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Bu calismada, Isparta ilinde satisi yapilan Tulum peyniri o6rneklerinde
Staphylococcus aureus yayginliginin tespiti ve S. aureus izolatlarinda antibiyotik
direng profillerinin ve diren¢ genlerinin belirlenmesi amaglanmistir. 75 Tulum
peyniri érneginden toplam 141 muhtemel S. aureus kolonisi izole edilmistir. Gram
boyama ve Kkatalaz testi sonucu izolatlarin 100’tiniin Gram pozitif kok
morfolojisinde ve katalaz pozitif dzellik gosterdigi tespit edilmistir. Bu izolatlarin S.
aureus tiirl iiyesi olup olmadig S. aureus’da termostabil niikleaz genine (nuc) 6zgii
primer ¢iftleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastirilmistir. PZR
denemeleri sonucu 15 izolatta nuc genine 6zgii 458 bg¢ biiytlikliigiinde amplikonlar
elde edilmistir. Tulum peyniri érneklerinde S. aureus bulunma sikligi % 13.33
(10/75) olarak hesaplanmistir. 15 S. aureus izolatinin disk difiizyon testi sonucu en
direncli oldugu antibiyotigin penisilin G oldugu tespit edilmistir. izolatlarda en sik
rastlanan antibiyotik diren¢ geninin blaZ oldugu belirlenmistir. blaZ geni disinda
izolatlarda mecA, msrA ve msrB geni varlig1 tespit edilmistir. Diisiik oranda da olsa
tulum peyniri orneklerinde S. aureus varlhigina rastlanilmasi tiiketici saghgi
acisindan endise uyandiricidir.

DETERMINATION OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS PREVALENCE AND
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In this study, it was aimed to determine the prevalence of Staphylococcus aureus in
tulum cheese samples sold in Isparta province and to determine the antibiotic
resistance profiles and resistance genes in S. aureus isolates. A total of 141
presumptive S. aureus colonies were isolated from 75 Tulum cheese samples. As a
result of Gram staining and catalase test, it was determined that 100 of the isolates
had Gram positive cocci morphology and catalase positive feature. Whether these
isolates are members of the S. aureus species was investigated by polymerase chain
reaction (PCR) using primer pairs specific to the thermostable nuclease gene (nuc)
in S. aureus. As a result of PCR experiments, nuc gene-specific 458 bp amplicons
were obtained in 15 isolates. The frequency of S. aureus in Tulum cheese samples
was calculated as 13.33% (10/75). As a result of disk diffusion test of 15 S. aureus
isolates, penicillin G was found to be the most resistant antibiotic. It has been
determined that the most common antibiotic resistance gene in isolates is blaZ.
Apart from the blaZ gene, the presence of mecA, msrA and msrB genes was
determined in isolates. The presence of S. aureus in tulum cheese samples, albeit at
a low rate, is a concern for consumer health.
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1. Giris (Introduction)

Siit iirtinleri insan yasaminin temel besin maddelerinden birisidir ve zengin besin degerine sahip olmasi nedeniyle
onemli bir gida maddesidir (Black vd., 2002). Siitlin yani sira fermente bir siit {irlinli olan peynir de zengin bir
mineral, protein, vitamin, yag ve karbonhidrat kaynagidir (Sulieman vd., 2012). Ulkemizde 130’dan fazla peynir
cesidi liretilmektedir. Bu peynir cesitleri icerisinde en ¢ok tercih edilen peynirler Beyaz peynir, Kasar peyniri ve
Tulum peyniridir (Tekinsen ve U¢ar, 2007). Tulum peyniri geleneksel olarak koyun stitiinden tiretilmektedir ancak
bazen koyun siitiine inek ve keci siiti karistirilabilmektedir. Siit sagim sonrast herhangi bir 1si1l
islem/pastoérizasyon yapilmadan ve starter Kkiltiir ilavesi olmaksizin peynire islenmektedir (Tomar vd., 2018).

Staphylococcus ilk olarak 1880 yilinda Iskog cerrah Sir Alexander Ogston tarafindan tanimlamistir (Licitra, 2013).
1884 yilinda ise stafilokoklarin saf kiltiiriinii elde eden Anton Rosenbach sari-portakal rengi kolonileri S. aureus
olarak isimlendirmistir. Stafilokoklar hareketsiz, fakiiltatif anaerob, Gram pozitif, katalaz pozitif ve kok
morfolojisine sahip bakterilerdir. Mikroskop altinda incelendiginde ciftler, kisa zincirler veya {iziim benzeri
kiimeler halinde goriiliirler (Hennekinne vd., 2012). S. aureus, gida kaynakli hastaliklarin diinyadaki tiglincii en
onemli nedeni olarak kabul edilir ve ineklerde mastitisin baslica etmenidir. Bu nedenle siit ve siit lriinleri
tliketiciler i¢in risk olusturabilmektedir (Janstova vd. 2014). Enterotoksijenik S. aureus suslari, siit {iriinleri
araciligi ile insanlarda gida kaynakli intoksikasyonlara neden olabilme potansiyeline sahiptir (Kiimmel vd., 2016).
Bunun yani sira S. aureus antibiyotiklere direng¢ gésteren mikroorganizmalar arasinda halk saghigini tehdit eden
onemli bir bakteridir (Pal vd., 2020). S. aureus, hem toplum hem de hastane ortaminda hastalifa neden
olabilmektedir. S. aureus bakteremi ve infektif endokarditin yani sira osteoartikiiler, deri ve yumusak doku,
ploropulmoner ve cihaz enfeksiyonlarinin 6nde gelen nedenidir (Tong vd., 2015).

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin gelismesini engelleme veya 06ldiirme kapasitesine sahip antimikrobiyal
maddelerdir. Antibiyotikler, insanlarda ve hayvanlarda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde ve tibbi olmayan
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Anibiyotiklerin asir1 kullanimi dolayisiyla bakteri suslarinda ilag
direncinin gelismesine yol agmistir. Bu durum kiiresel bir sorun ve insan sagligini tehdit eden 6nemli bir problem
halini almaktadir (Serweciniska, 2020). Antibiyotikler hiicre duvari sentezi, translasyon, transkripsiyon ve DNA
sentezi dahil olmak iizere baslica bakteri gelisim siireglerini etkilemektedirler. Bakterilerde antibiyotik direng,
degistirilmis ila¢ hedefleri, enzimatik ila¢ inaktivasyonu, antimikrobiyal bilesiklerin artan hiicre disina akis1 ve
degistirilmis ilag erisilebilirligi gibi birka¢ farkli mekanizma tarafindan ortaya ¢ikmakta ve direncin yayilmasina
¢ok sayida hareketli genetik eleman yardimci olmaktadir (Vestergaard vd., 2019). Antibiyotiklere direnc¢ gdsteren
mikroorganizmalar arasinda S. aureus, dnemli bir halk saghgi sorunudur. Baz1 antibiyotiklere dogal direng
gosteren Enterococcus tiirleri gibi diger mikroorganizmalarin aksine, S. aureus kazanilmis antimikrobiyal direng
gelistirme potansiyeli yliksek bir mikroorganizma olarak tanimlanmaktadir (Pal vd., 2020). S. aureus genomunun
%715'inden fazlasi, stafilokok kaset kromozomlar: (staphylococcus cassette chromosomes), bakteriyofaj genomu,
integronlar, konjugatif plazmidler, transpozonlar ve patojenite adasi gibi mobil genetik elemanlardan
olusmaktadir. Biitiin bu mobil genetik elemanlar antibiyotik diren¢ geni tasiyabilmektedir (Bitrus vd., 2018).
1940'larin baslarinda S. aureus kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde penisilinin kullanilmasindan kisa bir siire
sonra penisiline direngli S. aureus suslari ortaya cikmistir. Bu suslar f-laktam halkasini hidroliz eden ve
antibiyotigin etkisini yok eden blaZ geni tarafindan determine edilen -laktamaz sentezlemektedirler (Foster,
2017). ilk yar1 sentetik anti-stafilokokal penisilinler 1960’larda gelistirilmis ve metisiline direncli S. aureus (MRSA)
klinik kullanimlarindan 1 yil sonra gozlenmistir. Metisilin direncine mecA geni aracilik etmektedir. Stafilokokal
kaset kromozomu mec olarak adlandirilan bir mobil genetik elemanin yatay transferi ile kazanilmaktadir (Turner
vd., 2019). MRSA, B-laktam antibiyotiklere direncin yan sira, siklikla makrolidler, tetrasiklin, aminoglikozidler,
kloramfenikol ve florokinolonlar gibi diger antimikrobiyal ajanlara da direnglidir (Kot vd., 2020).

Bu calismada, Isparta ilinde perakende satisi yapilan Tulum peyniri 6rneklerinde S. aureus yayginligi belirlenmis
ve izolatlarin antibiyotik direng profilleri ve direng genleri varlig1 arastirilmistir.
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2. Materyal ve Yontem (Material and Method)
2.1. Tulum Peyniri Ornekleri (Tulum Cheese Samples)

Calisma kapsaminda biyomateryal olarak kullanilan muhtemel S. aureus suslarinin izolasyonu i¢in kullanilan 75
adet Tulum peyniri drnegi Kasim 2018 ve Nisan 2019 arasinda alti aylik siire boyunca Isparta ilinde bulunan
geleneksel iiriin satan pazar, mandira ve marketlerden temin edilmistir. Peynir drneklerinin 41'i farkli semtlerde
kurulan pazarlardan, 25’'i mandiralardan ve 9’u ise marketlerde agikta satilan peynirlerden olusmaktadir.
Ornekler temin edildigi giin buz kutusu icerinde laboratuvara ulastirilmis ve analiz edilinceye kadar +4 °C’'de en
fazla 3 giin muhafaza edilmistir.

2.2. Muhtemel S. aureus Suslarinin izolasyonu (Isolation of Presumptive S. aureus Strains)

S. aureus izolasyonu i¢in her bir peynir drneginden aseptik kosullar altinda 10 g numune alinmis ve 90 mL
fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi (FTS, % 0.85 NaCl, w/v) icerisinde karistirilarak homojen hale getirilmistir. Orneklerin
10-3 seviyesine kadar seri diliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan dilisyonlardan mannitol salt agar (MSA, LAB M,
Lancashire, ingiltere) ve Baird Parker agar (BPA, LAB M) besiyeri ortamlarina yayma ekim yapilmistir. Petri
kutular1 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda BPA besiyerinde siyah merkezli ve etrafinda
cokelti halkasi goriilen, MSA besiyerinde ise sar1 renkli koloniler muhtemel S. aureus izolati olarak diistintilmiis ve
calisma materyali olarak secilmistir. Secilen 143 koloni 6ze yardimiyla alinarak Brain Heart Infusion broth (BHI,
LAB M) besiyerine inokiile edilmis ve 37 °C’'de 24 saat inkiibe edilmistir. [zolatlarin saflik kontrolii BPA besiyerinde
yapilmistir. izolatlarin stok kiiltiirleri BHI broth besiyeri ortaminda % 20 (v/v) steril gliserol (Riedel-de Haén,
Seelze, Almanya) ilave edilerek -20 °C’de saklanmistir.

2.3. Muhtemel S. aureus izolatlarinin tanisi (Identification of Presumptive S. aureus isolates)
2.3.1. Gram Boyama ve Katalaz Testi (Gram Staning and Catalase Test)

Muhtemel S. aureus izolatlarin mikroskobik morfolojileri Gram boyama yontemiyle hazirlanan preparatlarin 1000
X biiyiitme ile 151k mikroskobunda (Soif, Tiirkiye) incelenmesi sonucunda tespit edilmistir. izolatlarin katalaz
aktivitesi % 3’lik (v/v) hidrojen peroksit (Merck, Darmstadt, Almanya) ¢ozeltisi kullanilarak test edilmistir
(Temiz, 1994). Katalaz testinde S. aureus ATCC 25923 pozitif ve Enterococcus faecalis ATCC 29212 ise negatif
kontrol olarak kullanilmistir.

2.3.2. Genomik DNA izolasyonu (Isolation of Genomic DNA)

Muhtemel S. aureus suslarindan genomik DNA Cancilla vd. (1992) tarafindan oOnerilen yontemde kiigiik
modifikasyonlar yapilarak izole edilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢in 0.5 mL kiiltiir steril Eppendorf tiiplerine
aktarilmis ve 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Sigma 2-16P, Rotor No: 12148, Almanya) edilmistir. Ust fazlar
dokiilmiis ve hiicre ¢okeltileri 0.5 mL liziz buffer ile ¢oziilmiistiir. Hiicre siispansiyonlari su banyosunda (Niive NB
9, Tiirkiye) 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Tiiplere 30 uL sodyum dodesil siilfat (SDS, Serva, Heidelberg,
Almanya, %10 w/v) ilave edilmis ve tiipler 80 °C’ye ayarli su banyosunda (Niive NB 5) 5 dakika daha inkiibe
edilmislerdir. Siire sonunda lize olan hiicre siispansiyonlar: tizerine 0.7 mL fenol-kloroform (1:10, v/v) ilave
edilerek 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Ust faz mikropipet yardimiyla alinmis ve yeni steril
Eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Alinan Ust faz tizerine -20 °C’de bekletilen 0.7 mL 2-propanol (Merck) ilave
edilmistir. Tiipler 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve olusan ¢okelti 50 puL Tris EDTA tamponu (pH 8.0)
icerisinde ¢oziilmistiir. Genomik DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20 °C’'de muhafaza edilmistir.

Genomik DNA orneklerinin varlig1 agaroz jel elektroforez yontemi ile % 0.7 (w/v) oraninda agaroz (AppliChem
GmbH., Darmstadt, Almanya) iceren jellerde kontrol edilmistir. Elektroforez islemi 85 voltta 1.5-2 saat siire ile
gerceklestirilmistir. Elektroforez isleminin ardindan jeller 0.2 pg/mL etidyum bromit (Amresco, Solon, Ohio, ABD)
iceren boyama ¢ozeltisi icerisine aktarilarak 30 dk stire ile boyanmistir. Jel fotograflar:1 312 nm dalga boyunda UV
151k (Vilber Lourmat, ECX-F20.M, Fransa) altinda Nikon D5100 (Nikon Corp., Japonya) dijital fotograf makinesi
kullanilarak ¢ekilmistir.

2.3.3. izolatlarda nuc Geninin Tespiti (Detection of nuc Gene in Isolates)

Muhtemel S. aureus izolatlarinin tanisi S. aureus’da termostabil niikleaz genine 6zgii 458 bg¢ biiyiikliigiinde
fragment veren NUC1 (5’-ATGAAGTCAAATAAATCGCT-3") ve NUC2 (5’-TTTGGTGAAAAATACTTCTC-3") primerleri
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gerceklestirilmistir (Gandra vd. 2011). PZR isleminde
TurboCyler 2 gradient termal dongi cihazi (Blue-Ray Biotech Ltd., Tayvan) kullanilmistir. PZR isleminde 1 dongii
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94 °C’de 2 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 40 déngii 94 °C’de 2 dakika, 55 °C’de 2 dakika ve 72 °C’'de 3 dakika
cogalma ve 1 dongii 94 °C’de 10 dakika son uzama asamalarindan olusan protokol kullanilmistir. Cogaltilan PZR
fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi %1 (w/v) agaroz iceren jellerde 85 voltta 1.5-2 saat stire ile yapilmistir.
Fragment biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda GENESTA™ 100-bp DNA marker (GA-010, GeneAll Biotechnology Co.
Ltd., Kore) molekiiler belirte¢ olarak kullanilmistir. Jeller etidyum bromit (Amresco) iceren ¢ozelti icerisinde 30
dk boyanmis ve UV 151k (Vilber Lourmat) altinda goriintiilenmistir.

2.4. Koagiilaz Testi (Coagulase Test)

S. aureus suslarinin koagiilaz aktivitesi Oxoid Staphylase (DR0595A) test kiti (Oxoid Ltd., Basingstoke, ingiltere)
kullanilarak tiretici firma tarafindan 6nerilen yonteme gore test edilmistir. Koagiilaz testinde Siileyman Demirel
Universitesi Gida Mithendisligi Béliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilen S. aureus ATCC 25923 susu pozitif
kontrol olarak kullanilmistir.

2.5. Antibiyotik Direnc (Antibiotic Resistance)

S. aureus suslarinin antibiyotik direnc¢ profilleri Oxoid Ltd. Sti. (ingiltere)’den temin edilen penisilin G (10 U),
sefoksitin (30 pg), tetrasiklin (30 pg), doksisiklin (30 pg), minosiklin (30 pg), eritromisin (15 pg), amikasin (30
ug), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg), siprofloksasin (5 pg), Kkloramfenikol (30 pg),
trimetoprim/sulfametoksazol (1.25/23.75 pug), linezolid (30 pg), rifampin (5 pg), kinupristin-dalfopristin (15 pg)
ve teikoplanin (30 pg) antibiyotik diskleri kullanilarak disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir (Cariolato vd.,
2008; Yogurtcu ve Tuncer, 2013). Sonuglar Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisi'niin (Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI) 2016 y1ili kilavuzuna gore degerlendirilmistir.

2.6. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi (Detection of Antibiotic Resistance Genes)

S. aureus suslarinda metisilin (mecA), penisilin (blaZ), gentamisin (aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(2")-1b, aph(2")-Ic,
aph(2")-1d), streptomisin (aph(3’')-llla, ant(4')-la, ant(6')-1a), eritromisin (ermA, ermB, ermC, msrA, msrB),
tetrasiklin (tekK, tetM, tetL) ve vankomisin (van4, vanB) direng genlerinin varligi Tablo 1’de verilen primer ¢iftleri
kullanilarak PZR ile arastirilmistir (Dutka-Malen vd., 1995; Lina vd., 1999; Martineau vd., 2000; Vakulenko vd.,
2003; Depardieu vd., 2004; Zhang vd., 2004; Ouoba vd., 2008; Niu vd., 2016).

Tablo 1. Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Tespitinde Kullamilan Primerler ve Uriin Biiyiikliikleri (Primers for Detection of
Antibiotic Resistance Genes and Product Sizes)

GEN PRIMER DiZisi (5'-3") URUN BUYUKLUGU (bc) KAYNAKLAR

mecA GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 310 Zhang vd., 2004
CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA

blaZ ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173 Martineau vd., 2000
TGACCACTTTTATCAGCAACC

aac(6')-le-aph(2”)-la | CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG 369 Vakulenko vd., 2003
CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC

aph(2")-1b CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC 867 Vakulenko vd., 2003
GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT

aph(2")-Ic CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC 444 Vakulenko vd., 2003
CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG

aph(2")-1d GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC 641 Vakulenko vd., 2003
CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC

aph(3")-1lla GGCTAAAATGAGAATATCACCGG 523 Vakulenko vd., 2003
CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG

ant(4')-la CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC 294 Vakulenko vd., 2003
GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT

ant(6')-la ACTGGCTTAATCAATTTGGG 577 Niu vd., 2016
GCCTTTCCGCCACCTCACCG

ermA AAGCGGTAAACCCCTCTGA 190 Martineau vd., 2000
TTCGCAAATCCCTTCTCAAC

ermB CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT 142 Martineau vd., 2000
GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA

ermC AATCGTCAATTCCTGCATGT 299 Martineau vd., 2000
TAATCGTGGAATACGGGTTTG

msrA TCCAATCATTGCACAAAATC 163 Martineau vd., 2000
AATTCCCTCTATTTGGTGGT

msrB TATGATATCCATAATAATTATCCAATC 595 Lina vd., 1999
AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT

tetK TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC 718 Ouoba vd., 2008
GCAAACTCATTCCAGAAGCA

tetM GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 657 Ouoba vd., 2008
CTAAGATATGGCTCTAACAA
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Tablo 1. Devami (Continued)

tetL GTTGCGCGCTATATTCCAAA 788 Ouoba vd., 2008
TTAAGCAAACTCATTCCAGC

vanA GGGAAAACGACAATTGC 732 Dutka-Malen vd., 1995
GTACAATGCGGCCGTTA

vanB ACGGAATGGGAAGCCGA 647 Depardieu vd., 2004
TGCACCCGATTTCGTTC

PZR denemelerinde aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(3')-1lla, ant(4')-1a, aph(2")-1b, aph(2")-Ic ve aph(2")-1d genleri i¢cin
1 dongii 94 °C'de 3 dakika, 40 dongii 94 °C’de 40 saniye, 55 °C’de 40 saniye ve 72 °C’de 40 saniye ve 1 dongii 72
°C’'de 2 dakika; ant(6')-1a geni icin 1 dongii 94 °C'de 3 dakika, 40 dongii 94 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 30 saniye ve
72 °C'de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’'de 5 dakika; tetL, tetK, tetM, vanA, vanB, ermA, ermB, erm( genleri icin 1 dongi
94 °C’'de 2 dakika, 30 dongii 94 °C’'de 60 saniye, uygun sicaklikta 60 saniye (tetL, vanA ve vanB genleri icin 54 °C,
ermA ve tetK genleri icin 55 °C, tetM geni i¢cin 45 °C; ermB geni i¢in 52 °C, ermC geni i¢in 48 °C) ve 72 °C’de 1 dakika
ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika; blaZ geni icin 1 dongt 94 °C’'de 4 dakika, 40 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C'de 30
saniye ve 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 5 dakika; mecA geni icin 1 déngli 94 °C’de 5 dakika, 30 déngii 94
°C’'de 60 saniye, 50 °C’de 60 saniye ve 72 °C’de 2 dakika ve 1 dongii 72 °C’de 10 dakika; msrA ve msrB genleri i¢cin
ise 1 dongii 94 °C’de 10 dakika, 25 dongii 94 °C’de 60 saniye, 50 °C’de 60 saniye ve 72 °C'de 1.5 dakika ve 1 déngii
72 °C’de 10 dakikadan olusan protokoller uygulanmistir. PZR denemelerinde E. faecium FYE41 (ermC*, tetM*,
tetL*), E. gallinarum DYE45 (ermA*, ermB*, tetM*, tetL*), E. faecium ATCC 51559 (vanA*), E. faecalis ATCC 51299
(vanB*) ve S. aureus ATCC 43300 (mecA*) suslari pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Cogaltilan PZR
fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi % 2 (w/v) agaroz iceren jellerde 85 voltta 1.5-2 saat siire ile yapilmistir.
Fragment biiyiikliiklerinin hesaplanmasinda GENESTA™ 100-bp DNA marker (GeneAll) molekiiler belirte¢ olarak
kullanilmistir. Jeller etidyum bromit (Amresco) iceren ¢ozelti icerisinde 30 dk boyanmis ve UV 1s1k altinda (Vilber
Lourmat) goriintiilenmistir.

5. Sonucg ve Tartisma (Result and Discussion)

BPA ve MSA besiyeri ortamlar: kullanilarak yapilan izolasyon calismalar1 sonucu, 75 Tulum peyniri 6rneginin
46’sinda (% 61.33) muhtemel S. aureus izolatina rastlanilmistir. BPA besiyerinden 103 koloni, MSA besiyerinden
ise 40 koloni olmak tizere toplam 143 muhtemel S. aureus kolonisi izole edilmistir. Muhtemel S. aureus oldugu
diisiiniilen 143 koloni 6ze yardimiyla alinmis ve BHI broth ortaminda kiiltiire edilmistir. izolatlarin mikroskobik
morfolojisi Gram boyama ydntemi ile hazirlanan preparatlarin 15tk mikroskobunda incelenmesi sonucu
belirlenmistir. Staphylococcus cinsi Uyesi bakteriler Gram pozitif kok morfolojisinde, mikroskop altinda
gozlendiginde diizensiz kiimeler halinde goriilen ve katalaz pozitif bakterilerdir (Hennekinne vd. 2012).
Mikroskobik inceleme sonucu 143 izolatin 141’inin Gram pozitif kok morfolojisinde ve diizensiz kiimeler seklinde
goriildiigii belirlenmistir. Iki izolatin ise Gram negatif kok morfolojisine sahip oldugu tespit edilmistir. Gram
negatif 6zellik gosteren iki izolat Staphylococcus cinsi tiyesi olmadig icin elemine edilmistir. Katalaz testi yapilan
141 izolattan 100 adedinin katalaz pozitif, 41 adedinin ise katalaz negatif 6zellik gdsterdigi belirlenmistir. Katalaz
negatif oldugu tespit edilen izolatlar elemine edilmis ve ¢alismaya Gram pozitif, katalaz pozitif 100 adet izolat ile
devam edilmistir. Muhtemel S. aureus oldugu diisiiniilen 100 adet izolattan genomik DNA Cancilla vd. (1992)
tarafindan oOnerilen yontem esas alinarak izole edilmistir. Muhtemel S. aureus izolatlarinin genomik DNA
orneklerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 1'de verilmistir.

Smonk “w m--—d-._

L il

Sekil 1. Muhtemel S. aureus Izolatlarinin Genomik DNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforez Gériintiisii (Agarose Gel
Electrophoresis Image of Genomic DNA Samples of Presumptive S. aureus Isolates)

Genomik DNA o6rnekleri nuc geni tespitinde kalip olarak kullanmilmistir. Ekstraseliiler termostabil niikleaz enzimi
liretimini belirleyen nuc geni S. aureus’a 6zgiil diziler icermesi nedeni ile S. aureus’un tanisinda molekiiler belirteg
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https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi40beijaLTAhWEOxoKHcWNC74QFggwMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.thefreedictionary.com%2F%25C2%25B0C&usg=AFQjCNErwhQv24kzR8WH0hUsCYonIUz8Vw&sig2=AiSNghacP_q2uC6h67yxEg&bvm=bv.152180690,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi40beijaLTAhWEOxoKHcWNC74QFggwMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.thefreedictionary.com%2F%25C2%25B0C&usg=AFQjCNErwhQv24kzR8WH0hUsCYonIUz8Vw&sig2=AiSNghacP_q2uC6h67yxEg&bvm=bv.152180690,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi40beijaLTAhWEOxoKHcWNC74QFggwMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.thefreedictionary.com%2F%25C2%25B0C&usg=AFQjCNErwhQv24kzR8WH0hUsCYonIUz8Vw&sig2=AiSNghacP_q2uC6h67yxEg&bvm=bv.152180690,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi40beijaLTAhWEOxoKHcWNC74QFggwMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.thefreedictionary.com%2F%25C2%25B0C&usg=AFQjCNErwhQv24kzR8WH0hUsCYonIUz8Vw&sig2=AiSNghacP_q2uC6h67yxEg&bvm=bv.152180690,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi40beijaLTAhWEOxoKHcWNC74QFggwMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.thefreedictionary.com%2F%25C2%25B0C&usg=AFQjCNErwhQv24kzR8WH0hUsCYonIUz8Vw&sig2=AiSNghacP_q2uC6h67yxEg&bvm=bv.152180690,d.bGg
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olarak kullanilmaktadir (Brakstad vd. 1992). Bu nedenle muhtemel S. aureus oldugu diisiintilen 100 izolatin S.
aureus olup olmadigmin belirlenmesi i¢in izolatlarda nuc geni varhigi PZR ile arastirilmistir. PZR denemeleri
sonucu 100 izolattan 15’inde (5.3, 7.2, 16.3, 27.2, 27.3, 27.8, 31.6, 31.7, 37.1, 38.6, 62.1, 66.3, 66.4, 66.5 ve 67.2)
nuc genine 6zgil primerler ile 458 bg¢ biiytikliiglinde amplikonlar elde edilmistir (Sekil 2). PZR denemelerinden
elde edilen bulgularis1ginda 5.3, 7.2,16.3,27.2,27.3, 27.8,31.6,31.7,37.1,38.6, 62.1, 66.3, 66.4, 66.5 ve 67.2 kodlu
izolatlar S. aureus olarak tanimlanmistir.
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Sekil 2. Muhtemel S. aureus izolatlarinda nuc geni varhiginin PZR ile tespiti (Detection of nuc gene presence by PCR in
presumptive S. aureus isolates). 1: 16.5, 2: 17.2, 3: 18.1, 4: 23.1, 5: 23.3, 6: 27.1, 7: 27.3 (458 bg), 8: 27.8 (458 bg), M:
Genesta™ 100 bp DNA Marker, 9: 31.6,10: 31.7, 11: 37.1, 12: 38.2, 13: 39.4, 14: 46.1, 15: S. aureus ATCC 25923 (pozitif
kontrol, 458 bg¢), 16: negatif kontrol (su)

BPA besiyerinde S. warneri ve Proteus penneri, MSA besiyerinde ise koagiilaz negatif, mannitol pozitif S.
saccharolyticus, S. sciuri ve S. xylosus tiirleri S. aureus ile benzer koloni morfolojisi gdstermektedir (Abolghait vd.,
2020). Bu nedenle ¢alisma kapsaminda nuc genine 6zgiil primer ¢ifti ile amplikon vermeyen izolatlarin S. warneri,
P. penneri, S. saccharolyticus, S. sciuri veya S. xylosus tiirl iiyesi olabilecegi diisiiniilmektedir. nuc genine 6zgiil
primer c¢ifti ile amplikon vermeyen izolatlarin tiir diizeyinde kesin tanisinin 16S rDNA dizi analizi ile yapilmasi
gerekmektedir. S. aureus‘un tanisi i¢in bir ¢ok calismada nuc geni varlig1 arastirilmistir (Brakstad vd., 1992; Kim
vd.,, 2001; Kroning vd. 2016; Kayili ve Sanlibaba, 2020). Calisma kapsaminda kullanilan Tulum peyniri
orneklerinde S. aureus bulunma sikhig1 % 13.33 (10/75) olarak hesaplanmistir. Ulkemizde ve yurt disinda cesitli
peynir 6rneklerinin kullanildigi farkl arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda ise S. aureus bulunma sikligi
bu ¢alismada bulunan degerden yiiksek bulunmustur (Cremonesi vd., 2007; Giiven vd., 2010; Yiicel ve Anil, 2011;
Bingol ve Ozmen Togay, 2017; Kayili ve Sanlibaba, 2020). Cremonesi vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada
italya’da ¢ig siitten yapilan 33 peynirde S. aureus varlig aragtirilmis ve calismada kullanilan peynir érneklerinin
tamaminda (% 100) S. aureus varligl rapor edilmisdir. Giiven vd. (2010) siit, siit liriinleri, et ve et liriinlerinden
olusan toplam 413 gida 6rneginde S. aureus varligini arastirmislar ve peynir 6rneklerinde S. aureus bulunma
sikliginin % 27.9 oldugunu rapor etmislerdir. Yiicel ve Anil (2011) Ankara ilinden cesitli firma ve mandiralardan
temin ettikleri 90 peynir (61 beyaz peynir, 13 kasar peyniri, 11 tulum peyniri ve 5 lor peyniri) 6rneginde S. aureus
izolasyonu yapmislar ve peynir drneklerinde S. aureus bulunma sikligini1 % 20.2 olarak bulmuslardir. Bingél ve
Ozmen Togay (2017) 52 Urfa peyniri 6rneginin 48’'inde (% 92) S. aureus varligini tespit etmislerdir. Kayili ve
Sanlibaba (2020) ise 387 geleneksel peynir 6rneginde S. aureus bulunma sikliginin % 21.96 oldugunu rapor
etmislerdir. Peynir yiiksek seviyede besinsel icerigi nedeniyle S. aureus gelisimi i¢cin olduk¢a uygun bir gida
maddesidir. Peynirde S. aureus bulunmasi temelde ¢ig siit kaynakli olmakla birlikte, peynir tiretiminde mastitisli
stit kullanimy, siitiin pastérizasyon sonrasi kontamine olmasi ve peynirin iiretimi ve liretim sonrasi S. aureus ile
kontamine olmasindan kaynaklanmaktadir (Baran vd. 2017). Bu ¢alisma kapsaminda da Isparta ilinden temin
edilen Tulum peyniri érneklerinin % 13.33’linde S. aureus’a rastlanilmasinin nedeni peynir liretiminde ¢ig siit
kullanilmasi veya S. aureus tasiyicisi Kisiler tarafindan peynire isleme, tuluma basma gibi islemler ile depolama
veya satis sirasindaki kontaminasyon kaynakli olabilir.

PZR analizi sonucu nuc geni varligl dogrulanan suslarin koagiilaz aktivitesi incelenmis ve nuc* izolatlarin
tamaminin koagilaz pozitif 6zellikte oldugu belirlenmistir. Koagiilaz testi S. aureus’'un diger stafilokoklardan
ayiriminda kullanilmaktadir. Rutin laboratuvar uygulamalarinda S. aureus’un diger stafilokoklardan ayiriminda
koagiilaz liretimi siklikla tek kriter olarak kullanilmaktadir. Ancak S. aureus disinda koagiilaz pozitif stafilokoklarin
da oldugu goz ardi edilmemelidir (Anonymous, 2020). Ge¢mis yillarda yapilan ¢alismalarda koagiilaz negatif S.
aureus suslarinin da oldugu rapor edilmistir (Vandenesch vd., 1994; Olver vd., 2005; Bayston, 2006). Bu nedenle
bu ¢alisma kapsaminda koagiilaz testi izolatlarin nuc geni varliginin arastirilmasindan sonra yapilmistir.

Antibiyotik disk difiizyon testi sonucu Tulum peynirinden izole edilen 15 S. aureus susundan sadece 4’iiniin (%
26.66) (27.2,27.3, 27.8 ve 31.6) test edilen biitiin antibiyotiklere karsi duyarh oldugu belirlenmistir. izole edilen
diger S. aureus suslarinin ise calismada kullanilan antibiyotiklere karsi farkli seviyelerde diren¢ gosterdigi
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belirlenmistir (Tablo 2). Elde edilen bu sonuca benzer olarak, Malezya’da yapilan bir ¢calismada 50 siit ve siit liriinii
orneginden izole edilen 5 S. aureus izolatinin 3’iinlin calismada kullanilan antibiyotiklerin tamamina duyarh
oldugu rapor edilmistir (Sasidharan vd. 2011). Vitale vd. (2018) de kegi, inek ve koyun siitii ve peynir
orneklerinden izole ettikleri 61 S. aureus susunun 7 farklh antibiyotige (gentamisin, kanamisin, linkomisin,
eritromisin, tetrasiklin, sefoperazon ve penisilin G) karsi antibiyotik diren¢ profillerini arastirdiklar:
calismalarinda, izolatlarin % 27.86’simin (17/61) tiim antibiyotiklere duyarli oldugunu rapor etmislerdir.

Tablo 2. S. aureus Suslarinin Antibiyotik Direng ve Duyarlilik Profilleri (Antibiotic Resistance and Susceptibility Profiles of S.
aureus Strains)
ANTIBIYOTIKLER!
FOX MH

iZOLAT NO

5.3
7.2
16.3
27.2
27.3
27.8
31.6
31.7
371
38.6
62.1
66.3
66.4
66.5
67.2 S S S S S S S
1K: kanamisin (30 pg); DO: doksisiklin (30 pg); C: kloramfenikol (30 pg); TEC: teikoplanin (30 pg); E: eritromisin (15 pg); CN: gentamisin (10
ug); FOX: sefoksitin (30 pg); MH: minosiklin (30 pg); QD: kinupristin/dalfopristin (15 pg); TE: tetrasiklin (30 pg); LZD: linezolid (30 pg); AK:
amikasin (30 pg); SXT: trimetoprim/sulfametoksazol (1.25/23.75 pg); RD: rifampin (5 pg); CIP: siprofloksasin (5 pg); P: penisilin (10 U).

2S: Duyarly, I: Orta seviyede direngli, R: Direngli
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S. aureus suslarinin antibiyotik direng¢ ve duyarlhlik ylizdeleri Tablo 3’de verilmistir. S. aureus suslarinin en duyarl
oldugu antibiyotiklerin doksisiklin, kanamisin, linezolid, minosiklin ve tetrasiklin oldugu belirlenmistir. Bu
antibiyotikleri takiben izolatlarin % 93.3'ti (14/15) gentamisin ve kloramfenikole, % 86.66’s1 (13/15) sefoksitin
ve teikoplanine, % 80’i (12/15) amikasin, eritromisin, kinupristin/dalfopristin, rifampin ve siprofloksasine, %
73.33’l trimetoprim/sulfametoksazole ve % 40’1 penisilin G'ye duyarli bulunmustur. Bu sonuglara benzer olarak,
Kayili ve Sanlibaba (2020) geleneksel peynirlerden izole edilen S. aureus izolatlarinin tamaminin (% 100)
linezolide, biiyiik bir ¢ogunlugunun ise kloramfenikol (% 97.65), doksisiklin (% 92.94), tetrasiklin (% 90.59),
teikoplanin (% 78.82), siprofloksasin (% 71.77) ve rifampine (% 68.23) duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Diger
taraftan arastirmacilar bu ¢alismada elde edilen sonuglara kiyasla geleneksel peynirlerden izole edilen S. aureus
suslarinin gentamisin (% 58.83), kanamisin (% 55.29), sefoksitin (%48.24) ve eritromisin (% 30.59) duyarlilik
oranlarinin daha diistiik oldugunu rapor etmislerdir.

Tablo 3. S. aureus Suslarinin Antibiyotik Direng ve Duyarlilik Yiizdeleri (Antibiotic Resistance and Sensitivity Percentages of

S. aureus Strains)

ANTIBIYOTIKLER St ! R

n? % n % n %
Penisilin G 6 40 0 0 9 60
Sefoksitin 13 86.66 2 13.33 0 0
Tetrasiklin 15 100 0 0 0 0
Doksisiklin 15 100 0 0 0 0
Minosiklin 15 100 0 0 0 0
Eritromisin 12 80 3 20 0 0
Amikasin 12 80 2 13.33 1 6.66
Gentamisin 14 93.33 1 6.66 0 0
Kanamisin 15 100 0 0 0 0
Siprofloksasin 12 80 3 20 0 0
Kloramfenikol 14 93.33 0 0 1 6.66
Trimetoprim/sulfametoksazol 11 73.33 2 13.33 2 13.33
Linezolid 15 100 0 0 0 0
Rifampin 12 80 2 13.33 1 6.66
Kinupristin/dalfopristin 12 80 3 20 0 0
Teikoplanin 13 86.66 0 0 2 13.33

1S: Duyarly, I: Orta seviyede direncli, R: Direngli; 2n: S. aureus sayisi

S. aureus izolatlarinin en direngli (% 60, 9/15) oldugu antibiyotigin penisilin G oldugu belirlenmistir. Penisilin
G’den sonra izolatlarin teikoplanin (% 13.33, 2/15), trimetoprim/sulfametoksazol (% 13.33, 2/15), amikasin (%
6.66, 1/15), kloramfenikol (% 6.66, 1/15) ve rifampin (% 6.66, 1/15) antibiyotiklerine kars1 direncli oldugu
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belirlenmistir (Tablo 3). S. aureus 3-laktamaz iiretimi ve modifiye penisilin baglayic1 proteinlerin (PBP) {iretimi
olmak iizere iki ana diren¢ mekanizmasiyla (-laktam antibiyotiklere diren¢ kazanmaktadir (Foster, 2017; Pal vd.,
2020). S. aureus’ta penisilin direnci oldukca yaygin karsilasilmaktadir. Bu calismada elde edilen sonuca benzer
olarak, gecmis yillarda yapilan ¢alismalarda da ¢ig siit ve farkli peynir 6rneklerinden izole edilen S. aureus
izolatlarinin penisiline yliksek oranda direng gosterdigi rapor edilmistir (Miranda vd., 2009; Al-Ashmawy vd,,
2016; Vitale vd., 2018; Kayili ve Sanlibaba, 2020). Calisma kapsaminda tulum peynirinden izole edilen S. aureus
izolatlarinin hic birinde sefoksitin direncinin tespit edilmemis olmasi bir avantajdir. Sefoksitin disk difiizyon testi
metisilin direngli S. aureus’larin tespitinde fenotipik marker olarak kullanilmaktadir (Abolghait vd., 2020; Sadiq
vd., 2020).

S. aureus izolatlarinda metisilin (mecA), penisilin (blaZ), gentamisin (aac(6°)-le-aph(2")-1a, aph(2")-1b, aph(2")-Ic,
aph(2")-1d), streptomisin (aph(3’)-llla, ant(4')-la, ant(6')-1a), eritromisin (ermA, ermB, ermC, msrA, msrB),
tetrasiklin (tekK, tetM, tetL) ve vankomisin (vanA, vanB) direng genlerinin arastirildig1 PZR denemelerinden elde
edilen sonuglar Tablo 4’de verilmistir. PZR islemi sonucu, izolatlarin % 33.33’linde (5/15) antibiyotik diren¢ geni
varligl saptanmistir. S. aureus izolatlarinda mecA, blaZ, msrA ve msrB geni varligl tespit edilmistir. S. aureus 5.3 ve
37.1 suslarinda mecA, blaZ, msrA ve msrB genleri, S. aureus 16.3 susunda mecA geni, S. aureus 66.3 ve 66.5
suslarinda ise blaZ geni varlig1 belirlenmistir. S. aureus izolatlarinda en sik rastlanan (% 26.67, 4/15) antibiyotik
diren¢ geninin blaZ geni oldugu tespit edilmistir. blaZ geni tarafindan kodlanan B-laktamaz iiretimi pB-laktam
halkasini hidrolize ederek penisilini inaktive etmektedir (El Feghaly vd., 2012). PZR denemesi sonucu fenotipik
olarak penisiline direncli bulunan 9 sustan yalniz 5.3, 37.1 ve 66.3 kodlu suslarda blaZ geni varlig1 saptanmistir.
Fenotipik olarak penisiline direngli olan 7.2, 31.7, 38.6, 62.1, 66.4 ve 67.2 kodlu izolatlarda ise blaZ geni varligi
tespit edilmemistir. Benzer olarak Frey vd. (2013) ve Yang vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismalarda da penisiline
direncli stafilokok suslarinda blaZ geni varlig1 belirlenmemistir. Penisiline direngli ancak blaZ geni icermeyen S.
aureus suslarinda penisilin direncinin bagka bir diren¢ mekanizmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Diger
taraftan fenotipik olarak penisiline duyarh oldugu tespit edilen 66.5 kodlu susta ise blaZ geni varlig1 tespit
edilmistir. Benzer olarak farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda da penisilin duyarh stafilokok
suslarinda blaZ geni varligi bildirilmistir (Kaase vd., 2008; El Feghaly vd., 2012; Ferreira vd., 2017). Calisma
kapsaminda blaZ geni disinda izolatlarin % 20’sinde (3/15) mecA (Sekil 3), % 13.33’linde (2/15) ise msrA ve msrB
geni varligl belirlenmistir. Calismada varlifl arastirillan diger antibiyotik diren¢ genlerine hicbir izolatta
rastlanilmamistir. mecA geni PBP2a veya PBP2' olarak isimlendirilen alternatif bir penisilin baglayici protein
kodlamaktadir. PBP2a, B-laktam antibiyotiklere ¢ok diisiik afinite gostermektedir. Bu da bakterinin antibiyotige
direncli olmasina neden olmaktadir (Pal vd., 2020). S. aureus’da metisilin direncine neden olan mecA geni oldukca
korunmus bir gen olup, metisilin direngli S. aureus suslarinin genotipik olarak belirlenmesinde biyomarker olarak
kullanilmaktadir (Sadiq vd., 2020). Calisma kapsaminda mecA geni icerdigi tespit edilen 5.3 ve 16.3 kodlu suslarin
disk difiizyon testi sonucu sefoksitine orta seviyede direncli, 37.1 kodlu susun ise sefoksitine duyarl oldugu
belirlenmistir. Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢calismalarda disk difiizyon testi sonucu sefoksitine direncli
bulunan S. aureus suslarinin tamaminda mecA geni varlig1 bildirilmistir (Karmakar vd., 2016; Wu vd., 2018; Wu
vd., 2019; Abolghait vd., 2020). Mimica vd. (2007), tarafindan yapilan ¢alismada ise 37.1 kodlu susda oldugu gibi
fenotipik olarak sefoksitine duyarh oldugu tespit edilen 4 S. aureus izolatinda mecA geni varlig1 rapor edilmistir.
PZR denemeleri sonucu msrA ve msrB genleri varlig1 eritromisine orta seviyede direncli 5.3 ve 37.1 kodlu suslarda
gosterilmistir. msrA ve msrB genleri ATP-bagimli efluks pompasi kodlayarak indiiklenebilir eritromisin direncine
neden olmaktadirlar (Pyzik vd., 2019; Pal vd., 2020).

12 3 456 7 8 910 11121314 151617 18

mecA 310 bg mecA 310 bg

Sekil 3. S. aureus suslarinda mecA geni varliginin PZR ile tespiti (Detection of mecA gene presence by PCR in S. aureus
isolates). 1: 5.3 (310 b¢), 2: 7.2, 3: 16.3 (310 bg), 4: 27.2,5: 27.3,6: 27.8,7: 31.6,8: 31.7,9: 37.1 (310 bg), 10: Genesta™ 100 bp
DNA Marker, 11: 38.6, 12: 62.1, 13: 66.3, 14: 66.4, 15: 66.5, 16: 67.2, 17: S. aureus ATCC 25923 (pozitif kontrol, 310 bg), 18:
negatif kontrol (su)
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Tablo 4. S. aureus Suslarinda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Varlig1 (The Presence of Antibiotic Resistance Genes in S. aureus
Strains)
ANTIBIYOTIK DIRENC S. aureus iZOLAT KODU
GENLERI 53|7.2]16.3|27.2|27.3|27.8|31.6|31.7 |37.1|38.6 |62.1|66.3|66.4|66.5]|67.2
mecA + - + - - - - - + - - - - - -
blaZ + - - - - - - - + - - + - +
aac(6')-le-aph(2")-1a - - - - - - - - R R - R R R
aph(2")-1b - - - - - - - - - R - R R R
aph(2")-Ic - - - - - - - - B B B B B _
aph(2")-1d - - - - - - - - - B - B B _
aph(3')-1lla - - - - - - - - - R - R R R
ant(4')-la - - - - - - - - - - - B B R
ant(6')-la - - - - - - - R - R - R R N
ermA - - - - - - - - - - - - - -
ermB - - - - - - - - - - - - - -
ermC - -
msrA + - - - N B - - + - - - - _
msrB + +
tetK - |- - - - - - - - - - - - -
tetM - |- - - - - - - - - - - - -
tetL - |- - - - - - - - - - - - -
vanA - - - - - - - - - - - - - -
vanB - - - - - - - - - - - - - -
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