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OZET

Cay bitkisi (Camellia cinensis) diinyada sudan sonra en ¢ok kullanilan i¢ecektir. Bu ¢caligmada, fabrikaya getirilen yas ¢aym kuru ¢ay ola-
rak imal edilinceye kadar olan her bir islenme asamasindaki siiregte {izerinde dogal olarak bulunan, Gram negatif koliformbakterilerin an-
tibiyotik direng profillerinin belirlenmesi hedeflenmistir. izole edilen koliform bakterilerin identifikasyonu koloni morfolojisi, Gram bo-
yanma Ozelligi geleneksel yontemler kullanilarak yapilmistir. Agar disk difiizyon metodu ile antibiyotik direng profilleri belirlenmis ve
TEM tipi beta-laktamaz ve tetrasiklindireng genlerinin varligi PCR ile arastirilmistir. Yas cayin isleme asamalarinda toplam 312 enterik
bakteri izole edilirken islenmis cayda herhangi bir mikroorganizma gdzlemlenmemistir. izolatlarin %35,8°1 Klebsiella, %17,6’s1 Citrobac-
ter, %15,1°i Enterobacter, %8.,3li Edwarsiella, %7,1°i Escherichia cinslerine ait olduklart belirlenirken %16,1’i tanimlanamamustir. izole
edilen suslarda en yiiksek direng %81,73 ile ampisiline kars1 gézlenirken, nalidiksik asit, netilmisin ve imipeneme direngli sug bulunma-
mustir. Ampisilin direngli suslarin ikisinde TEM tipi B-laktamaz geni (bla ) tespit edilmistir. izole edilen suslarda tet(A), (B) ve (C) gen-
lerinin varlig1 arastirilmis ve tetrasiklin direngli suslarda ze#(B) geninin yaygin olarak bulundugu tespit edilmistir. Yapilan transformasyon
calismalart sonucunda tetrasiklin, ampisilin, streptomisin, seftazidim ve trimethoprim/siilfametaksazol direnglerinin transfer edilebilir ol-
dugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cay yapraklari, koliform bakteriler, antibiyotik direnci, bla,, geni, tet(A)-(B)-(C) geni

INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILE OF COLIFORM BACTERIA
ISOLATED FROM TEA LEAVES IN THE PROCESSING STAGES

ABSTRACT

Tea plant (Camellia cinensis) is the most common beverage in the world after water. In this study, it was aimed to determine antibiotic re-
sistance profiles of Gram negative coliform bacteria which were naturally found on fresh tea leaves for each tea processing stage. The
identification of the isolated coliform bacteria was performed based on colony morphology, Gram staining and conventional methods. The
antibiotic resistance profiles of the isolated bacteria were determined by agar disc diffusion assay and the presence of TEM type of be-
ta-lactamase and tetracycline resistance genes was investigated by PCR. Although a total of 312 enteric bacteria were isolated from the
processing stages of tea leaves, no microorganism was observed from processed tea. The isolates were identified as Klebsiella sp. (35,8%),
Citrobacter sp. (17,6%), Enterobacter (15,1%), Edwarsiella (8,3%), Escherichia sp. (7,1%) and unidentified (16,1%). While the highest
resistance among the isolated strains was observed from ampicillin (81,73%), no resistance was found with respect to nalidixic acid, netil-

micin and imipenem. TEM type of B-lactamase gene (bla..., ) was detected in two of ampicillin resistance strains. The presence of fet (A),

TEM
(B) and (C) genes were investigated from the isolated strains and it was found that zet (B) gene was the most common. It was determined
that the resistance of tetracycline, ampicillin, streptomycin, ceftazidime, and trimethoprim/sulfamethoxazole was transferable based on

transformation assays.
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1. GIRiS

Gama Proteobacteria i¢inde yer alan enterik bakteriler fi-
logenetik olarak olduk¢a homojen bir grup olup, cubuk sek-
linde, hareketsiz ya da peritris kirpikleriyle hareket eden, fa-
kiiltatif anaerob, Gram negatif bakterileri kapsamaktadir.
Enterik bakteriler ¢evresel ve ekolojik rollerinden ziyade
siklikla klinik agidan bilinen tiirler igerirler. Escherichia
cinsi tyeleri evrensel olarak insan ve hayvanlarin bagirsak
florasinda bulunmakla birlikte bu habitatlardaki en baskin
organizma degildir. Serratia ve Enterobacter oksidaz nega-
tif olup siklikla toprakta, suda, bitkilerde, kiiciik memeli ve
boceklerde bulunan bakterilerdir [1].

Mikroorganizmalar su kaynaklarinda, havada, toprakta,
hayvan ve bitkiler lizerinde, dolayisiyla tiim ¢evremizde bu-
lunmakta olup gida kaynaklarimizin bozulmasinda 6nemli
rolleri bulunmaktadir. Enterobakterler, sicak kanli hayvan-
larin bagirsaklarindan ¢evreye ve atik sulara, buradan da za-
man zaman i¢gme ve kullanma sularina bulasip insanlarda
¢esitli hastaliklara neden olmaktadirlar. insan, hayvan veya
bitkiler i¢in patojenik olan pek cok tiirii oldugu gibi, endiist-
riyel 6nemi olan suslarda bulunmaktadir. Gidalarda mikrobi-
yal populasyon yogunlugu belirli bir diizeye ¢iktiginda gida-
nin bozulmasina ve potansiyel patojen olarak gida kaynakl
enfeksiyonlara neden olur. Bir kisim bakteriler ise bitkinin
dogal flora iiyesi olup bitki gelisimine ve iiriiniin olusumuna
yarar (azot fiksasyonu, fosfat ¢oziiniirliigii, fitohormon iire-
timi, siderofor liretimi vb.) saglar, bitki zararlilarina karsi
pestisit kullanimini azaltmada rolleri bulunur [2, 3].

Cay, Camellia sinensis yapraklarindan {iiretilen, sudan
sonra diinyada en ¢ok tiiketilen stvidir. Yesil ve siyah ¢ay’in
timi bu bitkinin yapraklarindan iiretilir. Bu ¢aylarin kim-
yasal igerigi ve tadi biiylik oranda fermantasyon igleminin
cesitliligine baglidir. Ulkemizde 1940 yilindan beri Dogu
Karadeniz bolgesinde Hopa’dan Trabzon-Arakli ilgesine ka-
dar uzanan sahil seridinde ¢ay tiretimi yapilmaktadir. Bu ca-
lisma bdlgenin en dnemli ekonomik kaynagini olusturmakta
olan ¢ayin isleme asamalarinda ve {iriin ¢ayda Gram negatif
bakteri populasyonunun halk saglig1 acisindan dnemini be-
lirlemek amaciyla planlanmistir.

II. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Cay Orneklerinin Toplanmasi

Bu c¢aligma, Mayis 2004 — Eyliil 2005 tarihleri arasinda,
Caykur’a ait Cumhuriyet ve Zihniderin Cay fabrikalarin-
dan alinan 6rneklerde yapildi. Calisma Rize Cay Arastirma
Enstitiisii ve Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen-Ede-
biyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, isbirligi ile Mikrobiyo-
loji Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Yas cayimn fabrikaya
girigi ile kuru c¢ay olarak ¢ikist arasinda 10 farkli istasyon
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belirlenmistir (Tablo 1). Her istasyondan yaklagik olarak 50
gr cay Ornegi steril kaplara alinarak hizli bir sekilde labora-
tuvara getirildi.

Tablo 1. Zihniderin ve Cumhuriyet Cay Fabrikalarinda belirlenen
istasyonlar

IstasyonTammi
Soldurma girisi

istasyon No
1

Soldurma ¢1kist
Birinci kivirma
Rotervan ¢ikist
Ikinci kivirma
Fermentasyon girisi
Fermentasyon ortast
Fermentasyon ¢tkist
Firin girigi

o 0 0 N N A W N

10 Firin ¢ikigt

2.2. Cay Orneklerinden Enterik Bakterilerin izolasyonu

Belirlenen 10 farkli istasyondan alinan ¢ay 6rneklerinden 10
gr tartilip, 90 ml steril serum fizyolojik iceren cam erlenlere
aktarildi. Erlenler calkalamali su banyosunda 30 dk. inkii-
basyona birakildi. Daha sonra 10->’e kadar seri diliisyonlar
hazirlandi. Hazirlanan seri diliisyonlarm 1071, 1073 ve 10->di-
liisyonlarindan Gram negatif enterik bakteriler i¢in secici ve
ayirt edici olan EMB (Eosine methylene blue) agar besiye-
rine yayma ekimleri gerceklestirildi. Petri kaplar1 37°C’de
bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda EMB
agar besiyerinde biiyliyen kolonilerden Nutrient Agar besi-
yerine tek koloni ekimleri ger¢eklestirildi. Gram boyama so-
nucunda Gram negatif olarak tespit edilen saf kiiltiirlerin gli-
serol stoklar1 gergeklestirildi ve identifikasyon islemleri i¢cin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testleri gerceklesti-
rildi.

Izolatlarin morfolojik olarak Gram boyama ozellikleri
Claus’un Prosediiriine gore gerceklestirildi [4]. Ayrica izo-
latlarin hareket, kapsiil olusturup olusturmadigi ve Niitrient
stv1 besiyerinde iireme 6zellikleride belirlendi [5].

Izolatlarin fizyolojik olarak optimum biiyiiyebilmeleri
icin 1s1, pH ve NaCl toleranslar1 belirlendi.Optimum biiyiime
sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla Nutrient Broth besi-
yeri iginde yapilan 16-24 saatlik kiiltiirlerden, OD600 = 0,1
olacak gekilde yeniden Nutrient Broth besiyerine ekim ya-
pildi. Hazirlanan kiiltiirler 10, 15, 30, 37, 45, 50 ve 55°C’de
18 saat calkalamali olarak inkiibe edildi ve optimum olarak
biiyiidiigii sicakliklar belirlendi. izolatlarin biiyiiyebildigi
pH araliginin belirlenmesi i¢in izolatlar degisik pH degerle-
rine (3,4, 5,6, 8,9, 10, 11, 12) sahip Nutrient Broth besiyer-
lerine inokiile edildi ve 37°C’ye ayarli su banyosunda gece
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boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon neticesinde iireme
olup olmadigina spektrofotometrede (OD, nm’de) 6lglim-
ler yapilarak karar verildi. Izolatlarin NaCl toleranslarinin
belirlenmesi amaciyla %3, 5, 7, 8, 10, 12 ve 15 oraninda
NaCl ihtiva eden LB Broth besiyerleri hazirlandi. Bu besi-
yerlerinden 3’er ml deney tiiplerine alinarak her bir izolattan
ekim yapildi. Gece boyu 37°C’ye ayarli su banyosunda in-
kiibe edildi. Ureme olan ve olmayan tiipler belirlenerek, izo-
latlarin hangi oranlarda tuzu tolere edebildiklerine karar ve-
rildi [5].

Izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerini belirlemek igin bir
dizi testler gerceklestirildi. Izolatlarin katalaz enzimi olus-
turup olusturmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla Nut-
rient Agar Besiyerinde bir gece inkiibe edilen izolatlarin
lizerine %3’liik H,O, ¢ozeltisi ilave edildi ve olusan gaz ka-
barciklarma gére testin pozitif olduguna karar verildi. izo-
latlarin oksidaz enzimi iiretip tiretmediklerinin belirlenmesi
amactyla Nutrient Agar Besiyerlerinde bir gece inkiibe edi-
len izolatlarin iizerine oksidaz testi ayiraci ilave edildi. Olu-
san koyu mavi renge gore testin pozitif olduguna karar ve-
rildi. IMVIC testleri (indol, metil red, voges-proskauer,
sitrat), nitrat indirgeme, iire hidrolizi, jelatin hidrolizi, gli-
kozdan gaz ve H_S olusumu testleriger¢eklestirildi [S]. Mor-
folojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin sonuglar1 Ber-
gey’s Manual of Systematic Bacteriology’de [6] belirtilen
sonuglar ile karsilastirilarak Gram negatif enterik bakterile-
rin identifikasyonlar gerceklestirildi.

2.3. izolatlarin Antibiyotik Direng Profillerinin
Belirlenmesi

Antimikrobiyal hassasiyet testleri “ClinicalandLaboratoryS-
tandardsInstitute (CLSI, 2006)” rehberindeki standart disk

difuzyon metoduyla yapildt [7]. Sonuglar, ayni rehberdeki
standart zon ¢aplari 6l¢iiliip mukayese edilerek yorumlandi.
Calismada, tetrasiklin (TE, 30pg), seftazidim (CAZ, 30ug),
kloramfenikol (C, 30 ug), amikasin (AK, 30pg), netilmisin
(NET, 30 pg), ampisilin (AMP, 30pg), trimetoprim/sulfame-
toksazol (SXT, 1.25 pg/23.75 pg), nalidiksik asit (NA, 30
ng), imipenem (IPM, 10 pg), kanamisin (K, 10 pg) diskleri
kullanildi. izolatlarm antibiyotik direng profilleri MHA be-
siyeri kullanilarak belirlendi. E. coli ATCC 25922 susu kont-
rol olarak kullanildi.

2.4.Ampisilin ve Tetrasiklin Diren¢ Genlerinin
Belirlenmesi

Ampisilin ve tetrasiklin direngli izolatlardan DNA izolas-
yonuSambrook ve ark.prosediiriine gore gergeklestirildi [8].

PCR reaksiyonu toplam 50 pl’lik hacimde 200 pl ha-
cimli mikrotiiplerde yapildi. Reaksiyon karigimi her bir pri-
merden 10 pmol, 1X reaksiyon tamponu, 0.2mM her bir de-
oksiniikleotidtrifosfat (ANTP; dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
1.5 mM MgCl, ve 1 U Tagpolimeraz kullanilarak hazirlandi.
Ampisiline direngli izolatlarda TEM-tipi B-laktamaz geni
(bla,,), gen igi OT1/OT2 ve tam gen OT3/OT4 primerleri,
Tetrasikline direncli izolatlarda tet(A), tet(B) ve tet(C) gen-
leri igin primer ciftleri kullanilarak tarandi (Tablo 2).

Amplifikasyon islemi ilk denetiirasyon 94°C’ de 3 dk.
daha sonra 35 dongii 94°C’de 45 sn. denetiirasyon, 52°C’de
45 sn. primer baglanma, 72°C’de 2 dk. sentez seklinde ger-
ceklestirildi. Son olarak 72°C’de 5 dk. son sentez yapildi
ve PCR iriinleri 4°C’de beklemeye birakildi. Amplifikas-
yon iiriinleri daha sonra 0.5pug/mL etidiyum bromiir igeren
%1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve UV 15181 altinda incelendi.

Tablo 2. Caligmada kullanilan primer ciftleri

Primer Hedef gen Niikleotit sirasi Amlifikasyon (bg) Kaynak
OT-1 bla, 5-TTGGGTGCACGAGTGGGTTA-3’ s o1
OT22 (gen ici) 5" TAATTGTTGCCGGGAAGCTA-3"
OT:3 bla,, 5'-ATGAGTATTCAACATTTCCG-3’ .57 o
OT-4 (tam gen) 5'-CAATGCTTAATCAGTGAGG-3’
tet(A)-1 ) 5'- GTAATTCTGAGCACTGTCGC -3° 017 "
tet(A)-2 5*- CTGCCTGGACAACATTGCTT -3°

5*- CTCAGTATTCCAAGCCTTTG -3°
tet(B)-1 tet(B)-2 tei(B) 5'- ACTCCCCTGAGCTTGAGGGG -3° 37 (1]
et(C)- 1 5'- GGTTGAAGGCTCTCAAGGGC -3°
t(C)-2 tet(C) 5*- CCTCTTGCGGGAATCGTCC -3’ 306 (1]
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2.5. Plazmit izolasyonu ve Transformasyon

Ampisilin ve tetrasiklin direngli izolatlarda gergeklestiri-
len bla_,,, ve tet(A), (B), (C) genlerinin aranmasi ¢aligma-
larinda pozitif sonug elde edilen suslardanplazmit DNA izo-
lasyonu alkali-lizis metodu kullanilarak gergeklestirildi [8].
Izole edilen plazmit DNA’lar kalsiyum kloriir metodu ile
kompetan hale getirilmis E. coli IM101 (RecA™ ) hiicrelerine
1s1 soku metodu ile transfer edildi [12]. Transformantlar 50
pg/ml ampisilin veya 20 pg/ml tetrasiklinigeren Luria-Ber-
tani (LB) agar (%] tripton, %0.5 sodyum klortir, %0.5 maya
oziitli, %1.5 agar; pH 7.4) besiyerinde segildi. Secici besi-
yerinde tireyen transformantlardan gerekli antibiyotik igeren
LB siv1 besiyerlerine tekrardan ekimleri yapilarak, yeniden
plazmit DNA’lar izole edildi. izole edilen plazmit DNA’lar
kullanilarak bla_, ve tet(A) ve (B) geni i¢in PCR taramalari
yeniden gerg¢eklestirildi.

III. BULGULAR

3.1. Cay Orneklerinden Koliform Bakterilerin
izolasyonu

Caligmada Rize ilinde yer alan iki cay fabrikasinin degisik
islem agamalarindan alinan toplam 120 cay 6rnegi koliform
bakteri yoniinden incelendi. Ornekleme istasyonlarinda, bir
gram cayda sayilan koliform bakterilerin popiilasyonu yil
ve siirglin donemlerine gore ortalama kob/g seklinde hesap-
land1 (Sekil 1, Sekil 2). Bakteri sayisinin yaprak ¢ayin fabri-
kaya girisinde en yiiksek seviyelerde oldugu gozlenirken 3.
istasyon olan birinci kivirma asamasinda belirgin bir diisiis
oldugu tespit edilmistir. Ugiincii asamadan sonra diger asa-
malarda kademeli olarak popiilasyonda bir azalma goriiliir-
ken, son agama olan firin ¢ikisinda ise herhangi bir Gram ne-
gatif bakteri varlig1 tespit edilememistir.

g 450 2004 v
S a0 k
= 350
[
5 300 4\
T 250 ¢ %—o—l.sﬂrgﬂn
E ;1123 T L =f=2. siirgiin
- |
= I
g 100 '—""‘%-'-.._-_ 3. strgln
] 50 — =~
£ 0 ——— : T-_'T'\a
(’_', 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
istasyonNo

Sekil 1. 2004 y1l1 ¢ay yapraklarmin islenme asamalarindan izole

edilen ortalama Gram negatif bakterilerin sayis1
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Sekil 2. 2005 yili cay yapraklariin islenme agmalarindan izole

edilen otalama Gram negatif bakterilerin sayist

Calismada 120 ornekte toplam 312 adet Gram negatif
enterik bakteri izole edildi. Konvansiyonel yontemlerle ya-
pilan identifikasyon caligmalari sonucunda izolatlarin tiir
ve cins seviyesinde identifikasyonlart gergeklestirilmistir.
Cay orneklerinden 75 Klebsiellapnemoniae, 20 K. oxytoca
ve 17 Klebsiella sp. olmak iizere 112 Klebsiella (% 35,8)
cinsi, 13 C. koseri ve 42 Citrobacter sp. olmak tizere 55 Cit-
robacter (17,6) cinsi, 4 E. colive 18 Escherichia sp. olmak
tizere 22 Escherichia (%7,1), 47 Enterocbacter sp. (%15,1),
26 Edwardsiella sp. (%8,3) tanimlanmistir. Suslarin 50’si
(%16,1) konversiyonel yontemler ile tanimlanamamistir
(Tablo 3).

Tablo 3. izole edilen enterik bakterilerin cins ve tiir diizeyinde

dagilimlar

CinsveTiir Say1 (N) Yiizde (%)
Kilebsiella 112 35,8
Klebsiella pneumonia 75 24,0
Klebsiella oxytoca 20 6,4
Klebsiella sp. 17 5,5
Citrobacter 55 17,6
Citrobacter koseri 13 4,2
Citrobacter sp. 42 134
Enterobacter sp. 47 15,1
Edwardsiella sp. 26 8,3
Escherichia 22 7,1
Escherichia coli 4 1,3
Escherichia sp. 18 5,8
Tiplendirilemeyenler 50 16,1
Toplam 312 100
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3.2. izolatlarin Antibiyotik Direnc¢ Profilleri

Tanimlanan 312 sugun test edilen 1lantibiyotige karsi di-
reng oranlarina bakildiginda en yiiksek direng %81,73 orani
ile ampisiline kars1 gozlemlendi. Direng oranlar1 sirastyla
%13,5 seftazidim, %7,8 tetrasiklin ve streptomisin, % 6,4
kanamisin, %1,9 kloramfenikol, % 0,9 trimethoprim/siilfa-
metoksazol, % 0,6 amikasine kars1 tespit edildi. Nalidiksik
asit, netilmisin ve imipeneme karst herhangi bir direng tes-
pit edilemedi (Sekil 3).

100 -
= 80 -
g
g l
S 60
=
@
& 40 -
a
£ 20 -
0 T T T T T A —__——2

\;@2&"\%"%(’6@‘*\*@\

Antibiyotikler

Sekil 3.Cayin isleme asamalarindan izole edilen Gram-negatif
suslarin antibiyotik direng oranlart. AMP: ampisilin, CAZ:
seftazidim, TE: tetrasiklin, S: streptomisin, K: kanamisin,

C: kloramfenikol, SXT: trimethoprim/siilfametaksazol, AK:

amikasin, NET: netilmisin, I: imipenem.

Izole edilen 312 susun 260 (% 83,3)’1 test edilen 11 anti-
biyotigin en az bir veya daha fazlasina kars1 direngli bulun-
mustur. Geriye kalan 52 sus (% 16,6) kullanilan tiim antibi-
yotiklere kars1 hassas oldugu tespit edilmistir. Tiir dagilimina
gore antibiyotik direncine bakildiginda ise ampisilin, seftazi-
dimve streptomisin direnci tiim izolatlarda gozlenirken, tet-
rasiklin direnci E. coli, Klebsiella, Enterobacter ve Edward-
siella cinslerinde gézlemlenmistir. Amikasin direnci sadece
K. pneumoniae ve Edwardsiella sp. tirlerinde tespit edil-
mistir. Trimethoprim/stilfametaksazol direnci ise K. pneu-
moniae, E. coli ve tiplendirilmesi yapilamayan bir sugda
tespit edilmistir. Nalidiksit asit, netilmisin ve imipenem di-
renci ise herhangi bir susta belirlenememistir (Tablo 4).

3.3. Ampisilin ve Tetrasiklin Diren¢ Genlerinin
Belirlenmesi

Calismada 255 susunampisiline karsi, 24 susun ise tetrasik-
line karst direngli oldugu tespit edilmistir. Ampisiline di-
rencli olarak tespit edilen 255 susun 159’u Klebsiella ve En-
terobacter cinslerine ait olduklar1 belirlenmistir (Tablo 4).
Enterobacter ve Klebsiella cinsleri ampisiline dogal direncli
olduklarindan bu suglardaampisilin diren¢ genlerine bakil-
mamistir. Ampisilin direngli diger 96 izolatin total DNA’lar1
ve TEM-tipi beta laktamazlaraspesifikprimerler ile gercek-
lestirilen PCR reaksiyonu sonucunda 2 izolatinbla_,  pozi-
tif oldugu tespit edilmistir (Sekil 4). Pozitif iki izolatdan biri
E. coli (RC 102a) olarak tanimlanirken, digeri tanimlanama-
yan izolatlardan (RC63j)dir.

Tablo 4.izolatlarin identifikasyon sonuglarina gore antibiyotik direnc profilleri

Tiirismi Say1 AMP NA TE C S AK STX K NET I CAZ
K. pneumonia 75 75 0 9 3 2 7 1 5 0 0 11
K. oxytoca 20 20 0 2 0 0 2 0 0 4
Klebsiella sp. 17 17 0 1 1 0 0 2 0 0 0
C. koseri 13 7 0 0 0 1 0 0 2 0 0 3
Citrobactersp. 42 36 0 0 8 0 0 4 0 10
E. coli 4 3 0 1 0 1 0 1 0 0 2
Escherichia sp. 18 14 0 0 0 3 0 1 0 0 2
Enterobactersp. 47 47 0 5 1 1 0 1 0 0 1
Edwardsiellasp. 26 13 0 4 1 2 2 0 3 0 0 4
Tiplendirilemeyen 50 23 0 4 1 3 0 1 0 0 0 5
Toplam 312 255 0 24 6 24 9 3 20 0 0 42

AMP: ampisilin, CAZ: seftazidim, TE: tetrasiklin, S: streptomisin, K: kanamisin, C: kloramfenikol, SXT: trimethoprim/siilfametaksazol,

AK: amikasin, NET: netilmisin, I: imipenem.
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Sekil 4.bla__,, pozitif drneklerin agaroz jelde goriintiisii. M,
DNA Ladder 100bp (MBI Fermentas, USA); 1, RC63j; 2, RC
102a; 3, RC63j; 4, RC 102a; 5, pUC18 (TEM geni pozitif
kontrol); 6, E. coliATCC 25922 (TEM geni negatif kontrol).
1ve 2 nolukuyucuklardaki 6rnekler OT-1/OT-2 primerleri ile

cogaltilmistir. 3 ve 4 nolukuyucuklardaki 6rnekler OT-3/0T-4
primerleri ile cogaltilmistir.

Caligmada tetrasiklin direngli 24 izolattet(A), tet(B) ve
tet(C) genlerinin varlig1 acisindan incelenmistir. Genlere

spesifikprimerler ile gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonu-
cunda tet(B) geninin izolatlar arasinda yaygin oldugu tes-
pit edilmistir. izolatlarin 8°i te#(B) geni igerdigi, 2’sinin ise
tet(A) geni igerdigi tespit edildi. ze#(C) geni i¢eren herhangi
bir izolat tanimlanamadi.

3.4. Transforme Olabilen Diren¢ Genleri

Yapilan transformasyon deneyleri sonucunda ampisilin ve
tetrasikline karsi direng saglayan genlerin plazmit tizerinde
yer aldigr tespit edildi. bla ., pozitif olarak belirlenen ta-
nimlanamayan RC63j ve E. coli RC102asuslarindan izole
edilen plazmitlerin alic1 hiicre E. coli IM101’°e aktarildig1
ve JM101 hiicresini ana hiicreler ile ayn1 antibiyotiklere
kars1 direngli hale getirdigi tespit edildi. JM101 hiicresin-
den yeniden izole edilen plazmit DNA’s1 ile bla,, geni
i¢in yapilan PCR sonucunda ise pozitif sonuglar tekrardan
elde edildi.

tet(A) geni pozitif olarak tespit edilen Edwardsiellasp,
RC41b ve Enterobacter sp. RC 54a suslarindan izole edi-
len plazmitlerintetrasiklin direnci ve tet(A) genini E. coli
IJM101 hiicresine kazandirdig: tespit edilmistir. ze#(B) geni
pozitif olan sekiz izolatda ise ayni1 sekilde tetrasiklin diren-
cinin ve fef(B) geninin plazmit araciligi ile JM101 hiicresine
aktarildigi belirlenmistir. Sonuglar Tablo 5’de ayrintili ola-
rak verilmistir.

Tablo 5.Cayin islenme asamalarindan izole edilen enterik bakterilerin genotipik, fenotipik ve aktarilabilir direng profilleri

Sus Tiir Direng fenotipi® tetgeni ZZ;TiEM glll;ifef:;::;;:)ﬂen
RC 41b Edwardsiella sp. TE tet (A) - TE

RC 52d K. pneumoniae AMP, TE tet (B) - AMP, TE

RC 54a Enterobacter sp. TE tet (A) - TE

RC 63j Tiplendirilemeyen AMP, TE, S tet (B) + AMP, TE, S

RC 79¢ Enterobactersp. AMP, TE tet (B) - AMP, TE

RC 95f K. pneumoniae AMP, TE tet (B) - AMP, TE

RC 102a E. coli [;)I;? » TE, CAZ, S, tet (B) + é}lg? » TE, CAZ, S,
RC 111c Enterobacter sp. TE tet (B) - TE

RC 122a K. pneumoniae AMP, CAZ, TE tet (B) - AMP, CAZ, TE

RC 146¢ Tiplendirilemeyen AMP, TE, CAZ,SXT  tet (B) - AMP, TE, CAZ, SXT

2: AMP: ampisilin, CAZ: seftazidim, TE: tetrasiklin, S: streptomisin, SXT: trimethoprim/siilfametaksazol
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IV. TARTISMA

Cay iilkemizde yaygin olarak tiiketilen bir icecektir. Kisi
bas1 yillik siyah ¢ay tiiketimi 2 kg’1n {izerindedir. Tiirkiye’de
cay hasad1 Mayis ve Ekim aylar1 arasinda yapilmakta ve bu
stire icinde genellikle 3 siirgiin donemi bulunmaktadir [13].

Enterobacteriaceae familyast igerisindeki bakteri tiir-
lerinin bitki, bocek, hayvan ve insanlar olmak iizere ¢ok
genis konak alanlar1 vardir. Bu familyaya ait tiirlerden bir
kismi insan ve hayvanlarin normal bagirsak florasinda bu-
lunur [14]. Bu familya tyesi bakteriler sadece patojen veya
bagirsak florasinda bulunan bakteriler degildir. Ayni za-
manda bunlar hemen hemen her nemli ortamda, 6zellikle
toprakda, suda ve ev ortamlarinda oldukga bol bulunurlar
[15]. Yapilan ¢aligmalarda yaprak halindeki ¢ayda dogadan
veya cevresindeki temas eden canlilardan kaynaklanabile-
cek bir enterik bakteri toplulugunun bulundugu, ancak yas
cayin iglenmesi sirasindaki asamalardan biri olan soldurma
gibi islemler sonucunda su aktivitesine bagli olarak bu bak-
teri toplulugunun azaldigi, mamul ¢ay olan firin (99 °C’de
20-25 dakika) ¢ikisinda ise psikofil veya mezofil mikroor-
ganizmalarin tiimiiniin yok oldugu gézlenmistir[16].Yapilan
bu ¢aligmada tarladan gelen ¢ayda yiiksek oranda enterik
bakteri gdzlenirken, 6. istasyon olan fermentasyon girisi ba-
samagindan sonra belirgin bir azalma oldugu gozlenmekte-
dir. Bu azalmanin fermentasyon sirasinda laktik asit bakteri
veya maya florasinin artmasi, ortamda seker konsantrasyo-
nunun azalmasi ya da tiikenmesi ve ortaya ¢ikan ¢esitli inhi-
bitdr (besin kithigi, diisiik pH, antimikrobiyal maddeler vb.)
etkilerden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Chorianopoulos
ve ark. [17] zeytinde yaptiklar1 ¢alismada fermentasyonun
5. glinlinden itibaren Enferobacteriaceae sayisinin azaldi-
g1 ve pH’nin da 6,5 den 4,5’e diistiigiinii bildirmektedir.
Bu ¢alismada, yas ¢ayin mamul kuru ¢ay olarak alinmasin-
daki son asamalar olan firin girisi ve firin ¢ikisi asamala-
rinda ise enterik bakteri sayisi sifir olarak tespit edilmistitr.
Bu sonug ¢ayin firmnlamadan sonra saglikli kosullarda paket-
lenip depolandig taktirde patojen yada saprofit mikroorga-
nizma igermedigini gostermektedir.

Beta-laktamlar hiicre duvar sentezini ¢esitli asamalarda
inhibe ederek etkili olan antibiyotik grubudur. Diinya ca-
pinda tiiketilen antibiyotiklerin %50’sinden fazlasini B-lak-
tam grubu antibiyotikler olusturmaktadir [18]. Calismada
izole edilen suslarda beta-laktam antibiyotiklerindenam-
pisilin ve seftazidim direnci taranmistir. Ampisiline karst
yiiksek bir (% 81,73) direng tespit edilmis ve seftazidim de
direng orani olarak (% 13,5) ikinci sirada yer almistir. Yapi-
lan bir¢ok calisma klinikte oldukga siklikla kullanilan be-
ta-laktam antibiyotiklerine kars1 yiiksek oranda direncin bir-
¢ok ¢evreden izole edilen enterik bakterilerde bulundugunu
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gostermistir [19, 20, 21, 22]. Bu grup antibiyotiklere karsi
olusan diren¢ genellikle transfer edilebilir diren¢ plazmit-
leri (R-plazmit) iizerinde bulunmakta ve bu da direncin ayni
tiir veya farkli tiir mikroorganizmalar arasinda hizlica yayi-
limina sebep olmaktadir [23].

Calismada ampisilin direngli 255 susun 159°u Kleb-
siella ve Enterobactercinslerine ait oldugu tespit edilmis ve
bu cinslerde TEM-tipi beta laktamaz geni arastirilmamis-
tir. Enterobacter ve Serratia tiirleri genellikle indiiklene-
bilir AmpC tip kromozomal B-laktamazlar {iretirler. Diisiik
miktarda iretilen bu enzim, bakteri 3-laktam antibiyotiklerle
karsilastiginda bol miktarda tiretilir. Bu yiizden ampisiline
her zaman direnclidirler. Klebsiella tiirleri ise A sinift kro-
mozomal B-laktamaz tretirler. Bu yiizden ampisiline dogal
olarak direnclidirler [24]. Caligmada, geriye kalan 96 am-
pisilin direngli sus TEM-tipi B-laktamaz geni (bla. ) var-
lig1 tarafindan taranmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda iki
ey &€ni bakimindan pozitif oldugu tespit edilmis-
tir. Beta laktamaz enzimleri kromozomal ve plazmit aracili
olabilirler. Enterik bakterilerde plazmit orijinli B-laktamaz-
lar siklikla bulunmakla beraber en sik olan1 TEM tipi B- lak-
tamazlardanTEM-1 oldugu rapor edilmektedir [25, 26].

susunbla

Calismada ampisilin ve seftazidim direncinden sonra en
yiiksek direng % 7,8 orani ile tetrasiklin ve streptomisin an-
tibiyotiklerine kars1 gézlemlenmistir. Tetrasiklin grubu an-
tibiyotikler insan enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilma-
sinin yanisira hayvancilik ve ziraatgilikta da oldukca fazla
kullanilan antibiyotiklerin basinda gelmektedirler. Tetra-
siklinler diinya antibiyotik {iretiminin %3’lik bir kismini
olusturmaktadirlar. Enterobacteriace ailesi iyelerinde en
az 15 farkli tetrasikline diren¢ saglayan gen bulundugu ve
bu genlerin plazmit, transpozon veya kromozomal kaynakli
olabilecegi gosterilmistir [15, 20, 27]. Calismada tetrasik-
lin direngli 24 izolattet(A), tet(B) ve tet(C) genlerinin var-
l1g1 agisindan incelenmis ve fef(B) geninin izolatlar arasinda
yaygin oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin 8’i te#(B) geni
icerdigi, 2’sinin ise fef(A) geni icerdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak; bahc¢eden gelen ¢ayin florasinda yogun bir
bakteri populasyonu oldugu, bu bakterilerin klinikte kullani-
lan antibiyotiklere karsi oldukga yiiksek oranda direngli ol-
malart 6nemli bulunmustur. Cevre orijinli mikroorganizma-
larda antibiyotik direncinin azimsanamaz durumda olmasi
halk sagligi agisindan irdelenmesi gereken bir konu oldugu
diistintilmektedir. Ancak isleme agsamalarinda bu populas-
yonun azaldigy, iiriin ¢ayda ise firinlamadan dolay1 hi¢ kal-
madig1 gézlemlenmistir. Halk saglig1 agisindan bakildiginda
hijyenik kosullarda saklanan ve depolanan iiriin ¢ayin insan
sagligini tehlikeye atacak herhangi bir mikroorganizma iger-
medigi tespit edilmistir.
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