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OZET

Antibiyotik direncliliginin hayvansal gidalar aracih@iyla yayilabilme olasihig:
yuksektir ve enfeksiyonlarin tedavisinde basar: oramim azaltmaktadir. f-laktam
antibiyotiklerini hidrolize ederek inaktif hale getiren p-laktamaz enzim Uretimi,
basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere bir¢cok bakteri tiiriiniin 6nemli
diren¢ mekanizmalarindan birisidir.

Calismamizda, Amasya ilinde tiiketime sunulan kiyma orneklerinden elde
edilen Enterobacteriaceae izolatlarinda p-laktamaz enziminin ve GSBL tipleri
olan TEM, SHV ve CTX-M gen bolgelerinin belirlenmesi amaclanmstir.

Kiyma orneklerinden 100 adet Enterobacteriaceae izole edilmistir. p-laktamaz
enziminin varhg Seftazidim (CAZ), Seftriakson (CRO), Sefotaksim (CTX),
Aztreonam (ATM) ve Klavulanik Asit/ Amoksisilin (AMC) antibiyotik diskleri
kullanilarak cift disk sinerji yontemiyle belirlenmistir. Bu izolatlarin %68’inin
GSBL (+) oldugu bulunmustur.

Suslarin antibiyotik diren¢ profilleri ise disk difiizyon yontemiyle aztreonam,
ampisilin, sefotaksim, seftriakson, kloromfenikol, gentamisin, imipenem,
sulfametoksazol, streptomisin ve tetrasiklin antibiyotikleri kullanilarak tespit

edilmistir.



Disk difiizyon duyarhhk testi sonuclarina gore ampisilin, aztreonam,
kloromfenikol, sefotaksim, seftriakson, tetrasiklin, gentamisin, imipenem,
streptomisin ve sulfametoksazol antibiyotiklerine diren¢ oranlar1 sirasiyla;
%27,94, %2,95, %25,0, %14,70, %4,42, %1,50, %1,50 %10,29, %22,05, %17,70
olarak bulunmustur.

B-laktamaz pozitif oldugu belirlenen izolatlarda GSBL tipleri olan TEM, SHV
ve CTX-M gen bdolgeleri varhigi PZR yontemi uygulanarak dogrulanmistir.
%35,29’unda CTX-M tipi , %23,52’sinde SHV tipi p-laktamaz varhgina
rastlanilirken izolatlarin  hi¢cbirinde TEM tipi p-laktamaz varhgna
rastlanilmamstir.

Sonug olarak, antibiyotik kullanimmnin kontrol altina alinmasi ile GSBL pozitif
izolat sikhiginin ve GSBL tiplerinin yayiliminin azalmasi beklenmektedir.
Anahtar Kelimeler: Antibiyotik Direnci, Enterobacteriaceae, Kiyma, GSBL,
CTX-M, SHV, TEM



THE IDENTIFICATION OF g-LACTAMASE ACTIVITIES IN
ENTEROBACTERIACEAE MEMBERS ISOLATED FROM GROUND
MEAT PRESENTED FOR CONSUMPTION IN AMASYA

(M.Sc.Thesis)

Tugce SAAT
AMASYA UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE
Mayis 2017
ABSTRACT

It is high the probability of to be spreaded by animal foods of antibiotic
resistance and is decreased the success ratio of treatment againts to infections.
The production of p-lactamase enzyme which inactivates antibiotics by
hydrolysis is one of the important resistance mechanisms in many bacterial
species mainly Enterobacteriaceae members. Our study aimed to identify -
lactamase enzyme with TEM, SHV and CTX-M gene locations that are ESBL
types in Enterobacteriaceae isolates obtained from ground meat presented for
consumption in Amasya. We isolated 100 Enterobacteriaceae samples from
ground meat. The presence of B-lactamase enzyme was determined by double-
disk synergy test with Ceftazidime (CAZ), Ceftriaxone (CRO), Cefotaxime
(CTX), Aztreonam (ATM) and Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) antibiotic
disks. We found that 68% of all samples were ESBL (+). The antibiotic
resistance profiles of strains were also identified by disk diffusion method using
aztreonam, ampicillin, cefotaxime, ceftriaxone, chloramphenicol, gentamicin,

imipenem, sulfamethoxazole, streptomycin and tetracycline antibiotics.



We found that according to disk diffusion test, the the antibiotics resistance
rates of ampicillin, aztreonam, chloramphenicol, cefotaxime, ceftriaxone,
tetracycline, gentamicin, imipenem, streptomycin and sulfamethoxazole were
27,94%, 2,95%, 25,0%, 14,70%, 4,42%, 1,50%, 1,50%, 10,29%, 22,05%,
17,70%, respectively.

The presence of the types of ESBL, TEM, SHV and CTX-M gene locations, in -
lactamase positive isolates were also confirmed by PCR. There was no presence
of TEM-type beta-lactamase in any of the isolates when the presence of CTX-M
type at 35,29% and SHYV type beta-lactamase at 23,52% were observed.

As a result, it is expected that the frequency of ESBL positive isolate and the
spread of ESBL type will be reduced by controlling antibiotic usage.

KEYWORDS: Antibiotic resistance, Enterobacteriaceae, Mince, ESBL, CTX-M,
SHV, TEM
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1. GIRIS

Antibiyotikler giiniimiizde en c¢ok tercih edilen ilaglar arasinda yer
bulmaktadir. Ayrica, tip diinyasinda kullanilmasinin yani sira zirai ve benzeri bir¢ok
alanda tercih edilmeleri 6nemlerini daha fazla artirmaktadir. Antibiyotiklerin fazla
kullanimi olumlu yonden ekonomik degerlerinin, olumsuz yonden ise yan etkilerinin
ortaya c¢ikmasinda biiyilkk 6nem tasimaktadir. Bu durum antibiyotiklerin halk
saghgina da etki etmelerine sebep olmaktadir (Oskay ve ark., 2009). Ozellikle
giiniimiizde bakteriler arasinda antibiyotik diren¢ genlerinin aktariminin ¢ok fazla
olmasi nedeniyle bilim insanlar1 antibiyotiklerin yetersizliginden sikayet

etmektedirler.

Gida giivenliginde onemli konular arasinda yer almakta olan gidalarda
antibiyotik direncliligine sahip olan bakteriler, gelismis ve gelismekte olan iilkeleri
ciddi saglik problemi ile tehdit etmektedir (Kartal, 2006). Gida kaynakli yangilar,
cografi bolgelere, toplumsal yasam kalitesine ve ekonomik sartlara bagli olarak

farklilik gostermekle birlikte tiim diinyada siklikla goriilmektedir (Civek, 2015).

Antibiyotiklere kars1 direng¢ gelisimi stirekli kendini yenileyerek gelismekte
ve direncli bakterilerin neden oldugu yangilar 6nemli bir saglik sorunu olarak
karsimiza cikmaktadir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi olusturduklari direncte
siklikla kullandiklar1 savunma mekanizmalarindan biri, sentezlenen enzimler ile
ilacin inaktive edilmesidir. Beta-laktam grubu antibiyotikleri hidroliz eden beta-
laktamaz enzimleri bakterilerin olusturduklar1 savunma mekanizmalarina en 1iyi

ornektir (Livermore, 1995).

Genis Spektrumlu Beta-laktamaz karakterindeki mikroorganizmalarin varligi
sahip olduklar1 patojenite etkiler nedeniyle tiim diinyada biiyiikk 6nem tasimaktadir.
GSBL’ler, gram negatif comaklarda bulunan, genis spektrumlu sefalosporinler ve
aztreonama karsi direngten sorumlu olan enzimlerdir (Ak¢am ve ark., 2004). Ilk
olarak 1983 yilinda Avrupa’da Klebsiella pneumoniae bakterisinde teshis edilen bu
enzimler, daha sonra Enterobacteriaceae ailesinin diger iiyelerinde de goriilmiistiir

(Hosgor ve ark., 1998).



GSBL karakterindeki organizmalar i¢inde ilk tanimlananlar siklikla
Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) Uyeleridir. GSBL
enzimlerinin Klebsiella tirlerinde daha ¢cok bulunma nedenleri ise karkas ylzeylerde

daha uzun hayatta kalabilmeleridir (Ozsoy ve ark., 2001).

Bu etkende, CTX-M, SHV ve TEM tipindeki direncin yaygin bir sekilde
bulundugu yapilan c¢alismalarda bildirilmistir (Pitout ve ark., 2005). Bilim
insanlarinin yapmis olduklar ¢esitli deneylerde ise farkli gruplardaki gram (—) ve (+)

mikroorganizmalarda da GSBL varlig1 tespit edilmistir.

Enterobacteriaceae Uyelerinden Escherichia coli daha ¢ok Uriner sistem ve
gastrointestinal sistem enfeksiyonlarindan sorumlu 6nemli bir bakteri tiiriidiir. Basta
E. coli olmak Uzere bitun gram negatif bakterilerde genel olarak bulunan TEM-1 ve
TEM-2 ile 6zellikle Klebsiella suslar1 tarafindan sentezlenen SHV-1 beta-laktamazlar
arasinda en yaygin olarak bulunmaktadir. Sayilar1 600’e ulagsan beta-laktamazlarin
yarisini olusturan GSBL, ¢ogunlukla TEM-1,TEM-2 ve SHV beta-laktamazlarindan
bir veya birka¢ aminoasit degisikligi ile olusmuslardir. Bunun yaninda TEM veya
SHV kokenli olmayan GSBL’ler de saptanmaktadir (Mathew, 1979; Qinn, 1994,
Sirot, 1995).

GSBL dreten bakteriler tim penisilinlere, sefalosporinlere ve aztreonama
(sefamisin ve karbapenemler hari¢) direngli bulunmaktadir (Paterson ve ark., 2005).
Bu enzimler Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli basta olmak iizere
Enterobacter, Serratia, Salmonella, Morganella ve Proteus gibi bircok
Enterobacteriaceae iiyesi tarafindan iretilebilmektedir (Jacoby, 2005). Klasik olarak
tanimlanan GSBL’lerin biiylik cogunlugu TEM ve SHV enzimlerinden kdken almistir
(Gur, 2005).



GSBL olusturan suslar {izerinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda,
bagimsiz ve epidemik kdkenleri birbirinden ayri tutmak gereklidir. Molekiler
tiplendirme yéntemleri bu amaca hizmet etmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
Ozellikle Klebsiella suslarinda serotipleme, biyotipleme, faj tipleme, bakteriyosin
tiplemesi ve antibiyotik duyarlilik testlerine gore tiplendirmeler yapilmistir.
Gunumuzde ise genetik tiplendirme yontemleri daha fazla tercih edilmektedir
(Cavusoglu ve ark., 2002).

Avrupa ve Asya’da 10 yili askin bir siiredir toplum kaynakli GSBL’den biri
ise CTX- M tipidir. Bununla birlikte literatiirde farkli tipteki enzimleri (CTX-M, SHV
ve TEM) kodlayan genlerin, tlkemiz kdkenli E. coli izolatlarinda bulunma sikliginin
arastirildigr ¢alismalara ise daha az sayida rastlanilmaktadir (Gonullu ve ark., 2008;
Nazik ve ark., 2011).

Bu nedenle ¢alismamizda; Amasya ilinde tiiketime sunulan hayvansal gida
kaynakli olan kiyma Orneklerinden fenotipik olarak belirlenen GSBL pozitif
izolatlarinda, CTX-M, SHV ve TEM tipindeki B-laktamazlarin liretiminden sorumlu

genlerin varliginin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile tespit edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGI
2.1. Enterobacteriaceae Familyasi

Enterobacteriaceae; insanda enfeksiyona neden olan bakteri cinsini ve tlrini
barindiran bir bakteri ailesidir. Ancak bu cinsin “enterik bakteriler” olarak
adlandirilmas: hatali kullanimlara yol agmaktadir. Enterobacteriaceae ailesindeki
bakteriler sadece barsakta yasamaz ya da barsakta yasayan bakterilerin hepsi
Enterobacteriaceae ailesine ait degildir. Bu ailedeki bakterilerin birkaci insan ve
hayvanlarin kalin barsaginda genel olarak bulunurlar fakat normal flora da azami bir
bigcimde karsimiza c¢ikmaktadirlar. Yapilan c¢alismalarda bu ailedeki bakterilerin
birgogunun, insan ve hayvanlarin barsak ve barsak dis1 floralarinda, bitkilerde,
toprakta, suda; patojen, kommensal ya da saprofit olarak bulunduklari ortaya

cikartlmistir (Toreci, 2002; Donnerberg, 2005; Murray ve ark., 2009).

Enterobakteriler, gram negatif, sporsuz basiller olup genel olarak 0,3 - 1,0 um
eninde 1,0 - 6,0 um boyunda mikroorganizmalardir. Enterobakterilerin hiicre
duvarini olusturan peptidoglikan, lipoprotein, fosfolipit, protein ve lipopolisakkaritler
(LPS) ¢ok yapili tabakalar halindedir. Lipopolisakkaritlere ait 6zel polisakkarit yan
zincirlerle bircok cinsin antijenitesini belirlenmektedir. Ayrica polisakkarit yan
zincirler hiicrenin endotoksik aktivitesinden sorumlu olan kismini1 olusturmaktadir.
Hiicre duvarindan digsar1 uzanan organeller diger bakterilere konak hiicrelere ve
bakteriyofajlara yapismada yardimci olmaktadirlar. Enterobakteriler optimum 35 - 37
°C’de ve CO;’siz ortamda cogalirlar. Koloniler 18 - 24 saatte tespit edilecek hale
gelirler. Enterobakterileri ¢ogaltmak i¢cin Kanli agar, Mac Conkey, Eozin Metilen
Blue (EMB), Hektoenterik (HE) agar, Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar
kullanilmaktadir. Mac Conkey veya EMB agarda laktozu fermente eden tirler, laktoz
fermentasyon sonucu olusan asit nedeniyle pembe-kirmizi kolonilerin olusumu
sonucunda tespit edilirler. Kristal viyole ¢Oker ve ndtral kirmizisi asit pH'da
kirmiziya doniisiir. Laktoz negatifler Mac Conkey agarda saydam koloniler olusturur.
Safra ve kristal viyole gram pozitif bakterilerin tretilmesine engel olurlar. HE agarda
laktoz pozitif tiirler sar1 koloniler olustururken, laktoz negatif olanlar ise yesil koloni

olusturarak kolayca tespit edilirler (Schito, 2003).



Enterobakter ailesi igindeki bakterilerin ¢ogu ortak ozellikler paylasirlar.
Gram negatif basil, sporsuz, peritrik kirpiklerle hareketli veya hareketsiz, pepton
veya et 0zlU besiyerlerinde, sodyum kloriir veya baska madde ilave etmeden iireme
oOzellikleri, Mac Conkey agarda iyi Uremeleri, fakiltatif Gremeleri, katalaz pozitif,
oksidaz negatif olmalari, nitrati nitrite ¢evirme O6zelligini barindirmalari, DNA'da
G+C oranlart %39 - 40 arasinda olmalar1 ve Erwinia cinsi digindaki tiim enterik
bakteri tirlerinde ortak Enterbacteria antijeni (ECA= Enterobacterial Common

Antigen) bulundurmalar gibi 6zelliklere sahiptirler (Rottier ve ark., 2012).

Tip alaninda infeksiyonlariyla en ¢ok savas verilen grup Enterobacteriacea
oldugu i¢in bu familya bilim insanlarmin dikkatini ¢ekmistir. insanlarda septisemi,
menenjit, pndmoni, yara ve iiriner sistem infeksiyonlarina neden olduklari i¢in 6nem
tasimaktadirlar. Enterobacteriaceae ailesinde bulunan bakteriler ayni zamanda,
onemli hastane infeksiyonlarindan etken olarak siklikla izole edilmektedirler (Tham,

2012).
2.2. Enterobacteriaceae Simiflandirilmasi

Enterobacteriaceae cinsleri, tiirleri, alt tiirleri, biyogruplar1 ve serotiplerinin
adlandirilmas1 ve smiflandirilmas: fikir ayriliklarina sebep olmustur. Mikrobiyoloji
alaninda yapilan ilk smiflandirmalarda bakterilerin morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri g6z Oniinde bulundurulmustur fakat giiniimiizde yeni tanimlama
yontemlerinin kullanilmasi ile bakterilerin tanimlanmasinda yenilikler ve buna baglh
olarak da smiflandirmada birtakim degisiklikler olusmustur. Molekiiler tekniklerin
gelismesini takiben niikleik asit hibridizasyon, DNA dizileme yontemi gibi yeni
tekniklerle aile igindeki bakterilerin evrimsel ge¢misini ve diger kokenlerle akrabalik
derecelerini belirlemek daha kolay hale gelmistir. Bu arastirmalarla birlikte yeni
tiirler tanimlanmis ve bir¢ok bakterinin siniflandirilmast yeniden yapilmistir (Toreci,
2002; Farmer ve ark., 2005, 2009). Ornegin onceleri Pasteurella pestis ve P.
pseudotuberculosis gibi Pasteurellaceae ailesinde bulunan tirler Yersinia cinsi olarak
bilinirken molekiiler teknikler sonucu Enterobacteriaceae ailesine iiye olmustur

(Toreci, 2002; Donnenberg, 2005).



Enterobacteriaceae ailesi; Proteobacteria subesinin Gammaproteobacteria
siifinda, Enterobacteriales takiminin icinde yer alan ailedir. Enterobacteriaceae
ailesindeki cins sayis1 1960’larda 10-12 olarak bilinirken, 1985 yilinda 22 cinse ait
69 tiir ve 29 adlandirilmamis biyogrup tanimlanmistir. Giinlimiizde bu ailede 50’den

fazla cins tanimlanmistir (URL-1, 2013).
2.2.1. E.coli

1885 yilinda, siit ¢agi c¢ocuklarinin ishallerinde E. coli bakterisine
rastlanilmigtir. Daha sonraki yillarda bagirsak disi enfeksiyonlarda E. coli’nin
patojen oldugu ortaya g¢ikartilmistir. Chalmer ve Castellani 1919'da tiir adi1 olarak
Bacterium coli ismini kullanmislardir ve bu isim daha sonradan E. coli olarak

kullanilmaya devam edilmistir (Unat, 1986; Toreci ve ark., 2002).

Gram (-), fakultatif anaerob, sporsuz bir bakteri olan E. coli yaklasik olarak 2-
6 um boyunda, 1-1,5 um eninde, diiz, uglar1 yuvarlak, comak seklinde pigmentsiz
bakterilerdir. Peritris kirpikleri ile hareket etme Ozelligine sahipken hareketsiz

kokenlerinin de var oldugu bilinmektedir ve bazi suslar1 da kapsiilliidiir (Erdem,

1999).

E.coli, adi besiyerlerinde kolay iiretimi saglanabilen bir bakteridir. Optimum
tireme sicakligir 37°C ancak 20-44°C’de iretimleri gergeklesmistir. Besiyerlerinde
diizgun koloniler yapan E. coli, Mac Conkey agarda laktozu fermente ettiginden
kirmiz1 renkte, safray1 presipite ettifinden etrafinda zon olusan 2-3 mm c¢apinda
koloniler ile kolayca tespit edilebilmektedir. Laktoz, D-mannitol, D-sorbitol, L-
arabinoz, L-ramnoz, maltoz, D-ksiloz, trehaloz ve D-mannozu fermente ederken
nositol, sellobioz, eritol ve D-arabitolii fermente etmez. Katalaz, metil kirmizisi, lizin
dekarboksilaz da pozitif reaksiyon gosterirken oksidaz, VVoges-Proskauer, fenilalanin
deaminaz, lipaz, 25°C’de DNaz aktiviteleri negatiftir. Indol testinde triptofani
ayristirarak indol olustururken, H,S ve iireaz olusturmazlar. E. coli’nin somatik
(lipopolisakkarit—0), protein yapida kirpik (H), kapsiil (K) antijenleri bulunmaktadir.
170’ten fazla O grubu, 60’a yakin H grubu, 90 civarinda K grubu tespit edilmistir.
Serotiplendirme yapilirken 6ncelikle O ve H antijenleri kullanilmaktadir (Bilgehan,

2002; Murray ve ark., 2005).



Farkli alanlarda karsimiza ¢ikan E. coli, gida sektoriinde de hijyen ve
sanitasyon gostergesi olan bir indikatdr bakteridir. Insan bagirsak florasinda dogal

olarak 106 ile 109 kob/g arasinda bulunabilmektedir (Tham, 2012).
2.2.2. Citrobacter

Gram negatif bakteri cinsi olan Citrobacter idrar ve solunum sistemi
hastaliklarinin baslica sebebi olan kommensal bir bakteridir (Hodges ve ark., 1978;
Gupta ve ark., 2003).

Citrobacter spp. bilim insanlar1 tarafinda tercih edilmesinin diger bir nedeni,
bu cinse ait suglarin kontamine ettigi gidalarin tiiketiminden sonra saglikli bireylerde

gastrointestinal enfeksiyonlar olugturmasidir.

En sik gida kontaminasyonuna sebep olan tiirler C. freundii ve C. braakii

bakterileridir (Urbanov, 1997). Bu tiir suslarin, toksisiteye neden olan genleri

kodladig1 bilinmektedir (Guarino ve ark., 1989; Schmidt ve ark., 1997).
2.2.3. Enterobacter

Enterobacter cinsindeki bakterilere en ¢ok toprak ve sularda rastlanirken nadir
olarak insan ve bazi hayvanlarin bagirsak florasinda bulunurlar. Kirpikleri ile hareket
eden, yaklasik 0,6 — 1 um en ve 1,2 — 3,1 um boyutlarinda diizgiin ¢gomakciklardir.
Karsimiza ¢ogu kez kapsiilsiiz olarak c¢ikan bu bakterinin, yapilan arastirmalar
sonucu ince kapsiile sahip oldugu durumlarda tespit edilmistir. Enterobacter tlrleri,
gram negatif, antimikrobiyal maddelere ve dezenfektanlara Enterobacteriaceae

ailesinin diger tiirlerine gore daha direnclidirler (Wade ve ark., 1991).

Firsatc1 patojen olma oOzelligi nedeniyle yeni dogmus ve prematiire
bebeklerde, immiin yetmezligi olan ve immiin siipresifli kimselerde, idrar yollari, tist
solunum yollar, yara ve yanik enfeksiyonlari basta olmak iizere, menenjit ve

sepsisler gibi ¢esitli hastaliklara yol agmaktadirlar (Avci, 2012).



Cins icindeki genetik  heterojeniteden dolay1 Enterobacter
siiflandirilmasinda farkliliklar goriilmektedir. Baslangic olarak iki yeni tiir (E.
radicincitans ve E. ludwigii) smiflandirilmaya eklenmistir (Murray ve ark., 2009).
Enterobacter agglomerans artik Pantoea cinsi iginde Pantoea agglomerans olarak
yer almaktadir. E. cloacae igindeki iki organizma gunimuzde E. hormaechei’nin alt
tirleri olarak kesfedilmistir. Daha once E. hormaechei olarak bilinen suslar
gunimizde subsp. hormaechei olarak adlandirilmis ve yeni olusturulan iki tdr, subsp.
oharae ve subsp. steigerwaltii olarak tanimlanilmaktadir. Her ti¢ alt tiir farklhi
bolgelerden, insan Klinik drneklerinden ve bitkilerden izole edilebilirler. Daha 6nce
E. cloacae’ye ait oldugu disiiniilen E. dissolvens artik E. cloacae subsp.
dissolvens 'tir. Daha 06nce E. cloacae olarak bilinen suslar ise E. cloacae subsp.
cloacae’dir. E. cloacae, iginde P. agglomerans grubu gibi ¢ok sayida DNA grubu

barindiran heterojen bir grup olarak kalmistir ve isimlendirilememistir (Murray ve
ark., 2009).

Enterobakterilerin, antibiyotik kullanimmin olmadigi doénemde ismi
duyulmazken, 1970’li yillardan itibaren antibiyotik kullaniminin baslangiciyla
enfeksiyonlarda goriilmeye ve 6nem tasimaya baslamistir (Caglayangil ve ark., 1991;

Ahmet ve ark., 1995).
2.2.4. Klebsiella

1885°te Escherich’in digkidan izole ettigi ve Oncelikle Bacterium lactis
aerogenes olarak adlandirdigi bakterinin K. pneumoniae oldugundan siiphe
edilmektedir. 19. yy’in sonlarinda Alman mikrobiyolog Edwin Klebs’in anisina
Klebsiella cinsinin ortaya ¢ikmasi sonucunda B.aerogenes, Klebsiella aerogenes
adm1 almis daha sonra bu ad K. pneumoniae olarak ginimize kadar gelmistir
(Erdem, 1999).



Klebsiella sporsuz, kisa uglar1 yuvarlak, gram (-), hareketsiz ve fakultatif
anaerop Ozellige sahip bir bakteridir (Erdem, 1999). Eni 0,3-1 um, boyu ise 0,6-6 um
arasindadir. Asit ve gaz olusturarak karbonhidratlar1 fermente eder, iire ve eskiilini
hidrolize eder, Voges-Proskauer ve lizin dekarboksilaz reaksiyonlar1 pozitiftir, ancak
indol ve H,S olusturmazlar. Oksidaz, fenilalanin deaminaz, arjinin dehidrolaz,
ornitin dekarboksilaz, eskiilin fermentasyonu ve DNaz olusturma reaksiyonlar
negatif olmakla beraber jelatini de eritmezler. Klebsiella kokenlerinin ¢ogunda,
karbonhidratli besiyerinde izolasyonu yapilan kiiltiirde, bakteri ¢cevresinde genis bir
kapsiil olusturduklar1 gdzlenmis olsada kapsiilsiiz veya slime tabakasi gibi az kapsiil
olusturan kokenlerin de varlig tespit edilmistir (Erdem, 1999; Toéreci, 2002). Bazi
kokenlerde kapsiil olusturmanin virulansla orantilt olmadigi, kapsiilsiiz bazi suslarin
da oldukg¢a virulan oldugu goriilmektedir. Klebsiella kokenleri buyyon jeloz, kanl
jeloz, Mac Conkey agar, EMB gibi besiyerlerinde fakiiltatif olarak en iyi 37°C’de
treyen bakterilerdir. 55°C gibi yiiksek sicaklikta 30-45 dakika kadar
bekletildiklerinde ise oliirler. Kapsiil bulunduran tiirleri kat1 besiyerinde biiytik (3-4
mm) mukoid koloniler (M koloni) olustururken, kapsulsiz olan tlrleri ise S

kolonileri olusturmaktadir (Toreci, 2002).

Solunum yollarindan izole edilen K. pneumoniae kokenleri genel olarak
mannoza duyarlt birinci tipte pili olusturmalar1 ile karakterize edilirler. Diger
kaynaklardan izole edilen kokenlerde mannoza direncli Gglncl tipte pili de
bulunabilecegi bildirilmistir. Klebsiella cinsinde O antijenleri (hiicre duvarindaki
LPS molekiilleri) diger gram negatif bakterilerdeki gibi bakterinin endotoksisitesine
neden olmaktadir. O antijenlerine gore 12 serogrup tespit edilmistir. Klebsiella’larin
en onemli antijenleri kapsiil (K) antijenleridir. Kapsiil materyali polisakkarit bir yap1
gostermektedir. Klebsiella’da 80’e yakin K antijeni tipi bildirilmistir. K antijenleri,
fagositozu ve infeksiyon bdlgesine fagositlerin  gécuni engelleyen virulans
faktorudur. Bu antijenler O antiserumlari ile ¢okelmeye engel olmaktadir. Fimbriyali
kokenlerde protein yapida fimbriya antijenlerinin varligina rastlanilmistir (Erdem,

1999; Toreci, 2002).
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Klebsiella’lar fimbriyaya adezin kolonizasyonunun saglanmasinda yardimci
olmaktadir. Plazmid tarafindan kodlanan aerobaktin gibi proteinler, yaygin sistemik
infeksiyon olusturmasinda temel bir faktor olan demirin bakteri metabolizmasina
katilmasimi saglar, tiremedeki verimin artmasinda da gérev almaktadir. Klebsiella’
larin dokulara hasar vermesinde bakterinin olusturdugu ve hiicre disina salgiladig:
cesitli toksin maddeler de rol oynamaktadir. K. pneumoniae, lober pndmoni, riner
sistem enfeksiyonlari, safra kesesi enfeksiyonu, cerrahi yara enfeksiyonu,
bakteriyemi ve ¢esitli organ abseleri gibi bir¢ok enfeksiyona yol agmaktadir (Erdem,

1999; Toreci, 2002).

K. pneumoniae antibiyotiklere karsi ¢ok direngli bir yap1 gostermektedir.
Klebsiella cinsi bakteriler aminopenisilinlere ve karboksipenisilinlere dogal
direnclidirler. Klebsiella tiirlerinin ¢ogunlukla plazmid ile irettigi karbapenemaz,
bilim diinyasinda KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) olarak bilinir ve
diger beta-laktam antibiyotiklerin disinda karbapenemleri de hidrolize eder
(Nordmann ve ark., 1993; Nicasio ve ark., 2008).

Kromozomal diren¢ saglamasiin yani sira R plazmidinden kaynaklanan ve
baska bakterilere transforme olabilen GSBL direncine bu tiirde c¢ok sik
rastlanmaktadir. Tiim Enterobacteriaceae ailesinde GSBL olusturmaya en yatkin cins

olarak bilinmektedir.

2.3. Hayvansal Gida Kaynakhh Bazi Patojen Bakterilerdeki Antimikrobiyal
Direng

Hayvansal gidalar1 tedavi etmek icin kullanilan antimikrobiyal ajanlara
direncin ¢ok yiiksek miktarlarda bulundugu ¢esitli ¢alismalar sonucunda
gosterilmistir (Aarestrup, 2004). Antimikrobiyal ajanlarin 6ldiiriicii veya tiremeyi
sinirlandiric1 etkisine karsin, bakterilerin kendini savunma mekanizmasi direng

olarak adlandirilmaktadir (Yiice, 2001).
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Antimikrobiyal ajan olan antibiyotiklerin kesfi 1930’lu yillara dayanmaktadir.
Abraham ve Chain tarihteki ilk diren¢ mekanizmasini bir Esherichia coli susunda
penisilini parcalayan bir enzimin varhiginda rastlamislardir. Kirby, 1944 yilinda
Staphylococcus aureus suslarindan benzer 6zelliklerde bir baska enzim elde etmistir.
Penisilin sik olarak kullanilmaya baglanmadan 6nce, hem gram negatif hem de gram
pozitif mikroorganizmalarda bu ajana karsi diren¢ varhi§i saptanmistir.
Antibiyotiklerin hi¢ kullanilmadigi bazi adalarda toprak ve diski Orneklerinde
tetrasiklin ve streptomisine direncli bakterileri bulan bilim insanlar1 ise Gardner ve
arkadaglaridir. Tiim bu bilgiler, antibiyotiklerin siklikla kullanilmasinin antibiyotik
direncine etkisi olmadigi, bakterinin olumsuz ¢evre kosullarinda yasamin
sirdiirebilmek icin kullandigi savunma siirecinin bir pargast oldugunu

gostermektedir ( Marino ve ark., 2000).

Bir¢ok yeni antibiyotik c¢esidinin kullanilmasiyla birlikte Enterobacteriaceae
gram (-) bakteriler, antibiyotige karsi farkli direngler olusturarak yapilan tedavilerin
uzamasi gibi saglik sorunlari olusturmaya devam etmislerdir (Levy, 1982; Collignon,
2009). Bu bakteriler, bir¢cok bakteriyel hastaligin tedavisinde ¢6ziim odakli kullanilan
antimikrobiyal ajanlarla birlikte antimikrobiyal diren¢ mekanizmasini olusturarak
tim diinyayr tehdit eder hale gelmistir. Antibiyotikler hayvanlar1 tedavi etme
amactyla kullanilirken ayn1 zamanda normal ve patojen flora bakterilerinde
antibiyotik direncinin olusumuna neden olurlar. Direngli olan bu bakteriler gida

kontaminasyonu ile insan barsak mikroflorasina kolonize olurlar (Barton, 2000).
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Resim 2.1. GSBL-ureten Enterobacteriaceae (Woerther ve ark., 2013)

Giliniimiiz kosullarindaki ihtiyaglardan dolay: ciftlik hayvanlarinda o6liimleri
en aza indirgemek amaciyla bilingsiz antibiyotik tiiketimi artmigtir. Bu durum
hayvanlarda olusabilecek direngli bakterilerin insanlara daha kolay ge¢cmesini
saglamaktadir. Hayvansal gidalardan insanlara transforme olan direncgli bakteriler,
insanlarin dogal floralarin1 da bozarak ¢esitli hastaliklara yakalanmalarina ve tedavi
sirasinda kullanilan antimikrobiyal ajanlarin etkisine direng gdstermelerine neden
olmaktadir. Toplum sagligi acisindan bilingsiz antibiyotik tiiketilmesi insanlarda
doktor, ciftlik hayvanlarinda ise veteriner gozetiminde olmalidir (Franklin ve ark.,
2001; Aarestrup, 2004; McEwan ve ark., 2006).

Antibakteriyal direng, ¢esitli mekanizmalar ile gelisimini siirdiirebilmektedir.
Bazi mikroorganizmalar birka¢ mekanizmay1 biinyesinde barindirarak birden ¢ok
ilaca direng gdsterme potansiyeli tasirlar. Bu dirence sahip gram negatif enterik
bakterilerin olusmast hem nozokomiyal hem de toplum kokenli infeksiyonlarin

yonetilmesinde buytik bir problem olusturmaktadir (Collignon, 2009).
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Yillar boyunca Enterobacteriaceae iiyeleri arasindaki sefalosporinlere olan
direng, genislemis spektrumlu beta laktamazlarin (GSBL) yayilmasindan dolay1
artmistir (Rasheed ve ark., 2014). E.coli’deki antibiyotik diren¢ oranlar1 hizli bir
sekilde artis gostermektedir (Collignon, 2009). Harakeh ve ark.(2005) direng
gosteren bakterilerin kontamine olan gidalar araciligr ile insanlara bulagabilecegini
saptamistir. Lei ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, E. coli izolatlarinda antibiyotik
direncinin Enterobacteriaceae grubu arasindaki yiiksek antibiyotik direnci ile iliskili

olabilecegini belirtmistir.

Antibiyotik kullanimi, direngli bakteriler ile c¢evreye ve insana farkh
kaynaklardan yayilip diren¢ genlerinin aktarilmasina ve bdylece kiiresel bir tehdit
olarak direncin yayilimma neden olabilir. Birbirine bagli olan mikrobiyal
ekosistemler goz Oniine alindiginda direngli bakteriler hayvanlardan gida zincirine
sonra da insanlara gegebilir. Gida yoluyla diren¢ genlerinin yayilimi gesitli bilim
insanlar1 ve European Fodd Safety Authority (EFSA) tarafindan da belgelenmistir
(Threlfall, 2002; White ve ark., 2002; EFSA, 2008).

E. coli, gida kaynagi olarak kullandigimiz hayvanlarda rastlanan patojenitesi
en yuksek enterik bakterilerden biridir. Avrupa’da yapilan ¢alismalar sonucunda E.
coli ile ilgili maksimum oranda antibiyotik direngliligi tespit edilmistir (Mac
Kinnon,1993; Baquero, 1996). Bu diren¢ tetrasiklinlere, sulfanamitlere ve
streptomisine karst %50'den fazla, ampisiline karst %20-50 ve trimetoprim-
sulfanamide karsi %18-46 oranindadir. Ornegin Isve¢’te son on yilda yapilan
caligmalarda antibiyotik kullanimi azaltilmasina ragmen E. coli’nin antibiyotik
direncinde 6zellikle de tetrasikline olan direncinde azalma olmadig: tespit edilmistir
(Bjornerot ve ark., 1996; Odensvik ve ark., 1998).
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Zaman icerisinde hayvanlarda gortlen bakteriyel enfeksiyonlar ya tedavi
edilemez bir hale gelecek ya da zorunlu olarak en son gelistirilen antibiyotikler
(florokinolonlar ve tglincli jenerasyon sefalosporinler gibi) kullanilacaktir.
Antimikrobiyal ajanlarin hayvanlar ve insanlar iizerinde kullanimi, antibiyotik
direngliligin  artmasina neden olmakla birlikte antibiyotik secimini de
zorlagtirmaktadir. Antibiyotige direng seviyesi sabit kalabilecegi gibi antimikrobiyal
ila¢ kullanimindan bagimsiz olarak da artabilmektedir (Khachatryan ve ark., 2004).
Hayvansal gidalarin saglandigi evcil hayvanlarda, antibiyotik direngli E. coli suslar1
tespit edilmis (Guerra ve ark., 2003) ve bu patojenlerin gida zinciri ile insanlara
bulasarak insan saglig1 icin potansiyel risk olusturacagi bildirilmistir (Johnson ve
ark., 2007). Kommensal E. coli izolatlar1 direngli patojenlerin potansiyel kaynagi
olarak diistiniilmiis ve bunlarin farkli ¢evrelerde antibiyotik direnci icin uygun bir
indikator olarak kullanilabilecegi degerlendirilmistir (O*“Brien, 2002; Dolejska ve
ark., 2008).

2.4. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi ve Temel Antibiyotik Gruplar

Bazi mantar ve bakteri tiirleri tarafindan sentezlenen ve diger
mikroorganizmalarin ~ gelisimlerini  durduran ya da Oliimiine neden olan
kemoterapotik maddelere antibiyotik denir (Waksman, 1947). Antibiyotik terimi
giiniimiizde patojenlerin tahribatina neden olan her tiirlii kimyasal madde icin
kullanilmaya baslanmistir. Bu nedenle, mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerden
izole edilen bu tir kimyasallar da antibiyotik olarak adlandirilmaktadir.
Antibiyotiklerde aranilan en Onemli Ozellik secici toksisite olup, konak hiicre
tahribatina neden olmadan hedef aldigi mikroorganizmaya etki etmesidir. Penisilin
ve sefalosporin gibi antibiyotikler, bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan
tabakasin1 hedef alarak hiicreye zarar vermektedirler ancak insan hiicrelerinde
peptidoglikan tabakasi var olmadigindan bu durum insanlari etkilememektedir.
Antibiyotikler, genellikle mikroorganizmalar {izerinde hiicre duvari, sitoplazmik
membran, protein veya nikleik asit sentezlerine engel olarak ya da bu sentezleri
bozarak etki ederler. Yine giiniimiizde, dogal olarak iiretilen birgok antibiyotik
madde, yapay yollardan daha cok etki goOsterebilmeleri acisindan siirekli olarak

degisime ugratilmaktadir.
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Hiicre Duvar Sentezi RNA Uzamasi DNA Giraz
Siklaserin Aktinomisin Nalidiksik Asit
Vankomisin Siprofloksasin
Basitrasin Novobiyosin

Penisilinler
Sefalosporinler
Monobaktamlar
Karbapenemler
Folik Asit Metabolizmasi

DNA yéonlendirmeli RNA polimeraz
Rifampin
Streptovarisinler

Trimetoprim %
Protein Sentezi (508 )

Siilfonamid

Eritromisin
Kloromfenikol
Klindamisin
Linkomisin

Protein Sentezi (30S)
Tetrasiklin
Spektinomisin
Streptomisin
Gentamisin
Kanamisin
Amikasin
Nitrofuranlar
Protein Sentezi (tRNA)
Mupirosin
Puromisin

Sitoplazmik Membran

Sitoplazmik Membran Yapisi

Hiicre Duvari

Polimiksinle

Resim 2.2. Bakterilerde farkli etki mekanizmasina sahip antibiyotikler (Madigan
ve Martinko, 2010).

2.4.1. Sefalosporinler

Sefalosporinlerin ilk kaynagi olan Cephalosporium acremonium mantari
1945 yilinda Giuseppe Brotzu tarafindan Sardunya sahillerinde bir kanalizasyon
cikisina yakin yerden izole edilmistir (Lawrence, 1998). Sefalosporinler yapilar ve
etki mekanizmalar1 bakimindan penisilinlere benzemektedirler. Penisilinler gibi
bakteri hiicre duvarinin peptidoglikan sentezini inhibe ederek etkili olurlar (Colak,
1999). Fakat penisilinlerin aksine penisilinazlara daha az duyarlidirlar.
Sefalosporinler, bir beta-laktam halkasi ve buna baglh altili dihidrotiazin halkasindan
olusmaktadir. Bu durum sefalosporinlerin antibakteriyel aktivite ve farmakokinetik

ozelliklerini degistirmektedir (Giilay, 2003).

Her kusaktaki sefalosporinlerin B-laktamazlardan etkilenme durumu farklilik
gostermektedir. 1. kusak sefalosporinler B-laktamazlarca yikima ugrarken, 2. kusak
sefalosporinlerin cogu B-laktamazdan etkilenmemektedir. 3. kusak sefalosporinler ise

B-laktamazlara kars1 direnclidirler (Petri, 2006).
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1. Kkusak sefalosporinler: Sefalotin, sefalozin ile temsil edilmektedirler.

Streptococcus ve Staphylococcus gibi gram pozitif bakterilere karst en etkili
sefalosporin grubudur. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Salmonella ve Shigella gibi gram negatif bakterilere karsi etkileri ise sinirlidir (Sari,
2005).

2. kusak sefalosporinler: Sefaklor, sefiksim, sefprozil, lorakarbef ve sefuroksim ile

temsil edilmektedirler. 1. kusak sefalosporinlere benzemekle birlikte daha genis
spektruma sahip olmalar1 ile ayr1 tutulmaktadirlar. Ayni zamanda 1. kusak
sefalosporinler esit bir gram (+) etkinligine de sahiptirler. Aerobik organizmalar ve
Enterobacter spp., Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria
meningitidis gibi gram negatif bakterilerde daha etkili olduklar1 bilinmektedir (Sari,
2005).

3. kusak sefalosporinler: Sefotaksim, sefoperazon, seftriakson, seftizoksim,

seftazidim ve sefodizim ile temsil edilmektedirler. Sefiksim, oral yolla kullanilabilen
tek 3. kusak sefalosporin olmasi nedeniyle ¢cogu bilim insaninin arastirmalarinda

genisce yer almigtir (Sar1, 2005).
2.4.2. Aztreonam

Beta-laktam antibiyotiklerle ayni etki mekanizmasina sahiptir fakat yapisinda
bir beta-laktam halkasina ekli bagka bir halka olmamasi nedeniyle diger beta-
laktamlardan farkli bir alanda siniflandirilirlar (Giilay, 2003). Penisilin Baglayici
Protein Ug¢ (PBP3) baglanarak etkili olurlar (Alp ve ark., 2003). Beta-laktamaz
enzimlerinin indiiksiyonuna neden olmaz ve bu enzimlerin ¢oguna kars1 direngli bir

yap1 gostermektedir (Giamarellou ve ark., 2001; Yao ve ark., 2003).
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Penisilin Baglayan Proteinler

Resim2.3. Penisilin Baglayici Proteinler (PBP) (Karadas, 2017).
2.4.3. Karbapenemler

Karbapenemler [-laktam ailesi icerisindeki en genis etki spektrumuna sahip
antibiyotiklerdir. Gram-pozitif ile gram-negatif bakterilerdeki PBP’lere baglanarak

hicre lizisine neden olurlar (Yao ve ark., 2003).

Karbapenemleri diger p-laktamlardan farkli kilan 0zellik kimyasal
yapisindaki B-laktam halkasinin tiyozolidinik ekinde 4. pozisyonda sulfon yerine
karbon atomu igermeleridir. Karbapenem grubunun ilk 6rneklerini imipenem ve
meropenemler olusturmaktadir (Pommerville, 2007; Miilazimoglu, 2010). Imipenem
ve meropenemler benzer yapilar olusturmakla birlikte imipenem gram (+) bakterilere
kars1 etki goOsterirken, meropenemler gram (-) bakterilere 06zellikle de P.
aeruginosa’ya kars1 etki gosterirler (Piddock ve ark., 1992; White ve ark., 1996; Yao
ve ark., 2003).

P. aeruginosa’larin beta-laktamlara karsi son yillarda artmakta olan direnci
nedeniyle hastane infeksiyonlar1 ve 6zel hasta popiilasyonlarinda karbapenemlerin

ilk secenekler arasinda yer almasi ile bilim diinyasinda siklikla glindeme gelmistir

(Bradley ve ark.,1999; Akcay ve ark., 2003; Oh E-J ve ark., 2003).
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2.4.4. Kinolonlar

Kinolonlar bakterisidal ajan olarak tanimlanan antibiyotiklerdir. DNA giraz
ve topoizomeraz enzimlerinin inhibasyonuna neden olarak DNA sentezinin
baskilanmasina neden olmaktadir (Giilay, 2002). P. aeruginosa’ya kars1 gelistirmis
olduklar1 direncle kendilerinden s0z ettiren ve birgok makalede yer alan

siprofloksasin ve trovafloksasin kinolonlardandir (Yao ve ark., 2003).
2.4.5. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler; bilinen en eski antibiyotik olarak literatiirde yer almaktadir
(Wright, 2003). Tiim aminoglikozidlerin etki mekanizmalar1 benzer olmakla birlikte
hiicre icindeki yerleri hem 30S, hem de 50S alt {initelerde baglanma yerine sahip
ribozomlardir. GSBL etkinlikleri olan bakteriyal translasyonun katyonik
inhibitorleridir. Bilim insanlar1 zehir etkisini azaltmak amaciyla dogal fermente
aminoglikozidleri degistirmeyi amaglamislardir fakat bu degisim esnasinda ribozom
kodonunda ki degisikler 16SrRNAnin baglanmasini baskilamaktadir (Bishop, 1996;
Kaya, 1997; Sanli, 1999; Kayaalp, 2000).

ANTIBIYOTIK NUKLEIK ASIT
ETKi MEKANIZMASI SENTEZI

FOLAT SENTEZ
SULFONAMID
TRIMETROPIM

BETA LAKTAMAZ
PENISiLIN
SEFALOSPORIN
KARBAPENEM
MONOBAKTAM

DNA GiRAZ
KINOLON

RNA POLIMERAZ
RIFAMPIN

VANKOMIiSiN
BASITRASIN

50S BAGLANTILI
MAKROLID
KLINDAMISiN
LiNEZOLID
KLOROMFENIKOL
STREPTOGRAMIN

HUCRE MEBRANI p
POLIMIKSIN 30s BAG".ANTILI
TETRASIKLIN

HUCRE DUVAR aminocLikozit PROTEIN
SENTEZI SENTEZI

Resim 2.4. Antibiyotiklerin etki mekanizmalari (URL, 2004).
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2.5. Beta Laktam Antibiyotikler

Beta laktam antibiyotikler, hiicre duvar yapisini inhibe ederek antimikrobiyal
etki gosteren ¢ogunlukla hastane kokenli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan

antibakteriyel ajanlarin basinda bulunmaktadir (Onciil, 2007).

Beta-laktam antibiyotiklerin ortak Ozellikleri, kimyasal yapilarinda beta-
laktam halkas1 bulundurmalaridir. Beta laktam halkasina baglanan yan zincire gore

beta laktam antibiyotigin ¢esitliligi saglanmaktadir (Katzung, 1998).

Tim beta-laktam antibiyotikler, bakterilerin sitoplazmik membrani {izerinde
bulunan ve bakteri hiicre duvarinda peptidoglikan (mirein) sentezinden sorumlu
olan, aym1 zamanda PBP adi verilen proteinlere baglanarak etkilerini
gostermektedirler. Antibiyotik, bu molekiile baglandiktan sonra PBP transpeptidaz
aktivitesini bloke ederek bakterinin hiicre duvar sentezini inhibe etmektedir ve
bakteri osmotik sartlar altinda yapisi1 ve biitiinliiglinli saglayamadig i¢in parcalanarak

Olmektedir (Gerard, 2003).

Peptidoglikan zinciri N-asetil muramik asit (NAMA) ve N-asetil glikozamin
(NAGA) yapilarindan olugmaktadir. Bu yapilar tetrapeptid baglarla c¢apraz
baglanarak kafes yapisini olusturmaktadir. Bu baglanma N-asetil muramik asitin
yapisinda yer alan D-alanin molekullerinin transpeptidasyon reaksiyonu sonucunda

gerceklesmektedir (Bayram, 2013).

Beta-laktam antibiyotikler bakterisidal etki gostermektedir ve bu etki ¢ok
yavas oldugu i¢in oldiirme giicii, verilen dozdan ziyade siireye bagimli olarak
gerceklesmektedir. Ureme donemindeki bakterilerde etkinlikleri daha fazladir ve
minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri dért katna ulastiginda

maksimum etkileri gorulebilmektedir (Cengiz, 2004).
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Penisilinler Sefalosporinler

Beta Laktamaz inhibitorleri
(Klavamlar)

Resim 2.5. Beta laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Tarnberg,
2012).

2.5.1. Bakterilerde B-laktam antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmalari

B-laktam antibiyotiklerine karsi mikroorganizmalarda goriillen direng farkli
sekillerde goriilmektedir. B-laktam antibiyotigi konsantrasyonunun hiicre iginde
azalmasi, antibiyotik girisinin kisitlanmas1 (porin kaybi1) ya da disar1 atilmasi (efluks
mekanizmasi) ile gerceklesmektedir. Penisilinlerin degisken afiniteye sahip olarak
baglandig1 goriilmektedir. Bu durumun bakterilerin peptidoglikan sentezinin son
asamasinda gorev alan PBP’de meydana gelebilecek mutasyonlardan kaynaklandig:
bilinmektedir. B-laktam antibiyotigin parcalanmasini saglayacak B-laktamazlarin
iiretimi ile beta laktam antibiyotiklere kars1 farkli direngler olugsmaktadir (Livermore,

1995; Poole, 2004).

Antibiyvotik yikan cnzi
Antibivotik
ne senleri

Qs,;%?@

Antibiyorik u;:;-ré cccc

Resim 2.6. Bakterilerde p-laktam antibiyotiklere karst diren¢ mekanizmalari
(http://textbookofbacteriology.net).
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2.5.2. Beta laktam enzimleri

Genellikle penisilinler, sefolosporinler ve benzeri antibiyotikleri yikima
ugratan, B-laktam halkasinda bulunan karbonil grubu ile ester koprust kurarak siklik
amid bagimi denatlire eden enzimlerdir (Forbes ve ark., 2002). Dolayisiyla B-
laktamazlar, B-laktam antibiyotiklere karsi direngten sorumlu olan enzimlerdir ve
gram pozitif-negatif bakterilerin ¢cogu tarafindan salgilanmaktadir. Ayn1 zamanda
kromozom, plazmid veya transpozonlar iizerindeki genler tarafindan
sentezlenebilmektedir (Hall ve ark., 1993). Plazmidde bulunan genetik bilgiler saglik
acisindan biiylik tehdit olusturmaktadir. Ciinkli plazmidler, diren¢ genlerinin farkl
gen aktarim mekanizmalariyla mikroorganizmalar arasinda kolayca transforme
olmalarin1 saglayarak, B-laktamazlara bagli direncin patojen suslar arasinda kolay
yayilmasina sebep olmaktadir (Bush, 1995; Sturenburg, 2003). Enzimlerin substrat
ve inhibitor profilleri gibi gesitli fonksiyonel ozellikleri dikkate alinarak yapilan
Bush-Jacoby-Mederios siniflamasi dort ana grup ile cesitli alt gruplardan

olusmaktadir.

A-sinifi B-laktamazlar

Aktif bolgelerinde bir serin molekiilii bulunan, bir¢ogu klavulanik asit ile
yikima ugrayan ve plazmid gibi hareketli genetik kasetlerle kodlanan enzimlerdir
(Rice ve ark., 2003). Enterobacteriacae tiyelerinde siklikla karsimiza ¢ikan A sinifi
betalaktamazlar, TEM-1 ile SHV-7’'dir. Bu enzimler, temel olarak penisilinaz
aktivitesine sahiptirler. Sefalosporinlere karsi etkinlikleri ¢ok azdir ve GSBL’lerin
kokenleridir. TEM ve SHV’den kdken almayan birgok A smifi beta-laktamaz da
bilinmektedir. Bunlardan en énemlileri CTX-M ve PER grubu (PER-1 ve PER-2)
enzimlerdir. Bircok TEM ve SHV tiirevi GSBL’nin aksine CTX-M grubu, sefotaksim
ve seftriaksonu, seftazidimden daha iyi hidrolize eder ve ayrica tazobaktam
varliginda klavulanik asit ile oldugundan daha kolay yikima ugramaktadir (Bradford,
2001).
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B simifi B-laktamazlar

Aktif bolgelerinde “serin” bulunan sinif B sinifi beta-laktamazlar metallo
enzimler olarak bilinmektedir. Aktiviteleri i¢in ¢inko veya diger agir metal iyonlarina
gereksinim duymaktadir. Birkag istisna hari¢ tim B simifi beta-laktamazlar,
sefamisinler ve karbapenemler dahil bir¢ok sefalosporine direng gelistirmektedirler.
Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi inhibitorlerden etkilenmemektedirler
(Pitout ve ark., 2005).

C simifi B-laktamazlar

C smifi beta-laktamazlar, kromozomal ampC geni tarafindan kodlanmasi
nedeniyle AmpC tipi enzimler olarak da adlandirilirlar. Salmonella spp. haricinde
tum gram-negatif basillerde bulunmaktadirlar (Giilay, 2004). C smifi beta-
laktamazlar, genis spektrumlu sefalosporinler de dahil olmak iizere tiim
sefalosporinleri, penisilinlere oranla daha iyi hidroliz ederler ancak bir¢ok C sinifi
enzim, beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmemektedir (Rice ve ark., 2003).

D simifi B-laktamazlar

D smifi beta-laktamazlar, serin proteazlar olup oksasilini hizla hidrolize
ederler. Oksasilini hidrolize edebilen (OXA) beta-laktamazlara daha ¢ok
Enterobacteriaceae Uyelerinde ve P. aeruginosa’da rastlanmaktadir. OXA enzimleri
penisilinlere, kloksasiline, oksasiline ve metisiline karsi diren¢ olusturur ve
klavulanik asit ile ¢ok az inhibasyona ugramaktadir. Plazmid veya integron gibi
hareketli kasetler {izerinde bulunmalar1 bakteriler arasinda aktarima sebep olmaktadir

(Rice ve ark., 2003).
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2.6. Genis Spektrumlu Beta Laktamaz Tiirleri

Genis spektrumlu beta laktamazlar, mikrobiyolojik olarak oksiimino
sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize edebilen, klavulanik asit tarafindan inhibe

olabilen enzimlerdir (Akova, 2004; Paterson ve ark., 2005).

GSBL’ler smif A’da yer alan grup 2be, grup 2e ve smif D (grup 2d) B-
laktamazlardan olusmaktadir. Baz1 enzimler (MIR-1, CMY-1, FOX-1 ve LAT-1
gibi) metoksisefalosprinleri (sefoksitin ve sefotetan) ve oksiimino-p-laktamlari

degisime ugratabilmektedir (Jacoby, 1994).

GSBL iireten baz1 K. pneumoniae suslari, sefoksitin ve sefotetana karsi etki
mekanizmalar1 gelisimi gostermektedir (Martinez-Martinez ve ark., 1996). Buna ek
olarak, klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi -laktamaz inhibitorleri ile
inhibasyona  ugramaktadirlar. GSBL  diretebilme  yetenegindeki  tiim
mikroorganizmalar GSBL pozitif karakter olarak degerlendirilmektedir. GSBL
tiretiminden sorumlu olan genler organizmalarda farkli yerlesim alanlarina
sahiptirler. Bu genler kromozom, plazmid veya genomun taginabilir kisimlarini
iceren integron veya transpozonlar (zerine yerlesmektedirler (Al-Jasser, 2006).
GSBL’ler Enterobacteriaceae’nin birgok iiyesinde (Enterobacter spp., Salmonella
spp., Proteus spp., Morganella morganii, Serratia marcescens ve Shigella
dysenteriae) ayrica P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii’de bulunmaktadir.
Ancak Klebsiella pneumoniae ve E. coli bakterilerinde daha fazla Uretim elde
edildigi bildirilmistir (Agrawal ve ark., 2008).
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GSBL iireten mikroorganizmalar baslarda nozokomiyal hastane
infeksiyonlarindan izole edilirken gilinlimiizde toplum kaynakli da {iretimi
yapilabilmektedir (Pitout ve ark., 2008). Dar spektrumlu B laktamazlardan koken
alan ve bir-iki amino asit degisimi nedeniyle genis spektrumlu beta laktam ajanlarini
inaktive edebilen tiirler de GSBL olarak tanimlanabilmektedir (Philippon ve ark.,
1994). Enzimin yapisinda ki bu degisiklik, enzim-substrat uyumunun saglandigi aktif
bolgede yeni bir model olusumuna yol agarak genis spektrumlu sefalosporinlerin ve
aztreonamin da bu enzimlerin etki spektrumuna girmesine neden olmaktadir (Akova,
2004). Giintimiizde B-laktamazlarin amino asit degisimi esas alindiginda ¢ok fazla
tipi (170 adet TEM ve 130 adet SHV gibi) ile karsilagilmaktadir
(http://www.lahey.org/Studies).

GSBL ¢esitligine neden olan amino asit degisimlerine ragmen topolojilerinin
aynit olmasi nedeniyle ortak ozellikleri de bulunmaktadir (Perez ve ark., 2007).
GSBL sentezleyen bakterilerin hizli bir sekilde yayilmasi son yillarda ciddi saglik
problemleri olusturmaktadir. Hasta tedavisinde kullanilan yeni simif ilaglar da
kendisine direngli yeni beta-laktamazlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur
(Bradford, 2001). Uzun siire hastanede yatis, yogun bakim iinitesinde bulunma, idrar,
vendz vb. kateter uygulamalari gibi cesitli girisimler GSBL iireten kokenlerde
enfeksiyon riskini artirmaktadir. Tedavi i¢in genis spektrumlu beta laktam
antibiyotikleri kullanilmaktadir ve biiylik ¢ogunlugu coklu ila¢ direncine sahip
olduklarindan tedavi siirecinde zorluklarla karsilasilmaktadir (Paterson ve ark.,

2005).
2.6.1. CTX-M

Ik CTX-M beta laktamaz 1989 yilinda Almanya’da E.coli’de bildirilmis, o
tarihten bugiine kadar Salmonella spp. basta olmak tizere bir¢ok Enterobacteriaceae
tirinde saptanmistir. 1995 yilindan itibaren CTX-M varligi biiyiik bir artig
gostermistir (Bradford, 2001; Akova, 2004). GSBL (reten, CTX-M olarak
adlandirilan substrat olarak sefotaksimi tercih eden sefotaksim tedavisine direnen E.

coli suslari rapor edilmislerdir (Bauernfeind ve ark., 1990).
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CTX-M ailesi diger GSBL’lerden farkli olarak komplike ve heterojen bir
enzim grubudur. CTX-M ilk aminoasit dizi analizlerinin yapimi sonucunda bes gruba
ayrilmistir. Daha sonradan yapilan arastirmalar sonucunda bu ailedeki gruplara

yenileri eklenmistir (Mugnaioli ve ark., 2006)

CTX-M’lerin plazmid aracili beta laktamazlardaki mutasyonlar sonucu
olustugu diisliniiliirken yapilan son filogenetik analizler sonucunda Kluyvera
spp.’deki kromozomal bla genlerinin alinmasi sonucu ortaya ¢iktigi One
strilmektedir (Canton ve ark., 2012). Kluyvera ascorbata turinde CTX-M-1 ve CTX-
M-2, Kluyvera georgiana tlrinde ise CTX-M-8 ve CTX-M-9 gruplarina
rastlanilmistir. Arastirmacilar CTX-M-25 ve CTX-M-45 sub gruplarindaki beta
laktamazin kaynagima heniiz ulasamamis olsalar da bu gruptaki enzimlerin Kluyvera

cinsindeki bagka tiirler olabilecegini diistinmektedirler (URL, 2007).

Gunimuzde CTX-M ailesinde 40 enzim bulunmaktadir. CTX-M-14, CTX-M-
3,CTX-M-2 bu grupta en yaygin olan enzimlerdir. Bu enzimler hem insanlardan hem
de saglikli hayvanlardan izole edilmislerdir. Yayilmalar1 hem plazmid hem de
hareketli genetik elementlere baglidir. CTX-M enzimleri ¢ogunlukla hastane
enfeksiyonlarindan izole edilen mikroorganizmalarda bulunmaktadir, ancak SHV ve
TEM enzimlerinden farkli olarak Vibrio cholerae, tifo dis1 Salmonella ve Shigella
spp. gibi toplumdaki enfeksiyonlara da etki ettikleri bilinmektedir (Akova, 2004;
Bradford, 2001).

CTX-M grubu beta laktamazlar 1989 yilinda kesfedilmelerine ragmen 2000°’li
yillara kadar bu enzimlerin yayilimina rastlanilmamistir. Gegen bu siire zarfinda
enzimlerin sadece hastane kaynakli suslarda oldugu diisiincesi c¢liriitiilmiis ve toplum
kaynakli suslarda da rastlanabildigi kanitlanmigtir (URL, 2007). Ozellikle belirli
CTX-M genotiplerinin cografik bolgelerle iligkili oldugu bildirilmistir. CTX-M-15
Hindistan’da bulunan tek genotip olmasia ragmen tiim diinyada hizli bir sekilde
yayildig1 gézlenmektedir. Hizl1 yayilim géstermelerinin su veya gidalar gibi ¢evresel
etmenlerin yani sira llkeler arasindaki seyahatlerin de neden oldugu yapilan

caligmalar ile desteklenmistir (Stiirenburg ve ark., 2003).
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2.6.2. SHV

SHV tipi GSBL’ler Enterobacteraceae’de yaygin olarak belirlenmistir (Morris
ve ark., 2003). Bunlar Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella ozaenae, Acinetobacter spp., Salmonella, Enterobacter,
Proteus, Citrobacter diversus, Morganella morganii, Shigella dysenteriae, Serratia
marcescens ve Burkholderia cepacia bakterilerinde bulunabilmektedir ( VVakulenko,
2003; Willke, 2008).

SHV grubu enzimlerin dncust olan SHV-1 enzimi en sik K. pneumoniae’da
bulunmaktadir. Bu tiirde plazmid koékenli ampisilin direncinin %20 oldugu
kamtlanmistir. K. pneumoniae disinda Citrobacter diversus, E. coli ve P.
aeruginosa’da da bu enzimlere siklikla rastlanmistir. SHV tiirii enzimlerin genis
spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda bulunmus ve SHV-2 olarak tanimlanmistir (Giir,
2004).

TEM ve CTX-M tipi beta laktamazlarin aksine, SHV-1 tipinin daha az tirevi
vardir. GSBL fenotipindeki SHV varyantlarinin bir¢ogu, 238’inci pozisyondaki glisin
yerine serin amino asidi girmesiyle karakterizedir. SHV-5 ile bagintili bazi tiirevlerde
ise 240. pozisyondaki glutamat yerine lizin amino asidinin gegisi ile karakterize
olmustur. 238. pozisyondaki serin, seftazidim yikimi, 240. pozisyondaki lizin ise
sefotaksim yikimi i¢in 6nem arz etmektedir. SHV-10 varyant1 inhibitdre direngli yap1
gostermesi nedeniyle tiim arastirmalarda siklikla rastlanmaktadir (Bahgeci, 2002).
SHV tipi enzim diinya ¢apinda 50’den fazla tanimlanmistir (Jasser-Al, 2006). Son
yillarda SHV-2’den SHV-26'ya kadar isimlendirilen SHV tipi GSBL enzimlere
rastlanilmistir (Randegger ve ark.,2001).
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2.6.3. TEM

TEM tipi GSBL’ler, TEM-1 ve TEM-2’den koken almaktadirlar. TEM
enziminde olusan aminoasit degisimleri sonucunda GSBL’lerin fenotiplerinde bir¢ok
degisiklikler olmaktadir. Ornegin belirli oksiimino-sefalosporinleri hidroliz etme
Ozellikleri ile izoelektrik noktalar1 degisime ugrayabilmektedir (Sturenburg ve ark.,
2003). Bu degisimler, enzimin oksimino-beta laktam grubu antibiyotiklere karsi
direng gelistirmesine sebep olurlar. Enzimin 104, 164, 238 ve 240’ inc1 pozisyonunda
bulunan bir aminoasidin GSBL fenotipini belirledigi ortaya g¢ikarilmistir. Bununla
birlikte enzimin genis spektrumlu antibiyotik etkinligi i¢in birden fazla aminoasidin
yapisal olarak degisime ugramasi gerekmektedir. Farkli kombinasyonlar1 ele
aldigimizda giiniimiizde sayilar1 her gecen giin artmakta olan TEM enzim tirleriyle
karsilagilmaktadir. TEM-10, TEM-12 ve TEM-26 ABD’de bilinen en yaygin GSBL

tiirleri arasindadir (Dean ve ark.,1988).

Ampisiline direng gosteren E.coli’lerin %90’ninda direngten bu enzim
sorumludur. Ayrica H. influenzae ve N. gonorrhoeae’de gittikge artis gosteren
ampisilin ve penisilin direncinden de sorumludur. TEM grubu beta laktamazlar, E.
coli ve K. pneumoniae basta olmak iizere E. aerogenes, M. morganii, P. mirabilis, P.
rettgeri ve Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae tiyelerinde sik¢a rastlanmaktadir
(Bradford, 2001; Akova, 2004). Ayrica Enterobacteriaceae ailesi i¢inde bulunmayan
diger gram negatifler de TEM tipi beta laktamazlar arasinda gosterilmistir ve
bunlardan TEM-42 P. aeruginosa’da bulunmustur (Ensari, 2002).

TEM-1 ilk olarak 1965 yilinda Atina’da Temoneira adindaki bir hastanin E.
coli izolatindan kesfedilmistir (Chaudhary ve ark., 2004). TEM-1 gram negatif
bakterilerde sik bulunmaktadir (Marchandin ve ark., 1999). TEM-/den ilk koken
alan enzim TEM-2, orjinal beta laktamazdan tek bir aminoasit yerlesimi ile farkli
olarak smiflandirilirlar. Tek bir aminoasit degisimi izoelektrik noktanin 5,4’ten
5,6’ya kaymasina yol acar fakat substrat profilinde herhangi bir etkisi goriilmemistir.
TEM-1 ile benzer yapilar bulunduran TEM-2 enzimleri dar spektrumlu enzimlerdir.
Penisilin ve birinci kusak sefalosporinleri hidrolize edebilir ancak oksiimino-

sefalosporinlere kars1 aktivite gosteremezler (Bush, 1995; Sturenburg, 2003).
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GSBL fenotipi gosteren bir diger TEM tiirevi ise 1987 yilinda bulunan TEM-
3’tir ve gliniimiize kadar 90 dolaylarinda TEM tiirevi tanimlanmistir. Bu beta
laktamazlardan bazilar1 “inhibitére direngli” enzimler olup ¢ogunlugu GSBL
karakterindedir. TEM 3 tipi beta laktamazlar, siklikla E. coli ve K. pneumoniae’de
bulunmakla birlikte diger gram negatif bakteri tiirlerinde de rastlanilmistir. Fransa’da
1984 yilinda K. pneumoniae izolatlarinin sefotaksime karsi artan aktivitesi nedeniyle
CTX-1 olarak isimlendirilen plazmid kaynakli yeni bir beta-laktamaz tasidigi
bulunmustur ve bu enzim TEM-3 olarak adlandirilmaktadir. Iki aminoasidin yer
degistirmesiyle TEM-2’den yapisal olarak farklilik gostermektedir. TEM tipi beta-
laktamazlarin sayis1 giiniimiizde yiizden fazla olarak bilinmekte ve bunlarin bir¢ogu

da GSBL pozitif karakterindedir (Jasser-Al, 2006).
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Tablo 2.1. Biyokimyasal diren¢ mekanizmalar1 (Rice ve ark.,2003; Wright ve ark.,
2005; Chen ve ark., 2011).

Antibiyotik Sinifi

Direnc Tipi

Diren¢ Mekanizmalar1

Ornekler

Aminoglikanlar

Azalma

Enzimatik modifikasyonlar
(AME’ler)

Dis zar gegirgenligindeki
degisiklikler

Fosfotransferaz
Adeniltransferaz

Asetiltransferaz

Cift fonksiyonlu enzim

P. aeruginosa

Enterik (-) bakteriler
Enterik (-) bakteriler
Enterik (-) bakteriler

S. aureus, E. faecium,
E. faecalis

B- laktamlar

Degistirilmis PBP’ler
Enzimatik degisimler

Ek PBP

PBP2x, PBP2b, PBP1a,

PBP5 (nokta mutasyonu)

Ambler smifi A

Ambler simifi B

Ambler siifi C

Ambler stmifi D

S. aureus 'taki mecA ve
koagiilaz (-) stafilokok
S. pneumoniae

E. faecium
Tem-1, E. coli, H. influenzae
ve N. gonorrhoeae

K. pneumoniae’de SHV-1
K. oksitoca'da K-1 (OXY-1)

Genislemis spektrumlu

B- laktamazlar (TEM-3+,
SHV-2+ ve CTX-M tirleri
K. pneumoniae ve E. coli
M. catarrhalis’'de BRO-1
S. aureus 'taki PC1

P. aeruginosa PSE-1

C. koseri ve P. vulgaris’in

B-laktamazlar:

S. maltophilia

B. fragilis Ccr-A
E. cloocae, C. freundii’de
Amp C

S. marcescens, M. morganii
P. stuartii ve P. rettgeri

E. coli OXA-1

Kloromfenikol

Efluks

CAT

Yeni membran tasiyicilari

S. pneumonia’da CAT,
cmlA ve flo kodlanmig
eflizler E.coli ve Salmonella

Spp.
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Glikopeptitler

Degisik hedef

Kompleks gen kiimesi
tarafindan kodlanmisg
peptidoglikan ¢apraz bag
hedefi (D-Ala ile D-Ala-D-
Lac veya D-Ala, D-Ser)
degistirildi.

E. faecium ve
E. faecalis’teki Van A ve
Van B gen kiimeleri

Fosfomisin Enzimatik degradasyon Thioltransferaz Negatif bakterilerde FosA ve
P. aeruginosa; Staphylococci
ve B. subtilis’deki FosB

Fusidik Asit Degisik hedef Aktif bolgeye baglanmanin S. aureus 'taki FusA’da

azalmasina neden olan mutasyon
mutasyon

Azalan kullanilabilirlik Kloromfenikol S. aureus 'taki FusB’de
asetiltransferaz mutasyon

Makrolitler Efluks Mef tipi pompa S. pneumoniaea ve
S. pyogenes’de mefkodlu
efuzler

Kinolonlar Degisik hedef Aktif bolgeye baglanmanin Enteral gram (-) bakterilerde

azalmasina neden olan gyrA mutasyonlari ve S.
mutasyonlar aureus gyrA ve parC’deki
mutasyonlar
S. pneumoniae,
Efluks Yeni membran tagiyicilar S. aureus 'taki NorA

Tetrasiklinler Efluks Yeni membran tagtyicilart Gram (-) ve Gram (+)
bakterilerdeki etkin
proteinleri kodlayan tet
genleri

Degisik hedef

Ribozoma baglanan ve aktif
bélgenin konformasyonunu
degistiren proteinlerin
Uretimi

Cesitli gram (+) ve gram (-)
gruplarda tet (M) ve tet (O)
canlt bakteri tiirleri
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2.7. Bakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Baz1 Molekiiler YOntemler

Bakteriler ~ fenotipik ve genotipik olarak iki temel Kkategoride
degerlendirilmektedir. Fenotipleme yontemi; serotip, bakteriyosin, bakteriyofaj
tipleme ve antibiyotik direngliligini igermektedir. Genotipleme yontemi ise; protein
profilleri, plazmid ve kromozomal DNA’ya dayali analizlere dayanmaktadir. DNA
dizi analizi, niikleik asit parmak izi identifikasyonu yapilan suslarda
uygulanabilmektedir. Fenotipik yontemler i¢in harcanan zamanin uzun olmasi, elde
edilen sonuglarin tutarsiz olusu ve diger fenotipik dezavantajlar nedeniyle fenotipik
yontemlerin standard olmasina engel olusturmaktadir (Avsar, 2013). Molekiiler
yontemler; tekrar edilebilir olmasi, kolay uygulanabilmesi, giivenilir yiiksek ayrim
gliciinliin olmasi gibi nedenlerden dolayr giiniimiizde siklikla tercih edilmektedir
(Kiran ve ark., 2011). Bu molekiiler yontemler arasinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) oncelikli olarak kullanilan analiz yontemidir.
2.7.1. Polimeraz zincir reaksiyonu

Saiki ve arkadaslari tarafindan 1985 yilinda bir anemi geninde Polimeraz
Zincir Reaksiyonu kesfedilmigtir. PZR, DNA’nin belli bir kisminin in vitro
yontemlerle hizli ve ¢ok sayida ¢ogaltilmasina olanak saglayan bir tekniktir (Erol,
1998). Bu teknik, molekiiler klonlama, DNA’nin in vitro mutagenezi, parmak izi,
mikroorganizmalarin saptanmasi, genetik hastaliklarin teshisi ve degisik hayvanlara

ait proteinlerin saptanmasi ile DNA analizlerinde kullanilmaktadir (Jones ve ark.,

1993).

PZR teknigi, selektif sivi ve kati1 besiyerlerine ekim ile biyokimyasal ve
serolojik testleri gerektirmeksizin, primerler araciligi ile hedef DNA’nin
amplifikasyonu yapilarak gidalardan patojenlerin biiylik bir ¢ogunlugunun tespit
edilmesinde kullanilmaktadir. PZR teknigi ile DNA amplifikasyonunun prensibi, ¢ift
sarmalli kalip DNA’nin 1s1 ile denatiirasyonu, tek sarmalli DNA’lara primerlerin
baglanmas1 ve polimeraz enzimi yardimiyla primer uzatilmas: asamalarindan

olusmakta ve bu li¢ asama bir dongiiyii olusturmaktadir (Ergin, 1998).
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Genislemis spektrumlu beta laktamaz iirettiginden siiphe edilen suslarda PZR
reaksiyonlar1 kullanilarak GSBL gen varlig1 arastirilmaktadir. Fenotipik yontemlere
gore Ozgllligii daha yiliksektir. Ayni zamanda bu yontem ile lretilen enzimin
genotipi de belirlenmektedir. Bu teknik diger yontemlere gore birgok bakimdan
Ustlinlik saglamasmin yani sira, yiiksek maliyeti ve nitelikli eleman gerektirmesi,
hatalara kars1 asir1 hassasiyeti nedeniyle rutin uygulamalarda sik kullanilmamaktadir

(Randegger ve ark., 2001).

PZR; kalip DNA, primer, polimeraz enzimleri ve deoksiniikleotit-trifosfat (ANTP)

bilesenlerinden olugsmaktadir.

Kalip DNA: Baslangicta ¢cogaltilacak olan baz dizisine sahip genetik materyaldir. Bu
amag¢ igin DNA yerine RNA kullanilacaksa reaksiyondan Once ters transkriptaz
enzimi kullanilarak RNA, komplementer DNA’ya (¢cDNA) doniistiiriilmelidir. Bu
cDNA daha sonra PZR i¢in kalip DNA olarak kullanilmaktadir (Arda, 1995; Miwa
vd. 1997; Rodriguez 1997).

Primerler: 4-10 isaretlenmis niikleotitten meydana gelen, DNA’y1 ¢ogaltmak igin
kullanilan kisa ve tek sarmalli DNA molekiilleridir. Bunlar hedef DNA’ya 6zgii
olduklari i¢in ortamdaki baska DNA’lar ile ¢apraz reaksiyona girmezler (Persing,
1991; Wolcott, 1992; Arda, 1995).

Polimeraz _enzimleri: _Thermus aquaticus’tan elde edilmistir. Sicakliga direng

g6steren DNA polimeraz enzimleri, en yaygm kullanilan polimeraz enzimidir. Bu
enzimin diger enzimlerden daha fazla tercih edilmesinin nedeni, her denatiirasyon
dongusunde ortama yeni enzim eklenilmemesidir. Bununla beraber primerlerin
baglanmasi, yiiksek sicaklikta daha 6zgiil olmaktadir (Persing, 1991; Wolcott, 1992;
Arda 1995).

Deoksinukleotit-trifosfat: Yeni DNA sarmalinin tamamlanmasinda kullanilan;
dATP, dTTP, dGTP ve dCTP olarak bilinen dort tip dNTP nin nétralize edilmis ve

molaritesi belirlenmis setlerinden olusmaktadir.
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DNA’nin PZR ile ¢ogaltilmasi; zaman, sicaklik ve dongli sayisi diizenlenerek {i¢

asamada gerceklesmektedir.

Denaturasyon: Cift iplikli kalip DNA ile denatiire edilmektedir.

Baglanma: Tek iplikli hale gelen DNA dizilimlerinden her birinin, 3’ ug¢larindaki

nlkleotitlere optimum sicaklikta primer baglanmaktadir.

Uzama: Yiiksek sicakliga dayanabilen polimeraz enzimi, primerler ve kalip DNA’y1
kullanarak yapay ortamda cift iplikli DNA sentezlenmektedir (Tiirkyillmaz ve ark.,
2002).

Polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi

(PZRRFLP)

TEM beta-laktamaz geninin molekiiler karakterizyonuna diger bir yaklasim
PZR’ye restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizminin kullanilmasidir. Bu denemede,
cogaltilan PZR firlinleri g¢esitli restriksiyon endonukleazlar ile kesilmekte ve
elektroforezle parcalarin sayisi ve biiyiikliigline gére ayrimi yapilmaktadir. Her bir
restriksiyon enzimi ile olusan parcalarin biyiikliikleri blaTEM yapisal genindeki
nokta mutasyonlarinin varligin1 bildirmektedir. SHV tirevlerinin belirlenmesi ve
tanimlanmas1 birgok yontem kullanilabilmekle beraber, bu yontemlerin en kolayi ise

PZR-RFLP yontemidir (Shah ve ark., 2014).

Polimeraz zincir reaksiyonu-tek iplikli konformasyonel polimorfizm (PZR-

SSCP)

SHV tip beta laktamazlari tanimlayabilmek igin tercih edilen bir baska
yontem PZR-SSCP analizidir (Bradford,2001; Chaudhary, 2004). PZR-SSCP, ilk kez
Orita ve arkadaglar1 tarafindan (1989) insan genlerindeki mutasyonlar1 belirlenmek
amaciyla bu genlerin karakterize edilmesinde kullanilmistir. PZR-SSCP’in temel
prensibi; tek iplikli DNA’nin kisa dizilerinde tek niikleotit mutasyonlarini tespit etme

amacina dayanmaktadir (Paterson, 2006).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal

3.1.1. Arag ve gerecler

Hassas terazi: Kimyasal maddelerin taritminda UW1020H, Shimadzu marka cihaz

kullanilmustir.

Vorteks (Mekanik Karistiricl): PZR islemleri sirasinda Orneklerin ve PZR

komponentlerinin karistirilmasi igin Vortex 4, IKA marka cihaz kullanilmistir.

Santrifiij: Orneklerin santrifiij edilmesi ve PZR islemleri sirasinda santrifiij
isleminin gerekli oldugu durumlarda ¢ozelti ve karigimlarin ¢oktiiriilmesi i¢in Z216

MK, Hermle marka cihaz kullanilmistir.

Inkiibator: Ekimi yapilan besiyerlerinin inkiibasyonu icin Thermo Scientific marka

cihaz kullanilmastir.

Otoklav: Besiyerlerinin ve soliisyonlarin sterilizasyonu i¢in Hiclave Hv-110L,

Hirayama marka cihaz kullanilmastir.

Biyoguvenlik (simf ) kabin: DNA ekstraksiyonu ve PZR’nin steril bir ortamda

gergeklestirilebilmesi i¢in UVP marka cihaz giivenlik kabini olarak kullanilmigtir.

Mikrodalga firmm: Elektroforezde kullanilan agarozun, solvent icerisinde

cozilmesinde Vestel marka cihaz kullanilmistir.

Derin_dondurucu: DNA ekstraksiyonu ve PZR sonucu elde edilen Grinlerin

saklanmasi i¢in -20°C derin dondurucu Vestel, -80°C derin dondurucu Forma 8800

Series, Thermo Scientific marka cihaz kullanilmustir.

Thermal cycler: PZR islemlerinin yapilmasinda gradiyent programli Techne Prime

marka cihaz kullanilmustir.

Elektroforez tanki ve qu¢c Kkaynagi: Agaroz jel -elektroforez islemlerini

gerceklestirmek amaciyla EC1000XL, Thermo marka gii¢ kaynagi ve OWL Easycast

B1, Thermo marka elektroforez tanki cihazlar1 kullanilmistir.
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Jel glruntileme ve analiz sistemi: UV transliiminatorlii  bilgisayarli jel

dokiimantasyon sistemi, elde edilen jeldeki bantlarin goriintiilenmesinde Fusion FX,

Vilber Lourmat marka cihaz kullanilmustir.

Otomatik pipetler: Tek kanalli 0,5-10 ul, 2-20 pl, ve 100-1000 ul’ lik eppendorf
pipetler kullanilmistir. Steril pipet ucu olarak, 10 pl, 100 ul ve 1000 ul’lik filtreli

Thermo Scientific marka plastik pipet u¢lar1 kullanilmistir.
3.1.2. Besiyeri ve kimyasallar

Violet Red Galactose Bile Agar (VRGA) (Oxoid)

Violet Red Galactose Bile: 34 g
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Besiyeri 34 g/l olacak sekilde tartilip 1 litre distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu saglandiktan sonra steril petri kutularina

dokiilmiis ve kat1 hale gelmesi beklenmistir.

Mueller-Hilton Agar (MHA) (Merck)

Mueller-Hilton agar: 34 g
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Besiyeri 34 g/l olacak sekilde tartilip 1 litre distile su igerisinde ¢oziindiirilmistiir.
121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu saglandiktan sonra steril petri kutularina

dokiilmiis ve kat1 hale gelmesi beklenmistir.



36

Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid)

Trytic soy: 40 g
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Besiyeri 40 g/l olacak sekilde tartilip 1 litre distile su igerisinde ¢Oziindiiriilmistiir.
121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu saglandiktan sonra steril petri kutularina

dokilmiis ve kat1 hale gelmesi beklenmistir.

Nutrient Agar (Merck)

Nutrient Agar: 20 g
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Besiyeri 20 g/l olacak sekilde tartilip 1 litre distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu saglandiktan sonra steril petri kutularina

dokiilmiis ve kat1 hale gelmesi beklenmistir.

Mac Conkey Agar (Merck)

Mac Conkey: 50 g
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Besiyeri 50 g/l olacak sekilde tartilip 1 litre distile su icerisinde ¢oziindiirilmistiir.
121 °C’de 15 dakika sterilizasyonu saglandiktan sonra steril petri kutularina

dokiilmiis ve kat1 hale gelmesi beklenmistir.
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Tripton (indol) Broth (Merck)

Tripton: 3 g

Sodyum klortr: 0,3 g
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Gerekli miktarlarda tartilip 100 ml distile suda siispanse edilmistir. Tiiplere dagitilma

isleminden sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika strelizasyonu saglanmistir.

MR-VP Broth (Oxoid)

MR-VP: 17 ¢
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0£0,2

Gerekli miktarlarda tartilip 1 litre distile suda siispanse edilmistir. Tiiplere dagitiima

isleminden sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika strelizasyonu saglanmistir.

Sitrat Agar (Oxoid)

Sitrat Agar: 25 ¢
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Gerekli miktarlarda tarttmi yapildiktan sonra 1 litre distile suda agar ¢ozununceye
kadar kaynatilmistir. Agz1 kapakli tiiplere 2 ml dagitildiktan sonra otoklavda 121
°C’de 15 dakika strelizasyonu saglanmistir. Sterilazyon islemi tamamlandiktan sonra
tiipler yatik bir durumda konumlandirilmis ve besiyeri katilastiktan sonra +4°C’de

saklanmustir.
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Brain Heart infusion Agar (BHI) (Merck)

Brain Heart: 52 g
Distile su: 1000 ml
pH: 7,0+0,2

Besiyeri 52,0 g/L olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak ¢oziindiiriiliip, otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edilmis ve steril petri kutularina 12,5'er mL

dokilmustiir.

Besiyerlerinin kalite kontroli

Hazirlanmis olan tiim besiyerlerinin pH dl¢limleri petrilere veya tiiplere dokiilmeden
once yapilmistir. Besiyerleri bir gece etiivde bekletildikten sonra ekim i¢in kullanima
hazirlanmistir. Standart bakteri ekimi yapilarak besiyerlerinin kalite kontroli

yapilmistir.

Peptonlu su

Ticari olarak elde edilen peptondan 1 g alinarak 1 litre distile su igerisinde
¢oziilmiistiir. Izolasyon basamagi igin vidali cam tiiplere 9 ml aktarilmis ve

otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

Kovak kimyasal

Para-dimetilaminobenzaldehit: 5 g
n-Amil alkol: 75 ml
Konsantre HCI: 25 ml

5 g p-dimetilaminobenzaldehit, 75 ml amilalkolde ¢oziindiiriilmiis ve {izerine 25 ml

HCI ilave edilmistir.
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Metil kirmizis1 Kimyasah

Metil red: 0,02 g
Etil alkol: 60 ml
Distile su: 40 ml

0,02 metil kirmizis1 60 ml alkolde ¢oziindiiriilmiis ve tlizerine 40 ml distile su ilave

edilmistir.

Voges Proskauer-|

5 g naftol 100 ml’den az absolute alkolde ¢oziindiiriilmiis ve 100 ml’ye distile su ile

tamamlanarak 5°C’de muhafaza edilmistir.

Voges Proskauer-|

40 g KOH hizli bir sekilde 100 ml’den az dH,O’da ¢6ziindiiriilmiis ve soguduktan
sonra dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlandiktan 7-8 saat sonra kullanima

hazir hale gelmistir.
3.1.3. Cozeltiler
3.1.3.1. DNA izolasyonu icin kullanilan ¢Ozeltiler

Tris HCI (1 M)

80 ml distile su tzerine 15,7 gr Tris HCI eklenmis ve ¢oziindiikten sonra pH 8,0
olarak ayarlanmistir. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda

sterilizasyonu saglanmustir.

EDTA (0.5 M)

80 ml distile su tzerine 29,2 gr EDTA eklenmis ve ¢oziindiikten sonra pH 8,0 olarak
ayarlanmigtir. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda

sterilizasyonu saglanmistir.
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TE tamponu

Son konsantrasyonlart 10 mM Tris HCI ve 1 mM EDTA olacak sekilde Tris HCI (1
M) stok soliisyonundan 1ml, EDTA (0,5 M) stok soliisyonundan 200 pl alinarak 98,8

ml distile suya eklenmistir.
3.1.3.2. Agaroz jel elektroforez icin kullanilan ¢Ozeltiler

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu pH:8.4 (Sigma)

Trisma base 107,81 ¢
Borik asit 55,02 g
EDTA 7,444 ¢

Kimyasal maddelerin hepsi tartilip bir siseye koyulduktan sonra 1 litre distile su
icinde ¢oziilmiistiir. lyice ¢oziinen karisimin pH's1 8,4'e ayarlanarak ¢ozelti hazir hale

getirilmistir.

1X TBE tamponu pH:8.4 (Sigma)

10X TBE c¢ozeltisinden 100 ml alinip saf suyla 1 litreye tamamlanarak
hazirlanmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve jele yiiklenen PZR amplikonlarmin

yiiriitiilmesinde kullanilmigtir.

Etidyum bromiir soliisyonu (Sigma)

DNA’nin jelde goriiniir hale gelebilmesi etidyum bromiiriin DNA baglar1 arasina
baglanarak, 300-360 nm’de 15181 absorblamas1 sonucunda floresan etki gostermesiyle
olugmaktadir. Bu nedenle 200 ml distile su igerisine, 20 pl etidyum bromiir (5 pg/ml)
eklenerek %10'Tuk etidyum bromiir ¢dzeltisi hazirlanmis ve jel boyama islemi igin

kullanilmastir.
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3.2. Metod
3.2.1. Orneklerin analize hazirlanmasi

Bu calismada, Amasya ilinde satisa sunulan hayvansal gidalardan toplam 100
adet kiyma 6rnegi kullanilmistir. Kiyma 6rnekleri, aseptik kosullar altinda +4°C’deki
buzlukta korunarak, kisa siire igerisinde Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolimi
Mikrobiyoloji Laboratuvara getirilmistir. Ayn1 giin igerisinde Enterobacteriaceae

familyas1 varlig1 yoniinden analiz edilmistir.

R ! I |
FIITT e

[T —— e——
[
Uit forepacde

Resim 3.1. Orneklerin analize hazirlanma asamalar1
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3.2.2. Enterobacteriaceae identifikasyonu ve antibiyotik direng belirlenmesi

FEF Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen kiyma orneklerinin
her biri aseptik sartlarda homojenize edilmis ve takiben 10’ar gr/ml steril polietilen
posetlerde tartilip, 90’ar ml peptonlu su ilave edilerek stomaker-homojeneratorde 1-3
dakika boyunca homojenize edilmistir. %0,1°lik peptonlu su ile desimal diliisyonlar1
yapilarak Violet Red Bile Galactose Agar yayma plak yontemiyle (0,1 ml) ekimleri
yapilmustir. Plaklar 35°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmis ve plaklarda
tireyen siipheli kolonilerden (koyu pembe 1-2 mm c¢apinda safra asitlerinin koloni
etrafinda ¢okelti olusturmasi ile presipitat zonu ile ¢evrili kirmizi koloniler) segilerek
Enterobacteriaceae grubu olarak belirlenmistir. Bu koloniler énce Tryptone Soya
Agar (TSA)’a cizme ydntemiyle gecilerek subkiiltiire elde edilmistir. izole edilen
suslar %20’lik gliserol iceren Brain Heart Infusion (BHI) broth icerisinde daha sonra
yapilacak olan ¢alismalar i¢in -20°C’de ve -80°C’de dondurularak saklanmstir. Izole
edilen suslara IMVIC testi uygulanmis ve ayn1 zamanda Genislemis Beta Laktamaz
(GSBL) fenotipik olarak degerlendirilmesi i¢in Seftazidim (CAZ), Seftriakson
(CRO), Sefotaksim (CTX), Aztreonam (ATM) ve Klavulanik Asit/ Amoksisilin
(AMC) antibiyotikleri kullanilmis ve sefalosporin grubu antibiyotiklerin zonunun
amoksisilin asit diskine dogru genislemesi fenotipik olarak Beta Laktamaz pozitif

olarak degerlendirilmistir.

Cift disk sinerji testi sonucunda beta laktamaz pozitif olan izolatlara
Ampisilin (AM), Aztreonam (ATM), Kloramfenikol (C), Sefotaksim (CTX),
Seftriakson (CRO), Tetrasiklin (TE), Imipenem (IMP), Gentamisin (CN),
Streptomisin (S), ve Sulfametoksazol (RL) antibiyotikleri kullanilarak antibiyotik
disk difiizyon testi yapilmis ve sonuglar Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2014) kriterlerine gore degerlendirilmistir.
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3.2.2.1. izolat teshisi i¢in kullanilan biyokimyasal testler
Indol testi

Bakterilerin ortamdaki triptofan1 enzimatik olarak hidrolize ugratmasi
sonucunda indol olugsmaktadir. Bakterilerin triptofan bulunan besiyerlerinde indol
olusturup olusturmadigini ortaya koymak amaciyla indol testi uygulanmistir. Bakteri
kiltiriinden tlipteki Tryptone besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 2-7 gun
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiipe 0,5 ml Kovak’s ayiraci
eklenerek besiyerinin iist kisminda kirmizi renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu

ise negatif olarak degerlendirilmeye alinmustir.

Metil kirmizis testi

Metil kirmizisi testi, besi yerinde bakterilerin glukozu fermente ederek pH’1
4,4’lin altina diistirecek olan asiti lretip lretmedikleri esasina dayanmaktadir.
Icerisinde MR-VP broth olan tiiplere test edilecek mikroorganizmanin aktif sari
kalturinden (18-24 saatlik) ekim yapilarak en az 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiiplere 5 damla Metil Kirmizis1 ayiraci ilave edilmistir. Besiyeri

yiizeyindeki kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmeye alinmistir.

Voges-Proskauer testi

VP testi ile baz1 bakterilerin glikozdan asetil metil karbinol (aseton) meydana
getirip getirmedikleri esasina dayanmaktadir. Aseton Potasyum Hidroksit (KOH)
ilavesiyle diasetile oksitlenir ve a-naftol ile birleserek kirmizi renk verir. Igerisinde
MR-VP broth olan tiiplere incelenecek bakteri kulttrinun aktif saf kulttrinden (18-
24 saatlik) ekim yapilarak 37°C’de 1-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan tiiplere 0,6 ml %5’ lik a-naftol ve 0,2 ml %40’lik KOH eklendikten sonra
tlpler iyice galkalanarak 15-30 dk bekletilmistir. Kirmizi renk olusumu pozitif olarak

degerlendirilmeye alinmistir.
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Sitrat testi

Baz1 bakteriler karbon ve enerji kaynagi olarak sitratlar1 (sodyum sitrat gibi)
azot kaynagi olarak ise amonyum tuzlarini kullanabilirler. Bu test bakterinin karbon
kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadigini belirlemek amaciyla yapilmaktadir.
Incelenen bakterinin taze saf kiiltiiriinden tiipte yatik olarak hazirlanan Simmon’s
Sitrat Agar besiyerine igne 6ze yardimiyla ekimleri yapilmis ve 37°C’de 2-7 gln
inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinin renginin maviye doniismesi pozitif,

besiyerinin renginin degismemesi ise negatif olarak degerlendirilmeye alinmastir.

Indole Test Methyl Red Test VP Test Citrate Agar
1

Resim 3.2. IMVIC testi analizi sonuglari
3.2.2.2. Antibiyotik direngliligi i¢cin yapilan testler

GSBL saptanmasi

Calismaya alinan suslarin GSBL iiretimi Cift Disk Sinerji yontemi ile
aragtirtlmistir.  Steril serum fizyolojik icerisinde Mc Farland 0,5 bulaniklikta
hazirlanan bakteri siispansiyonu, Mueller-Hinton Agar ylizeyine yayilmistir. Ortada
amoksisilin/klavulanik asit (AMC 20+10pg) diski ve ¢evresinde, aralarindaki uzaklik
25 mm olacak sekilde seftazidim (CAZ 30pg), sefotaksim (CTX 30ug) ve aztreonam
(ATM 30pg) diskleri yerlestirilmistir. Bir gece 35°C’de inkiibasyondan sonra
sefalosporin veya aztreonam etrafindaki inhibisyon zonunun amoksisilin-Klavulanik
asit diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin iiremedigi bir sinerji alaninin

bulunmasi GSBL (+) olarak degerlendirilmistir.



Antibivotik duyarhhk testleri

Kiiltiir plaklarinda iiremis olan bakteri kolonilerinden steril bir ekiivyon
yardimiyla bir miktar alinarak steril serum fizyolojik igerisinde 0,5 Mc Farland
bulaniklik saglanacak sekilde silispanse edilmistir. Bu siispansiyon yine steril
pamuklu ekiivyon yardimiyla Mueller-Hington agar iizerine yayilmistir. Plaklarin
kurumast beklendikten sonra iizerlerine antibiyotik emdirilmis kagit disklerden
yerlestirilmistir. 35°C’de 18-24 saatlik inklbasyonu takiben antibiyotik disklerinin

etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 6l¢iilmiistiir. CLSI (2014) kriterlerine

gore elde edilen sonuclar degerlendirilmistir.

Tablo 3.1. Inhibisyon zon ¢aplari kriterleri

Antibiyotik ad1 Kodu ve disk icerigi Zon ¢ap1 (mm)
S | R

Ampisilin AM30-30 pg >17 14-16 <13
Aztreonam ATM30-30 ug >21 18-20 <17
Sefotaksim CTX30-30 pg >26 23-25 <22
Seftriakson CRO30-30 ug >23 20-22 <19
Kloramfenikol C30- 30 pg >18 13-17 <12
Gentamisin CN10-10ug >15 13-14 <12
Imipenem IPM10-10 pg >23 20-22 <19
Streptomisin S10-10 pg >15 12-14 <11
Sulfametoksazol RL25-25 ug >16 11-15 <10
Tetrasiklin TE30-30 pg >15 12-14 <11
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3.2.3. Izolatlarin genotipik olarak tanimlanmasi
3.2.3.1. DNA izolasyonu

Kaynatma yontemi kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Analize kadar
gliserinli BHI siv1 besiyeri igerisinde -80°C’de saklanan Enterobacteriaceae izolatlar
tekrar BHI sivi  besiyeri icerisinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek
zenginlestirilmistir. Zenginlestirme sivisindan TSA’ya pasajlanarak 37°C’de 24 saat
tekrar inkiibasyona birakilmistir. Ureyen koloniler 6ze ile toplanarak iginde 500 ul
steril distile su bulunan ependorf tiiplerine inokiile edilmis ve tiipler homojenize
edilmistir. Daha sonra epondorf tiipler, kuru blok 1siticida (95°C’de) 10 dakika
bekletilmistir. Sogutmali santrifiijde 14000xg’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmis
ve ustteki siipernatant kistm ayri bir ependorf tiipe aktarilarak kalip DNA olarak

kullanilmaistir.

- TSA'd=
! B 4 Greyen
. l y %oloniler
- TsA [Te——
31-8% :::e e [ 37 *Cas 26 saat smkabazyon ] S ol
Enterobacterizcazs it e
500ul s m ey —
7“ santreag
') %) wgewe |5
hocre ekstrakts v ek

95°C°d= 10
dakika

Resim 3.3. Kaynatma yontemi ile DNA izolasyonu (URL,2015).
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3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu

Calismamizda, kiyma Orneklerinden elde edilen Enterobacteriaceae
izolatlarindan kaynatma yoOntemi ile hazirlanan DNA’lar kullanilmistir. GSBL
iirettigi saptanan izolatlarin, B-laktamaz enzim direncini kodlayan genlerden TEM,

SHV ve CTX-M varlig1 geleneksel PZR yontemi ile arastirilmistir.
3.2.4.1. Direng genlerinin arastirilmasi

Primerlerin tiim alt tipleri taniyabilmesi i¢in TEM, SHV ve CTX-M genlerinin
korunmus bolgelerine 6zgiil primerler kullanilmigtir. Amplifikasyon igin Tablo

3.2’de verilen primerler kullanilmistir.

Tablo 3.2. B -laktamaz enzim direncini kodlayan genler ve primer dizileri

Gen Primer Dizileri

CTX-M-Y1-F 5- ATGGTTAAAAAATCACTGCGC -3
CTX-M-Y2-R 5'- TTACAAACCGTCGGTGACGAT -3
blaTEM-F2 5'- TAACCATGAGTGATAACACT -3'
blaTEM-R2 5'- CCGATCGTTGTCAGAAGTAA -3
blaSHV-F2 5- ACTGCCTTTTTGCGCCAGAT -3'
blaSHV-R2 5- CAGTTCCGTTTCCCAGCGGT -3

3.2.4.2. PZR optimizasyon ¢alismalar:

Jel fotograflarindaki bant profili goriintiilerini daha net elde etmek i¢in PZR
karisim konsantrasyon oranlarinin belirlenmesinde, farkli optimizasyon caligmalari

yapilmugtir.




3.2.4.2.1. CTX-M, SHV ve TEM grubu i¢gin MgCl,optimizasyonu
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En iyi MgCl, konsantrasyon oranini tespit etmek i¢in yapilmistir. Reaksiyon

karisimi Tablo 3.3.” deki gibi hazirlanmustir.

Tablo 3.3. CTX-M, SHV ve TEM grubu igin MgCl, optimizasyonu

Reaksiyon Saf su|10X PZR |25 mM |10 mM | Primer F |Primer R | Tag DNA | DNA
karisimi (uL) tamponu | MgCl; dNTPmix | (20 uM) (20 uMm) polimeraz | (ul)
(25ul) (1L) (1D (1) (1) (1D (BU/ )

1.kuyu 36 5 0,5 1 1 1 0,5 5
2.kuyu 35,5 5 1 1 1 1 0,5 5
3.kuyu 35 5 1,5 il 1 1 0,5 5
4.kuyu 34,5 5 2 1 1 1 0,5 5
5.kuyu 34 5 2,5 1 1 1 0,5 5
6.kuyu 33,5 5 3,0 1 1 1 0,5 5
7.kuyu 33 5 35 1 1 1 0,5 5
8.kuyu 32,5 5 4,0 ! 1 1 0,5 5
9.kuyu 32 5 4,5 1 1 1 0,5 5
10.kuyu 315 5 50 1 1 1 0,5 5
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3.2.4.2.2. CTX-M, SHV ve TEM grubu igin dNTP optimizasyonu

En iyi ANTP konsantrasyon oranini tespit etmek i¢in yapilmistir. Reaksiyon

karisimi Tablo 3.4 'deki gibi hazirlanmastir.

Tablo 3.4. CTX-M, SHV ve TEM grubu igin dNTP optimizasyonu

Reaksiyon | Saf | 10X 25 10 Primer F | Primer R | Tag DNA | DNA
karisimi su PZR mM mM (20 uM) | (20 pM) | polimeraz | (ul)
(25ul) (uL) | tamponu | MgCl | ANTP | (ul) (uh) (5U/ i)

(MWL) @) | (D)
1.kuyu 343 |5 3 0,2 1 1 0,5 5
2.kuyu 34,1 |5 3 0,4 1 1 0,5 5
3.kuyu 339 |5 B 0,6 1 1 0,5 5
4.kuyu 33,7 |5 3 0,8 1 1 0,5 5
5.kuyu 33,2 |5 3 1 1 1 0,5 5
6.kuyu 33 5 3 1,2 1 1 0,5 5
7.kuyu 328 |5 3 14 1 1 0,5 5
8.kuyu 326 |5 B 1,6 1 1 0,5 5
9.kuyu 324 |5 3 1,8 1 1 0,5 5
10.kuyu 322 |5 3 2,0 1 1 0,5 5

3.2.4.2.3. CTX-M tipi i¢in 151 optimizasyonu

PZR yonteminde her bir o6rnek igin 25 pl toplam hacimde karigim
hazirlanmistir.  Tim  PZR  c¢aligmalari  biyogiivenlik  kabini  igerisinde
gerceklestirilmistir. Uygulanan reaksiyon karigimi ve farkli baglanma sicakliklar
Tablo 3.5’te verilmistir. Primerlerin baglanma sicakligt Tm=2(A+T)+4(G+C)
formalu ile hesaplanmistir. En iyi baglanma sicakligini belirlemek icin gradientli

PZR uygulamas1 yapilmis ve 54-62°C arasinda c¢alisilmigtir.




Tablo 3.5. CTX-M tipi igin 1s1 optimizasyonu
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Reaksiyon | Baglanma | Saf 10X 25 10 mM | Primer Primer | Tag DNA
karigimi sicaklig1 su PZR mM dNTP F(20 pMm) R(20M) | DNA (ub)
(25p1) (°C) (uL) | tamponu | MgCl, | mix (ul) | (ul) (ul) polimeraz

(L) (ul) (5U/ pl)
1.kuyu 54 335 |5 3 1 1 1 0,5 5
2.kuyu 55 335 |5 3 1 1 1 0,5 5
3.kuyu 56 335 |5 3 1 1 1 0,5 5
4.kuyu 57 335 |5 3 1 1 1 0,5 5
5.kuyu 58 335 |5 3 1 1 1 0,5 5
6.kuyu 59 335 |5 3 - 1, 1 0,5 5
7.kuyu 60 335 |5 3 1 1 1 0,5 5
8.kuyu 61 335 |5 3 1 1 1 0,5 5
9.kuyu 62 335 |5 3 1 1 1 0,5 5

3.2.5. PZR Kkarisimi hazirlanmasi

PZR karisimi hazirlanmasinda kullanilan

verilmigtir.

Tablo 3.6. PZR bilesenleri ve miktarlari

bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.6° da

PZR Bilesenleri Hacim (ul)
Saf su 16,75 pl
MgCl; (25 mM) 1,5l
10X PZR tamponu 2,5ul
dNTP mix (10 mM) 0,5 ul
Primer F (20 pM) 0,5 ul
Primer R (20 uM) 0,5 ul
Taq DNA polimeraz (5U/ pl) 0,25 pl
PZR karigiminin toplam hacmi 22,5 ul
Bakteri DNA’s1 2,5 ul
Toplam hacim 25,0 pl




3.2.6. Amplifikasyon programlari
3.2.6.1. TEM gen bolgesinin amplifikasyon program

Reaksiyon Sicakhik Sure Doéngl
asamalari

On denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denattirasyon 94 30 saniye 35
Primer baglanmasi 58 40 saniye 35
Zincir uzamasi 72 1 dakika 35
Son uzama 72 5 dakika 1

3.2.6.2. SHV gen bolgesinin amplifikasyon program

Reaksiyon asamalari Sicakhik Sure Dongu
On denatiirasyon 94 10 dakika 1
Denatirrasyon 94 40 saniye 35
Primer baglanmasi 57 40 saniye 35
Zincir uzamasi 72 1 dakika 35

Son uzama 72 5 dakika 1

3.2.6.3. CTX-M gen bdélgesinin amplifikasyon program

Reaksiyon Sicakhik Sure Dongu
asamalari

On denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denattirasyon 94 30 saniye 35
Primer baglanmasi 56 40 saniye 35
Zincir uzamasi 72 1 dakika 35
Son uzama 72 5 dakika 1
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3.2.7. Agaroz jel elektroforez

PZR amplikonlarinin incelenmesi ve boyutlarmin belirlenmesi igin
konsantrasyonu %2 olacak sekilde 1X TBE tamponu ile agaroz jel hazirlanmistir.
Mikrodalga firinda eritilen agaroz, yatay elektroforez jel kabima dokiilmiis ve
sogumaya birakilmistir. Agaroz jel kuyucuklarina 10 pL amplifikasyon iirlini ile 2
uL 6X yiikleme tamponu karistirilarak uygulanmistir. 2 saat siiresince 100 volt
elektrik akimi altinda molekiiler boyutlarima goére DNA bantlar1 ayristirilmastir.
Elektroforez programi tamamlandiktan sonra elde edilen jel, 5 pul/ml etidyum bromiir
iceren 400 ml ultra saf su icine alinarak 20 dakika siireyle boyanma islemine tabi
tutulmustur. Goriintiilleme cihazi kullanilarak 100 bp DNA markirla karsilastirilan

DNA bantlar1 analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismadan elde edilen bulgular, Amasya ilinde ¢esitli kasap ve siiper
marketlerden aseptik kurallara uygun olarak satin alinan kiymalardan elde edilen
Enterobacteriaceae suglariin izolasyon, identifikasyon, antibiyotik direnci ve beta

laktamaz aktivitelerinin belirlenmesini kapsamaktadir.
4.1. Enterobacteriaceae izolasyonu

FEF Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilen 100 adet kiyma
orneklerinden klasik kiiltiir yontemiyle Enterobacteriaceae’lar izole edilmis ve ¢esitli

biyokimyasal testler uygulanmistir.
4.2. Enterobacteriaceae Uyelerinin Identifikasyonu icin Yapilan Testler

Izolatlara Bergey*s of Manuel Systematic Bacteriology ve Manual of Clinical
Microbiology’de belirtilen biyokimyasal testler esas alinarak indol tiretimi, Metil-
Kirmizisi, Voges-Proskauer, sitrat testleri uygulanmistir ve test sonuglari Tablo

4.1°de verilmistir.



Tablo 4.1. IMVIC analiz sonuglari
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NUMUNE

INDOL

METIL-
KIRMIZISI

VOGES
PROSKAUER

SITRAT

1VGA

+

8 VGA

+

9VGA

+

10 VGA

3VGB

4VGB

8 VGB

11 VGB

20 VGB

22VGB

24VGB

25VGB

26 VGB

29 VGB

32 VGB

38 VGB

40 VGB

45VGB

46 VGB

47VGB

49VGC

7VGD

45VGD

28 VGE

33 VGE

34 VGE

38 VGE

39 VGE

44 VGE
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4.3. Enterobacteriaceae Uyelerinin Antibiyotik Direncliliklerinin ve Genislemis
Spektrumlu Beta-Laktamaz (GSBL) Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismamizda Enterobacteriaceae {iiyelerinin antimikrobiyal antibiyotik
duyarliliklar1 CLSI da (Clinical and Laboratory Standarts Instute) (CLSI, 2014)
belirtilen kriterlere gore Kirby-Bauer disk diflizyon, GSBL aktiviteleri ise ¢ift disk

sinerji yontemi ile belirlenmistir.
4.3.1. Cift disk sinerji testi

Calismamizda 100 kiyma Ornegine de cift disk sinerji testi uygulanmis ve

%68’ nin beta laktamaz pozitif oldugu tespit edilmistir.

Resim 4.1. Cift disk sinerji testi
4.3.2. Kirby-Bauer disk diflizyon testi

Disk difiizyon duyarlilik testi icin ampisilin, aztreonam, kloramfenikol,
sefotaksim, seftriakson, tetrasiklin, gentamisin, imipenem, streptomisin ve

sulfametoksaz olan antibiyotikleri kullanilmigtir.

Disk difiizyon duyarlilik testi sonuglarima goére, ampisilin, aztreonam,
kloramfenikol, sefotaksim, seftriakson, tetrasiklin, gentamisin, imipenem,
streptomisin ve sulfametoksazol antibiyotiklerine direng oranlar1 sirasiyla; %27,94,
%2,95, %25,0, %14,70,%4,42, %1,50, %1,50 %10,29, %22,05, %17,70 olarak

bulunmustur.



Tablo 4.2. Disk difiizyon testi ile antibiyotik duyarlilik degerlendirme sonuglari
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NUMUNE [AM |ATM [CTX [CRO [C CN |[IMP [S TE |RL
1VGA 18(S) | 25(S) | 14(R) | 33(S) | 26(S) | 23(S) | 32(S) | —R) | —(R) | 33(S)
8 VGA 11(R) | 31(S) | 36(S) | 17(R) | 18(S) | 22(S) | 33(S) | 21(S) | 23(S) | 25(S)
9VGA | —[R) | 32(S) | 17(R) | 29(S) | 22(S) | 20(S) | 33(S) | —(R) | 21(S) | =(R)
10VGA | —R) | 35(S) | 34(S) | 19(R) | 24(S) | 21(S) | 29(S) | 19(S) | —=®R) |—(R)
3VGB 18(S) | 33(S) | 21(R) | 30(S) | 27(S) | 21(S) | 29(S) | 22(S) | 24(S) | —(R)
4VGB —R) | 34(S) | 33(S) | 33(S) | 27(S) | 20(S) | 31(S) | 21(S) | —=R) | 22(S)
8 VGB —R) | 35(S) | 20(R) | 27(S) | 22(S) | 20(S) | 31(S) | 18(S) | 23(S) | 21(S)
11VGB | —(R) | 33(S) | 29(S) | 19(R) | 25(S) | 23(S) | 32(S) | 19(S) | 19(S) | —(R)
20VGB | 18(S) | 35(S) | 19(R) | 32(S) | 23(S) | 22(S) | 31(S) | 21(S) | 20(S) | 14(1)
22VGB | —(R) | 31(S) | 32(S) | 16(R) | 24(S) | 22(S) | 29(S) | 16(S) | 18(S) | —(R)
24VGB | —(R) | 32(S) | 22(R) | 29(S) | 28(S) | 22(S) | 29(S) | 19(S) | 26(S) | 21(S)
25VGB | 18(S) | —(R) |—(R) | 11(R) | 21(S) | 22(S) | 30(S) | 21(S) | —(R) | 20(S)
26 VGB | 19(S) | 32(S) | 11(R) | 29(S) | 27(S) | 21(S) | 27(S) | 18(S) | 24(S) | —(R)
29VGB | 8(R) | 17(R) | 16(R) | 16(R) | —(R) | 22(S) | 32(S) | 13(1) | 24(S) | —(R)
32VGB | —(R) | 40(S) | 12(R) | 24(S) | 25(S) | 20(S) | 24(S) | 19(S) | 17(S) | 20(S)
38VGB | 18(S) | 35(S) | 35(S) | 16(R) | 29(S) | 20(S) | 30(S) | 16(S) | 24(S) | 16(S)
40VGB | 8(R) |33(S) | 16(R) | 32(S) | 22(S) | 21(S) | 31(S) | 19(S) | —=(R) | 20(S)
45VGB | —(R) | 35(S) | 29(S) [ 19(R) | 27(S) | 22(S) | 25(S) | 20(S) | —=(R) | 20(S)
46VGB | 13(R) | 35(S) | 21(R) | 30(S) | 24(S) | 22(S) | 31(S) | 20(S) | —=(R) | 27(S)
47VGB | 9(R) |32(S) | 31(S) | 17(R) | 18(S) | 22(S) | 32(S) | 19(S) | —=(R) | 17(S)
49VGC | —[R) |31(S) | 18(R) | 29(S) | —(R) | 22(S) | 30(S) | 21(S) | —=(R) | 21(S)
7VGD 20(S) | 37(S) | 33(S) | 27(S) | 27(S) | 23(S) [ 29(S) | 17(S) | 9(R) | 25(S)
45VGD | —@R) | 21(S) | 14(R) [ 16(R) [ —(R) | 23(S) | 31(S) | 12() |—(R) | 17(S)
28VGE | —(R) | 36(S) | 37(S) | 30(S) | 28(S) | 22(S) | 30(S) | —=(R) | —(R) |—(R)
33VGE | 16(1) | 34(S) | 21(R) | 32(S) | 26(S) | 21(S) | 31(S) | —(R) | 24(S) | =(R)
34VGE | —R) | 35(S) | 35(S) | 37(S) | 28(S) |—R) | —(R) | —R) |—(R) | =(R)
38VGE | —(R) | 33(S) | 22(R) | 31(S) | 22(S) | 20(S) | 29(S) | —R) | —(R) | —(R)
39VGE | 16(1) | 36(S) | 35(S) | 31(S) | 30(S) | 23(S) | 29(S) | —(R) | 24(S) | —(R)
44VGE [ 15(1) [30(S) | 17(R) | 30(S) | 24(s) | 21(S) [ 33(S) | —=(R) | =(R) | 29(S)
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Enterobacteriaceae izolatlarinin disk diflizyon antibiyotik direng ylizde sonuglari

Tablo 4.3.’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Disk difiizyon antibiyotik direng yizdeleri

Antibiyotik Duyarh (S) Orta Direngli (I) Direncli (R)
AM %67.64 %4.42 %27.94
ATM %97.05 — %2.95
CTX %75.0 — %25.0
CRO %85.30 — %14.70
C %95.58 — %4.42
CN %98.5 — %1.50
IMP %98.5 - %1.50
S %86.77 %2.94 %10.29
TE %77.95 - %22.05
RL %80.8 %1.50 %17.70

4.4. PZR Optimizasyon Calismalari

Jel fotograflarindaki bant goriintiilerini daha net elde etmek i¢in PZR karigim
konsantrasyon oranlarinin belirlenmesinde, farkli optimizasyon c¢alismalari

yapilmustir.

4.4.1. CTX-M, SHV ve TEM gen bolgeleri igcin MgCl,optimizasyonu

Resim 4.2. CTX-M, SHV ve TEM grubu icin MgCl, optimizasyonu elektroforez
goruntisi. M: Marker, 1: 0,5 pl, 2: 1,0 ul, 3: 1,5 pl, 4: 2,0 ul, 5: 2,5 pl, 6: 3,0 pl, 7:
35ul,8:4,0ul,9:4,5nul,10: 5 pul.
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4.4.2. CTX-M, SHV ve TEM gen bolgeleri icin dNTP optimizasyonu

Resim 4.3. CTX-M, SHV ve TEM grubu igin dNTP optimizasyonu elektroforez
goruntusi. M: Marker, 1: 0,2 pl, 2: 0,4 ul, 3: 0,6 pl, 4: 0,8 ul, 5: 1,0 pl, 6: 1,2 pl, 7:
1,4 ul, 8: 1,6 ul, 9: 1,8 pul, 10: 2,0 pl.

4.4.3. CTX-M gen bolgesi i¢in 1s1 optimizasyonu

Resim 4.4. CTX-M tipi i¢in 1s1 optimizasyonu elektroforez goriintiisii M: Marker, 1:
54°C, 2:55°C, 3: 56°C, 4: 57°C, 5: 58°C, 6: 59°C, 7: 60°C, 8: 61°C, 9: 62°C.
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4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemiyle Direncle iliskili Genlerin

Arastirilmasi

Calismamizda beta laktamaz enzim direncini PZR ile tespit etmek amaciyla

kaynatma yontemi ile elde edilen DNA’lar kullanilmistir.

TEM, SHV ve CTX-M genlerine 6zgul primerler kullanarak hedef bolge PZR
yontemi ile amplifiye edilmistir. CTX-M ve SHV beta laktamaz pozitif izolatlar
Tablo 4.4.” de verilmistir.



Tablo 4.4. CTX-M ve SHV beta laktamaz pozitif izolatlar

NUMUNE

CTX-M

SHV

1VGA

+

8 VGA

9VGA

+

10 VGA

3VGB

4VGB

8 VGB

11 VGB

20 VGB

22VGB

24VGB

25VGB

26 VGB

29 VGB

32 VGB

38 VGB

40 VGB

45VGB

46 VGB

47VGB

49VGC

7VGD

45VGD

28 VGE

33 VGE

34 VGE

38 VGE

39 VGE

44 VGE

60
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4.5.1. CTX-M antibiyotik diren¢ gen varhginin arastirilmasi

CTX-M gen bolgelerinin varligt PZR yontemi ile aragtirilmistir ve %35,29 ’un
da CTX-M tipi beta laktamaz bulunmustur. Pozitif izolatlar Resim 4.5.’de verilmistir.

M 1 23 456 7 8 910111213

2 34 5 67 8 91011 1213

Resim 4.5. CTX-M tipi beta laktamaz iireten izolatlarin elektroforez goriintiisii
(M:Marker, 1. kuyu GSBL pozitif klinik izolat, 2-13. kuyular CTX-M grup tipi beta
laktamaz Ureten izolatlar)
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4.5.2. TEM antibiyotik diren¢ gen varhgimin arastirilmasi

TEM gen boélgelerinin varligt PZR yontemi ile arastirillmistir ve hicbir
izolatta TEM tipi beta laktamaza rastlanilmamistir (Resim 4.6.).

862 bp

862 bp —

Resim 4.6. TEM tipi beta laktamaz {ireten izolatlarin elektroforez gorintusi
(M:Marker, 1. kuyu GSBL pozitif Kklinik izolat, 2-13. kuyular TEM tipi beta
laktamazlar)
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4.5.3. SHV antibiyotik diren¢ gen varh@inin arastirilmasi

SHV gen bolgelerinin varligi PZR yontemi ile arastirilmistir ve %23,52 *inde

SHYV tipi beta laktamaz bulunmustur. Pozitif izolatlar Resim 4.7.’de verilmistir.

827 bp

827 bp

Resim 4.7. SHV tipi beta laktamaz iireten izolatlarin elektroforez goriintiisii
(M.Marker, 1. kuyu GSBL pozitif klinik izolat, 2-9. kuyular SHV tipi beta laktamaz
ureten izolatlar).
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinya Saglhk Orgiiti (WHO), gelismis ve gelismekte olan iilkelerde en
yaygin saglik sorunlarindan birinin kontamine gidalardan kaynaklanan hastaliklar
oldugunu kabul etmektedir. Hatta bu sorunlarin bebek ve yaslilarda siklikla 6liim ile

sonuglandigini agiklamaktadir (Kalafatoglu, 1995).

Genel bir gida hijyeni yaklasimi ile gidalarda patojen mikroorganizma
gorilmesi  uygun bulunmamaktadir. Benzer sekilde patojen  olmayan
mikroorganizmalar da dahil olmak (zere fekal kontaminasyon godstergesi olan

bakterilerin de gidalarda bulunmas1 sakincalidir (Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi1 gida isletmelerinde sanitasyon
yeterliligi ile gidanin islenmesi, ulagimi ve depolanmasi sirasinda gereken
sicakliklarda tutulup tutulmadiginin bir gostergesi olmast bakimindan Onem
tasimaktadir. Bu sayimlar ayrica gidada bozulma baslangici, gidanin raf omrii,
dondurulmus gidalarin kontrolsiiz ¢6ziindiiriilmesi, sogutmanin yetersiz olmasi ve
tiretim asamasindaki kontaminasyon konularinda da bilgi vererek gerekli dnlemlerin
alinmasinda fayda saglamaktadir. Bu g¢ercevede toplam aerobik mezofilik bakteri
sayist ve toplam koliform bakteri sayis1 gidalarda mikrobiyolojik kalitenin
belirlenmesinde indikator olarak yaygin sekilde kullanilan kriterler arasindadir

(Unliitiirk ve Turantas, 1998).

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan mikroorganizmalar, indikator
mikroorganizmalar arasinda en sik rastlanan mikrooganizma grubunu olusturur. Bu
nedenle Enterobacteriaceae grubu mikoorganizmalar gida mikrobiyolojisinde
oldukca 6nemlidir. Gidada Enterobacteriaceae mikroorganizma bulunmasi ise o gida
maddesinin  hijyenik olmayan kosullar altinda iiretimini, yetersiz sanitasyon
kosullarinin, yanlis pastorizasyon uygulamalarinin, pisirme ve pastdrizasyon sonrasi

tekrar bulagma oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Tunail, 1999).

Diizensiz, kontrolsiiz ve bilingsiz antibiyotik kullanimi, antibiyotiklere direng
seviyesinin yukselmesindeki en oOnemli faktordir. Bununla birlikte, hayvan
yetistiriciligi ve kiiltiirlerde yaygin olarak kullanilan antibiyotikler de direng
seviyesinin hizla artisina sebep olmaktadir (Baylan, 2010).
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Hayvancilikta kullanilan cesitli antibiyotikler; hastaliklarin sagaltimi ve
hastaliklardan koruma amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) raporlarma bakildiginda, hayvanlarin % 80’inin yasamlarmin belli
donemlerinde veya tamaminda, tedavi esnasinda, igme sular1 ve yemleri ile bu tiir
ilaclara siklikla maruz kaldiklar1 belirtilmektedir. Alinan ilaglar basta hayvanlarin
kisa siireli tedavi edilmesine olanak saglarken bu hayvanlarin bobrek ve karaciger
olmak iizere ¢esitli organ ve dokularinda biriktigi bilinmektedir. Fazla antibiyotige
maruz kalmis hayvanlar tiiketen insanlarda iirtindeki antibiyotik ¢esit ve dozajina
bagli olarak hafif alerjiden baslayip anafilaktik soka kadar gidebilen olumsuz bir¢ok
etki gozlenmistir. Bilingsiz antibiyotik kullaniminin besin endiistrisinde iiretim
hatalarina yol actig1 bilinmektedir. Ayrica profilaktik ve gelismeyi hizlandiric olarak
kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu insan ve hayvanlarda patojen bakteri tiirleri arasinda
ortaya ¢ikan direngli suslarin hizla artmasina yol agmaktadir. Bunun nedeninin,
hayvanlara uygulanmasi gereken dozlardan daha fazla ila¢ verilmesi ve 0zellikle de
ilag uygulanan hayvanlarin ilacin yasal bekletme siiresine uyulmadan kesime sevk
edilmesi olarak bildirilmektedir. Tim bu bilgiler neticesinde, antibiyotiklerin
tamamen metabolize olmamasi veya viicuttan tamamen atilmamasi sonucunda
hayvanlarin doku ve organlari ile bunlardan elde edilen hayvansal iiriinlerde
antibiyotik kalintisina rastlanilmaktadir (Baylan, 2010). Antibiyotiklerin yaygin ve
bilingsiz kullanim1 bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisinde bagarisizliga neden
olmakla birlikte ayni zamanda direngli bakterilerin artmasiyla sonuclanmaktadir.
Bakterilerdeki bu antibiyotik diren¢ yapilar1 dogal secilim ile ortaya ¢ikmaktadir
(Wegener, 2003).

Bu bilgilere dayanarak yaptigimiz ¢aligmada oncelikle, Amasya ilinde satiga
sunulan 100 kiyma Ornegine biyokimyasal testler uygulanarak identifikasyonlar

yapildi. Bu suslarda antibiyotik direnglilik ve direng genlerinin varlig tespit edildi.

Antibiyotik direnci, diinyada insan ve hayvanlar agisindan 6énemli bir sorun
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tip ve tarim alanlarinda antibiyotiklerin kontrolsiiz
kullanilmas1 bakteriler arasinda antibiyotik direncin yayilmasina yol agmaktadir

(Rasheed ve ark., 2014).



66

Aragtirmamizda hayvansal gidalardan (kiyma orneklerinden) izole edilen
Enterobacteriaceae suslarinin gesitli antibiyotiklere karsi duyarliliklari ve antibiyotik
direng genleri tespit edilmistir. Izole edilen toplam 68 izolatta ampisilin, aztreonam,
kloromfenikol, sefotaksim, seftriakson, tetrasiklin, gentamisin, imipenem,
streptomisin ve sulfametoksazol antibiyotiklerine diren¢ gozlenmistir. izolatlarin
ampisiline, % 27,94, aztreonama % 2,951, kloromfenikole %4,42’si, sefotaksime
%25’1, seftriaksona % 14,701, tetrasikline % 22,05’i, gentamisin ve imipeneme

%1,50’si, sulfametoksazole ise % 17,70’1 direngli olduklar1 belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde, bu ¢alismadan elde edilen sonuglara benzer
bulgular1 rapor eden arastirmalarin da bulundugu belirlenmistir. Bu ¢alismalarda biri
(Avci, 2012) tarafindan yapilmis ve Ankara’da tiiketime sunulan 90 hayvansal gida
Orneginde, tetrasikline % 20,5, aztreonama % 7,8, seftriaksona % 6,8,
kloromfenikole 9%6,6, sefotaksime % 5,6, gentamisine % 2,3 ve imipenem

antibiyotiklerine % 0,2 direng gosterdigi rapor edilmistir.

Osterblada ve ark. (1999) yaptiklar1 calismada; kiyma Orneklerinden elde
ettikleri izolatlarin antibiyotiklere direng durumlarini aragtirmiglardir. Tetrasiklin ve
kloramfenikol antibiyotiklerine sirasiyla % 1,5 ve % 0,8 oraninda direng tespit
etmislerdir. Bizim ¢alismamizdan ve son yillarda yapilan calismalardan elde edilen
bulgular karsilastirildiginda, gidalardan izole edilen Enterobacteriaceae tiirlerinde

kloramfenikol ve tetrasiklin direncin giderek arttigi goriilmektedir.

Lei ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada; hayvansal gidalardan elde ettikleri
izolatlarda tetrasiklin (%86,5), ampisilin (%64), kloramfenikol (%47,8), gentamisin
(%32,6), siprofloksasin  (%30,7), amikasin (%2,8) ve seftriakson (%1,7)

antibiyotiklerine direng saptamiglardir.

Amodor ve ark, (2016) yaptiklar1 ¢alismalarda; sarkiiteride satilan etlerden
elde ettikleri Enterobacteriaceae izolatlarinin %15,4 sefotaksime ve %7,7 aztreonama

direngli oldugunu saptamislardir.
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Arastirmada elde edilen sonuglarin daha Once yapilan diger caligmalarla
benzerlik gostermesiyle birlikte antibiyotiklere karsi direnglilik oranlar1 arasinda
farkliliklarin  bulunmasinin; bolgesel sus dagilimdan, farkli kaynaklardan izole
edilmelerinden, izolatlarin farkli c¢evresel sartlara maruz kalmalar1 ve farkli
bolgelerde farkli antibiyotiklerin  6ncelikli ~ kullanimindan  dolayr  oldugu

diistiniilmektedir (Stlrenburg ve ark., 2003).

Genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler bakterisidal etkili olup yan
etkileri az olmasi1 nedeniyle tedavilerde siklikla tercih edilmektedir. Bunun yaninda
bu ilaclarin klinikte kullaniminin artmasiyla birlikte bu antibiyotiklere 6zellikle beta
laktam grubundakilere bagli diren¢ de artmaktadir. Genislemis spektrumlu beta-
laktamazlar, genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerine direng gosterdiklerinden
dolay1 enfeksiyonlarin tedavisinde biiylik sorunlar olusturmaktadir (David ve ark.,

1995).

GSBL, plazmidler araciligiyla taginan bakteriyel enzimlerdir. Bu enzimler
ticlincii kusak oksiimino-sefalosporinleri ve monobaktamlar1 (aztreonam) hidrolize
ederek bakterinin bu antibiyotiklere kars1 direngli olmasini saglarlar ve klavulanik

asit gibi beta-laktamaz ile inhibe olurlar (Kagmaz ve ark., 2010).

GSBL ureten bakterilerin epidemiyolojisi konusunda diinyada ve ulkemizde
birgok ¢alisma yapilmigtir. Bu ¢aligmalar GSBL iireten bakterilerin hizla yayilmakta
oldugunu gostermektedir (Gulay ve ark., 2005).

Calismamiza paralel olarak (Avci, 2012) yapmis oldugu arastirmada gida
orneklerinden elde ettigi izolatlarin %22,9 GSBL (+) ve %77,1 GSBL (-) oldugunu

tespit etmistir.

Al-Muhtaseb ve Kaygusuz (2008) yaptiklar1 ¢alismada; 59 izolatin ¢ift disk
sinerji testi ile GSBL 6zelligini arastirmiglar, bu izolatlarin %34 oraninda GSBL (+)

Ozellik gosterdiklerini belirlemislerdir.
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Giindogan ve ark. (2011) yaptiklar ¢alismada; et 6rneklerinden izole ettikleri
izolatlarin % 59 oraninda GSBL (+) 6zellik gosterdiklerini bulmuslardir. Yavas
(2015) gidalardan izole edilen 206 Enterobacteriaceae izolatinin %29,6 GSBL (+)

oldugunu tespit etmistir.

Firat Universitesi Firat Tip Merkezin’de, 2000 yilinda yapilan bir
aragtirmada; E. coli ve Klebsiella suslarinda GSBL sikligt % 61 oraninda
saptanmigtir (Demirdag ve ark., 2001). Diinyada ve iilkemizde yapilan ¢alismalarda
GSBL iiretiminin Enterobactericeac familyas: i¢inde K.pneumoniae’da daha fazla
oldugunu gostermistir. GSBL enzimlerinin Klebsiella tiirlerinde yaygin olmalarmin
nedeni bu mikroorganizmalarin deri ve ylizeylerde diger enterik bakterilere gore
daha uzun siire canli kalabilmeleri ve spontan mutasyonlarin daha sik goriilmesi

olarak bildirilmektedir (Petrosino ve ark., 1996; Ozsoy ve ark., 2001).

Yaptigimiz arastirma sonucunda ise 100 adet kiyma 6rneginin ¢ift disk sinerji
testi ile GSBL o6zelligi arastirilmistir. Bu izolatlarin %68’sinin GSBL (+) oldugu

belirlenmistir ve elde edilen veriler diger bulgular1 destekler niteliktedir.

Gram negatif patojenler arasinda genis spektrumlu beta-laktamlara direng
biylk Olclide genislemis spektrumlu beta-laktamazlar ile iliskilidir. Bu enzimler
ticlincli kusak sefalosporinlere direng gibi ciddi klinik problemlere neden olurlar
(Kimura ve ark., 2007). Enterobacteraceac’de GSBL’ler esas olarak Klebsiella
spp.ve E. coli suslarinda bulunmakla birlikte diger cinslerde de rapor edilmektedir.
GSBL’ler, cografik bolgelere bagli olarak yayilist ve enterobakteriyel tiirlerin
dagilimi ile diinya c¢apinda yaygindir. Enterobacteriaceae suslart GSBL tipleri

acisindan tilkeler arasinda farklilik gostermektedir (Timko ve ark., 2004).

GSBL’ler 1980’lerin baslarinda ilk Almanya’da ve kisa bir zaman sonra
Fransa’da onem kazanmaya baslamistir. E. coli ve K. pneumoniae arasinda genis
yayilig gosteren TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri olan bu ilk GSBL’ler genel
penisilinazlarin yapisal mutasyonlaridir. 1990’larda GSBL’ler ile ilgili bir¢ok rapor
Fransa’dan gelmekle beraber Sili, Tunus, Ingiltere ve Amerika’da da GSBL rapor
edilmistir. Sonradan 1990’larda TEM ve SHV kdkenli GSBL’ler ile ilgili giderek
artan sayida rapor bulunmaktadir (Delton, 2007).
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GSBL enzimleri Enterobateraceae ailesinin birgok (yesinde gorulmekle
birlikte en sik K.pneumoniae suslarindan izole edilmistir (Bradford, 2001). 2003
yilinda Paterson ve arkadaslarinin Amerika, Tayvan, Avustralya, Giiney Afrika,
Tiirkiye, Belgika ve Arjantin’deki on iki hastaneden izole edilen K.pneumoniae
suslar1 ile yaptiklar1 aragtirmada en yaygin SHV tipi GSBL’leri %67,1 oraninda, TEM
tipi GSBL’leri %16,4 oraninda, PER tipi GSBL’leri Tiirkiye’den izole edilen dokuz
izolatin dordiinde ve iki izolatta SHV-2 ve SHV-5 tipi GSBL’lerle birlikte tespit
etmislerdir. CTX-M tipi GSBL’ler %?23,3 oraninda Amerika hari¢ diger {ilkelerin

hepsinde goriilmiistiir (Paterson ve ark., 2005).

Cin’de 2007 yilinda yapilan Yunsong Yu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada;
GSBL (reten E. coli ve K. pneumoniae suslarinda GSBL tipleri arastirilmis ve 509
izolatin 447’sinde GSBL genotipleri belirlenmistir. 339 izolatta TEM tipi, 27 izolatta
SHV tipi ve 341 izolatta CTX-M tipi GSBL tespit edilmistir. 30 izolatin iki veya li¢
GSBL tipini birlikte tasidigi, CTX-M-14 ve CTX-M-3 iiretiminin yaygmn oldugu
saptanmustir (Yu ve ark., 2007).

Livermore ve ark., (1999), 1980°’li yillardakinden farkli olarak giiniimiizde E.
coli ve Klebsiella spp. izolatlarinda CTX-M tipi beta-laktamazlarin daha yaygin
oldugunu belirtmektedirler. Ahu Kamburoglu (2011) ¢alismasinda; GSBL pozitif
olan izolatlarinda TEM, SHV, CTX-M enzimleri kodlayan genlerin prevalansinin
strastyla %54,2, %14,6, %95,8 oldugu belirlenmis ve CTX-M’in en sik rastlanan gen
oldugu saptanmistir.

Yaptigimiz calismamizda ise; izolatlarin GSBL geni tasiyip tasimadiklar: ve
ayrica GSBL tiplerinden TEM, SHV ve CTX-M gen bolgeleri varligit PZR yontemi

uygulanarak dogrulanmistir.

Bu ¢alismada hayvansal gida kaynakli kirmizi et {irlinlerinde GSBL varlig1 ve
tiplerinin belirlenmesi ilk kez gercekleslestirilmistir. CTX-M, SHV ve TEM gen
bolgelerinin varligt PZR yontemi ile arastirilmistir ve %35,29 *unda CTX-M tipi,
%23,52 ’sinde SHV tipi beta laktamaz varligina rastlanilirken izolatlarin higbirinde

TEM tipi beta laktamaz varligina rastlanilmamistir.
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Elde edilen bulgular insan ve hayvan kaynakli izolatlardaki verileri
desteklemesi agisindan Onem teskil etmektedir ve diger c¢alismalara paralellik
gostermektedir. Ayrica CDST ve PZR yontemi uygulanarak alinan sonuglarda biiyiik
oranda benzerlik dikkat cekmektedir.

SONUC ve ONERILER

1. Kiyma 6rneklerinden 100 adet Enterobacteriaceae izole edilmistir.

2. P-laktamaz enziminin varhigi Seftazidim (CAZ), Seftriakson (CRO),
Sefotaksim (CTX), Aztreonam (ATM) ve Klavulanik Asit/ Amoksisilin
(AMC) antibiyotik diskleri kullanilarak c¢ift disk sinerji yontemiyle
belirlenmistir. Bu izolatlarin %68’sinin GSBL (+) oldugu bulunmustur.

3. Suslarin antibiyotik direng profilleri ise disk diflizyon ydntemiyle tespit
edilmistir. Sonuglar CLSI (2014) kriterlerine gore degerlendirilmistir. Disk
difiizyon duyarhilik testi sonuglarma gbére ampisilin, aztreonam,
kloromfenikol, sefotaksim, seftriakson, tetrasiklin, gentamisin, imipenem,
streptomisin ve sulfametoksazol antibiyotiklerine direng¢ oranlar1 sirasiyla;
%27,94, %2,95, %25,0, %14,70, %4,42, %1,50, %1,50 %10,29, %22,05 ve
%17,70 olarak bulunmustur.

4. B-laktamaz pozitif oldugu belirlenen izolatlarda GSBL tipleri olan TEM,
SHV ve CTX-M gen bolgeleri varhigt PZR yontemi uygulanarak
dogrulanmistir. %35,29 ’inde CTX-M tipi, %23,52 ’inde SHV tipi beta
laktamaz varhigma rastlanilirken izolatlarin higbirinde TEM tipi beta

laktamaz varligina rastlanilmamaistir.
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Sonu¢ olarak; Amasya ilinde tiketime sunulan hayvansal gidalarin ¢ig ya da
yeterince 1s1l  islem gormeden tiiketilmesi, diger c¢evresel etmenlerle
kontaminasyonlarin yiiksek oranda olmasinin saglik agisindan énemli bir potansiyel
risk olusturabilecegi, bazi bakterilerin tespit edilmesiyle birlikte, hayvan kesim
isleminin oldugu ve hayvansal gidalarin hazirlandig1 ortamdaki hijyen ve sanitasyon
kosullarinin  yeterli olmadigim1 kanitlayan niteliktedir. Bu nedenle hayvansal
gidalarin kesim ve dagitimda veteriner hekim kontroliinden gegmis gida degeri olan
hayvanlarin kullanilmasi, genel hijyen kurallarina uyulmasi gerektigi, gida
tiretiminin ¢esitli asamalari ile satig stirecinde uygulanabilecek olan islemlerin giday1
olumsuz yonde etkilememesi ile birlikte tiketicilerin bilinglendirilmesinin yani sira
yasal denetimlerin daha fazla olmasi ve yeterli Onlemlerin alinmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Gida endiistrisindeki antibiyotige direngli bakterilerin ve antibiyotikle iligkili
genlerin kontrolii saglanmali, temel gida {iretiminde antimikrobiyal direngli
bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi 6nlenmelidir. Bunun i¢in; mikrobiyal gida
kontaminasyonu ve antibiyotik direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ya da secilimin

Onlenmesini igeren arastirma ve gézetim programlarinin olmasi gerekmektedir.

Tarimda ve hayvan yetistiriciliginde antibiyotiklerin bilingsiz olarak kullanilmasi,
bakterilerin antibiyotiklere diren¢ kazanmasina, ortamda bulunan az sayidaki direncli
mutantlarin se¢ilmesine neden olmaktadir. Bakterilerdeki diren¢ mekanizmalarinin
aydinlatilmasinin uygun antibiyotik se¢imini kolaylastiracagi, kullanilan ilaglara

direng gelisiminin 6nlenmesinde yararl olabilecegi diistiniilmektedir.

Beta laktam antibiyotiklerin yaygin olarak kullanormi var olan direng
mekanizmalariin artigina sebep olmakta ve bu da tedavide sorunlara yol agmaktadir.
GSBL pozitif mikroorganizmalarin siklikla diger antibiyotiklere de direng gostermesi
ve bu enfeksiyonlarda tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle izole edilen
mikroorganizmalarin GSBL iiretip iiretmediginin dogru olarak ve miimkiin

oldugunca kisa siirede saptanmasi gerekmektedir.
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GSBL salginlarinin kontrol altina alinmasinda, GSBL pozitif izolat sikliginin ve

GSBL tiplerinin yayiliminin belirlenmesi 6nemlidir.

PZR vyonteminin fenotipik testlerle GSBL varligi saptanamayan izolatlarda
kullanilmast daha elveriglidir. Calismamizda elde edilen verilere dayanarak, PZR ile
CDST sonuglarinin duyarliligi birbirine ¢ok yakin olmasma ragmen, PZR’mn
CDST’ye gore daha giivenilir bir yontem oldugunu gostermektedir. PZR yonteminin
kullaniminin zor ve zahmetli olmasi, ayrica bu yontemin maliyetinin yiiksek olmasi
nedeniyle genellikle CDST gibi kolay, pratik, ucuz ve duyarliligi yiliksek bir
yontemin kullanilmasi tercih edilmektedir.

Ileride bu konuyla ilgili yapilacak olan calismalarda, GSBL saptanan
izolatlarin diren¢ profilinin plazmid aracili olmasi yoniinden arastirilmasi 6nem
tagimaktadir ve bu plazmitlerin GSBL iiretimine neden olup olmadiklar1 dizi analizi
yontemleriyle saptanabilir. Bu konuyla ilgili Glkemizde yapilan molekiiler
calismalarin ¢ok kisithh olmast nedeniyle daha detayli ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Tiirkiye acisindan degerlendirildiginde hastane kaynakli direncli
Enterobakteriler hakkinda veriler bulunurken, maalesef gida kaynakli epidemiyolojik
verilere ulasilamamaktadir. Bu nedenle hastane ve gida kaynakli direngli tiirlerin
ayirt edilebilmeleri i¢in Ozellikle molekiiler epidemiyolojik analizler yapilmasi

gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
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