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ONSOZ

Son yillarda saglikli ve dengeli beslenme amactyla ¢ig sebze tiikketimi tiim diinyada
oldugu gibi lilkemizde de artis gostermektedir. Tarladan sofraya kadar gecen siirecte
sebzeler toprak, sulama yontemi ve hayvan diskilarinin giibre olarak kullanilmasi gibi
nedenlerle mikrobiyel kontaminasyona ugramakta; gida kaynakli enfeksiyonlara ve/veya
mikrobiyel intoksikasyonlara neden olmaktadirlar. Cig olarak tiiketilen yesil yaprakli
sebzeler, tiiketicilerin gida kaynakli hastaliklara yakalanma riskini artirmaktadir. E. coli
enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla beta-laktam grubu antibiyotiklerin kullanilmas: ile
birlikte bakterilerde antimikrobiyal direng¢ olugmakta, olusan antibiyotik direnci hizla
yayllmakta ve enfeksiyonlarin prevalansinda artis goriilmektedir. Bu ¢aligmada,
Beypazari ilgesi’nde semt pazarlarinda tiiketime sunulan yesil yaprakli ve ¢ig tiiketilen
cesitli sebzelerden, marul (Lactuca sativa), kivircik (Crispa sativa), dereotu (Anethum
graveolens), maydonoz (Petroselinum crispum) ve roka (Eruca vesicaria ssp ) 20’ser adet
olmak tizere toplam 100 adet numune analize alinmis; izole edilen E. coli izolatlarinin
antibiyotik diren¢ durumu ve genislemis beta-laktamaz aktivitesinin  arastirilmasi

amaclanmustir.
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OZET

Yesil Yaprakh Sebzelerden izole Edilen Escherichia coli izolatlarinda Antibiyotik
Diren¢ Durumu ve Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz Aktivitesi

Son yillarda saglikli ve dengeli beslenme amactyla ¢ig sebze tiikketimi tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de artis gostermektedir. Cig olarak tiiketilen yesil yaprakli
sebzeler, tiiketicilerin gida kaynakli hastaliklara yakalanma riskini artirmaktadir. E. coli
enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla beta-laktam grubu antibiyotiklerin kullanilmas: ile
birlikte bakterilerde antimikrobiyal diren¢ olugmakta, olusan antibiyotik direnci hizla
yayllmakta ve enfeksiyonlarin prevalansinda artis goriilmektedir. Bu ¢aligmada,
Ankara’nin Beypazar [Igesi’nde bulunan 4 farkli semt pazarindan tiiketime sunulan yesil
yaprakli ve ¢ig tiiketilen ¢esitli sebzelerden marul (Lactuca sativa), kivircik (Crispa
sativa), dereotu (Anethum graveolens), maydonoz (Petroselinum crispum) ve roka (Eruca
vesicaria ssp ) 20’ser adet olmak iizere toplam 100 adet numune analize alinmis; izole
edilen E. coli’lerin antibiyotik diren¢ durumu ve genislemis beta-laktamaz aktivitesi
arastirilmigtir. Sadece 2 numunede (roka ve marul) E. coli (% 2) izole edilmis ve E. coli
izolatlarmin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Testi ile antibiyogramlar1 yapilmistir (Klinik
Laboratuar Standartlar Enstitiisii (CLSI) [Clinical Laboratory Standarts Institute]). E. coli
suslarmin gentamisin (10 pg), siprofiloksasin (5 pg), seftazidin (30 pg), seftazidim-
klavulanik asit (30/10 ng), sefotaksim (30 pg), sefotaksim-klavulanik asit (30/10 pg),
amoksisilin/klavulanik asit (20/10 pg), aztreonam (30 pg), tetrasiklin (30 pg),
sulfametaksazol-trimetropim, nalidiksik asit (30 pg), kloramfenikol (30 pg) ve
imipeneme (10 pg) kars1 direnglilikleri arastirilmistir. Antibiyogram testi sonucunda izole
ve identifiye edilen E. coli’lerin incelenen antibiyotiklere karsi duyarli olduklari
saptanmus; direnglilik saptanamamistir. Sonug olarak, E. coli izolatlarinda genislemis

beta- laktamaz aktivitesi tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: E coli, Antibiyotik Direnci, Disk Diflizyon, GSBL.



SUMMARY

Antibiotic Resistance Status and Enlarged Spectrum Beta-Lactamase Activity in
Escherichia coli Isolated from Green Leaf Vegetables

In recent years, the consumption of raw vegetables for a healthy and balanced diet
has increased in our country as well as all over the world. Green leafy vegetables
consumed raw increase the risk of food-borne diseases. In addition, the use of beta-lactam
group antibiotics in the treatment of E. coli infections is caused by antimicrobial
resistance in bacteria, the resulting antibiotic resistance is spreading rapidly and an
increase in the prevalence of infections is seen. In this study, a total of 100 samples,
including 20 green leaves and raw vegetables marul (Lactuca sativa), kivircik (Crispa
sativa), dereotu (Anethum graveolens), maydonoz (Petroselinum crispum) ve roka (Eruca
vesicaria ssp ) (curly lettuce, lettuce, roquette, dill, parsley) which were offered from 4
different district markets in Beypazar1 district of Ankara, were analyzed; antibiotic
resistance status and enlarged beta-lactamase activity of E. coli isolates isolated from
green leafy vegetables were investigated. E. coli (2%) was isolated in only 2 samples
(arugula and lettuce) and E. coli isolates were made by Kirby-Bauer Disk Diffusion Test
(Clinical Laboratory Standards Institute). E. coli strains of gentamicin (10 pg),
ciprofloxacin (5 pg), ceftazidine (30 pg), ceftazidime-clavulanic acid (30/10 pg),
cefotaxime (30 pg), cefotaxime-clavulanic acid (30/10 pg), Resistance to amoxicillin /
clavulanic acid (20/10 pg), aztreonam (30 pg), tetracycline (30 pg), sulfamethoxazole-
trimetropim, nalidixic acid (30 pg), chloramphenicol (30 pg) and imipenem (10 ug) was
investigated. E. coli isolated and identified were found to be susceptible to antibiotics
resistance was not detected. As a result, extended beta-lactamase activity could not be

detected in E. coli isolates.

Key Words: E. coli, Antibiotic Resistance, Disc Diffusion, ESBL
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1. GIRIS

Sebze ve meyveler, folat, beta-karoten, E, C, B2 vitamini, kalsiyum, demir,
magnezyum, posa ve giiclii antioksidan etkinlik gdsteren bilesenler icermektedirler
(Kris ve ark. 2002). WHO’nun 2018 raporunda; saglikli bir diyet, diyabet, kalp
hastaligi, felg ve kanser de dahil olmak fiizere bulasici olmayan hastaliklardan
(NCD'ler) ve vyetersiz beslenmeden korunmaya yardimeci oldugu bildirilmektedir.
Diyetlerde yeterli miktarda sebze tiiketilmemesinin, basta kalp ve damar hastaliklar1
olmak tlizere Tip 2 diyabet ve obezite gibi bir¢ok saglik sorununa yol acgtigi
belirtilmektedir (WHO 2018). Bu nedenle son yillarda insan saghigma olumlu etkileri

nedeniyle ¢ig sebze tiiketimine ilgi olduk¢a artmustir.

Beypazari {lgesi farkli arazi kullanim sekillerine sahip bir yapidadir. Uygun yer
sekli 6zellikleri, elverisli iklim kosullar1 ve verimli topraklar1 insanlarin dogal ortamda

aradiklar1 6nemli 6zelliklerdir (Tiirkan 2013).

Analiz i¢in kullanilan sebze ¢esitleri ise mevsimsel olarak cesitliligin bol oldugu
bir zaman da olmasi bakimindan ve sebze 6rneklerinin ortak bir 6zelligi olan fosfor,
bakir, magnezyum, A ve C vitaminleri ile potasyum, kalsiyum, demir ve c¢inko
yoniinden ¢ok zengin besin iiriinlerdir. Fosfor 6zellikle kemiklerin yapisinda bulunur.
Yetisme ¢aginda olan ¢ocuklarin fosfor tiiketmesi gerekmektedir. Marul ve kivircik
fosfor bakimindan zengin gidalardir. Roka ve dereotu, kemiklerin esas yap1 maddesini
olusturan kalsiyumca oldukc¢a zengindir. Kanin yapiminda rol alan potasyumca zengin
sebzeler ise maydonoz, kivircik ve maruldur (El 2008). Yapilan g¢alismalarda bu
sebzelerin tiikketimiyle ortaya ¢ikan 'Glaziovianin A' adli maddenin kanseri engelledigi

de belirtilmektedir (Shigihara ve ark. 2014).

Tarladan sofraya kadar gecen siiregte sebzeler toprak, sulama yontemi ve hayvan
digkilarmin giibre olarak kullanilmasi gibi nedenlerle mikrobiyel kontaminasyona
ugramakta; gida kaynakli enfeksiyonlara ve/veya mikrobiyel intoksikasyonlara neden
olmaktadirlar. Ayrica Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia coli ve
Klebsiella spp. gibi fekal kokenli Enterobacteriacea tiirleri genellikle suda, toprakta
ve bitkilerde bulunabilirler (Ulker 2011 ).

E. coli, insan ve hayvanlarin normal barsak florasinda bulunmakla birlikte, bir ¢ok

hastalik vakasindan primer veya sekonder etken olarak izole edilmektedir. Bakteri
1



sahip oldugu flagella, kapsiil, hiicre duvari, fimbria antijenleri; sentezledigi kolisinler,
enterotoksinler, sitotoksinler, hemolizinler ve aerobactin gibi viriilens faktorleriyle
hayvan tiirlerinde degisik patogenez ile seyreden ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir.
Bu hastaliklar arasinda c¢esitli septisemi, iiriner sistem enfeksiyonlari, enterik

enfeksiyonlar ve mastitisler 6rnek olarak verilebilir (Carlton ve ark. 2010).

E. coli O157:H7, ilk kez 1982 yilinda, kanli ishal nedeni olarak, iyi pisirilmemis
ve kontamine olmus hamburger etinden tespit edilmistir. O tarihlerden bugiine E. coli
0157:H7 salginlari, pastorize edilmemis siit, elma suyu, marul, 1spanak, kuyu sulari

ve hayvanlarin bir sekilde temasta bulundugu yiizey sulari ile iligkilendirilmistir
(Bolton ve ark. 2009).

Antibiyotikler basta olmak tizere veteriner ilaglari, iilkemiz ve diinyada hayvansal
gida tretiminin en gerekli ve etkili unsurlarindandir. Gida iiretiminde kullanilan
hayvanlarin yaklagik % 80’ninde yasamlarinin belli bir kisminda ilacla tedavi

uygulanmaktadir (Pavlov ve ark. 2008).

Antibiyotikler, diger veteriner ilaclar1 ile beraber hastaliklar1 6nlemek ve kontrol
altma almak i¢in ilk olarak 1950’lerde yem katki maddesi olarak kullanilmaya
baslanmistir. Giiniimiize kadar 40.000'in iizerinde antibiyotik kesfedilmis olup,

bunlardan da 80 kadar1 veteriner, tarim ve balik¢ilik alaninda kullanilmaktadir (Filazi

2009).

Antibiyotik direnci, giiniimiiz kiiresel sagligi, gida giivenligi ve gelisimi i¢in en
biiyiikk tehditlerden biridir. Antibiyotik direnci dogal olarak olusmakta, fakat
insanlarda ve hayvanlarda antibiyotiklerin yanlhs kullanimi bu siireci
hizlandirmaktadir. Bu durum daha uzun hastane yatislarma, daha yiiksek tibbi

maliyetlere ve Oliimlerin artmasina yol a¢maktadir (http://www.who.int/news-

room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance). Giderek artan antibiyotik direnci tiim

diinyay1 tehdit altina almaktadir (Duman ve ark. 2010 ).

Asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullanimi mikroorganizmalarda direng gelisimi ile
sonu¢lanmaktadir. Antibiyotiklere direncli bakteri tiirleri arasindaki iligkiler
anlasilmaya ¢alisilmaktadir (Seiffert ve ark. 2013). Bu nedenle, WHO, FAO ve EFSA

gibi Uluslararasi otoriteler antibiyotiklere direnci ‘Biyolojik Tehlike’ smnifina alarak,


http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance
http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance

yayilis yollarinim anlasilmasi ve dnleyici tedbirlerin belirlenmesi i¢in epidemiyolojik

aragtirmalar1 tesvik etmektedir (EFSA 2011).

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan bakteriler nedeniyle gelisen
enfeksiyonlarda en sik kullanilan antibiyotikler beta-laktamlardir. Yaygin olarak
kullanilmalar1 sonucu beta-laktam antibiyotiklere diren¢ giderek artmaktadir.
Enterobacteriaceae 'da beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan dire¢te en Onemli
mekanizma beta-laktamazlardir (Yetkin ve ark.2009). Yeni antibiyotikler
gelistirildikce, bakteriler de ayn1 hizla yeni diren¢ yontemleri gelistirmektedir. Bu
diren¢ mekanizmalarmin en Onemlilerinden biri genislemis spektrumlu beta-
laktamazlardir (GSBL). E.coli tiim beta-laktam antibiyotiklere duyarl iken, ilk olarak
1987°de genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) ireten E.coli suslari
bildirilmistir. Bugiine kadar 350’ye yakin beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir.
Bunlarin yaklagik 150°si genislemis spektrumlu beta-laktamazlar olarak bildirilmistir

(Bush 2010).

Tiiketimi yayginlasan ¢ig tiiketilen yesil yaprakli sebzelerden izole edilen
E. coli’lerde antibiyotik direngliliginin arastirilmasi amaciyla bu ¢alisma yapilmustir.
Bu calismada 2018 yilinmn Eyliil aymda Ankara’nin Beypazari Il¢esinde bulunan 4
farkli semt pazarmdan ¢ig olarak tiiketilen yesil yaprakli sebze 6rneklerinden (marul,
kivircik, dereotu, maydonoz, roka) olmak iizere izole edilen E.coli suslarmin cesitli

antibiyotiklere diren¢ durumu ve GSBL varlig1 arastirilmistir.
1.1. E. coli Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae familyasinda olan Escherichia cinsi igerisinde alt1 tiirden
(E. adecaroxylate, E. blatttae, E. fergusoni, E. hermanii ve E. vulneris) birisi olan
E. coli koliform bakterisi olup, fekal kirlilik indikatorii olarak kullanilmaktadir.
Sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin gastrointestinal sisteminde bulunur ve genellikle
zararsiz olarak bilinir. Birgok E. coli serotipi barsaklarda kommensal bir yasam siirer
ve diskida 10°-10° kob/g diizeylerinde bulunur. Diger Enterobactericeae iiyeleriyle
birlikte bagirsaktaki zararli mikroorganizmalara karsi, bagirsagin ve viicudun immun

sisteminin diizenlenmesinde rol oynar (Ding ve ark. 2013).



E. coli, Enterobacteriaceae familyasinda yer alan en 6nemli tiirdiir. Gram negatif,
kisa comak seklinde, fakiiltatif anaerob, sporsuz bir bakteri olan E. coli'nin baz1 suslar1
peritrik flagellar1 ile hareketlidir. Mezofilik bir bakteri olan E. coli, 4°C ile 45°C
arasinda tireme gosterir (PHE 2016).

Patojenik E. coli farkli gruplara ayrilir. Bunlar enteropatojenik (EPEC),
enterohemorajik (EHEC), enterotoksijenik (ETEC), enteroagregativ (EAEC),
enteroinvansiv (EIEC), ve diffusely adherent E. coli (DAEC)’lerdir. EHEC’lerden
olan E.coli O157:H7 etkeni, shiga toksin iireten E. coli, (STEC)/verotoksin tireten E.
coli (VTEC) ozelliklerine sahiptir (Ding ve ark. 2013). EHEC etkenleri ile insanlarda
enfeksiyonun meydana gelebilmesi i¢in gerekli minimal infektif doz 101 olarak
bildirilmektedir. Enfeksiyonlarda; hemorajik kolitis, hemolitik tiremik sendrom ve
trombotik trombositopenik purpura olmak iizere ii¢ temel klinik bulgu disinda;
hemorajik sistitis, konviilziyonlar, sepsis ve anemi gibi komplikasyonlar da

goriilebilmektedir (Karmali ve ark. 2010).

Cevrenin E. coli O157 ile kontamine olmasi halk saghigi problemlerine neden
olabilmektedir. Bakteri, aerosol yolla da kontaminasyon olusturabilmektedir. E. coli
0157, gevrede 10 aydan fazla siirede canli kalabilmekte ve insanlar i¢in uzun bir siire

enfeksiyon riski olusturabilmektedir (Washinton ve ark. 2006).

Amerika’nin ¢esitli eyaletlerinde marul ve 1spanak kaynakli gastroenterit
salginlart meydana gelmis, ajan olarak da E.coli O157:H7 gosterilmistir. Cig olarak
tiiketilen gidalardan E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S. aureus ve B. cereus izole
edilmistir. Tiim diinyada ¢ig {irtinlerin tiikketimi ile meydana gelen salgmlar kaygi

verici boyutlara ulagsmistir (Seow ve ark. 2012).

Yine Amerika’da, 1995 yilindan giiniimiize kadar 6liimle sonuglanan 6nemli E.
coli salginlar1 bildirilmistir (Ding ve ark. 2013). Almanya’da 2011 yilinda EHEC ve
EAEC 6zelliklerine sahip olan E. coli 0104:H4 ile kontamine soya filizi kaynakli kanlt
ishal ve HUS vakalarinin goriildiigii biiyiik salginlar rapor edilmistir (Ding ve ark
2013). italya’da 2012 yilinda yine sebze ve meyvelerden E. coli 0157, 026, 0111,
0103, 0145 ve O104:H4 kaynakli vakalar bildirilmistir (Bardasi ve ark. 2015).
Amerika’da 2013 yilinda; ithal salataliktan E. coli O157:H7 kaynakli 33 vaka, 11
hospitalizasyon; 2014 yilinda yoncadan E. coli O121 kaynakli 19 vaka, 8

4



hospitalizasyon; Ingiltere’de 2016 yilinda ithal salataliktan E. coli O157 kaynakl 161
vaka, 60 hospitalizasyon ve 2 6liim bildirilmistir (Wadamori ve ark. 2016). Tablo 1’

de E. coli suslar1 ve yaptig1 hastaliklarin kronolojik 6zeti verilmistir.

Tablo 1’ E coli suslar1 ve yaptig1 hastaliklarin kronolojik 6zeti.

Amerika’da ithal salataliktan
2013 yilinda E. coli O157: H7 33 vakada, 11 hospitalizasyon
Kaynakl

Amerika’da Yoncadan 19 vakada, 8 hospitalizasyon

2014 yilinda E. coli O121 Kaynakl

Ingiltere’de Ithal salataliktan

2016 yilinda E. coli O157 kaynakli 161 vakada,60 hospitalizasyon ve 2

Olim
Almanya’da Soya filizi Kanl1 ishal ve HUS vakalarinda goriiliir
2011 yilinda E. coli O104:H4 kaynakl
Italya’da 2012 | Sebze ve meyvelerden E. Kanl1 ishal, hospitalizasyon

yilinda coli 0157

1.2. E coli’nin Antibiyotik Diren¢ Ozellikleri

Gram negatif bakterilerin beta-laktam halkasi igeren antibiyotiklere karsi direnci,
beta-laktamaz enzim ftiretimi ile olmaktadir (Duman ve ark. 2010). Beta-laktamaz,
beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren, basta
Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere bir¢ok bakteri tiiriiniin en 6nemli direng
mekanizmalarmdan biridir. Bir c¢ok beta-laktamaz enzimi, kromozomal olarak,
plasmid veya transpozonlarda lokalize olan transfer edilebilir genlerce
kodlanabilmektedirler. E. coli’lerde beta-laktam antibiyotikleri hidrolize eden
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iretimi de giincelligini yitirmeyen

onemli bir konudur (Heward ve ark. 2018).
1.2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bazi bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarm tedavisinde

kullanilan bakterileri dldiiren veya tiremesini durduran ilaglardir. Antibiyotikler elde
5




edilisine gore dogal, sentetik ya da yar1 sentetik, uygulanig sekillerine gore de oral,
topikal ve parenteral olarak siniflandirilirlar. Insan ve hayvan hastaliklarinda tedavi,
evcil hayvanlarda gelismeyi artirmak amaciyla kullanilmaktadir. 19. ylizyilin
ortalarinda Louis Pasteur bazi mikroorganizmalarin, digerlerini 6ldirdiigii seklinde
gozlemlerde bulunmustur. Daha sonra 1928 yilinda, Londra’da St. Mary’s
Hastanesi’'nde stafilokok varyantlar1 lizerinde ¢alismalar yapan Alexander Fleming,
bir rastlanti sonucu kiiltiir ortamina bulasmis bir kiif mantarmin g¢evresinde
stafilokoklarin tireyemediklerini, tersine 6ldiiklerini gérmiistiir. Bu mantarm kiiltiir
filtratlari, deneysel enfeksiyonlarda bircok bakteriye karsi giliclii bigimde etkin
bulunmus ve Fleming, {ireyen kiif mantarlarina Penicillinum tiirtinden esinlenerek,
‘penicillin’ adint vermistir. Boylece ilk antibiyotik 1928 yilinda Sir Alexander
Fleming tarafindan kesfedilmistir (Tiirkoglu 2008) .

Antibiyotikler yiiksek degerli meyvelerin, sebzelerin ve siis bitkilerinin belirli
bakteriyel hastaliklarini kontrol etmek i¢in 1950°lerden beri kullanilmaktadir. Bugiin,
bitkiler iizerine yaygin olarak kullanilan c¢ogu antibiyotik, kiigiikk boyutta
oksitetrasiklin ile streptomisindir. Birincil kullanim elma ve armut iizerinedir.
Antimikrobiyallerin ¢ogu, esasen, streptomisin ve oksitetrasiklin igerir ve meyve
agaclarinin bakteriyel hastaliklarini kontrol etmekte kullanilir. Enfeksiyon UV 1sm,

yagmur ve yiiksek sicakliklara toleransli olmalidir (Saygi ve ark. 2012).

Antibiyotik direnci antibiyotikler kadar eskidir. Beta-laktam ajanlar, Gram negatif
enfeksiyonlarda diinyada en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibiyotikler

onemli direng mekanizmasini olusturmaktadir (Philippon ve ark. 2004).
1.2.2. Beta-Laktam Antibiyotikler

Antibiyotiklere kars1 direncin artmasi uygun antibiyotigin se¢ciminde ve tedavinin
stirecinde sorunlara neden olmaktadir. Beta-laktam antibiyotikler baslica 5 grupta
toplanirlar: Penisilinler, Sefalosporinler, Monobaktamlar, Karbapenemler, Beta-
laktamaz inhibitorleri  (klavulonat, sulbaktam, tazobaktam). Bu gruptaki
antibiyotiklerin ortak d6zellikleri yapilarinda beta-laktam adi verilen 4 atomlu halka
tasimalaridir. Her grup beta-laktam antibiyotigin 6zelligi bu halkaya baglanan baska

halkalar ve yan zincirlerle belirlenir. Sadece Monobaktamlarda beta-laktam halkasina



baglanan bagka halka bulunmamaktadir. Beta-laktam antibiyotikler bakterisid etkili ve

toksisiteleri diisiik olan ilaglardir (Karademir 2007).

Gram negatif bakteriler baslica ii¢ yolla beta-laktam antibiyotiklere karsi direng

gelistirirler:

a) Dis membran proteinlerinde (OMP) olusan degisiklikler ile ilacin hiicre i¢ine

girigini Onleyerek,

b) Beta-laktam antibiyotikleri inaktive eden beta-laktamaz enzimlerinin

sentezleyerek,

c¢) Penisilin baglayict protein’de olusan degisiklikler ile antibiyotigin hedefine

baglanmasini engelleyerek.

1.3. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar1 kodlayan genler, bakteri kromozomlarinda, plazmidlerde veya
transpozonlarda yerlesmis olabilirler. Pek ¢ok beta-laktamaz geni integronlar tizerinde
tanimlanmiglardir. Gram negatif bakterilerde direng genleri, genellikle plazmidler
aracilig1 ile konjugasyonla yayilmaktadir. Antibiyotik kullanimi ile direng gelisimi
arasindaki en iyi Orneklerden birisi, yeni beta-laktam antibiyotiklerin gelistirilerek
klinik kullanima sunulmasi ve yaygm kullanimmi takiben bakterilerin bu
antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmesidir. Diren¢ gelisen antibiyotikler arasinda
oksimino aminotiozil sefalosporinler; sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve
aztreonam basta gelmektedir. Hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilerce
iretilmelerine karsin, beta-laktamaz liretimi basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak
tizere, gram negatif bakteri tiirlerinde beta-laktamlara bagh direngte, siklikla ilag

gecirgenligi ile ilgili mekanizmalarda rol oynamaktadirlar (Bush ve ark. 2010).

Beta-laktamazlar amino asit dizilerine dayanilarak A, B, C ve D olmak {izere 4
molekiiler smif igerisinde toplanirlar. Bunlar; Class A serin penisilinazlar, Class B
metalloenzimler, Class C serin sefalosporinazlar ve D oksasilini hidroliz eden serin

beta-laktamazlar1 igermektedirler (Bush ve ark.2010).



Bu antibiyotiklerin etki spektrumlarmnin genisligi nedeniyle, bunlarin hidrolizine

yol agan beta-laktamazlar genislemis spektrumlu olarak adlandirilmiglardir (GSBL)

(Livermore ve ark. 2007). Tablo 2.’de Beta-laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri

belirtilmistir.
Tablo 2. Beta-laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri
Beta- Molekiil Tercih Edilen Klavulanik Ornek Enzimler
Laktamaz Siifi Substrat Asit
Grup
Gram negatif bakterilerin
1 C Sefalosporinler - Amp C enzimleri; MIR-1
Gram pozitif bakterilerin
2a A Penisilinler + penisilinazlar
TEM-1, TEM-2, SHV-1
2b A Sefalosporinler +
Penisilinler, TEM-3 ila TEM-26,
2be A sefalosprinler, + SHV-2 ile SHV-
monobaktamlar Klebsiella axytoca K 1.
TEM-30 ile TEM-36,TRC-1
2br A Penisilinler +
PSE-1, PSE-3, PSE-4
2C A Penisilinler, +
Karbenisilin
OXA-
2d D Penisilinler, + 1(OXA11),PSE2(OXA10)
Kloksasilin
Proteus vulgaris’in
2e A Sefalosporinler + Indiiklenebilir sefalosporinaz
Penisilinler, Enterobacter cloacae’nin
2f A Sefalosporinler, + NMC-Serratia marcescens’in
Karbapenemler Sme-I
Bir ¢ok beta- Stenotrophomonas
3 B laktam - maltophila 'minL1,Bacteroides
karbapenemler fragilis’in CcrA
dahil
Pseudomonas cepacia’nin
4 nD Penisilinler - penisilinazi




1.3.1. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamaz

GSBL’ler mikrobiyolojik olarak oksomino sefalosporinleri hidrolize edebilen,
klavulanik asit tarafindan inhibe olabilen enzimler olarak tanimlanmaktadirlar. Ancak
son yillarda GSBL olarak degerlendirilen bazi enzimlerin tam olarak bu grupta yer
almadig1 saptanmustir. Cogu GSBL’in, enterik gram negatif bakterilerin klasik plazmid
kokenli beta-laktamazlar1 olan TEM-1, TEM-2 ve SHV-1’den koken aldigi
bildirilmistir (Livermore ve ark. 2007).

K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis ve Salmonella tiirleri gibi pek ¢ok bakteri,
genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimini kodlayan genlere sahiptir.
Avrupa'da GSBL iireten E.coli ve Klebsiella prevalansi oldukga yiiksektir. GSBL
ureten bakteriler siklikla yogun bakim tnitelerinde ciddi enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Bununla birlikte GSBL iireten mikroorganizmalarla olusan toplum

kaynakli enfeksiyonlara da rastlanmaktadir (Canton ve ark. 2008).

Aragtirmalar, GSBL iireten enterobakterilerin ilk identifiye edildikleri 1983
yilindan bu yana, farkli cografik bolgelerde genis sekilde yayilma oldugunu
gostermektedir. EFSA, 25 tye iilkenin verilerine dayanarak, antibiyotiklere karsi en

cok direng gelistiren tiirlerin enterobakteriler oldugunu bildirmektedir (EFSA 2010).

Son yillarda ¢ok sayida arastirmacit GSBL {ireten enterobakterilerin ekonomik ve
saglik boyutlari, gelisimi, yayilimi ve etki mekanizmalarini inceleyen arastirmalara
ilgi gostermektedir (Capita ve ark. 2013). GSBL iireten E. coli hakkinda duyulan
kaygilar gittikce artmaktadir. Direngli E. coli kaynakli enfeksiyonlarm neden oldugu
Olim orani, GSBL iiretmeyen E. coli kaynakli enfeksiyonlarin neden oldugu 6lim
oranina gore li¢ kat1 daha yiiksek oranda gerceklesmektedir. Ayrica, 2000’11 yillardan
itibaren drengli E. coli bulunma siklig1 dikkat ¢ekici sekilde artis gostermektedir (Rao
ve ark. 2014).

1.3.2. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamaz Tipleri

2a-Tem GSBL: Klavulonik asite duyarli enzimleri bulunmaktadir. S. aureus
enzimleri bu gruptadir. Ayrica B. cereus’'un kromozomal beta-laktamazlari,
Citrobacter amalonaticus, Eikenella corrodens ve Fusobacterium nucleatum’da

tanimlanan enzimler de bu gruptadir. GSBL‘ler beta-laktamaz inhibitdrleri (Ornegin;
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Klavulanik asit) tarafindan inhibe edilirler. Ancak birgok GSBL iireten sus piyasada
mevcut olan penisilin-inhibitdr kombinasyonlarma, florokinolonlar ve aminoglikozit

iceren diger antibiyotiklere karsi ¢oklu direng gostermektedirler (ILST 2011)

2be-Shv  GSBL: Oksiimino beta-laktamlar ve monobaktamlar gibi
antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 gibi ana
enzimlerden 1-4 aminoasit degisikligi ile genislemis spektrumlu beta-laktamlara
(seftazidim, seftriakson, sefotaksim veya aztreonam) da etki eden yeni TEM- ve SHV-
enzimleri gelistirmislerdir. GSBL olarak adlandirilmaktadir. Sefoksitin, sefotetan ve
klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitdrlerine duyarhidirlar. Ozellikle Klebsiella ve
E. coli suslarinda yaygindir. Bu grupta yer alan enzimlerden biri de PER-1 enzimidir.
Bu enzim ilk kez Tirkiye’den izole edilen bakteriyel suslarda saptanmistir (Bush ve
ark. 1995).

2br GSBL.: Klavulanik asitten etkilenmeyen, genis spektrumlu beta-laktamazlar
TEM-30 dan TEM-36’ya kadar olan TEM enzimleri ve TRC-1 enzimi grubundadir
(Bush ve ark. 1995).

2¢c-Ctx-m GSBL.: Karbenisilini hidroliz eden, klavulanik asite duyarl enzimler
yer almaktadir. PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta-laktamazlari, Aeromonas hydrophilia’nin
AER-1 enzimi, M. catarrhalis’in BRO-1 ve BRO-2 enzimleri, V. cholerae’nin SAR-
1 enzimi grubundadir ( Bush ve ark. 1995).

2d-Oxa GSBL: Kloksasilini penisilinden daha hizli hidroliz eden beta-
laktamazlar OXA enzimleri grubundadir. Bunlardan OXA-11 enzimi, Tiirkiye’de

izole edilen bir susta saptanmustir. Klavulanik asit ve sulbaktama direnglidirler (Bush

ve ark. 1995).

2e-Per GSBL: B. fragilis’in CepA enzimi, B. uniformis ve B. vulgatus’un
kromozomal CblA ve CfxA, E. coli’den izole edilen FEC-1 ile S. maltophilia’nin L2
ve Y. enterocolitica’dan izole edilen Blal enzimi, klavulanik asitle inhibe olmaktadir
(Bush ve ark. 1995).

2f GSBL: E. cloacae’nin indiiklenebilen IMI-1 enzimi, E. cloacae’nin
kromozomal NMC-A enzimi ve S. marcescens’in Sme-1 enzimi, Karbapenemleri

hidroliz etmekte, klavulanik asit ile inhibe olmaktadir (Bush ve ark. 1995).
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1.4. GSBL Tam Yontemleri

GSBL tayini fenotipik ve genotipik olarak yapilabilmektedir. GSBL tayininde
fenotipik yOntemler; tarama testi ve dogrulama testi olarak iki kisimda

incelenmektedir (CLSI 2011).
1.4.1. GSBL Tarama Testleri

CLSI onerilerine gore;disk difiizyon veya diliisyon yontemleriyle sefotaksim
seftriakson ,seftazidim ,aztreonam veya sefpodoksime karsi duyarliligin azaldiginin

saptanmasi halinde dogrulama testleri uygulanir (CLSI 2002).
1.4.2. GSBL Dogrulama Testleri

GSBL varligim1 belirlemede ¢esitli yontemler onerilmektedir: Bunlar ii¢ boyutlu
test, ¢ift disk sinerji testi, diliisyon yontemleri, otomatize sistemler (Phoenix, Vitek

vb.) ve E-testi’dir (CLSI 2009).
1.4.2.1. Kombine Disk Sinerji Yontemi

McFarland 0.5 standart yogunlugundaki bakteri siispansiyonunun
yayildigi Mueller-Hinton besiyerine klavulanik asit (10 pg) igeren ve igermeyen
seftazidim (30 nug) ile sefotaksim (30 pg) diskleri yerlestirilir. 24 saat 35C°’de
inkiibasyondan sonra, klavulanik asit iceren ve icermeyen disklerin etrafindaki
inhibisyon zonlar1 Olgiilerek karsilastirilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki
inhibisyon zonu, klavulanik asit icermeyen disk etrafindaki inhibisyon zonundan > 5
mm daha genis olan suslar, GSBL iiretimi agisindan pozitif olarak kabul edilir (CLSI
2011).

1.4.2.2. Cift Disk Sinerji Yontemi

McFarland 0,5 bulaniklik standardina esdeger olacak sekilde hazirlanan bakteri
siispansiyonu Mueller-Hinton besiyerine yayilir. Plagin ortasma bir amoksisilin-
klavulanik asit diski (AMC 20/10ug) ile disk merkezleri arasindaki uzaklik 30 mm
olacak sekilde seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO) veya sefotaksim (CTX),
aztreonam (ATM) veya sefpodoksim (POD) diskleri yerlestirilir.On sekiz saat 35

C°'de inkiibasyondan sonra test edilen sefalosporin veya aztreonam etrafindaki
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inhibisyon zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin tiremedigi

bir sinerji alaninin bulunmas1 GSBL varligin1 gésterir (Unal ve ark. 2004).
1.4.2.3. E-Test Yontemi

Disk difiizyon i¢in bildirilen standartlarda hazirlanan plaklarda inkiibasyondan
sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi deger MiK degerini vermektedir. ve
MIK degerleri birbirine oranlandiginda MIK degerinde > 8 kat fazla azalma olmasi
GSBL varhgmi gosterir. Benzer sekilde sefotaksim ve sefotaksim-klavulanik asit

iceren E-test stripleri de bulunmaktadir (Unal ve ark. 2004).
1.4.2.4. Mikrodiliisyon Yo6ntemi

Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek basma hem de klavulanik asit
varligida saptanir. Klavulanik asit varliginda MIK degerlerinde >8 kat azalma GSBL
gostergesi olarak kabul edilir (Unal ve ark. 2004).

1.4.2.5. U¢ Boyutlu Test

McFarland 0,5 bulanikligindaki siispansiyonlar1 Triptic Soy Broth (TSB)
besiyerine ekilerek 35C°’de dort saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda hiicreler santrifiij
edilerek ve ardindan bes kez dondurulup ¢6zdiiriilerek enzim ekstraksiyonu yapilir.
Standart disk difiizyon testi igin Mueller-Hinton agara ATCC 25922 E.coli susu
inokiile edilerek plagin ortasma sefoksitin (30 pg) diski konulur. Diskten 5 mm
uzaklikta olacak sekilde steril bistiiriyle yariklar acilir ve yariklara pipet yardimiyla
25-30 uL elde edilen enzimlerden konulur. Petriler 35C°’lik etiivde yirmi dort saat
inkiibasyona birakilir. Ertesi giin inhibisyon zonuyla kesisen yariklardaki suslardan 3
mm’ye esit ve 3 mm’den fazla distorsiyona neden olanlar “ii¢ boyutlu test pozitif”

olarak kabul edilir (Unal ve ark. 2004).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Orneklerin Toplanmasi

Arastirma icin Ankara’nin Beypazar1 IIgesi’nde bulunan 4 farkli semt pazarindan,
¢ig olarak tiiketime sunulan yesil yaprakli sebzelerden, Eyliil ayinda marul (Lactuca
sativa), kivircik (Crispa sativa), dereotu (Anethum graveolens), maydonoz
(Petroselinum crispum) ve roka (Eruca vesicaria ssp ) analiz i¢in toplandi. Semt
pazarlarindan aliman bu 6rnekleri belirlemek igin alinan tezgahlara 1° den 20’e kadar
numara verildi. Aldigim bu tezgahlardan herbirinden analizde kullandigim 5 cesit

ornekler temin edildi.

Bu sebzeler her biri 20’ser adet olmak {izere toplam 100 adet ornek, ortam

sicakhigr 22-23°C’de bulunan tezgahlardan direk almarak tek kullanimlik steril
posetlerde, +4 °C’de muhafaza edilerek zaman kaybedilmeden soguk zincir altinda
laboratuvara ulastirildi.. Bes farkli sebze orneklerinden herbiri i¢in dortlii  grup
olusturuldu. Her grup kendi icinde bes 6rnek olacak sekilde birlestirildi. Toplanan
orneklerin her biri 25 gr gelecek sekilde tartildi. 100 6rnek icin 20 grup olusturuldu.
Sebzelerin tezgahta sulanip sulanmadigi ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Ayrica

tezgahlardan su ornekleri toplanarak mikrobiyolojik analiz yapilmamistir Tablo 3.’de

semt pzarlarindan alinan 6rneklerin sayilari ve dagilimlar1 verilmistir.

Tablo 3. Semt pazarlarindan alinan 6rnekler

Semt Roka Kivircik Dereotu Maydonoz Marul
pazarlar1

1. Semt pazar1 | 1’den 5’e kadar 1’den 5’e kadar 1’den 5’e kadar 1’den 5’e kadar 1’den 5’¢ kadar
numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis
tezgahlar tezgahlar tezgahlar tezgahlar tezgahlar

2.Semt pazar1 | 6’dan 9’a kadar 6’dan 9’a kadar 6’dan 9’a kadar 6’dan 9’a kadar 6’dan 9’a kadar
numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis
tezgahlar tezgahlar tezgahlar tezgahlar tezgahlar

3.Semt pazar1 | 10’dan 15’e kadar | 10°dan 15’e kadar | 10°dan 15’e kadar | 10’dan 15°e kadar | 10’°dan 15’e kadar
numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis | numaralandirilmis
tezgahlar tezgahlar tezgahlar tezgahlar tezgahlar

4.Semt pazari

16’dan 20’e kadar
numaraldirilmis
tezgahlar

16’dan 20’e kadar
numaraldirilmis
tezgahlar

16’dan 20’e kadar
numaraldirilmisg
tezgahlar

16’dan 20’e kadar
numaraldirilmig
tezgahlar

16°dan 20’e kadar
numaraldirilmig
tezgahlar
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2.2. Kullanilan Besiyerleri
2.2.1. mTSB Selective Enrichment Broth (Merck 1.09205)

Sebze orneklerinde E.coli izolasyonu amaciyla 6n zenginlestirme besiyeri olarak
Novobiocin (Oxoid SR0181) katkili mTSB (Oxoid CM989) kullanild:.

Temel Besiyeri

Peptone from caseine 17,0 g/L;;
Peptone from soymeal 3,0 g/L;
Sodium chloride 5,0 g/L;
Bile salts no.3 1,5 g/L;
D(+)-glucose 2,59/L;
d-Potassium hydrogen phosphate 4,0 g/L;
Novobiocin 0,02 g/L.
Distile su 1000 ml
pH= 7,4+0,2

Hazirlamisi

Temel besiyeri 20 6rnek i¢in 7.425gr / 225 ml olacak sekilde hazirlanarak pH’s1
7,4’e ayarland1 ve 121 °C’de 15 dk sterilize edildi. Bilesimdeki besin maddeleri uygun
bir gelisme saglarken, safra tuzlar1 ve novobiyosin, Gram pozitif bakterilerin

gelismesini baskilar.(MERCK 2014)
2.2.2. EMB Agar (Eosin Methylene-Blue Agar)

Sebze orneklerinde E. coli amaciyla selektif-diferansiyel besiyeri olarak EMB
Agar Eosin Methylene-blue Agar ve 0.4 ml sefotoksin iceren EMB Agar Eosin
Methylene-blue Agar hazirland.
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Temel Besiyeri

Peptone 10,0 g/L;
di-Potassium hydrogen phosphate 2,0 g/L;
Lactose 5,0g/L;
Sucrose 5,0 g/L;
Eosin Y yellowish 0,4 g/L;
Methylene Blue 0,07 g/L;
Agar-agar 13,5 g/L.
Distile su 1000 ml
pH 7,1£0,2
Hazirlamisi

Temel besiyeri 28,8g / 800 ml olacak sekilde hazirlanarak pH’s1 7,1’e ayarlandi
ve 121 °C’de 15 dk sterilize edildi. Besiyeri 50°C oldugunda 2 ml steril distile su iginde
¢oOziilen sefotoksin 0,2 um capl steril filtreden siiziilerek, 400 ml olacak sekilde 0,4
ml sefotaksim besiyerine eklendi Temel besiyeri 20 6rnek i¢in 7.425gr / 225 ml olacak
sekilde hazirlanarak pH’s1t 7,4’e¢ ayarlandi ve 121 °C’de 15 dk sterilize edildi.
Bilesimdeki besin maddeleri uygun bir gelisme saglarken, safra tuzlar1 ve

novobiyosin, Gram pozitif bakterilerin gelismesini baskilar (MERCK 2014).

Besiyerindeki boyalar, basta Gram pozitif bakteriler olmak iizere refakatci
floranin gelisimini baskilar. Bu besiyeri, bilesimindeki laktoz ve sakkaroz nedeni ile
asil olarak her iki karbohidrat bakimindan da negatif olan Salmonella ve Shigella’nin
ayrimi ic¢in gelistirilmis olmakla beraber, yaygin olarak koliform grup bakteri
sayiminda ve E. coli tammlanmasinda kullanilmaktadir. 35-37°C’ta 24 saat
inkiibasyon sonunda saydam ve amber renkli koloniler Salmonella ve Shigella gibi
laktoz ve sakkaroz negatif bakterileri; menekse renkli, yansiyan isikta yesilimsi

metalik parlak goriilen koloniler E. coli‘yi gosterirken; pembe-menekse renkli ve gri
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kahverengi merkezli koloniler diger koliformlar1 gosterir. Metalik parlakligin
izlenebilmesi i¢in siirme ya da yayma yontemi ile ekim yapilmalidir. Bu besiyerinin
Levine tarafindan modifiye edilmis formu olan Levine EMB Agar (Merck 1.01342),
yukaridaki oOzelliklere ilaveten Candida albicans’m hizli tanimlanmasinda da
kullanilmaktadir (MERCK 2014).

2.2.3. Mueller-Hinton Agar (CLSI)

Sebze 6rneklerinde E.coli igin disk difiizyon yontemiyle antibiyotik duyarhiligmin

belirlenmesi i¢in kullanilan kat1 besiyeridir.

Temel Besiyeri

Meat infusion 2,0 g/L;
Casein hydrolysate 17,5 g/L;
Starch 50g/L;
Agar-agar 7,0 g/L.
Distile su 1000 ml
pH 7,3+0,2
Hazirlamisi

Temel besiyeri 19 g/500 ml, olacak sekilde damitik su i¢inde kaynatilarak eritilip,
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. pH’s1 7,3%0,2 ayarland1.

Gerekli miktardaki kalsiyum ve magnezyum iyonlari ile diisitk konsantrasyonda
thymine ve thymidine icerir. Thymine ve thymidine konsantrasyonu, disk diflizyon
yontemiyle trimethoprim ve sulfamethoxazole kullanilarak Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ile belirlenir. Kalsiyum ve/veya magnezyum konsantrasyonlari,
aminoglikozit antibiyotikleri ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ile dogru zon
cap1 vermesi ile kontrol edilir (NCCLS 1993 ).
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2.3. On Zenginlestirme

Sebze orneklerinin E. coli izolasyonu amaciyla hazirlanmis 6n zenginlestirme
besiyeri mTSB Selective Enrichment Broth’dan 225 ml steril gida posetlerinde
homojenize edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildu.

Fotograf 1. On Zenginlestirme

2.4 Selektif-Diferensiyel Kati Besiyerine Ekim

Selektif kat1 besiyeri olarak 2 adet EMB Agar hazirlandi. Bunlardan birine 2pug/ml
sefotaksimli EMG agarlar hem de sefotaksimsiz EMB agarlara petrilere esit bigimde
dagitildi. On zenginlestirme sivisindan 1 6ze dolusu almarak siirme yontemi ile ekim
yapildi. 37°C’de aerobik kosullarda 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda E.
coli’ye benzer parlak yesil metalik rofle olusturan koloniler belirlendi. Bu
kolonilerden safkoloni elde etmek i¢in 6ze yardimi ile EMB agara tekrar ekim yapildi.
37°C’de aerobik kosullarda 24 saat inkiibe edildi. Stipheli kolonilerin E. coli oldugunu

saptamak i¢in biyokimyasal testler uygulandi.
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Fotograf 2. EMB Agarda metalik rofle veren E.coli kolonileri

2.5. Biyokimyasal Testler

Stipheli izolatlarin ve standart susun biyokimyasal aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla oksidaz testi, iire testi, kisaca IMVIC (indol, metil red,voges proskauer,
sitrat) testi yapildi. Bu test sonuglar1 indol pozitif, metil red pozitif, voges proskauer
negatif, sitrat negatif, iire testi pozitif. Gram negatif ve oksidaz negatif sonuglar E.coli
olarak degerlendiridi. Hizl1 identifikasyon sistemi (Kristal) ile de identifikasyon

dogrulandi.
2.5.1. Oksidaz Testi

Sitokrom oksidaz, oksidatif fosforilasyon yapan bakterilerin kullandiklari
enzimdir. Bu bakteriler tarafindan elektron transportu ve nitrat metabolik yollarinda
kullanilir. Oksidaz testi bu enzimin aktivitesini 6lgmeye yonelik bir testtir. Steril bir
petri kutusu icerisine yerlestirilmis kurutma kagidina 2-3 damla oksidaz ayiraci
(dimetil veya tetrametil fenilendiamin dihidroklorid) damlatildi. Uzerine, oze ile
stipheli koloniden bir miktar alinarak siiriiliir. 10-60 saniye icerisinde mor veya

kahverengi-siyah bir renk olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir.

Agar yiizeyinden alinan bakteri kolonisi tercihen 24 saatten eski olmamalidir;

koloniyi almak i¢in platin ya da plastik 6ze kullanilmalidir; demir 6ze yanlis pozitif
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sonuca yol agar. Benzer sekilde MacConkey besiyeri gibi karbonhidrat fermentasyon
besiyerlerinden alman koloniler de kullanilmamalidir; pH disiikliigiine bagl yanlis

negatif sonug alinabilir. Oksidaz testi esas olarak Gram negatif bakterilerin ayiriminda
kullanilir (Temiz 2000).

2.5.2. indol Testi:
2.5.2.a. Tryptone Water Tryptone (indol) Besiyeri

Sebze orneklerinde E. coli i¢in mikrobiyolojik analizlerde, 6zellikle indol testi

yapilmasi i¢in kullanilan genel s1v1 besiyeridir.

Temel Besiyeri

Peptone from casein 10,0 g/L;
Sodium chloride 5g/L.
Hazirlamisi

Temel besiyeri, 15,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde ¢oziildii tiiplere 10 mL
olarak dagitilip otoklavda 121 C®de 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve sarimsidir, 25°C’de pH’s1 7,3+0,2°dir. Vibrio analizinde kullanilacagi

zaman besiyerine 25 g/L NaCl ilave edilerek hazirlanir.

S1v1 ve yiiksek oranda triptofan iceren buyyon igerisine sebze drneklerinden ekimi
yapild1 ve 24 saatlik enkiibasyona birakild. inkiibasyon siiresi sonunda Kovacs ya da
Ehrlich ayracindan 0,5 ml eklendi. Besiyerinde bulunan triptofan't indol'e doniismesi
sonucu tiip tizerinde kirmizi/mor halka olusur. Bu durumda test sonucu pozitiftir
(Temiz 2000).
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2.5.3. Methyl-Red ve Voges-Proskauer Testi

Sebze orneklerinde E. coli mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakterilerin
tanimlama testlerinden Metil Red (MR) ve Voges Proskauer (VP) testleri kullanilir.

Temel Besiyeri

Peptone from meat 7,0 g/L;
D (+) Glucose 5,0g/L;
Phosphate buffer 5,00/L.
Hazirlanisi

Temel besiyeri 17,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde eritilip, standart deney
tiiplerine 5’er mL olarak dagitildi ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
Hazirlanan besiyeri berrak, sarimsi-kahverenktedir ve 25 °C’de pH’s1 6,9+0,2dir.

Metil Kirmuzis1 (MR)

Sebze 6rneklerinde E.coli igin glikozu fermente edebilme yetisini gésteren testtir.
E.coli i¢in besiyerinde bulunan glikozu fermente ederek kuvvetli asit olusturur. Bu
testte de pozitif sonug elde edilir. Deney i¢in Clark Lubs besiyerine ekim yapildi. 24
saatlik inkiibasyon sonucunda Metil Kirmizis1 (MR) ayraci eklendi. Kirmizi renk

olusumu pozitif olarak degerlendirildi (Temiz 2000).
Voges-Proskauer (VP)

Sebze drneklerinde E. coli i¢in bakterinin glikozu pargalayarak asetoin (acetyl
methyl carbinol) olusturmasmi tayin etmektir. Deney i¢in Clark Lubs besiyerine ekim
yapildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda alfa naftol ve KOH igeren ayrac eklendi.

Renk degisimi olmamasi negatif sonucu gosterdi (Temiz 2000).
2.5.4. Citrate Testi

Sebze 6rneklerinde E. coli mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakterilerin
tanimlama testlerinden sitrat testi i¢cin kullanildi.
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Temel Besiyeri

Ammonium dihydrogen phosphate 1,0 g/L;
K:HPO4 1,0 9/L;
NaCl 5009/L;
Sodium citrate 2,0 g/L;
MgSO4 0,2 g/L;
Bromothymol blue 0,08 g/L;
Agar-agar 13,0 g/L,
Hazirlamisi

Temel besiyeri, 22,3 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak su banyosunda
5-10 dakika tutularak ve siirekli karigtirilarak tam olarak eritildi. Besiyeri siv1 halde
iken, standart 16x160 mm tiiplere 7°ser ml olarak dagitildi, 121°C’de 15 dakika
sterilize edildi. Otoklav ¢ikisinda besiyeri heniiz sivi iken tiipler 1-1,5 cm
yiiksekliginde bir ¢ubuga yatirilarak (tiipiin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir
besiyeri kalinlig1 olacak sekilde) besiyerinin katilasmasi beklendi. Hazirlanmis

besiyeri berrak ve yesil renkte olup, 25 °C’de pH’s1 6,6+0,2 dir.

Sebze orneklerinde E. coli i¢in bakterilerin karbon kaynagi olarak sitrat'l, azot
kaynag1 olarak da amonyum tuzlarini kullanabildigini gosteren testtir. Test i¢in saf
kiiltlirden Simon’s Sitrat besiyerine ¢izgi ekim yapildi. 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda besiyerinin mavi/lacivert renk almasi testin pozitif sonug verdigini gosterdi

(Temiz 2000).

2.5.5. Ure Testi

Sebze orneklerinde E.coli mikrobiyolojik analizlerde iire testi ile mikroorganizma

tanimlanmasinda kullanilan kat1 besiyeridir.
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Temel Besiyeri

Peptone from meat 1,0 g/L;

D (+) Glucose 1,0 g/L;
Sodium chloride 5,0 g/L;
Potassium dihydrogen phosphate 2,0 g/L;
Phenol red 0,012 g/L;
Agar-agar 12,0 g/L.
Hazirlamisi

Temel besiyeri, 21,0 g/L olacak sekilde isitilarak damitik suda eritildi ve
otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edildi. Otoklav sonrasi 45 °C’e
sogutulup, lizerine 50 mL/L filtre ile sterilize edilmis % 40 iire ¢ozeltisi eklendi,
karistirilip ve steril tiiplere 7°ser mL dagitilip, dip kismi yaklasik 2,5 cm olacak sekilde
yatik agar hazirlandi. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi renklidir. pH’s1 25 C°'ta
6,8+0,2°dir.

Sebze 6rneklerinde E. coli i¢in {ire, urease enzimi ile CO2 ve amonyaga pargalanir.
Olusan amonyak pH’y1 yiikseltir ve sonugta pH indikatorii araciligi ile renk kirmizidan
sari-pembeye doniisiir. Besiyerinin yiizeyine yogun sekilde siirme yapilir. Inkiibasyon
35 °C’de 5-48 saat sonra E. coli i¢in iirez kirmizidan sariya doner. E. coli pozitiftir
(Temiz 2000).

Fotograf 3.Biyokimyasal Testler




2.6. Disk Difiizyon Testi

Her biri saf oldugu diisiiniilen kolonilerden steril 6ze yardimi ile Nutrient Agar’a
stirme yontemi ile ekim yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Nutirent
Agar’da olusan koloniler, disk diflizyon testi i¢in kullanildi. Kolonilerin
antimikrobiyal duyarlhiliklar1 CLSI talimatina gore yapildi. Nutrient Agar’da olusan
koloniler steril tuzlu su ¢ozeltisinde (% 0,85 NaClz) siispanse edildi. Yapilan bu
stispansiyon 0,5 McFarland standardina gore ayarlandi. Siispansiyondan Mueller

Hinton Agar (MHA) hazir besiyerine steril bir ekiivyon yardimiyla ekildi.

Antibiyotik direngliliklerinin saptanmasi i¢in gentamisin (10 pg), siprofloksin (5
ng),seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), seftazidim-klavulanik asit (30/10 pg),
sefotaksim-klavulanik asit (30/10 npg), amoksisilin-klavulanik asit (20/10 pg),
aztreonam (30 pg), tetrasiklin (30 pg), sulfametaksazol trimethoprim, nalidikisik
acit(30 pg), kloramfenikol (30 pg) ve imipenem (10 ug) antibiyotikleri kullanildi. Bu
islem sirasinda diskler de olusacak zonlarin birbiri iizerine gelmemesi i¢in, disk
merkezleri arasinda esit araliklarda yerlestirildi. 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi

ve sonrasinda olusan zonlarinin ¢aplar1 6lgtilerek kaydedildi.

GSBL varligmi belirlemede ¢ift disk sinerji testi kullanildi. E. coli suslarinda
GSBL varligmin ortaya konmasi amaciyla sefotaksim zon c¢ap1 < 27 mm ve/veya
seftazidim zon ¢ap1 < 22 mm bulunanlarm fenotipik dogrulama testi yapilmaktadir
(CLSI, 009). CLSI'nin kriterleri dogrultusunda klavulanik asit i¢ceren diskin inhibisyon
zonunun diger diskin inhibisyon zonundan 5 mm veya daha biiyiik olmas1 GSBL

varlig1 yoniinde yorumlandi (CLSI 2011).

Fotograf 4. Disk Difiizyon Test
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3. BULGULAR

Bu calismada Ankara’nin Beypazar1 Ilgesi’nde bulunan 4 farkli semt pazarinda
tilketime sunulan, ¢ig tiiketilen yesil yaprakli sebzelerden (20 adet kivircik, 20 adet
marul, 20 adet roka, 20 adet dereotu, 20 adet maydonoz) toplam 100 numuneden
sadece 2’sinde E. coli (% 2) izole ve identifiye edilmistir. Bu iki etken 2 ve 20 no’lu
orneklerden, Beypazari’nin 1 no’lu ve 4 no’lu semt pazarlarindan toplanan 1’er adet

roka (2 no) ve maruldan (20 no) tespit edilmistir.
3.1. Antibiyotik Direclilik Test Sonuclar

Sefotoksin (% 2) igeren ve igermeyen her iki EMB agarda iki adet E. coli susu

1zole edilmistir.

Antimikrobiyal Disk Duyarlilik Testleri icin CLSI referans standartlar1 g6z dniine
alinarak zon ¢aplar1 degerlendirildi. Sebze 6rneklerinden izole edilen E. coli suslarinda
yapilan antibiyotik direng testleri sonucunda kullanilan antibiyotiklere kars1 direnglilik
saptanamamustir. Dolayisiyla izolatlarda GSBL varligi tespit edilmemistir. Tablo 4.’te

Disk Difiizyon Testi Sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 4. Disk Diflizyon Testi Sonuglar1

CLSI Kriterlerine Gore Zon Caplani Deserlendirme
Antimikrobiyal Duyarhlik P g
Antibiyotikler
S | R No 2 No 20 No2- No20-
AmC | Amoxicillin
30 |Clavulanic Acid =18 14-17 5 S
A?TOM Aztreonam >21 | 18-20 S S
C )
30 Chroramphenicol | >18 13-17 S S
Cé"(‘)z Ceftazidime >21 | 18-20 S S
CAZ | Ceftazidime
CLA | Clavulonic Acid =l 18-29 5 S
CEI)P Ciprofloxacin >21 16-20 S S
C3T0x Cefotaxime >26 | 23-25 S S
CTX | Cefotaxime
CLA | Clavulanic Acid =26 23-25 S S
Ci'(\)/l Gentamicin >15 13-14 S S
II;IS/I Imipenem >23 20-22 S S
N3§ Nalidixic Acid >19 | 14-18 s s
sxt | Sulfamethozole | 45| 49 45 s s
Trimethoprim
E(I)E Tetracycline >15 12-14 S S
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4. TARTISMA

Giliniimiizde antibiyotik kullaniminin artis1 ile antibiyotik direngliligi de artis
gostermektedir. Antibiyotige direnglilik gram negatif ve gram pozitif bakterilerde
siklikla goriilmekte; 6zellikle gram negatif bakterilerde GSBL iiretimi direngliligi
arttirmaktadir. Buna paralel olarak E. coli’lerde de tiim diinyada diren¢ oranlarinda

artig goriilmektedir.

Finlandiya’da 1996 yilmin Aralik ayinda 28 c¢esit 137 adet yerel, ithal ve
dondurulmus sebzelerden (domates, salatalik, briiksel lahanasi, havug, brokoli vb.)
alman orneklerle yapilan bir calismada 535 sus izole edilmis ve bunlarin 22’sinin E.
coli oldugu tespit edilmistir. 14 adet farkli antibiyotige kars1 direng testleri yapilmais;
test sonucunda % 30-90’min ampisilin ve sefalotine karsi direngli olduklar1
saptanmustir (Monica ve ark. 1999 ). Yesil yaprakli sebzelerden kivircik, marul, roka,
dereotu ve maydonoz 6rneklerinde yapilan bu ¢alismada sadece 2 adet E. coli izole

edilmis ve antimikrobiyal dirence rastlanilamamistir

Avrupa tlkelerinde E. coli direncinin izlendigi EARSS ¢alismasinda E. coli
suslarinda aminopenisilin direnci Isveg, Norveg, Finladiya’da % 35 oraninda iken
Bulgaristan, Romanya, Israil ve Tiirkiye’de %70’in iizerinde saptanmustir. EARSS
yillik raporuna gore, 2001-2007 yillar1 arasinda aminopenisilinlerde direng oraninda
onemli artis gdzlenmistir. £. coli’lerde aminoglikozid direnci bes Avrupa tilkesinde %
5’in altindayken, on dort iilkede % 5- 10 arasinda saptanmustir. Tiirkiyenin de i¢cinde
oldugu Giiney ve Dogu Avrupa’da aminoglikozid direnci % 20-38 gibi ¢ok yiiksek

oranda  bulunmustur  (http://www.rivm.nl/earss/result/Monitoringreports).  Bu

calismada, Ankara’nin Beypazari ilgesi’nde yesil yaprakli sebzelerden izole edilen E.

coli’lerde antibiyotik direnci saptanamamustir.

Schwaiger ve ark.’nin 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada, pazarlama asamasindaki
(stipermarket ve c¢iftlik) sebzelerden izole edilen bakterilerin antibiyotik direnci
arastirtlmistir. E. cloacae, E. gergoviae, P. agglomerans, P. aeruginosa, P. putida ve
E. faecalis tiirlerinin 30 kadar antibiyotige kars1 fenotipik direngleri mikro-diliisyon
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kokl sebzelerde E. cloacae, soganh sebzelerde
E. gergoviae, hububat ve salatalarda P. agglomerans’in yiiksek prevelansa sahip

oldugu bildirilmektedir. Beta-laktamlara kars1 direncin en sik P. agglomerans’ta ve
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Sefaklora kars1 ise E. gergoviae’ta (% 41 ve % 29) oldugu ifade edilmistir (Schwaiger
ve ark. 2011). Yesil yaprakli sebzelerden bu galismada E. coli izolasyon orani diisiik

bulunmus (%2); antibiyotik direnci de saptanamamistir.

Toplumsal kaynakli GSBL-pozitif enterobakterilerin baslica yayilis yollar1 fekal
bulasma ve uluslararasi seyahat aglaridir (Woerther ve ark 2013). Isve¢’te yapilan bir
arastrma aralarinda Tiirkiye olmak iizere Asya ve Orta Dogu Ulkelerine seyahat
edecek Kisiler i¢in tiriner infeksiyon veya septisemi riski oldugunu, direngli Klebsiella
suslarinin kiiresel dagilimina bakildiginda en yiiksek bulunma oranma Tiirkiye’de
rastlandigini raporlamustir (Taham 2012). Ankara’nin Beypazari Ilgesi’nde yapilan bu

calismada izole edilen E. coli’lerde ESBL varligi tespit edilememistir.

Bagka bir arastirmada Tirkiye, Bahreyn, Irak, Israil, Yemen, Urdiin, Katar,
Liibnan, Umman, Filistin, Suudi Arabistan, Suriye, Birlesik Arap Emirlikleri (BAE)
ve Kibris’a seyahat eden Federal Almanya Cumhuriyeti vatandaslarmin % 11’inin
GSBL iireten E. coli ile enfekte oldugu ve % 5’inin ise bu direngli bakteri tipi ile
kolonize olduklar1 saptanmistir (Leistner ve ark. 2013). Bu ¢alismada yesil yaprakli
sebzelerden E. coli izolasyon orani daha diisik bulunmus (% 2), direnglilik hig

saptanamamigtir.

Smalla ve ark, 2018 yilinda Almanya’da marketlerden, tiiketimi sunulmus hazir
paketlenmis salata karigimlarindan 6rnekler alimis ve bu 6rneklerde E. coli’ ye karsi
antibiyotik diren¢ genleri arastirilmistir. Arastirma sonucunda tetrasikline kars1 direng
saptanmig, bunun nedeninin ¢iftlik hayvanlarinda antibiyotik kullanilmasi ve bu
hayvanlardan elde edilen giibrelerin tarlaya verilmesi ve bunun sonucunda bitkilerin
toprak ve giibre ile etkilesim olabilecegi bildirilmistir (Smalla ve ark. 2018). Bu
calismada ise yesil yaprakli sebzelerden izole edilen E. coli’lerde antibiyotik direnci

saptanamamigtir.
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5. SONUC

Ankara’nin Beypazari Ilgesi’nde iki farkli semt pazarindan alinan yesil yaprakli
sebzelerden yalnizca birer adet 6rnekte (roka ve marul) E. coli saptanmus, diisiik

oranda (% 2) tespit edilmistir.

Cig tiketilen yesil yaprakli sebzelerden izole ve identifiye edilen E. coli
izolatlarinda, incelenen antibiyotiklere karsi direng tespit edilmemis; GSBL varligi

tespit edilememistir.

Yapilan ¢caligmalar incelendiginde Tiirkiye’de sebzelerden izole edilen bakteriler
iizerine yapilan antibiyotik diren¢ c¢alismalarmin yok denecek kadar az oldugu
goriilmiistiir. Ancak c¢ig tiiketilen bu tirtinlerin antibiyotik direngliliginin yayilmasinda
onemli bir kaynak olabilecegi diislincesi ile ¢alismalarm farkli bdlgelerde, farkli
irlinlerde de yapilmas1 gerektigi, halk sagligmin korunmasi ve antibiyotik

direngliliginin takibi agisindan faydali olacag diisiiniilmektedir.
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