.6.6. Diger Antibiyotik Direncleri

Yapilan antimikrobiyal duyarlik testlerinde farkli antibiyotik disklerine karsi direng
gosteren izolatlar Cizelge 4.24’te gosterilmistir. Tim dogrulanmis AmpC pozitif (T8,
Enterobacter spp. harig¢) izolatlarda sefoksitin (FOX30) ve amoksisilin-klavulanik asit
(AMC30) direnci tespit edilmistir. Klavulanik asit bir betalaktamaz inhibitoriidiir. AMC30
direnci oOnceki c¢alismalarda TEM-1 ve TEM-2 gen varligi gostergesi olarak
degerlendirilmistir (Giilay ve ark., 2001). Ayrica klavulanik asit ile inhibe olmayan OXA-
24 tipi karbapenamaz varligim diisiindiirmiistiir (Daglar ve Ongiit, 2012; UMS, 2015).

M20 izolat1 E.coli O157 olarak tanimlanmistir. Bu izolatin GSBL ve AmpC aktivitesi
dogrulanmaz iken sefoksitin, imipenem ve amoksisilin-klavulanik asite kars1 direngli oldugu
tespit edilmistir. Kim ve ark. (1994) tarafindan Washington’da yapilan bir ¢alismada 1984-
1987 willlar1 arasinda elde edilen 56 adet E.coli O157:H7 izolatlarin amoksisilin-
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klavulanik, ampisilin, seftazidim, seftriakson, tetrasiklin gibi antibiyotiklere duyarli oldugu
tespit edilmisken, 1989-1991 yillari arasinda elde edilen 176 adet E.coli O157:H7 izolatin
13 tanesi streptomisin, sulfafurazole ve tetrasikline kars1 direngli oldugu tespit edilmistir.
Benzer sekilde Meng ve ark. (1998) sigirlardan, gidalardan ve insanlardan izole edilen E.coli
O157:H7 ve OI57:NM izolatlarin en fazla streptomisin, sonra tetrasikline direng
gosterdigini tespit etmislerdir. Schroeder ve ark. (2002) ve Mora ve ark. (2005) farkli
kaynaklardan izole edilen E.coli O157:H7 ve non O157 suslarin sirasiyla en fazla
stilfametoksazol (%74) ve sulfafurazol (%36)’e kars1 direncli olduklarini belirlemislerdir.

M20 (E.coli O157) ve T12 (Enterobacter spp.) izolatlarinda imipenem (IMP10)
direnci karbapenem direng varligin1 gésterebilir. Fakat dogrulamasi yapilmamustir.

M18 (Enterobacter spp.), M22 (Klebsiella spp.), M26 (Enterobacter spp.), T23
(Enterobacter spp.) ve 11 (Enterobacter spp.) izolatlarinda kloksasilin (CX500) direnci
gozlemlenmistir. Bu direng farkli bir (OXA) gen varliginin gostergesi olabilir. Kloksasilin
AmpC inhibitoriidiir. Testlere asirt AmpC {iretimi ve porin kaybi ile ortaya ¢ikan
karbapenem direnci ile karbapenemaz iiretiminin bir birinden ayrilmasi amaciyla ilave
edilmektedir (EUCAST, 2013). CX500’e direng gosteren izolatlarda karbapenemaz tiretimi

olup olmadigi ileriki caligmalarda arastirilabilir.
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Cizelge 4.24. Farkl antibiyotiklere direng gosteren Enterobacteriaceae izolatlari

Ornekleme Antibiyotik Ismi = Smir degeri (zon cap1 mm)
yeri FOX30 <18 mm IMP10<=23 mm AMC30<19mm CX500<=18mm
M4, Citrobacter spp. M4, Citrobacter spp.
M10, Enterobacter spp. M10, Enterobacter spp.
M12, Citrobacter spp. M12, Citrobacter spp.
Miistahsil M18, Enterobacter spp. M18, Enterobacter spp. M18, Enterobacter spp.
M19, Enterobacter spp. M20, E.coli 0157 M19, Enterobacter spp. M22, Klebsiella spp.
M20, E.coli 0157 M20, E.coli 0157 M26, Enterobacter spp.
M21, Enterobacter spp. M21, Enterobacter spp.
M22, Klebsiella spp. M22, Klebsiella spp.
M26, Enterobacter spp. M26, Enterobacter spp.
T4, Citrobacter spp. T4, Citrobacter spp.
T5, Enterobacter spp. T5, Enterobacter spp.
T6, Enterobacter spp. T6, Enterobacter spp.
T7, Enterobacter spp. T7, Enterobacter spp.
T8, Enterobacter spp. T8, Enterobacter spp.
Siit Toplama T10, Klebsiella spp. T12,Enterobacter spp. T10, Klebsiella spp. T23, Enterobacter spp.
Tanklart T12, Enterobacter spp. T12, Enterobacter spp.
T14, Enterobacter spp. T14, Enterobacter spp.
T15, Enterobacter spp. T15, Enterobacter spp.
T18, Enterobacter spp. T18, Enterobacter spp.
T19, Enterobacter spp. T19, Enterobacter spp.
T20, Enterobacter spp. T20, Enterobacter spp.
T23, Enterobacter spp. T23, Enterobacter spp.
11, Enterobacter spp. i1, Enterobacter spp.
I3, Citrobacter spp. i3, Citrobacter spp.
i5, Citrobacter spp. i5, Citrobacter spp.
7, Enterobacter spp. 17, Enterobacter spp.
isletme I8, Enterobacter spp. - I8, Enterobacter spp. i1, Enterobacter spp.

9, Enterobacter spp.
110, Enterobacter spp.
i12, Enterobacter spp.
i15 Enterobacter spp.

9, Enterobacter spp.
i10, Enterobacter spp.
i12, Enterobacter spp.
i15 Enterobacter spp.

*FOX30= Sefoksitin (Cefoxitin )30 pg, IMP10= Imipenem (imipenem) 10 png, AMC30=
Amoksisilin — klavulanik asit (Amoxicillin-clavulanate) 30 pg, CX500= Kloksasilin
(Cloxacillin) 500 pg.

4.6.7. GSBL ve AmpC Beta-laktamaz Aktivitesi Sonu¢larin Dagilim

Bu c¢alisgmada toplanan Enterobacteriaceae siipheli 490 adet izolatin %0,61°i
GSBL+/AmpC +, %5,71’t GSBL - /AmpC + , %1,02’si GSBL +/AmpC - olarak
belirlenmigken, HiCrome ESBL agarda iireyen 347 adet Enterobacteriaceae siipheli izolatin
ise %0,86’st GSBL+/AmpC +, %8,07’si GSBL - /AmpC +, %1,44’li ise GSBL +/AmpC —
olarak tespit edilmistir.

Bu ¢alismada tespit edilen 64 adet Enterobacteriaceae izolatlarmin %4,69’u GSBL+/
AmpC +, %43,75’1 GSBL - /AmpC +, %7,81°11se GSBL +/AmpC — olarak tespit edilmistir.
Cizelge 4.25’te GSBL aktivitesi ve AmpC beta-laktamaz aktivitesi pozitif olan

Enterobacteriaceae izolatlar1 ve 6rnekleme yerleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.25. GSBL ve AmpC beta-laktamaz aktivitesi gosteren izolatlar

Ornekleme yerleri

GSBL +/AmpC +

GSBL- /AmpC +

GSBL+/AmpC -

Miistahsil

M25 Klebsiella spp.

M4 Citrobacter spp.

M10 Enterobacter spp.

M12 Citrobacter spp.

M18 Enterobacter spp.
M19 Enterobacter spp.
M21 Enterobacter spp.

M22 Klebsiella spp.

M26 Enterobacter spp.

Siit
Toplama Tanklar1

T16 Klebsiella spp.

T4 Citrobacter spp.
T5 Enterobacter spp.
T6 Enterobacter spp.
T7 Enterobacter spp.
T8 Enterobacter spp.
T10 Klebsiella spp.
T12 Enterobacter spp.
T14 Enterobacter spp.
T15 Enterobacter spp.
T18 Enterobacter spp.
T20 Enterobacter spp.

T17 E.coli
T21 E.coli
T22 E.coli

T23 Enterobacter spp.

isletme

i4 Enterobacter spp.

11 Enterobacter spp.
12 Enterobacter spp.
I3 Citrobacter spp.

I5 Citrobacter spp.

I8 Enterobacter spp.
I9 Enterobacter spp.
110 Enterobacter spp.
112 Enterobacter spp.
115 Enterobacter spp.

16 Edwardssiella spp.

Toplam izolat Sayis1

28

Tammlanan
Enterobacteriaceae
izolatlarindaki
oran

%4,69 (3/64)

%43,75 (28/64)

%7,81 (5/64)

HiCrome ESBL
agardan iireyen
Enterobacteriaceae
siipheli
izolatlardaki oran

%0,86 (3/347)

%8,07 (28/347)

%1,44 (5/347)

Alman Tiim
Enterobacteriaceae
siipheli izolatlardaki
oran

%0,61 (3/490)

%5,71 (28/490)

9%1,02 (5/490)
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4.7. GSBL Pozitif izolatlarin Isisal Direnci

GSBL aktivitesi dogrulanan T16 (Klebsiella spp.), T17 (E.coli), T21 (E.coli), T22
(E.coli), T23 (Enterobacter spp.), 14 (Enterobacter spp.) ve 16 (Edwardsiella spp.)
izolatlarinin 55, 60, ve 65 °C lerde 0, 5, 10, 20 ve 30. dakikalardaki termal inaktivasyon
grafikleri ¢izilmistir. Sekil 4.6’dan 4.13’¢ kadar GSBL aktivitesi dogrulanmis suslarin
termal inaktivasyon egrileri gosterilmistir. D-degeri, belirli bir ortamda belirli bir miktarda
varolan mikroorganizmalarin % 90’min (1 logaritmik) ldiiriilmesi igin belirli bir sicaklikta
uygulanmas1 gereken siire olarak tanimlanmaktadir. Z-degeri ise belirli sicakliktaki D
degerinin 10 kat azaltilmasi i¢in sicakligin kac¢ derece ylikseltilmesi gerektigini ifade

etmektedir (Unliitiirk ve Turantas, 2003; Cemeroglu, 2005; Spinks ve ark., 2006).

K.pneumoniae ATCC 700603
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Sekil 4.6. GSBL aktivitesine sahip K. pneumoniae ATCC 700603 GSBL aktivitesi pozitif

kontrol sugunun 55, 60 ve 65 °C’lerdeki termal inaktivasyon egrileri
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i6 (Edwardsiella spp.)
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Sekil 4.7. GSBL aktivitesine sahip 16 (Edwardsiella spp.) izolatinin 55, 60 ve 65 °C’lerdeki

termal inaktivasyon egrileri

i4 (Enterobacter spp.)

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

——55°C
60°C

Log kob/mL

—h—65°C

0 10 20 30 40
Zaman (Dakika)

Sekil 4.8. GSBL aktivitesine sahip 4 (Enterobacter spp.) izolatinin 55, 60 ve 65 °C’lerdeki

termal inaktivasyon egrileri
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10,00 T16 (Klebsiella spp.)
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Sekil 4.9. GSBL aktivitesine sahip T16 (Klebsiella spp.) izolatinin 55, 60 ve 65 °C’lerdeki

termal inaktivasyon egrileri

T17 (E.coli)
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Sekil 4.10. GSBL aktivitesine sahip T17 (E.coli) izolatinin 55, 60 ve 65 °C’lerdeki termal

inaktivasyon egrileri
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T21 (E.coli)
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Sekil 4.11. GSBL aktivitesine sahip T21 (E.coli) izolatinin 55, 60 ve 65 °C’lerdeki termal

inaktivasyon egrileri

T22 (E.coli)
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Sekil 4.12. GSBL aktivitesine sahip T21 (E.coli) izolatinin 55, 60 ve 65 °C’lerdeki termal

inaktivasyon egrileri
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T23 (Enterobacter spp.)
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Sekil 4.13. GSBL aktivitesine sahip T23 (Enterobacter spp.) izolatinin 55, 60 ve 65

°C’lerdeki termal inaktivasyon egrileri

GSBL aktivitesi dogrulanmis suslarin 55, 60 ve 65 °C i¢in D-degerleri ve z-degerleri

hesaplanmis ve Cizelge 4.26’da gosterilmistir.

Cizelge 4.26. GSBL aktivitesine sahip suslarin D ve z degerleri

izolat Kodlar: e e o z-defieri (°C)
K. pneumoniae ATCC 700603 7,84 4,07 1,45 13,66
T16 (Klebsiella spp.) 5,06 1,82 1,60 19,96
T17 (E.coli) 9,57 2,89 2,33 16,32
T21 (E.coli) 11,42 5,28 4,50 24,74
T22 (E.coli) 10,47 5,74 2,11 14,36
T23 (Enterobacter spp.) 8,58 4,49 2,84 20,86
I4 (Enterobacter spp.) 6,03 3,62 2,29 23,73
I6(Edwardsiella spp.) 10,56 2,37 1,73 12,72

GSBL aktivitesine sahip suslarin Dss oc degerleri 5,06 ile 11,42; Deo oc degerleri 1,82
ile 5,74; Des oc degerleri ise 1,45 ile 4,50 dakika arasinda degismektedir. z- degerleri ise 12,
72 °C ile 24, 74 °C arasinda degismistir.

Ryu ve Beuchat (1999) tripton soy broth (TSB) ortaminda 1s1sal direnglerini belirledigi
E.coli tiirlerinin z-degerlerinin 4,4 ile 12,4 °C arasinda degisen degerlerde oldugunu

bulmustur. Yine Dss oc degerlerini ise 6,3 ile 29,7 dakika (dk) arasinda degisen degerlerde
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oldugunu belirlemistir. Whiting ve Golden (2002) brian heart infusion broth (BHI)
ortaminda yaptig1 arastirmada E. coli O157:H7 suslarina ait Dss oc degerlerini 2,6 ile 21,5 dk
arasinda degisen degerlerde, Deo oc degerlerini ise 0,69 ile 2,13 dk arasinda degisen
degerlerde bulmustur. Spinks ve ark. (2006) saf su ortaminda yaptiklar1 ¢alismada Dss ¢
degerini Escherichia coli O3:H6 i¢in 6,68 dk, Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895)
icin 3,72 dk ve Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) igin 0,37 dk olarak bulmustur. Bu
calismada ise Klebsiella spp. olarak belirlenen T16 izolatinin Dss oc degeri 5,06 dk olarak
tespit edilmistir.

Sorqvist (2003) E.coli’nin z-degerlerinin 3,4 ile 6,0 °C arasinda degistigini bildirmis,
Dss oc degerinin 4,43 dk, Deo°c degerini 0,65 dk oldugunu belirlemistir. Peng ve ark. (2014)
peynirden izole ettikleri 9 adet E.coli izolatlarinin z degerini ortalama 4,3 °C bulmuslardir.
Deo °c degerini en fazla 2,51 dk, Des °c degerini ise en fazla 2,40 dk olarak belirlemislerdir.
Calismamizda E.coli olarak tanimlanan T17, T21, T22 izolatlarinin Dss oc degerleri 9,57 ile
10,47 dk ve Deo oc degerleri ise 2,89 ile 5,74 dk arasinda, Des oc degerleri 2,33 ile 4,50 dk
arasinda degismistir. Yine z-degerleri de 14,36 ile 24,74°C olarak tespit edilmistir. Bu
calismada GSBL aktivitesini pozitif olarak dogruladigimiz izolatlarimizin D ve z degerleri
onceki ¢aligmalara benzer veya daha yiiksek bulunmustur.

Denis ve ark. (2006) ise E.cloacae’nin Dss oc degerini 4,31 dk iken z —degerinin 7,48
°C bulmuslardir. Gajdosova ve ark. (2011) gidadan izole edilen E.cloacae’ nin Dsg oc
degerini 3,22 dk olarak belirlemis ve yiiksek termotolerans 6zellik gostergesi olan orfl DNA
biriminin varligini belirlemislerdir. Calismamizda ise API 20E kiti ile 14 6rnegi E.cloacae
olarak tanimlanmis ve Dss oc degeri 6,03 dk, z-degeri ise 23,73 °C olarak saptanmistir. Bu
degerler diger izolatlara gore oldukca yiiksektir.

Hiicrelerin 1s1, asit gibi strese maruz kalmasi proteinlerin yanlis katlanmasina,
toplanmasina ve biyolojik islevselligini kaybetmesine neden olmaktadir (Valladares, 2015).
Hiicre stres durumlarina kars1 hiicre savunma mekanizmasini harekete gegirirerek saperon
proteinlerinin iiretimini artirir. Bu proteinler proteinlerin katlanmasini diizenlemekte ve ii¢
boyutlu yap1 almasini saglamaktadirlar. Bu proteinler 1s1 sok proteinleri veya stres proteinleri
olarak da adlandiriimaktadir (Ellis ve ark., 1989, 1991). Stres proteinleri hiicrelerin 1s1ya
kars1 toleransini arttirabilmekte ve hiicrenin maruz kaldig1 zararlanmalarin azaltilmasina
yardimc1 olmaktadirlar (Landry ve ark., 1987; Mackey ve ark., 1991). Is1 soku, antibiyotik
direci, ultraviyole, 151k, dezenfektan ve agir metal gibi belirli bir strese maruz kalmanin,
bakterilerin strese kars1 daha iyi direnmesini saglamakla kalmayip diger stres faktorlerinr

kars1 ¢apraz koruyucu etki gelistirerek diger stres faktorlerine karst direng gelistirebilecegi
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aragtirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Lou and Yousef 1997; Davies ve ark.,1998;
Rowan, 1999).

Meyve sulari, siit ve tavuk suyu gibi gida {iriinlerinde asidik ortama maruz kalan
mikroorganizmalarda ¢apraz koruma (cross-protection) ile isisal direnglerinin artacagi,
hiicrelerin asidik kosullara adapte edilmeseler bile Onceden stres kosullarmma maruz
kalinmasi sonucu benzer direng gosterebilecekleri belirtilmistir (Valladares, 2015). Gabriel
ve Nakano (2011) E.coli O157:H7’nin elma suyundaki D-degerinin peptonlu sudakinden
daha yiiksek oldugunu, hiicrenin asidik ortamlara adapte olmasiyla agiklamistir. Ryu ve
Beuchat (1999)’da asit ile uyarilmis E.coli O157:H7 ve O157:H7 olmayan E.coli’ lerin 1s1l
direnglerinde artis oldugunu gostermislerdir. Asit ile uyarilma veya asit ile sok edilen
hiicrelerin sonraki denemelerde de 1s1 veya asit streslerine karst koruma saglayabilecegi
ifade edilmistir. Wang ve Doyle (1998) E.coli O157:H7’nin 1s1 soku ile aside karsi
toleransinin arttirdigini bildirmistir.

Walsh ve ark. (2005) laboratuvar ortaminda belirli oranda antibiyotikle muamele
edilmis Salmonella tiirleri ile antibiyotik ile muamele edilmemis olan tavuk etinden izole
edilen Salmonella tiirlerinin 1sisal direncgleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulamamiglardir. Duffy ve ark. (2005) da kiymaya inokule edilen antibiyotikle muamele
edilmis E.coli ile antibiyotik ile muamele edilmemis E.coli’nin 1sisal direngleri arasinda bir
fark bulamamiglardir. Aragtirmacilar ayni ¢alismada 1s1l soklama uygulanan izolatlarin 1s1
direncinin arttigin1 fakat antibiyotik duyarli ve antibiyotik direngli suslar arasinda isisal
direng agisindan bir fark bulunmadigi bildirmislerdir. Fakat Collis and Griss (1989)
E.coli’de antibiyotik direngten dolay1 1s1l direncin artigini rapor etmislerdir. Ayrica Niedhart
ve ark. (1984) antibiyotik direncinin 1sisal diren¢ artisini indiikleyebilecegini bildirmistir.
Poole (2012a,b) gram pozitif bakterilerdeki CIpL 1s1 sok proteininin beta-laktamaz direnci
ile baglantili oldugunu, yine gida kaynakli patojen olan Cronobacter sakazaki’de
antimikrobiyal direngle ClpL 1s1 sok proteininin iligkili oldugunu bildirmistir. Is1 sok
tepkisinin Lactococcus lactis’te makrolid direncine yol agtigi fakat mekanizmalarin net
olmadig1 ve yine 1s1 sokunun Pseudomonas aeruginosa’da karbapenem direncini arttirdigini
bildirmistir (Poole, 2014).

Tim bu bilgilere ve verilere dayanarak GSBL aktivitesini dogruladigimiz 7
izolatimizin D-degerlerinin ve z-degerlerinin herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamis
mikroorganizmalara gore yiiksek degerler olmast normaldir. Bununla birlikte nedenleri

molekiiler analizler ile ileriki ¢aligmalarda arastirilmalidir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Canakkale ili Yenice bolgesinde faaliyet gosteren bir mandiranin klasik peynir tiretim
stirecini inceledigimiz ¢alismada, mandiraya siit saglayan 134 miistahsilin ¢ig siitlerinde
subkilinik masititis olgusunun prevalansi arastirilmig, subkilinik masititisli siitlerin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zellikleri normal siitler ile karsilastirilmistir. Bunun yanisira ¢evresel
kaynakli subklinik mastitis etmeni olan insan ve hayvanlarda patojenik 6zellik gosterebilen
Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin varligi incelenmis, bu bakterilerin fenotipik
ve biyokimyasal tanimlamalar1 yapilmig, GSBL ve AmpC beta-laktamaz iiretip tiretmedigi
fenotipik yontemler ile taranarak dogrulama analizleri yapilmistir. GSBL aktivitesine sahip
oldugu dogrulanan bakterilerin (Enterobacteriaceae) isisal direng 6zellikleri belirlenmistir.
Calismamizda subkilinik mastitis etmeni olan GSBL ve AmpC beta laktamaz aktivitesine
sahip Enterobacteriaceae’ya ait bakterilerin gida zincirinde gida iiretim siirecine gegme
olasilig1 belirlenmistir.

490 Enterobacteriaceae siipheli izolattan 347 adet GSBL siipheli izolat elde edilmis,
bu izolatlarinda 64 tanesi Enterobacteriaceae olarak dogrulanmistir. Bu bakterilerden 11
adedi Citrobacter spp. (%17.18), 33 adedi Enterobacter spp. (%51,56), 13 adedi Klebsiella
spp. (%20,31), 1 adedi Shigella spp. (%1,56), 5 adedi E.coli (%7,81) ve 1 adedi de
Edwardsiella spp. (%1,56) olarak tanimlanmis ve bu izolatlarin 7 (%10,9) tanesinin GSBL
aktivitesine sahip oldugu dogrulanmistir. Bu izolatlarin 5 tanesi (%71,43) tank 6rneklerine
ve 2 tanesi (%28,73) ise isletme Orneklerine aittir. Ayrica 6n tarama testinde AmpC beta-
laktamaz aktivitesi gosteren 31 adet izolatin 27 (%97,1) tanesi ¢ift disk sinerji testi ile
dogrulanmustir. Isisal direnci en yiiksek GSBL direngli suslar siit toplama tanklarindan elde
edilen izolatlar olmustur. D-degerleri ve z-degeri en yiiksek izolatin T21 (E.coli) oldugu
belirlenmistir.

Yapilan aragtirmalar 1518inda izole edilen 7 adet GSBL pozitif izolatin 2 tanesinin
isletmeden alinmig olmasi bu izolatlarin 1sil islem goren siitten gelmis olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu tiir izolatlarda maruz kaldiklar1 1s1 soku ile antibiyotik direng tasiyan
genlerin indiiklenmis olma olasilig1 vardir. Bunun tersi olarak antibiyotik direncgli tiim
izolatlarin Poole (2012a,b; 2014)’in belirledigi gibi 1s1 sok genleri indiiklenmis olabilir. Bu
nedenle aragtirmamizda GSBL pozitif olarak tespit edilen 7 izolatin herhangi bir stres
faktoriine maruz kalmamis Enterobacteriaceae’ya gore daha yiiksek D ve z degerlerine sahip

olmasi1 beklenebilir. Fakat bunun nedenleri hakkinda indiiklenmis 1s1 sok proteinlerinin veya
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genlerinin varliginin molekiiler yontemlerle arastirilmasiyla tam bir yorum yapilabilir.
Ayrica 1sisal direncin varliginin  AmpC pozitif izolatlarda da bakilmasi sonucun
dogrulanmasi agisindan onerilebilir.

Arastirma sonucunda elde edilen verilere dayanarak;

1. Bolgede sigirlarda subkilinik masititis bulgusunun yaygin oldugu ve bu siitlerin
peynir liretim siirecinde iiriine islendigi,

2. Peynir tiretim siirecinde hammaddeden son iiriine kadar olan tiim basamaklardan
GSBL aktivitesi pozitif Enterobacteriaceae cinslerinin varliginin %1,43 (7/490) oldugu,

3. Cig siit toplama tanklarinda % 7,81 (5/64) GSBL pozitif Enterobacteriaceae varligi,

4. Isletme drneklerinde ise %2,63 (2/76) oraninda Enterobacteriaceae varlig,

5. AmpC beta laktamaz aktivitesinin goriilme oraninin %5,51 (27/490) oldugu ve
GSBL goriilme oranindan yiiksek oldugu,

6. GSBL aktivitesinin dogrulandigi antibiyotik direngli 7 susun yiiksek D ve z
degerlerine sahip oldugu ve bunun antibiyotik direncinden kaynakli olabilecegi tespit
edilmistir.

GSBL ve AmpC aktivitesine sahip suslarin gida zinciri vasitasiyla insanlara bulagsmasi
insanlarda ve hayvanlarda bilin¢li antibiyotik kullanimini arttirmak ile saglanabilir.
Hayvanlarda mastitis tedavisinde etkene gore antibiyotik kullanimi yapilmalidir, boylece
yanlis ve gereksiz antibiyotik kullanimindan kaginilmis olacaktir. Ayrica ¢iftlikte antibiyotik
kalintil1 atiklarin kontroliide 6nemlidir. Tiim bunlarla birlikte ¢evresel subkilinik masititis
etmeni Enterobacteriaceae tiirlerinin ¢iftliklerde yayilimini 6nlemek igin temizlik son derece
onemlidir. Hayvanlara bulagan bu etmenlerin ¢ig siite gegmesi sagim hijyenine dikkat ederek
onlenebilir. Isletmelerin ise miistahsilerini antibiyotik kullaniminda ve sagim hijyeni
konusunda bilinglendirmesi, farkindalik olusturmasi ve hatta ¢ig siitin SHS, CMT
degerlerine gore 6diil program1 uygulamasi gerekmektedir. Nitekim antibiyotik kalintisinin
Online benzer o6dil yontemi ile gecilmistir. Toplama tanklar1 bu direngli suslarin
yayilmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynadiklarindan dolayr periyodik temizlik ve bakimlari
yapilmali ve kontroller kayit altina alinmalidir. Isletmede TGKY ’de belirtilen pastdrizasyon
normu olan klasik peynir iiretiminde en az 63 °C’de 30 dakika degerine uyarak tanklar ile
gelen direngli Enterobacteriaceae tiirlerin mayalanacak siite ge¢mesi engellenebilir. Son
olarak isletmede gida giivenligi ve hijyen kurallar1 etkili bir sekilde uygulanarak ¢apraz
bulagmalarin 6niine gecilmelidir.

Calismada elde edilen izolatlarin antibiyotik direnglerinin ve 1s1 direnglerinin

molekiiler yontemler ile dogrulanmasi, ayrica ¢ig siitteki antibiyotik direngli
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Enterobacteriaceae tiirleri ile isletme ve son {irlinden elde edilen tiirlerin klonal iligkisinin

arastirtlmasi sorunun kaynaginin ortaya konmasi agisindan énemlidir.
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EKLERI



EK 1. Kullanilan Malzemeler
1.1. Besiyerleri, Kimyasal Cozeltiler ve Ekipmanlar

1.1.1. Besiyerleri

1.1.1.1. Plate Count Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 22,5 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢6ziindiikten sonra, 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 45- 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra besiyeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere her petride 20 mL besiyeri

olacak sekilde ekim sirasinda paylasgtirilmistir.

1.1.1.2. Fluorocult Violet Red Bile Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 39,6 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢oziindiikten sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 45- 50 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere her petride 20 mL besiyeri

olacak sekilde ekim sirasinda paylastirilmistir.

1.1.1.3. CT- Sorbitol MacConkey Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 25,75 g/500 mL olacak sekilde
tartilarak distile suda ¢6ziindiikten sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 45-
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra CT- Supplement (Merck 1.09202) 1 mL steril distile su
ile ¢oziilerek 1 mL/ 500 mL hesabi ile ilave edilerek karistirilan besiyeri 9 cm ¢apindaki

steril petrilere her petride 20 mL besiyeri olacak sekilde ekim sirasinda paylastirilmistir.

1.1.1.4. Sefotaksim Katkilh MacConkey Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 50 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢oziindiikten sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 45- 50 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra sefotaksim 2 mg/L olacak sekilde ilave edilerek karigtirilan
besiyeri 9 cm gapindaki steril petrilere her petride 20 mL besiyeri olacak sekilde ekim

sirasinda paylastirilmistir.

1.1.1.5. Sefotaksim Katkili Eosin Methylene- blue Lactose Sucrose agar (Merck,
Almanya)
Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 36 g/L olacak sekilde tartilarak

distile suda ¢oziindiikten sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. 45- 50



°C’ye kadar sogutulduktan sonra sefotaksim 2 mg/L olacak sekilde ilave edilerek karigtirilan
besiyeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere her petride 20 mL besiyeri olacak sekilde ekim

sirasinda paylastirilmistir.

1.1.1.6. mTSB Broth Novobiocin Katkih (Merck, Almanya)
Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 33 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢6ziindiikten sonra 225’er mL dagitilip otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize

edilmistir.

1.1.1.7. HiCrome ESBL Agar (Himedia, Hindistan)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 40 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢oziindiikten sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 45- 50 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra, HiCrome ESBL Selective Supplement (FD278) te 5 mL distile
steril su ilave edilerek ¢oziindiiriildiikten sonra 5 mL/ 500mL oraninda besiyerine ilave
edilerek karistirildi. Besiyeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere her petride 20 mL besiyeri olacak

sekilde paylastirilmistir.

1.1.1.8. Tryptone Water (Merck, Almanya)
Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 15 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢oziindiikten sonra, 5’er mL cam tiiplere dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15

dakika sterilize edilmistir.

1.1.1.9. SIM Besiyeri (Merck, Almanya)
Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 30 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢oziindiikten sonra, 5’er mL cam tiiplere dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15

dakika sterilize edilmistir.

1.1.1.10. MV-VP Broth (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 17 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢6ziindiikten sonra, 5’er mL cam tiiplere dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15
dakika sterilize edilmistir.



1.1.1.11. Simmons Citrate Agar (Biolife, Italya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 22,3 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢6ziindiikten sonra, 5’er mL cam tiiplere dagitildi. Otoklavda 121 °C’de 15
dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda tiipler egilmis, egik besiyeri

hazirlanmistir.

1.1.1.12. Mueller Hinton Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 34,0 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢oziindiikten sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 45- 50 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere her petride 20 mL besiyeri

olacak sekilde paylastirilmistir.

1.1.1.13. Nutrient Agar (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edilen toz haldeki besiyerinden 20,0 g/L olacak sekilde tartilarak
distile suda ¢oziindiikten sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. 45- 50 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra besiyeri 9 cm ¢apindaki steril petrilere her petride 20 mL besiyeri

olacak sekilde paylastiriimistir.

1.1.1.14. %16 Gliserollii Stok Besiyeri (UMS, 2015)

Tryptic Soy Broth (TSB) 1g
Gliserol 10 mL
Distile su 40 mL

pH 7.2 115°C’de 15 dk

1.1.1.14. Hugh- Leifson Glukoz Broth (UMS, 2015)

Pepton 2049
Sodyum Klorid 50¢9
Bromtimol mavisi 0.03¢g
Agar 30¢g
Dipotasyum fosfat 0.30¢g
Distile su 1000 mL




1.1.2. Biyokimyasal Testler ve Ayiraclar
1.1.2.1. 0157 Antiserumu (Biolife, italya)

Ticari olarak temin edildi. Kullanim talimatina gére uygulandi.

1.1.2.2. Kovacs indol cozeltisi (Merck, Almanya)

Ticari olarak temin edildi. Analiz talimatina gore kullanildi.

1.1.2.3. Metil Red Cozeltisi (UMS, 2015)

Metil Red (Merck, Almanya) 0,050 g
Etil Alkol 150 mL
Distile Su 100 mL

1.1.2.4. %10 Potasyum Hidroksit (KOH) Cozeltisi (UMS, 2015)

Potasyum Hidroksit (Merck, Almanya) 109
Distile su 100 mL

1.1.2.5. Alfa Naftol Cozeltisi (UMS, 2015)

Alfa Naftol (Merck, Almanya) 5¢g
Etil Alkol 100 mL

1.1.2.6. Oksidaz Ayiraci (UMS, 2015)

N,N,N',N'-Tetrametil-1,4-fenilen diamin dihidrokloriir 0,059

Distile steril su 5mL

1.1.2.7. Boronik Asit Cozeltisi (UMS, 2015)

Boronikasit (Bioanalyze, Tiirkiye) 120 mg
DMSO (Merck, Almanya) 3mL
Distile Steril Su 3mL




1.1.3. Antibiyotik Diskleri
1.1.3.1. GSBL Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilacak Antibiyotik Diskleri

Sefpodoksim 10 pug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Seftazidim 30 ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Aztreonam 30 ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim 30 ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Seftriakson 30 ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Seftazidim 10 pug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim 5ug (Bioanalyse, Tiirkiye)

1.1.3.2. GSBL Aktivitesinin Dogrulanmasinda Antibiyotik Diskleri

Seftazidim 30 pug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Seftazidim /Klavulanik asit 30/10 ng (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim 30 pug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim/ Klavulanik asit 30/10 pg (Bioanalyse, Tiirkiye)

1.1.3.3. AmpC Beta- laktamaz Enzim Varh@inmin Arastirilmasinda Kullamlan
Antibiyotik Diskleri

Sefoksitin 30 ug (Bioanalyse,
Tiirkiye)

Seftazidim 30 ug (Bioanalyse,
Tiirkiye)

Imipenem 10 pg (Bioanalyse,
Tiirkiye)

Amoksisilin/ Klavulanik asit 30 ug (Bioanalyse,
Tiirkiye)

\



1.1.3.4. AmpC Beta- laktamaz Enzim Varh@inin Dogrulanmasinda Kullanilan
Antibiyotik Diskleri

Seftazidim 30 ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim 30 ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Kloksasilin 500 pg (Bioanalyse, Tiirkiye)

1.1.3.5. AmpC’ye Bagh GSBL Negatifligini veya GSBL’ye Bagh AmpC
Negatifligini Ortadan Kaldirmak i¢in Kullanilan Antibiyotik Diskleri

Sefotaksim 30 ug (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim/ Boronik asit 30 ug/ 400 pg (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim/ Klavulanik asit 30 ug/ 10 pg (Bioanalyse, Tiirkiye)
Sefotaksim/ Boronik asit/ 30 ug/ 400 pg/ 10 ug  (Bioanalyse, Tilirkiye)

Klavulanik asit

Vil
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