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OZET: Cesitli siit isletmelerinden saflanan beyaz peynir Srneklerinden 20 Streptococcus faecalis izole edilmigtir. fodometrik
Test ydntemi ve beta-laktamaz enzimi ile ahgilan 20 Streprococcus faecalis’in 2'si beta-laktamaz pozitif bulunmug, geriye
kalan 18 S. faecalis ise beta-laktamaz negatif glkmigtir.

Daha sonra 2 beta-laktamaz pozitif §. faecalis’in Kromojenik Sefalosperin Test (Nitrosefin) ile beta-laktamaz
enzim varlifi kontrol edilmigtir. Ayrica, penisilin-G ile antibiyotik duyarlik testi yapilmugtir. Kromojenik Sefalosporin Test
(Nitrosefin) ydntemiyle de beta-laktamaz pozitif gikan 2 S. faecalis, penisilin-G'ye kargi direngli oldufu tespit edilmigtir,
Bu sonug beta-laktamaz testlerini desteklemigtir.

SUMMARY: Twenty Streptococcus faecalis were isolated from the samples of white cheese which had been obtained from
different dairies. In the study of iodometric test method 2 of 20 Streprococcus faecalis were found positive beta-lactamase.
The rest of the bacteria, 18 Streptococcus faecalis were negative beta-lactamase. ‘

Later, the presence of beta-lactamase enzyme in 2 beta-lactamase positive Streptococcus faecalis was confirmed
by using Chromogenic Cefalosporin Test (Nitrocefin). Besides, antibiotic sensitive test with Penicilline-G was applied. Two
Streprococcus faecalis which were determined beta-lactamase positive by the method of Chromogenic Cefolosporin Test
(Nitracefin) were found to be resistant against Penicillin-G. The result was supported to the test of beta-lactamase.

GIRIS

Beta-laktamaz bir¢ok tiirii olan bir enzim grubudur. Bu enzim, genetik kontrola (kromozom veya
plazmid aracih@ ile olugtuklanna), substrat profiline ve inhibitdr profiline gore gesitli bigimlerde
siffandinlmigtir. 1973’te hidroliz edilen antibiyotigin tipine gbre (substrat profiline gére) yapilan
Richmond-Sykes simiflamas: daha sonra genetik kontrolu da dikkate alarak degigtiriimigtir. Sykes-Matthew
smiflandirmasi adi verilen bu simiflandirmaya gére beta-laktamazlar kromozom-aracih ve R-plazmidi-aracili
olarak iki ana gruba ayrilmuglardir. Bunlardan birincisi substratin tipine gore fig alt gruba ve ikincisi iki alt
gruba bolinmistiir (KAYAALP, 1987, MEDEIRQS, 1984).

Sentezi kromozom aracilifiyla kontrol edilen birinci gruptaki enzimier bakteri tiirlerine spesifiktirler
ve buna gore adlandirthrlar. Hem Gram pozitif, hem de Gram negatif bakterilerde bulunurlar. Bunlardan
substrat olarak sefalosporinlere etkili olan Richmond-Sykes Smif I enzimleri (gercek sefalosporinazlar)
E.coli, Citrobacter, Enterobacter indol-pozitif Proteus, Serratia, Yersinia, Providencia, Acinetobacter ve
Pseudomonas’lar gibl gram negatif aerobik basiller tarafindan iiretilirler.

Sinif IT beta-laktamazlar (gergek penisilinazlar) Staphiylococcus ve Proteus tiirlerinde bulunur.

Siuf IV beta-laktamazlar genig bir subsrat spektrumu posterirler hem penisilinleri, hemde
sefalosporinleri pargalarlar. Bu alt guptaki enzimler Klebsiella tirleri, E. coli, Enterobacterlerden izole
edilmiglerdir (BAUERFEIND, 1986, KAYAALP, 1987; MEDEIROS, 1984).

Sentezi R-plazmidleriile kontrol edilen ikinciana gruptaki betalaktamazlar, plazmidlerin bir bakteri
tiiriinden digerine kolayca gegebilmeleri nedeniyle tire degil, plazmide ozgiidirler. Bunlarn iki alt
grubundan birine ait (Simf ITT) enzimlerin substrat spektrumu genigtir. Penisilinler ve sefalosporinler
arasmda ayirim yapmazlar. Enterobacteriaceae grubu gram negatif bakterilerden elde edilen ve iik izole
edilen beta-laktamazlar olan TEM-1 ve TEM-2 enzimleri de bu alt gruptadirlar. Gram negatif aerobik
bakterilerde en yaygin bulunan ve en fazla direnclilik roli oynayan beta-laktamaz tiirlerdir, Bu tiirler E. coli,
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Shigella, Salmonella, Heamophilus infltenzae ve Pseudomonas’tir. Staphylococcus’larda penisiline direng
gelismesinde de plazmidler rol oynarlar (BAUERNFEIND, 1986; KAYAALP, 1987, MEDEIROS, 1984).

Streptococcus faecalis’in de staphylococcal beta-laktamaz sentezledigi saptanmigtir. Bu beta-
laktamazin plazmide bagh oldugu tespit edilmis ama heniiz enzimin siniflandinlmas: yapilmamistir
(MEDEIROS, 1984).

MURRAY ve MEDERSKI-SAMAROJ (1983) S. faecalis’in in vitro penisilin direnci igin transfer
edilebilir beta-laktamaz kullanarak yeni bir mekanizma geligtirmiglerdir. Deneyleri sirasinda beta-laktamaz
enzim aktivitesini tayin etmek icin Kromojenik sefalosporin Test (Nirosefin), Iodometrik Test (Nisasta-
iyodin) ve Asidometrik metod olmak iizere iig yontem kullanmiglardir, Arastirmacilar penisilin direncini
ve beta-laktamaz aktivitesini iki plazmidle transfer temiglerdir. Béylece Streptococcus tirinde plazmide bagh
penisilin direncini gostermiglerdir,

MURRAY ve MEDERSKI-SAMAROJ (1986) calismalarinda S. faecalis’in Staphylococcal orijinli
plazmide bagh beta-laktamaz enzimini in vitro olarak incelemigler, S. faecalis’in beta-laktamaz enziminin
penisilin ve ampsilin’i inhibe ettigini tespit etmiglerdir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirma materyali gesitli st igletmelerinden sagtanan 0-10 hafta arasinda olgunlasma siiresi
geciren beyaz peynir droekleridir. Toplam 36 beyaz peynir drnei alisiimugtir. Bu amagla laboratuvara steril
kavanozlarda getirilen beyaz peynir drneklerinden 10 gr alinmug steri! porselen havanda sicakliga 45°C olan
90 m! stisodyum sitrat ile iyice ezilerek 107 oraninda beyaz peynir siispansiyonu hazirlanmistir.

PCA ve Slanetz-Bartley besiyerine 10! diliisyondan 0.1 ml ekilmigtir. 37°C’de 24 saat inkiibasyona
tarakilmigtir. PCA ve Slanetz-Bartley besiyerinde iireyen S. faecalis’lein identifikasyonunda metilen blue,
% 6.5 NaCl'de iireme, gelatin, nigasta, eskulin, arginin dehidrolaz, sitkroz, laktoz, mannitol, arabinoz,
rafinoz fermantasyonu testleri kullanilmigtir {DEIBEL, 1974; KONEMAN, 1988},

Testler sonucunda adlandirilan bakteriler saf kiiltiir olarak % 0.2 gdziinebilir nigasta igeren Nutrient
agar besiyerinde yeniden firetilmiglerdir. Ureyen koloniler iizerine iodometrik test ¢ozeltisi damlatilmugtir.
Cozeltinin damlatilmasindan hemen sonra iyot, nigastaya baglanarak kolonilerin gevresinde kisa bir siire
iginde renk, koloniden gevreye dogru genigleyen halkalar halinde kaybolur (WASHINGTON, 1985).

fodometrik Test yontemiyle beta-laktamaz pozitif bulunan 2 §. faecalis tekrar Kromojenik
Sefalosporin Test (Nitrosefin} yontemine gore yeniden test edilmistir,

Kromojenik Sefalosporin Test (Nitrosefin) yontemiyle bakterilerin beta-laktmaz enzimleri
aragtirthrken Oxoid firmasimn "Beta-lactamase Identification Sticks BR 66 nolu" iiriinleriyle ¢aligilmugtir.
Bu amacla PCA besiyerinde iretilen saf kiiltirlere gubuklar halinde bulunan stiklerin sani kisimlari
dokundurulmustur. Stik uglar1 dokundurulan bakteriler beta-laktamaz pozitif ise renk degistirirler. 5-15
dakika iginde saridan kirmiziya dogru renk degistiren bakteriler beta-laktamaz pozitif olarak adlandinlmagtir
(BAUER, 1970).

Her iki test sonucunda beta-laktamaz pozitif bulunan S. faecalis’lerin penisilin-G ile antibiyogram
testleri yapilarak penisilin-G’ye direngleri kontrol edilmigtir,

lodemetrik Test ve Kromojenik Sefalosporin Test (Nitrosefin) yontemleri, penisilin duyarhibk
testleri sonucunda beta-laktamaz pozitif bulunan . faecalis’lere ofloksasin, klindamisin, amikasin, klavulanat
amoksisilin, sefazolin ve gentamisin antibiyotikleri tarafindan duyarlilik testleri yapilmugtir. Antibiyotik
duyarhlik testlerinde Miieller-Hinton besiyeri kullamlmig ve sonuglar Kirby-Bauer yontemiyle
degerlendirilmigtir (BAUER, 1970).
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BULGULAR
Cegitli siit _i§Ietmelerindcn saflanan 36 beyaz peynir orneginden 20 S. faecalis izolasyonu
gergeklegtirilmigtir. Iodometrik Test yontemiyle beta-laktamaz enzimi arastirilan 20 S.faecalis’'in 2’si beta-

laktamaz bakimindan pozitif sonug vermistir. Geriye kalan 18 . faecalis beta-laktamaz negatif ¢ikmugtur.

Cizelge 1. Beyaz Peynir Orneklerinden fzole Edilen Beta-laktamaz, Pozitif S, facaelis Bakterileri

Beyaz peynir 6rneklerinden
izole edilen beta-laktamaz
pozitif Streptococcus

Todometrik Test yontemiyle
beta-laktamaz pozitif
bulunan

Kromojenik sefalosporin
Test (Nitrosefin) yontemiyle
beta-laktamaz pozitif

Penisilin-G ile yapilan
duyarlilik testinde direngli
bulunan §. faecalis’ler

Jaecalis S. faecalis’ler bulunan §. faecalis’ler

bakterileri
6 nolu drnek + + Direngli
7 nolu drnek + + Direnchi

Beta-laktamaz pozitif S. faecalis’lerin izolasyonunu gergeklegtirdigimiz beyaz peynir drneklerinde
bu bakterilerle beraber beta-laktamaz enzimi pozitif bulunan . gureus'lar da tespit edilmigtir. Bu bulgular
plazmid aracilifiyla taginabilen beta-laktamaz enzim aktivitesini hatirlatmaktadir.

Cizelge 2. Beta-Laktamaz Pozitif Olarak Degelendirilen 2 §. fzecalis'in Antibiyogram Sonuclari

Test Edilen Streptococus faecalis bakterilerinin antibiyogram sonuglar:
Antibiyotikler ) ]
Hassas Orta Direncli
OFLOKSASIN 2 - -
KLAVULANAT AMOKSISILIN 1 1 -
KLINDAMISIN - - 2
AMIKASIN - - 2
SEFAZOLIN 1 1 -
GENTAMISIN - - 2
PENISILIN-G - - 2

Cizelge 2°de gorillen beta-laktamaz pozitif S faecalis’ler penisilin-G ile test edildiginde penisiline
%0 100 direngli olduklar: tespit edilmigtir. Ayrica bu S. faecalis’ler klindamisin, amikasin ve gentamisin’e %
100 direngli bulunmustur. Bununla beraber Sefalosporine ve Klavulanat-Amoksisiline hassas ve orta
derecede hassas olarak saptantmglardir.

TARTISMA VE SONUC

Literatiirde S. faecalis’lerin in vitro kosullarda plazmidlere bagh geligtirilen enzim aktivitesinden
bahsedilmektedir. Bununla beraber arastirmamiz sonuglarinda iki S. faecalis izolatin beta-laktamaz enzim
aktivitesi bulunmugtur. Bu enzim aktivitesi iki test yéntemiyle ve penisilin-G antibiyotigi ile kontrol
edilmigtir. Her {i¢ sonug beta-laktamaz varligim dogrulamigtir. Anilan S. faecalis’lerin izole edildigi beyaz
peynir drneklerinden beta-laktamaz porzitif Staphylococcus'larin da izole edilmesi, plazmidler aracilipryla
tagmabilen beta-laktamaz enzim aktivitesinin ayni otamda iireyen bakterilere gecebilecegini hatirlatmaktadir,

MURRAY ve MEDERSKI-SAMAROJ (1983) S.faecalis’lere plazmidler aracihgyla taginabilen
beta-laktamaz enzim aktivitesini tagidiklarimi  géstermiglerdir. Bu bulgularda bizim ¢ahsmamiz
dogrulamaktadir. Gene aym aragtirmacilar tarafindan yapilan bir bagka galismada S. faecalis’leri penisilin’e



58 GIDA YIL: 21 SAYE: 1 OCAK-SUBAT 1996

ve ampisilin’e direngli bulurken sefalosporinlere karst duyarh bulmuglardir (MURRAY, 1986). Bizim
aragrma sonuglarimizda penisilin’e ve amikasin’e direncli tespit edilen beta-laktamaz pozitif iki S.
faccatis’den birisi sefazolin’c duyarli ve diferide orta derecede duyarh tespit edilmigtir. Bu antibiyogram
sonuglart anilan aragtirmacilarin dogrultusundadir. Ancak gahgsmamizda beta-laktamaz inhibitorleri olarak
bilinen klavulanat-amoksisilin’e S. faecalis izolatlanndan birisi duyarli digeri orta derecede duyarh
bulunmusgtur.

Ofloksasin’e karsi plazmid aracih direng olmugmas: simdiye kadar literatitrde gosterilmemistir.
Sadece kromozom aracili direng olugmaktadir, Bu durum gozoniine ahndifinda aragttrmamuz sonucunda
tespit edilen S. faecalis izolatlanmin ofloksasin’e % 100 duyarh tespit edilmesi bu bilgiler dogrultusundadr.

Sonugta beta-laktamaz pozitif olarak tespit edilen S. faecalis’ler iizerinde diigiiniilmesi gereken
olgulardr.
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