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SEBZELERDE GENiSLEMIS SPEKTRUMLU BETA LAKTAMAZ (GSBL)
URETEN Enterobacteriaceae spp. IZOLATLARININ ANTiBiYOTIKLERE
DIRENCLILIK DURUMLARININ INCELENMESI

OZET

Glinimiizde Enterobacteriaceae tiirlerinin Genislemis Spektrumlu Beta Laktam
antibiyotiklere karsi olusturduklar1 diren¢ hizla artmis ve halk sagligini 6nemli
derecede tehdit eder diizeye ulasmistir. Insanlarin bilingsiz sekilde antibiyotik
kullanimlarinin yan1 sira gidalarda farkli sebeplerden dolay: kullanilan antibiyotikler,
burada bulunan bakterilerde dirence sebep olabilmekte ve tiiketilmesiyle beraber
insan viicuduna aktarilabilmektedir. Yapilan bu ¢alismada; Istanbul ve cevre
illerdeki semt pazarlarindan temin edilen sebzelerde, GSBL iireten
Enterobacteriaceae familyasina ait izolatlarin direnglilik durumlarinin tespiti
amagcland1. Istanbul semt pazarlari ve siipermarketlerden alinan 13 cesit (asma
yapragi, dereotu, 1spanak, kivircik, karalahana, beyaz lahana, mantar, maydanoz,
nane, pazi, pirasa, roka, semizotu) olmak iizere toplamda 108 adet sebze numunesi
laboratuvara getirildi. Analizler, uluslararasi kabul goren talimatlar (bakteri
identifikasyonu; ISO/DIS 21528-2, antimikrobiyal duyarlilik; CLSI 2013)
dogrultusunda yapildi. Numuneler, E.E. Broth igerisinde 6n zenginlestirme islemine
alind1 ve daha sonra GSBL kromojen agara gecildikten sonra, saflastirma amaci ile
Tryptic Soy Agara (TSA) gecis yapilarak kiitle spektrofotometresi (Vitek® MS,
bioMerieux) ile tiplendirildi. GSBL siipheli suslar ceftazidime (CAZ), sefotaksim
(CTX), ve sefpodoksim (CPD) diskleri ile GSBL iiretimi igin tarandi. GSBL siipheli
tiirlerin dogrulama ve MIK degeri tayinleri igin Merlin Micronaut-S beta-lactamase
VII kiti prosediirii takip edildi ve okumalar multiscan spektrometre ile aliarak
yazilm sayesinde degerlendirildi. Incelenen numunelerden 69 adet izole edilen
bakteriden 18 adeti (%25,55) kesin GSBL (+) sonug verirken, pozitif sonug¢ veren bu
izolatlar; %55,5’i Klebsiella pneumoniae (n=10), %39’u Escherichia coli (n=7),
%06’s1 Citrobacter freundii (n=1) seklinde siralanmaktadir. Ayrica antibiyogram
dogrulama sirasinda ortaya c¢ikan verilerde; izole edilen Stenotrophomonas
maltophilia (n=1) susunun ve Acinetobacter baumanni complex (n=3) suslar1 olmak
tizere toplamda 4 adet izolatin metallo beta laktamaz iirettigi ve ayrica ayni zamanda
GSBL iireten E. coli suslarindan birinin ise AmpC {irettigi belirlendi. Sonug olarak
bu ¢alismada; beslenmede biiyiik 6nem tasiyan sebzelerin GSBL iiretebilen enterik
bakteriler i¢in 6nemli bir kaynak oldugu, dolayis: ile gida giivenligi ve halk saglig
acisindan biiytik bir risk unsuru olabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direci, Enterobacteriaceae, GSBL, sebze, halk
saghgt
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THE ANALYSIS of ANTIBIOTIC RESISTANCE SITUATIONS of THE
EXTENDED SPECTRUM BETA LACTAMASE (ESBL) PRODUCING
Enterobactericeae spp. ISOLATES’ IN VEGETABLES

ABSTRACT

Nowadays the resistance of Enterobactericeaes produced against extended spectrum
beta lactamase antibiotics has been increased rapidly and reached to a level
threatening community health significantly. ESBL are mainly plasmid-encoded
enzymes providing an extended resistance to [-lactam antibiotics and can be
produced by a variety of different bacteria, such as Enterobacteriaceae or
nonfermenting bacteria. That people use antibiotics unconsciously and also the usage
of antibiotics in foodstuff due to different reasons can cause bacteria resistance and
can be transferred to human body via consumption. The objective of this study is to
determine the resistance situations of isolates, which belong to Enterobacteriaceae
family, producing GSBL on vegetables supplied from district bazaars in Istanbul and
nearby cities. 13 types (grape leaf, dill, spinach, lettuce, collard greens, white
cabbage, mushroom, parsley, mint, chard, leek, garden rocket, purslane) a total of
108 vegetable samples were collected from district bazaars in Istanbul and
supermarkets. Analyzes were conducted in accordance with internationally accepted
guidelines (bacteria identification; 1SO / DIS 21528-2, antimicrobial susceptibility;
the CLS 2013). After pre-enrichment in E.E. broth and inoculation on beta-lactamase
selective media, the colonies were subcultured onto Trypton Soy agar for
characterized by Vitek® MS (bioMérieux). The characterized ESBL suspected
strains were screened for ESBL-production by ceftazidime (CAZ), cefotaxim (CTX),
and cefpodoxime (CPD) discs respectively. Phenotypic Screening and MIC
determination of B-lactamases were performed by disc-approximation testing and
Micronaut-S beta-lactamase VII kit (Merlin) and Software (Sifin). 18 out of 69
(%25,55) isolated bacteria being taken from examined samples, results were absolute
GSBL(+), this positive resulted isolates’ %55,5 Klebsiella pneumoniae (n=10), %39
Escherichia coli (n=7), %6 Citrobacter freundii (n=1) are ranked. Also the existen of
different antibiotics resistance was determined during antibiogramme vericification.
It has been determined that 4 isolate produce metallo beta lactamases notably
Stenotrophomonas maltophilia (n=1) strains and Acinetobacter baumanni complex
(n=3) strains, and at the same time one of the E. Coli strains producing GSBL also
produces AmpC. Consequently it has been determined in this study that vegetables
that we constantly consume in our daily lives are very important source for enteric
bacteria producing GSBL, thus it can be a big element of risk for food security and
community health.

Key Words: Antibiotic resistance, Enterobactericeae, GSBL, vegetable, community
health

XXi



xXxii



1. GIRIS

Son yillarda insan sagligina olumlu etkileri olan ¢ig sebze tiiketimine ilgi oldukga
artis gostermektedir. WHO raporuna gore; diyetlerinde az miktarda sebze
tilkketilmesinin basta kalp ve damar hastaliklar1 olmak {izere Tip 2 diyabet ve obezite
gibi birgok saglik sorununa yol actig1 belirtilmekte ve buna bagh olarak yilda 2,7
milyon insan ¢ig sebze ve meyve tiiketimine bagl olarak 6ldiigi isaret edilmektedir
(WHO, 2003).

Sebzeler, topragin  altinda  ve  yiizeyinde  yetistirildiginden  toprak
mikroorganizmalariyla fazla miktarda kirlenirler (Kivang, 2011). Citrobacter spp.
Enterobacter spp. Escherichia coli ve Klebsiella spp. gibi fekal kdkenli
Enterobacteriaceae tiirleri genellikle suda, toprakta ve bitkilerde bulunabilir (Bagley,
1985; Hartl and Dykhuizen, 1984; Renaud ve ark. 1990; Tyler ve Triplett,2008) ve
bu alanlarda Enterobacteriaceae tiirlerinde GSBL iiretimi goriilebilmektedir (Chen
ve ark. 2010; Dhanji ve ark. 2011; Hartmann ve ark. 2012; Kim ve ark. 2008; Lu ve
ark. 2010; Machado ve ark. 2009; Tacao ve ark. 2012).

Antibiyotiklerin kullanima baslanmasindan itibaren giiniimiize kadar uzun bir siire
gecmemesine karsin bu ilaglarla ilgili gelismeler artmakta ve kullanimlar1 sirasinda
ve/veya sonrasinda meydana gelebilecek Onemli sorunlar da glindeme gelmeye
baslamaktadir. Bu sorunlarin en 6nemlisi ise bu maddelere kars1 gelisen bakteriyel
direng olarak bilinmektedir (Akalin, 1994). Antibiyotiklere karsi gosterilen bakteri
direnci, bir bakterinin, iireme fonksiyonlarini bozabilen veya 6liimiine neden olabilen

etkiye karsi koyma yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Meyers,1987).

Antimikrobiyal maddelerin sebze ve meyvelere bulagmasi bir¢ok yolla olabildigi gibi
en onemli bulagsma yollar1; tedavi veya biiylime amaciyla hayvancilikta kullanilan
antibiyotiklerin giibre vasitasiyla topraga ulagsabilmesi ya da bu maddelerin dogrudan

topraga verilmesi oldugu sOylenebilir. Topraga karigmasi



halinde antibiyotiklere karsi sebzelerde ve meyvelerde bulunan bakteriler direng

kazanabilir ve birgok yil toprakta kalabilir (Kemper, 2008; Teuber, 1999).

Diinyada, sebzelerde antibiyotik direnclilikleri lizerine ¢ok az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Avrupa’da yapilan ¢alismalara bakildiginda sebze ve meyvelerden
izole edilen Enterobacter tiirlerinin beta laktam grubu antibiyotiklere direngli genleri
tagidiklar goriilmektedir (Rulmy ve ark. 2010; Schwaiger ve ark. 2011; Blaak ve ark.
2013).

Bu c¢alismada, yurtdisinda ve iilkemizde kullanilan Beta — laktam grubu
antibiyotiklerin (sefotaksim, seftazidim, sefpodoksim), Istanbul ve cevresindeki semt
pazarlarindan temin edilen sebzelerde bulunan Enterobacteriaceae familyasina ait
bakterilerde olusturabilecegi direnclerin tespiti amaglandi. Bu ¢alismanin sonucunda;
iilkemiz literatiirlerinde ¢ok fazla yer bulamayan bu konunun literatiirlere katkida

bulunmasi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterobacteriaceae Ailesi
2.1.1. Genel ozellikleri

Enterobacteriaceae’larin adi ilk olarak Rahn (1937) tarafindan Onerilmistir.
Enterobacteriaceae ailesi spor olusturmayan, gram (-) 6zellikli, fakiiltatif anaerob ve
genelde boylar1 1-5 um araliginda olan bakterilerdir. Saccharobacter fermentans,
Yersinia ve Erwinia’nin bazi tiirleri hari¢ bu bakteriler nitrat1 nitrite indirgeme ve

cesitli karbonhidratlar1 fermente etme 6zelligine sahiptir (ILSI, 2011).

Enterobacteriaceae’lar bakterilerin genetik ve biyokimyasal olarak biiyiik bir
grubunu olusturmaktadirlar. 1960'lara kadar bakteri siniflandirmasi biiyiik 6l¢iide
fenotipik oOzelliklere ve kiiltlir temelli gozlemlere dayanmaktadir. DNA-DNA
hibridizasyonu ve guanin ve sitozin (G + C) tayini gibi genetik yontemlerin
tanitilmasi ile; bakteriyel taksonomi ve siniflandirmada devrim oldu. Sonug olarak;
1974’te 12 cins ve 36 tiir olarak tamimlanan Enterobacteriaceae familyasi, 2006
yilinda 34 cins, 149 tiir ve 21 alt tlir olmak iizere literatiirlere gecti (Baylis, 2006).
Enterobacteriaceae ailesine ait bu rakamlar su anda en az 48 cins, 219 tiir ve 41 alt
tiirlere kadar biiyiidii (ILSI, 2011).

Enterobacteriaceae tiirleri cevrede yaygin olarak bulunmaktadirlar. Insan ve hayvan
bagirsaklarinda dogal konakg¢i olan bazi tiirler; Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Proteus spp., Morganella spp., Providentia spp., Enterobacter spp., Serratia spp.
olarak siralanabilmektedir (Murray ve ark. 2005; Paterson, 2006; Falagas ve
Bliziotis, 2007). Bu suslar; E.coli’nin bazi tiirleri gibi kommensal olarak zararsiz
olsalar da, digerleri hayvanlarda ve insanlarda patojen olarak bulunmaktadirlar. Cok
genis bir alana yayilmalar1 nedeniyle Enterobacteriaceae iiyelerinin besin zincirine

de bulagmalar1 kaginilmazdir (ILSL,2011) .



Enterobacteriaceae sayimi gida sihhi durumunda 6nemli bir olgiittiir. Bu hiicreler
secici ortam {izerinde koloniler olusturmasalar bile viicuda alindiginda enfeksiyona

neden olabilirler (Sorrells ve ark., 1970).

Enterobacteriaceae neden oldugu enfeksiyonlarin antibiyotiklerle tedavi edilir ve
etkili maddeler arasinda florokinolonlari, beta-laktamlar ve aminoglikozidler vardir.
Enterobacteriaceae tiirleri, boylece antibiyotiklere direngli hale gelebilir ve inhibitor
etkisini 6nlemek i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirebilir. Giintimiizde, ¢oklu dirence
sahip suslar ve farkli antibiyotik gruplarina karsi direng mekanizmalar1 ortaya ¢ikti

(Murray ve ark. 2005; Gilbert ve ark., 2007; Anonim 1, 2013).

2.1.2. Escherichia coli

1885°de Theodor Escherich tarafindan ishalli siit cocuklarinin diskisindan elde edilen
Escherichia coli (E. coli), 1919 da Castellani ve Chalmer su anki ismini Onerene
kadar Bacterium coli commune ismi ile taninmaktaydi (Toreci 2002; Bilgehan 2000).
E. coli bakterisinin ilk insan hastaliklartyla ilgili olan susu Enteropatojenik E. coli
1940 ve 1950 yillar1 arasinda bulunmustur ve bunun arkasindan ortaya ¢ikan E.coli
O157:H7 1980’11 yillarda ABD’de agiklanarak, bircok morbidite ve mortalite ile
iliskilendirildi (Lawson, 2004; Chen ve Frankel, 2005).

Escherichia tiirii bakteriler siklikla insan ve hayvan bagirsaklarindan izole
edilmektedirler ve bu bilgi gbz dniinde bulunduruldugunda; bu tiirlerin sudaki varlig

fekal kontaminasyonun indikatorii olarak diisiiniilebilmektedir (Topcu ve ark. 2008).

Ozellikle E.coli’lerde direng giderek biiyiiyen bir problem haline déniismektedir.
Cogu bakteride de oldugu gibi E.coli’lerde de direng profiline bakildiginda; beta
laktam tiirii antibiyotiklere kars1 direng gelismesinde beta laktamaz enziminin yapimi
ve bakteri i¢ine antibiyotik girisinin azalmasi ayrica florokinolonlara karsi direncte
hedef molekiilde degisikligin yani sira aminoglikozidlere kars1 direngte sentezlenen
enzimlerle aminoglikozidlerin  modifikasyonu  6nemli rol oynamaktadir

(Palabiyikoglu ve Bengisun 1999; Akalin ve ark., 2003).



2.1.3. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella cinsi 19. yiizyilin sonlarinda Alman mikrobiyolog Edwin Klebs tarafindan
adlandirilmistir.  Daha  sonralart  Carl  Friedlander tarafindan  Klebsiella
pneumoniae’nin sebep oldugu agir 6ldiiriicti pnémoni tablosu arastirilip ve ayrintili
bir sekilde tanimlandigindan dolayr Klebsiella pneumonae yillarca ‘Friedlander
basili” olarak adlandirildi (Koneman ve ark. , 1997; Erdem ve Ustacelebi 1999).

Enterobacteriaceae ailesinin yer alan Klebsiella, ailenin genel karakteri olan 2’ser
2’ser veya kisa zincirler olusturan 0.7-1.5 X 2.0-5.0 um boyutlarinda ve gram (-)

hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsiilli comakciklar olarak tanimlanmaktadir.

(Bilgehan 2000).

Klebsiella cinsinde Klebsiella peumoniae, K. Ornithinolytica, K. oxytoca, K. ozanae,
K. rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena, olmak iizere 7 tiir bulunmaktadir ve
ayrica bu bakteriler 1stya dayaniksiz olduklari, nemli ortamda 55°C’de 30 dk i¢inde
oldiikleri, oda sicakliginda tutulan kiiltiirlerin haftalarca canli kalabildigi gibi, +
4°C’de aylarca canli kaldiklar1 bildirilmektedir (Koneman ve ark., 1997; Erdem ve
Ustacelebi 1999).

Klebsiella cinsi bakteriler, insanlarda bagirsak, iist solunum yollar1 florasinda
bulunarak genellikle pndmoni, idrar yolu infeksiyonlari, otitis media, sinuzit,
menenjit gibi bir¢ok hastaliga yol agmaktadir. Ayrica hayvanlar ile toprak ve sularda
da bulunduklar bildirilmektedir (Bilgehan, 2000).

In vitro ortamlarda yapilan duyarlilik testleri ile sefalosporinlere, penisilinlere ve
aztreonama karst duyarli belirlenen GSBL iireten K. pneumoniae, klinik olarak
direngli oldugu goriilmektedir ve bu direng hayati tehdit eden enfeksiyonlarda

kullanilabilecek ilaglar1 sinirlamaktadir (CLSI,2005; Kizirgil ve ark. 2005).

2.1.4. Citrobacter spp.

Citrobacter tiirleri diiz, fakiiltatif anaerobik ve hareketli gram (-) basillerdir. Bu cins
Werkman ve Gillen tarafindan 1932 yilinda ortaya atilmistir (Werkmen ve Gillen,
1932). 1993 oncesinde, sadece 3 tiir, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri
(Citrobacter Diversus) ve Citrobacter amalonaticus, kabul edildi (Judicial
Commission of the International Committee on Systematic Bacteriology, 1993).

1993 yilinda, Brenner ve ark. tarafindan DNA hibridizasyonu ile 11 farkli tiir olarak



Citrobacter siniflandirildi ve C.freundii, C.koseri, C. amalonaticus, C. farmeri, C.
youngae, C. braakii, C. werkmanii, C. sedlakii olarak belirlendi fakat 9., 10. ve 11.
tiire 1sim verilmedi (Brenner ve ark. 1993). Daha sonra 9,10 ve 11 numaral tiirler C.
rodentium, C. gillenii, C. Murliniae olarak tanimlandi (Schauer ve ark., 1995;
Brenner ve ark., 1999).

Citrobacter tiirleri genellikle su, toprak, gida, hayvan ve insanlarda bagirsak
sistemlerinde bulunur. B-laktamaz tiretimi hem C. freundii hem de C. koseri isolatlar1
igin ortak bir olgudur. C. Freundii’ nin siklikla iirettigi tip 1 beta laktamaz olan beta
laktamaz AmpC genellikle kromozom aracilidir (plazma aracili da bulunabilir) ve
klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam tarafindan inhibe edilemezler (Ranjan KP.
ve Ranjan N., 2013). Bu nedenle, C. freundii susunda, beta-laktam’in MIC degerleri,
bir beta laktamaz inhibitorii ile kombinasyon halinde, 6rn; ampisilin + sulbaktam,
amoksisilin + klavulanik asit ve tek basina beta-laktam antibiyotikler ile benzer
ozellik gosterirler (Bryson ve Brogden, 1994; Marshall ve ark., 1995). Citrobacter
freundii, in vitro kosullarda klaylikla beta laktam direnci gelistirebilir (Gootz ve ark.
1984).

2.1.5. Enterobacter spp.

Enterobacter’ler, Enterobacteriaceae ailesine ait hareketli, genellikle ornitin
dekarboksilaz pozitif ve iireaz negatif ve son yillarda 6nemi giderek artan patojen
mikroorganizmalardir. Klinik Mikrobiyoloji El Kitab1’nin en son baskisinda yer alan
Enterobacter’lere ait toplamda 14 tiir veya biyogrup vardir (Farmer, 1995). En sik
karsilagilan tiirleri arasinda, Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans ve

Enterobacter sakazakii bulunmaktadir (Sanders W. ve Sanders C. 1997).

Enterobacter tiirleri bakteremi, solunum sistemi, {iriner sistem, santral sinir sistemi,
yumusak doku ve yara infeksiyonlar: gibi genis bir infeksiyon yelpazesine sahip
mikroorganizmalar olmakla birlikte bu bakterilerin ad1 pre-antibiyotik déneminde
pek duyulmaz iken, son yillarda olusturduklari hastaliklar ve ayni zamanda
dezenfektanlara, antimikrobiyal maddelere karsi olusturduklart direng ile
Enterobacteriaceae familyasina ait diger iiyelerinden daha direngli olmasiyla ismi
duyulmaya baglanmistir (Ahmet ve ark., 1995; Banerjee ve ark. 1996, Caglayan ve
ark. 1997). Ayrica; beta laktam antibiyotiklere beta laktamaz enzimleri sayesinde



gosterdikleri direng ile; uygunsuz antibiyotik kullaniminin sonuglarinin en kot

verileri bu tiirlerde gézlemlenmektedir (Livermore 1995; Gaston 1998).

Yapilan arastirmalara gore Enterobacter tiirlerinin toprakta, sebze ve meyvelerde,
suda yaygin olarak bulunmasini goz Oniine alarak gidaya temel kontaminasyon
kaynaklarinin bu kaynaklar oldugu diisiiniilmekte ve ayrica bakterinin yayilmasinda
boceklerinde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmektedir (Huber, 2000; Iversen ve
Forsythe 2003). Bu bakterilerin, giday1 el ile isleyen kisilerin ellerinde %25 oraninda
bulunmasinin sebebi olarak bitkisel {riinler ile temastan kaynaklanabilecegi

belirtilmektedir (Huber, 2000).

2.1.6. Sebzelerde Enterobacteriaceae bulunma riskleri

Sebze, insanlarin beslenmesinde kullanilan otsu bitkilerin, kok, govde, siirgiin,
yaprak, cicek, meyve tohumlari olan, yiiksek miktarda vitamin ve lif i¢eren bitkiler

olarak tanimlanmaktadir (Oroman, 1970; Bayraktar,1970; WHO, 2003).

Sebzeler sulamada kullanilan suyla ve/veya toprakla dogal yollarla kontamine
olabilmekte ve ishal, dizanteri yersiniozis gibi bir ¢ok hastaliga sebep olan patojen
bakterileri tasiyabilmektedirler (Pingulkar ve ark., 2001). Topragin dogal florasinda
bulunan Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes veya insan
ve hayvan bagirsaginda bulunabilen Salmonella spp., Shigella spp., E. coli,
Campylobacter spp. gibi patojen bakteriler bunlara 6rnek verilebilmektedir. WHO
bunun kaynaklarini ise giibre, diski, islenmemis sulama sular1 olarak gostermektedir

(WHO,1998).

[ran’da karisik taze kesilmis sebze salatalari mikrobiyolojik kalitesini belirlemek
amaciyla yapilan taramada Enterobacteriaceae ve toplam koliform seviyesi 3 - 8,3
log kob/g arasinda degismekte oldugu ve ayrica hazir salatalardan %19,1 ve hazir
yemege uygun sebzelerden ise %27,8 oraninda E. coli izole edildigi bildirilmistir

(Najafi ve Bahreini, 2012).

Ispanya’da yapilan dogal sebzeler iizerinde Enterobacteriaceae taramasi olarak
yapilan arastirmalarda; E. coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia
marcescens, Serratia rubidaea, Enterobacter cloacae, Kluyvera ascorbata, Pantoea

agglomerans, E. aerogenes, E. cancerogenus, E. gergoviae, E. sakazakii,



Cronobacter spp., Acinetobacter baumannii ve Stenotrophomonas maltophilia
suslart izole edildigi bildirilmektedir. (Falomir ve ark., 2010; Falomir ve ark., 2013;

Rico ve ark.).

Nijerya’da 2015 yilinda yapilan bir arastirmada 100 adet sebze numunesi iizerinde
Enterobacteriaceae taramasi ve ayrica bu suslarin antimikrobiyal maddelere karsi
direncliliklerini tespit etmek amaciyla yapilan ¢alismada Klebsiella, Proteus ve

Escherichia coli suslar1 izole edilmistir (Odigie ve ark., 2015).

Dominik Cumhuriyetin’den, Hindistan’dan, Tayland ve Vietnam’dan toplanan sebze
orneklerinde Enterobacteriaceae taramasi yapilarak izole edilen bakteriler ise;
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Cronobacter sakazakii tespit edildigi goériilmektedir. (Zurfluh ve ark.,
2015).

Almanya’da ¢iftlik ve siipermarketlerden alinan sebzelerde yapilan fenotipik
arastirmalara gore izole edilen bakterilerde Enterobacter cloacae ve Enterobacter
gergoviae tiirlerine rastlanmaktadir (Schwaiger ve ark., 2011). Yapilan
arastirmalarda; marul ve salatalardan izole edilen patojen mikroorganizmalar
arasinda ise; Aeromonas hydrophila, Citrobacter freundii, E.coli ve Klebsiella
pneumoniae tiirlerine oldugu bildirilmektedir (Soriano ve ark., 2000). Gegmiste en
fazla yanki uvayndiran enfeksiyonlardan biri ise Japonya’da beyaz turp filizlerinden
izole edilen ve 10.000 vaka ile sonuglanan Esherichia coli O157:H7 enfeksiyonudur
(Taormina ve Beuchat, 1999).

Tirkiye’de yapilan calismalarda; hazir tiiketime uygun sebzelerden izole edilen
Enterobacteriaceae tiiriine ait suslardan; Salmonella spp., E. coli izolatlarinin izole
edildigi goriilmektektedir (Aycicek ve ark., 2006; Taban ve ark., 2013; Ozpinar ve
ark., 2013; Gurler ve ark., 2015).

2.1.7. Antibiyotikler ve 6nemi

Mantar ve diger mikroorganizmalar tarafindan {iretilen zararli maddelerin ve
canlilarin gelisimini durduran veya Oldiiren dogal ya da kimyevi maddelere

"antibiyotik" ad1 verilmektedir (Oner, 1992).



Antibiyotikler mikroorganizmalar iizerinde etki derecelerine, etki mekanizmalarina,
kimyasal yapilarina ve farmakokinetik 6zelliklerine gore cesitli kriterlerlerin yani
sira viicut sivilarinda olusturduklar1 konsantrasyonlara gore de siiflandirilmaktadir

(Aktuglu, 1997; Ulusoy, 1999; Anonim 2, 2000; Chambers, 2001).

Bu siniflandirmalar; hiicre duvari sentezini inhibe edenler (B-laktamlar,
glikopeptidler) protein sentezini inhibe edenler (aminoglikozidler, tetrasiklinler,
makrolidler, streptograminler) ve niikleik asit sentezini inhibe edenler (kinolonlar,

siilfonamidler, rifamisinler) olmak tizere 6zetlenebilmektedir (Gangle 2005).

Kullanimina kisa bir zaman 0nce baglanan antibiyotiklerde gergeklesen gelismeler
hizla artmakta ve bunun sonucu olarak da basta antibiyotik direnci olmak iizere

ortaya ¢ikabilecek sorunlarda giindeme gelmeye baslamaktadir (Akalin, 1994).

Antibiyotiklerin ¢evreye serbest birakilmasi sonucu ¢ok az doniisiime ugrayarak veya
degismeden ve polar molekiillere konjuge olarak, biyolojik ayrisabilirlikleri diisiik
oldugundan degisik ortamlarda birikim gosterebilirler (Celebi, 2007; Kemper, 2008).

Hayvan yemlerinde antibiyotiklerin tarimsal {iriin olarak kullanimi antibiyotige
direncli bakterilerin iletimine sebep olabilir. Bu bakterilerin ¢esitli yollarla ¢evreye
taginmasi ile bu bakterilerin varligi insan sagligina olumsuz etkide bulunabilir (Sekil
2.1). Diger bir taraftan veteriner hekimlerin tedavi ve biiylime amaglh kullandiklar
antibiyotikler, hayvanlar tarafindan atilarak tarimsal giibre olarak kullanilan giibre ile

topraga karisirlar (Jorgensen S.E. ve ark., 2000).

Ayrica, sularla topraga ve dolayisiyla bitkilere gegen antibiyotiklerin sulardaki
varhigi ve etkileri, 1998 yilinda Halling-Sorensen tarafindan incelenmis; ilaglar,
bakim {riinleri ve metabolitlerin bir ¢ok yolla o6zellikle kanalizasyon aritma

sahalarinin ¢ikis sulariyla, cevreye devamli olarak giris yaptiklarini 6ne stirmiislerdir.



Hayvan Hayvan

yemlerindeki <& vemi iiretimi E\ cil hayvan _’ Top]uluk

antibiyotikler
Et tirtinleri
Hayvanlarda Disla, x
antibiyotic direncl —_— ol ™ s || Seb —
bakterilerin segimi )

Sekil 2.1. Antibiyotik direngli bakterilerin taginimi(George,1998)

Antibiyotik kalintilart ile olusan dayanikli mikroorganizmalar dogal toprak
mikrobiyal toplulugunu ve fonksiyonlarmi etkileyerek besin zinciri iizerinden
hayvanlara geri doniisiim yapabilir ve hatta insanlarin tiiketimiyle beraber sagliga
zararli olabilir (Richter, 1996; Kennedy ve ark., 2000). Biitiin bu sebeplerden dolay1
olusan en Onemli sorunlardan biri ise; dayanikli patojenler tarafindan olusan
enfeksiyonlar, insan ve hayvan ilaglarinin verimini disiirerek tedaviyi olumsuz

yonde etkileyebilmesidir (Kennedy ve ark. 2000).

Enterobacteriaceae tiirleri sadece memeli mide bagirsak sisteminde bulunan
patojenler degil (Mackie ve ark. 1997), hemen hemen her nemli ortamda, 6zellikle
toprak, su ortaminda bolca bulunan bakterilerdir (Scott ve ark. 1982). Bazi patojen
bakteriler, Escherichia coli gibi, her zaman fekal kokenli oldugu kabul edilir ve diger
ortamlarinda sadece gegici olarak bulunur. Digerleri dogal ¢evresel suslardir ve

biiyiiyen sebze ile iligkili florada bulunabilir (Wright ve ark. 1976).

Cig et ve sebzeler 6zellikle ¢ok sayida bakteri igermektedir. Arastirmalarda E.coli,
Klebsiella spp. suslarimi gidalarda ve ayni serotipleri bu gidalari tiiketen hastalarda
tespit etmislerdir (Cooke ve ark., 1970; Cooke ve ark., 1980). Mide bagirsak sistemi
icinde direng¢ transferi, gida da bulunan direngli bakterilerin 6nemli sayilarda

olmasiyla gelisebilir, boylece, fekal flora direnci O6nemli bir sorun olabilir.
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Sebzeler, topragin  altinda  ve  yilizeyinde  yetistirildiginden  toprak
mikroorganizmalariyla fazla miktarda kirlenirler. Ayrica temiz sularla sulanmamalart
sonucunda, saglik icin =zararli mikroorganizmalari, parazit larvalarimi ve
yumurtalarini da tasidiklarindan dolayi, sebzelerin kanalizasyon sulari karisan sularla

sulanmalarinin tehlikeli oldugu bildirilmektedir (Kivang,2011).

2.1.8. Beta laktam grubu antibiyotikler

Beta laktamlar, mikroorganizmalar {izerinde gosterdikleri yiiksek etki spektrumlari
ve secici toksisiteleri ile neredeyse tiim yas gruplarinda uygulanabilir olmakla
birlikte tiim viicut sivilarina olan dagilim 6zellikleriyle giiniimiizde en ¢ok kullanilan
antibiyotikler olmustur. Diger bir taraftan beta laktamlarin yan etki insidanslarinin
diisiik olmas lisansh tiim antibiyotikler i¢inde diger antibiyotiklerle oranlarin1 %70e

yaklastirmigtir (Roy ve ark. 1983; Daglar ve Ongiit, 2012).

Beta-laktam antibiyotiklerin gram (-) bakterilerde, hedeflerine baglanmalar1 ve
hiicreye zarar verebilmeleri i¢in i¢i su dolu porin (Outer Memran Protein, OMP) adi
verilen protein kanalciklarindan geg¢meleri ve ayni zamanda da dis membran ile
sitoplazmik membran arasinda, periplazmik boslukta bulunan beta laktamazlar

enziminden etkilenmemeleri gerekmektedir (Giir,1997).

Beta laktam grubu antibiyotikler; bakterilerin hiicre duvar1 sentezini iki mekanizma
yoluyla inhibe etmeyi hedeflerler. Birincisi, bakteriyel hiicre ¢eperi igine katilarak,
hiicre duvariin tamamlanmasindan sorumlu transpeptidaz enziminin etkisini inhibe
ederler. Bir digeri ise; normal olarak hiicre duvari hidrolazlarim baskilayict olan
penisilin baglayici proteinleri baglarlar ve bdylece bu hidralazlar sirayla bakteriyel
hiicre duvarini, pargalamak igin serbest birakarak hiicreyi inhibe ederler
(Dbaibo,2000).

Beta laktamlar penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler olmak
tizere dort biiyiikk gruptan olusan antimikrobiyal maddeler ailesidir (Cizelge 2.1.).
Hepsi beta laktamaz tarafindan hidrolize edilebilen bir beta laktam halkasina sahiptir.
Gruplar ek halkalar (penisilinler igin tiyazolidin halkasi, sefalosporin ic¢in sefem
¢ekirdegi, monobaktamlar icin hicbiri, karbapenemler igin ¢ift halka yapisi) ile
birbirlerinden ayrilirlar (Samaha-Kfoury ve Araj, 2003; Strohl ve ark., 2006).
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Cizelge 2.1. Beta laktam antimikrobiyal madde 6rnekleri ve gruplari

Penisilinler Penisilin G., Penisilin
Penisilinaz direng penisilinleri: metisilin, nafsilin, oksasilin, kloksasilin
Aminopenisilinler: ampisilin, amoksisilin
Karboksipenisilinler: karbenisilin, ticarcillin
Ureidopenisilinler: mezlosilin, piperasilin

Sefalosporinler 1, kusak : Sefalotin, Sefazolin, Sefaloridin, Sefaleksin, Sefapirin,
Sefradin, Sefadroksil, Sefasetril, Seftezol

2.kusak: Sefuroksim, Sefoksitin, Sefamandol, Sefonisid, Sefonarid,
Sefaklor, Sefotiam, Sefmetazol,

3.kusak: Sefotaksim, Seftizoksim, Sefoperazon, Seftriakson,
Moksolaktam, Seftazidim, Sefsulodin, Sefmenoksim, Sefpiramid

4 kusak: Sefepim, Sefpirom
Karbapenemler Imipenem, meropenem, ertapenem

Monobaktamlar Aztreonam

Sefalosporinler yap1 ve etkinlik yoniinden penisilinlere olan biiyiik benzerlikleriyle
bilinen ve Cephalosporicum acremonium mantarindan elde edilen antibiyotiklerdir.
Yapilan c¢alismalarla birlikte siirekli gelisim gosteren sefalosporinler bakterisit
ozellikleriyle yaygm bir kullanim alanma sahiptirler. (Onciil, 2002; Strohl ve ark.,
2006). Calismalar, sefalosporinlerin etki mekanizmalarini; hiicre duvar sentezinde
rolii olan penisilin baglayict proteinleri (PBP) inhibe edip otolitik enzimlerin

aktivasyonunu saglamalari olarak belirtmektedirler (Onciil, 2002).

Cizelge 2.1°de sefalosporinlerin siniflandirilmasi; 1’inci kusakta; sefalotin, sefazolin,
sefaloridin, sefaleksin, sefapirin, sefradin, sefadroksil, sefasetril, seftezol, 2’nci
kusakta; sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid, sefonarid, sefaklor, sefotiam,
sefmetazol, sefotetan, 3’tincli kusakta; sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon,
seftriakson, moksolaktam, seftazidim, sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid ve
dordiincii kusakta; sefepim, sefpirom olarak gosterilmektedir (Samaha Kfoury ve
Araj, 2003; Strohl ve ark., 2006).
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2.1.9. Antibiyotik direnci gelisimi

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal maddelerin etkileri olan dldiirme veya tiremeyi
durdurma ozelliklerine kars1 koyabilme yetenegi olarak tanimlanmaktadir. Direng
gelisimi genellikle gereksiz ve uygun olmayan antibiyotiklerin kullanima bagh
olmakla birlikte, 1940’11 yillarda antibiyotik kullanilmayan adalarda toprak ve diski
orneklerinde tetrasiklin ve streptomisine karst olusan bir direncin varliginin
saptanmasiyla; diren¢ gelisiminin, yalnizca uygunsuz kullaniom sebebiyle
olusmayacagi, ayn1 zamanda bakterilerin ¢evre sartlarina gore yasamlarini devam

ettirebilmek i¢in kullandig1 bir mekanizma olabilecegini de gostermistir.

Tim bunlarin yan1 sira yogun sekilde kullanilan antibiyotiklerin yillar iginde
mikroorganizmalar lizerinde ¢oklu dirence sebep olabilecegi ve bu organizmalarla
olusan infeksiyonlarin tedavisinde biiylikk sorunlar yasanabilecegi yapilan

calismalarca bildirilmektedir (Cohen, 1992; Tenover ve Hugles, 1996).

Antibiyotik tedavisinde patojen bakteriler antibiyotige direng gelistirerek degisik
ortamlarda bakteriler arasinda genetik bilgi aktarimi yaparak kullanilan bu
antibiyotiklere kars1 direng yayilabilmektedir (Viljanen ve Boratynski, 1991). Direng
yayilimlar1 dogal direng, kazanilmis direng, capraz direng olmak {izere 3 sekilde

olabilmektedir.

Dogal direng; bakteriler antibiyotiklere karsi herhangi bir ila¢ kullanimi1 veya kalitsal
iliski varolmaksizin gosterdikleri direng olarak agiklanmaktadir (Eliopoulos, 1992;
Jawetz ve ark, 1995).

Kazanilmis direng; genetik kaynakli yani kromozomal veya kromozom dist
olabilmektedir. Kromozomal direngte; bakteride spontan olarak olusan mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikmakta ve bu spontan mutasyonlar bazi fiziksel ve kimyasal
faktorlere bagli olabilmektedir. Boylelikle bakteri hiicresi yapisal degisimler
gostererek hiicrenini ilaca kars1 gegirgenligi azalabilir veya ilacin hedefinde

degisimler olabilir (Jawetz ve ark, 1995).

Capraz direng; belli bir antibiyotige direngli olan mikroorganizmalarin ayn1 veya
benzer etki mekanizmalar ile diger mikroorganizmalarada direngli olmasidir. Bu

durum genellikle eritromisin, oleandomisin, neomisin ve kanamisin gibi benzer
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yapili antibiyotikler arasinda gézlemlenmektedir (Eliopoulos, 1992; Jawetz ve ark,
1995).

2.1.10. Antibiyotik diren¢ mekanizmalar:
2.1.10.1. Antibiyotigin hedefi olan molekiiliin degismesi

Antibiyotiklerin etki mekanizmas1 bakteri hiicre duvarinin sentezinin, sitoplazmik
membranin, DNA fonksiyonlarinin ya da protein sentezinin inhibisyonu gibi
etkilerden hangisi olursa olsun bu etki antibiyotigin bakteride belirli molekiillerle

birlesmesi, onlarin fonksiyonlarini engellemesi ile saglanir (NEU,1984).

Antibiyotigin baglandigi hedef bolgeler ribozomlar ve cesitli enzimler olarak
farklhilik gostermektedir (Ayliffe, 1997). Eger bu molekiiliin yapisinda, bircok defa
kromozomal mutasyon sonucu veya yabanci bir DNA’nin kromozoma eklenmesi
sonucunda hedefte degisimler gozlemlenebilmektedir (NEU,1984; Ayliffe 1997).

Ornegin; penisilin baglayan proteinlerde (PBP) olusan mutasyonal degisiklikler beta
laktam antibiyotiklere, ribozomlarda S12 proteinindeki bir farklilasma streptomisine,
DNA — giraz enziminin de mutasyonal bir degisiklik kinolonlara diren¢ olusmasina
yol acar (NEU,1984). Biitiin bu etkiler antibiyotigin hedefi olan molekiiliin

degismesinden kaynaklanan direngten ileri gelmektedir.

Sonug olarak; antibiyotigin hedefledigi yapidaki degisiklikler, B-laktam, kinolon,
glikopeptid, makrolit ve tetrasiklinlere karsi direng gelismesinde olduk¢a dnemli bir

yere sahiptir.(Sigirc1, 2010)

Beta laktam antibiyotiklerin hedef bolgesi, membrana bagli proteinler olan PBP’dir.
Bu proteinlerdeki degisiklikler; kromozomal mutasyonlar sebebiyle beta laktam
antibiyotige karsi afinitesinin azalmasi, proteinlerin sayisinda azalma veya bahsi
gecen antibiyotiklere karsi diisiik afinite gosteren yeni proteinlein sentezlenmesi
olarak gosterilmektedir (Malouin ve Bryan, 1986; Spratt, 1989). Bu bdlgede olan her
bir degisiklik direncin gelismesine sebep olmakta ve Gram (-) bakterilerde nadir

goriinmektedir.
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2.1.10.2. Hiicre duvar gecirgenliginin azalmasi

Antibiyotik etkinliginde; etken maddenin hiicre i¢ine girebilmesi elzem oldugundan
dolayr i¢ ve dis memran gecirgenligindeki degisimler ve ayrica maddenin disari
atilmasina sebep olabilecek aktif pompa sistemleri antibiyotik direngleri i¢in son

derece onemlidir (Nikaido, 1994; Mayer ve ark, 1995).

Antibiyotiklerin bakteri hiicresine girmesini engelleyebilen ve bu engel ile ortaya
cikan direng, bakterinin salgiladigi ekzopolisakkaritler ve bakteri kapsiilii, ortamin
pH ve iyonik durumu ile de ilgili olarak ortaya g¢ikar ve genellikle ¢ok diisiik
diizeydedir. Hiicre duvarinin gegirgenlik 6zelligi daha ¢ok Gram (-) bakterilerdeki
antibiyotik direngligi ile ilgilidir (Nikaido,1987).

Gram (-) bakterilerin dis duvari, igte fosfolipit tabaka, dista ise lipopolisakkarit
olmak tizere iki tabakadan olusmaktadir. Bunlardan lipopolisakkaritin hidrofob
molekiillere kars1 bir bariyer olusturma 6zelligi ve dis tabakada fosfolipit tabakanin
bulunmamasi eritromisin ve nafsilin gibi hidrofob molekiillerin birgok Gram (-)
bakteriye girisini engeller. Hiicre dis duvarinda i¢i su dolu kanalciklar olusturan
proteinlere porin demekte ve besin molekiillerinin hiicre igine alinip, artik

maddelerin disar1 atiliminda gorevlilerdir (Sekil 2.2).

Ornegin; Escherichia coli'deki iki cesit porinden OmpC (Outer membrane porin of E
coli) olarak gosterilenler ince yapida olup, 180 dalton kadar olan molekiillerin
gegmesine elveriglidir. Daha genis olan OmpF porinleri ise 600 daltonluk
molekiillerin geg¢mesine elverisli kanallar olarak bilinmektedir. Beta laktam
antibiyotikler ancak OmpF porinlerinden bakteri hiicresine girebilmektedirler. Bir E.
coli'de 105 kadar porin bulunmasi, yapisi ve yiikiine gore porinlerden gegebilen bir
antibiyotigin ¢ok kisa bir siirede hiicre i¢ine yeterli miktarda girmesini saglar. Sonug
olarak; porinlerin yapisinda, dolayisiyla hiicre duvarinda olusabilen degisiklik belirli
antibiyotiklerin bakteriye girisini engelleyerek antibiyotik direncine yol acar

(Nikaido,1987).

Ancak yapilan arastirmalarda bazi bakterilerin belirli kosullarda ortamin
ozmolaritesine gore farkli porinler sentezleme yetenegine sahip olabildikleri ve

mutasyonlar ile membran porin proteinlerindeki degisim sonucu gecirgenlikleri
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azalarak direngli suslarin ortaya ¢ikabilecegi goriilmiistiir (Nikaido, 1994; Mayer ve
ark, 1995).

POPOIysa

Lipoprotein
Membrane Protein

......................

Membrane

......................

Gram-Negative Cell Envelope

Sekil 2.2. Gram (-) hiicre duvar1 (Anonim 3)

(https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/low-g-and-c-gram-positive-bacteria)

Hiicre duvar1 gecirgenliginden baska, ilacin hizla hiicre disina atilmasini saglayan
aktif pompa sisteminin varlig ilk olarak tetrasiklinlerin, enerjiye bagimli bir pompa
sistemiyle hiicre icinde birikme gostermeksizin disar1 atilmasiyla saptanmistir. Bu
direnglilik davranisinin plazmit ve kromozom kontroliinde oldugunu ve bununla
birlikte bu genlerin biiyiik dl¢lide transpozanlar iizerinde bulundugu saptanmuistir.
Direng genleri 6zel membran proteinleri ile sentezlenmekte ve bu proteinlerle
antibiyotikler hizla hiicre disina atilmaktadir. Kinolonlar, mkrolidler, kloramfenikol
ve beta laktamlara direngte de etkili olan aktif pompa sistemi bir¢ok bakteride
bulunmaktadir (Nikaido, 1994; Mayer ve ark.,1995).

2.1.10.3. Enzimatik yikimdan kaynaklanan diren¢

Diger bir direng yolu ise bakterinin olusturdugu enzimle antibiyotigi inaktive ederek
direng kazanmasidir. Bu yol ilk defa 1944'de bir Staphylococcus aureus susunun

penisilini inaktive eden enzim yani penisilaz enziminin olusumunun
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anlasilmasi ile tanimlanmistir. Daha sonra ise E.coli ve diger bakterilerden de benzer
enzimler elde edilmistir. Bununla beraber, yalniz penisilinleri hidrolize eden
enzimlere penisilinaz, yalniz sefalosporinleri hidrolize edenlere sefalosporinaz, her
iki grup beta laktam antibiyotigi hidrolize edenlere ise GSBL olarak bildirilmistir.
Ancak bu enzimlerin beta laktam halkasini hidrolize etmeleri ortak 6zellikleri oldugu
icin beta laktamaz olarak genel bir tanim getirilmistir. Beta laktamazlar, neredeyse
biitlin bakteriler tarafindan olusturulurlar ve gram (+) bakteri plasmitleri ekstraseliiler

enzimlerdir; bakteriden dis ortama salgilanirlar (Hewitt, 1986).

Disa akig pompast

Sekil 2.3. Antibiyotik direnci mekanizmasinin sematik gosterimi (Anonim 4).

(http://www.chembio.uoguelph.ca/merrill/research/enzyme_mechanisms. html).

Bakterilerin beta laktam grubu antibiyotikleri inaktive eden beta laktamaz
enzimlerini sentezlemesi ile olusan bu direng, bu antibiyotiklere karsi en c¢ok
gozlenen direng oldugu bildirilmektedir. Beta laktamaz genleri genel olarak
bakterilerde kromozomda ya da plazmit, transpozon, integron gibi hareketli genetik
elemanlarda bulunabilmektedir (Bradford, 2001).

2.1.11. Beta laktamaz

Beta laktamazlar; beta laktam halkasindaki amit bagini parcalayarak etkisini gosteren
ve bu tiir antibiyotikleri islevsiz hale getiren enzimlerdir (Sekil 2.4) (Giir, 1997).
Beta laktamaz sentezi; ya Pseudomonas aeruginosa da oldugu gibi
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kromozomal (kurucu) olabilir ya da Aeromonas hydrophila ve Staphylococcus

aureus oldugu gibi plazmit aracili (uyarilabilir) olabilir.

O>/‘:]\/\< o) : 00-

COO0-

Sekil 2.4. Beta laktamaz etkisi(Giilay,2003)

Gram (+) bakterilerde; beta laktamaz ekzoenzimler gibi dis zar ortamina salgilanir.
Gram (-) bakterilerde ise; daha Once antibiyotiklerin saldirida bulunmadiklar
reseptor alanlarina ulasarak periplazmik alanlarda kalirlar (Stratton, 2000). Gram (-)
bakterilerde fazla gesitte beta laktamaz bulunmasi sebebiyle ve plazmit kontroliinde
sentezlenebildiginden dolay: kisa bir siire zarfinda direng goriilebilmektedir (Daglar

ve Ongiit, 2012).

Beta laktamaz enzimleri, iki 6nemli mekanizma ile beta laktam halkasini tahrip
ederler. Oncelikle, yaygmn olarak beta laktamazlar serin tabanli eylem
mekanizmasina sahiptirler. Beta laktamazlar amino asit dizileri temelinde 3 ana
siifa (A, C, ve D) ayrilirlar. Bunlar dar uzunlamasina bir oluk iceren bir aktif bolge,
substrat baglanma acisindan sekilsel esneklige sahip olmak amaciyla gevsek yapilmis
olan zemini bir bosluk (oksianyon cep), igerirler (Sekil 2.5) (Stratton, 2000; Kotra ve
ark., 2002). Geri doniisiimii olmayan sekilde serin kalintis1 beta laktam halkasindaki
karbonil karbon ile reaksyona girerek, agik halka (inaktive beta laktam) meydana
geririler ve beta laktamazi olustururlar. Beta laktamaz enzimleri, ¢ok sayida
penisilinlere, oxyimino- 2., 3. ve 4. nesil sefalosporinlere (6rnegin; seftazidim,
sefotaksim, seftriakson ve sefepim) ve monobaktamlara (6rnegin, aztreonam) karsi
aktiftir. Bir kismi klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorleriyle inhibe

olabilmektedir (Daoud, 2006).
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Sekil 2.5. Beta laktamazin molekiiler yapist (Samaha ve Araj, 2003)

Ikincisi ise; daha az siklikla karsilasilan beta laktamazlarm bir grubu olan metallo
beta laktamazlar ya da B sinifi beta laktamazlardir. Bunlar ¢ift degerlikli metal iyonu
ki genellikle ¢inko kullanarak histidin ya da sistin kalintisina ya da ikisine birden
baglanarak monobaktamlar hari¢ penisilin ve sefalosporinlerin karbonil grubunun
amin bag ile reaksiyona girerler (Page,2002). Genellikle klavulanik asit, az olarak da
sulbaktam veya tazobaktam gibi inhibitdrlere duyarli olmalari bu enzimlerin en
onemli 6zelligidir.

Beta laktamaz iretimi basta Enterobacteriaceae tirleri, ozellikle de, E. coli,
Klebsiella spp. ve Salmonella spp. suslart olmak {izere mikroorganizmalarin beta
laktam halkasi igeren antibiyotiklere karsi direncinde en 6nemli yoldur (Daoud,
2006; ILSI, 2011).

1960'larin sonlarindan bugiine kadar, ¢esitli enzimatik 6zelliklere sahip bir¢cok beta
laktamaz smiflandirilmigtir. Bu smiflandirmalar 2 temel yaklasim igermektedir:
birincisi biyokimyasal ve fonksiyonel o6zelliklerine (Bush — Jacoby — Medeiros
siniflandirilmasi); ikincisi ise, enzimin molekiil yapisina (Ambler smiflandirilmasi)

dayanmaktadir (Cizelge 2.2) (Bush ve Fisher, 2011).

Beta laktamazlar da fonksiyonel siniflandirma

Beta laktamazlarin Bush, Jacoby ve Medeirios tarafindan yapilan en yeni

siniflandirmadasinda biyokimyasal 6zellikler yani; enzim net yiikii (pl), hidroliz hizi
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(Vmax), baglanma afinitesi (Km), izoelektrik odaklanmasi, protein molekiiler
agirligl, enzim inhibisyon profili ve amino asit kompozisyonu gibi ¢esitli kriterler
kullamilmistir (Bush ve ark., 1995). Bush-Jacoby-Medeiros, beta laktamaz
smiflandirmasimi 3 ana grupta ve 16 alt grupta gruplandirilmistir (Bush ve Fisher,
2011).

Beta laktamazlar da molekiiler siniflandirma

Ambler smiflandirmasinda yani en sik kullanilan molekiiler siniflandirmada beta
laktamazlar, enzimleri kodlayan niikleotit dizilerine gére A,B,C ve D olmak {iizere
dort simnifa ayrilir. A, C ve D sinifi beta laktamazlara serin betalaktamazlari adi
verilirken; B smnifi beta laktamazlara ise metallo beta laktamazlar denilmektedir
(Cizelge 2.2) (Ambler, 1980).

Cizelge 2.2. Beta laktamaz siniflandirmalar1 (Bush ve Fisher, 2011)

Bush-Jacoby-

] Ambler . . Temsilci
Medeiros Ozgiin substrat Inhibitor .
siniflandirmasi enzim
siniflandirmasi
1 o Sefalosporinler Higbiri AmpC
L TEM-1,
Penisilinler, Beta laktamaz
2b A ) TEM-2
sefalosporinler inhibitorler
TEM-13,
Genislemis spektrumlu TEM-3,
) Beta laktamaz
2bc A sefalosporinler ve SHV-2,
inhibitorler
aztreonam CTX-M-15
Beta laktamaz OXA-1,
2d D Kloksasilin
inhibitorler OXA-10
o b Geniglemis spektrumlu Beta laktamaz OXA-11,
e
sefalosporinler inhibitorler OXA-15
Beta laktamaz OXA-23,
2df D Karbapenemler
inhibitorler OXA-18
Beta laktamaz KPC, IMI,
2f A Karbapenemler
inhibitorler SME, NMC
3a B Karbapenemler EDTA MBL

20



2.1.12. Genislemis spektrumlu beta laktamazlar

Ambler molekiiler sinif A’da yer alan grup 2be, grup 2e ve sinif D (grup 2d) beta
laktamazlar genislemis spektrumlu beta laktamazlar1 olustururlar. Genislemis
spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) olarak adlandirilmasinin sebebi etki
spektrumlarinin oksimino-betalaktamlar1 da kapsamaktadir. GSBL’ler; kismi olarak
sefepime ve 1., 2., ve 3. jenerasyon sefalosporinlere genis spektrumlu penisilinlere
etkili olmakla beraber, karbapenemlere, sefamisinlere ve beta laktamaz

inhibitdrlerine etkisizdirler (Daglar ve Ongiit, 2012).

GSPL’ler beta laktamaz inhibitorleri (6rn; klavulanik asit) tarafindan inhibe edilirler.
Ancak birgok GSPL ireten sus; piyasada mevcut olan penisilin-inhibitor
kombinasyonlarina, florokinolonlar ve aminoglikozit igeren diger antibiyotiklere
kars1 ¢coklu direng gostermektedirler (ILSI, 2011)

GSBL iireten izolatlar tim diinyada oldugu gbi bizim iilkemizdede yaygin olarak
bulunmaktadir ve 1980’11 yillarda tedavi amagh kullanilan 3. kusak sefalosporinlerin
kullanimi ile ortaya ¢ikmistir. Bunun sonucu olarak bu yaygin kullanim ile birlikte
1995 yilinda 35 civarinda olan GSBL giinlimiizde 100’ii ge¢gmektedir (Bush, 2001).
Siklikla Gram (-) bakterilerde bulunan GSBL enzimleri 6zellikle Enterobacteriaceae
ailesinde yer alan K. pneumoniae’da, E. coli ve Salmonella spp.’de rastlanmaktadir
(Winokur ve ark., 2000).

Beta laktamaz genleri; bakteride plazmit ya da transpozonlarda yerlesmis genler
tizerinde ve/veya kromozom kontroliinde kodlanmaktadir. Bu genlerden TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 gibi plazmit kaynakli olanlar Enterobacteriaceae iiyeleri arasinda

yaygin olup, plazmitler ile diger bakterilere aktarilmaktadir (Roy ve ark. 1983)

[k olarak birinci kusak sefalosporinleri ve penisilinleri hidrolize edebilen enzimler
olan plazmit kaynakli beta laktamazlar, sonradan bu enzimleri kodlayan genlerde
meydana gelen mutasyonlar ile GSBL denilen, 3. kusak sefalosporin ve aztreonami

hidrolize eden yeni beta laktamazlar ortaya ¢ikmistir (Sirot, 1995).

Giiniimiizde 100’den fazla tanimlanmis olan GSBL enzimleri; kokenleri TEM ve

SHV enzimlerinden olsa da, kdkeni TEM ve SHV olmayan CTX-M, OXA-1,
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PER-1, PER-2 gibi tanimlanan yeni plazmit kaynakli GSBL’ler de bulunmaktadir.
Bu enzimler tiim sefalosporinlere karst etkili oldugu bildirilmektedir (Jacoby GA,
1994; Jacoby ve Bush).

Klasik anlamda tanimlamasi yapilan GSBL’lerin biiylik ¢ogunlugu TEM-1, TEM-2
ve SHV-1 enzim kokenlidir ve bu ana enzimin molekiiler yapisinda bulunan
aminoasitlerden bir ile 4’iniin yerine farkli aminoasitlerin gelmesi ile farkli
GSBL’ler olusur (Daglar ve Ongiit, 2012).

2.1.12.1. Tipleri
TEM ve SHV grubu enzimler;

Ampisilin, penisilin ve birinci kusak sefalosporinlere direngli olan TEM-1 grubu
enzimler, plazmit kokenli olarak bilinen, Gram (-) bakterilerde en sik kodlanan ve
E.coli’lerde ampisiline karst %90 oraninda direngten sorumlu olan en eski

enzimlerdir (Giir 2004).

Yapilarinda olusan aminoasitlerin degisikliklerine bagli olarak TEM — 2 ve TEM — 3
enzimler olusmaktadir (Giir,2004). TEM enziminin ilk varyantinin bildiriminin
ardindan mutasyonlarala gelisen aminoasit degisikligine bagl olarak, bircogu GSBL
aktivitesine sahip olmakla birlikte bazilar1 inhibitor direngli beta laktamaz 6zelligine

sahip 150°den fazla bu enzimin yeni tiirleri tanimlanmistir (Canton ve ark., 2008).

En sik E.coli ve K. pneumoniae’de tanimlanmis olan TEM kokenli GSBL’ler
Salmonella spp., Proteus mirabilis, Morganella morganii ve Pseudomonas

aeruginosa tiirlerinde de tanimlanmaktadir (Stiirenburg ve Mack, 2003).

TEM enzimi diginda; basta K.pneumoniae’da olmakla beraber Citrobacter diversus,
E. coli ve P. aeuroginosa bulunan ve K.pneumoniae’daki plazmid aracili ampisilin
direncinin yaklasik %20’sinden sorumlu olan SHV - 1 enzimi, ampisilin, tikarsilin ve
piperasiline kars1 direng olusturmakta ama oksimino-sefalosporinlere karsi aktivitesi
bulunmamaktadir (Stiirenburg ve Mack, 2003). 1983 yilinda, K. pneumoniae susunda
bildirilen GSBL, SHV-2’dir (Rahal, 2000).
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CTX-M grubu enzimler;

CTX-M grubu enzimler sefotaksimi substrat olarak tercih etmektedir. ilk olarak 1989
yilinda Almanya’da E.coli susunda saptanan CTX-M tipi beta laktamaz, daha sonra
Salmonella typhimurium ve E. coli basta olmak lizere bir¢ok Enterobacteriaceae
tiriinde tretim gostermistir ve giinlimiizde yaklagik 80’den fazla CTX-M enzimi

bildirilmistir (Jacoby ve Bush).

TEM ve SHV enzimlerine gore kaynak farkliligi gésteren CTX — M enzimleri, SHV
ve TEM tip GSBL’ler onciil enzimlerden aminoasit degisiklikleriyle olusurken,
CTX- M tip GSBL’ler konjugatif plazmiT ya da transpozon araciligr ile baska
bakteriden gen transferi yoluyla olusurlar (Livermore, 2007).

Ozellikle Giiney Amerika Ulkeleri ve bazi Avrupa Ulkelerinde sik goriilen ve
sayilart her gegen giin artan CTX-M grubu enzimler; seftazidim ve aztreonama

kiyasla sefotaksimi daha etkin bicimde hidrolize eden enzimlerdir (Giilay, 2001).
Diger gruplara ait enzimler;

TEM ve SHV tipi GSBL’lerle DNA baz dizileri bakimindan %25-27 oraninda
homoloji gdsteren, penisilin ve sefasporinleri hidrolize eden ve klavulanik asit ile
inhibe olan PER enzimleri, ilk olarak Fransa’da bir Tiirk hastadan izole edilen bir P.
aeruginosa susunda saptanmistir (Nordmann vd, 1993; Nordmann ve Naas,1994;

Bauernfeind ve Stemplinger, 1996).

VEB-1 enzimi ise; PER-1 ve PER-2 enzimleriyle %38 oraninda homoloji gosteren ve
seftazidime, sefotaksime ve aztreonama yiiksek diizeyde direng gostermekle beraber
klavulanik asit ile inhibe olan enzimlerdir (Poirl ve ark., 1999). VEB — 1 ve VEB -2,
Ik kez Vietnam’li bir hastadan izole edilen bir E. coli ve bir K. pneumoniae

susundan izole edilmistir (Giilay, 2001)

Tiim bu enzimlerin haricinde; GES-1 enzimi; ilk olarak Fransiz Guyana’sinda izole
edilen bir K. pneumoniac’da, BES-1 enzimi, Brezilya’da izole edilen bir S.
marcescens susunda ve son olarak da, TLA-1 enzimi E. coli suslarindan izole

edildigi bildirilmistir (Giilay, 2001).
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2.1.12.2. Tam yotemleri

GSBL enzimlerinin saptanmasi1 amaci ile CLSI tarafindan belirlenen fenotipik tarama
(disk diflizyon tarama testi, sivi mikrodiliisyon testi) ve dogrulama testlerinin
(kombine disk yontemi, ¢ift disk sinerji yontemi, E test yontemi, mikrodiliisyon
yontemi, ii¢ boyutlu test, boronik asit yontemi, otomatize sistemler) kullanilmasi

Onerilmektedir.

GSBL tarama testleri

Disk difiizyon tarama testi (DDTT): GSBL varliginin belirlenmesinde kullanilan bu
yontemde bakteri 0.5 McFarland standardina gore hazirlanarak Mueller Hinton agar
(MHA) besiyerine siiriintli ekimi yapilir ve sefpodoksim (30 pg), seftazidim (30 pg),
sefotaksim (30 pg), seftriakson (30 pg) veya aztreonam (30 pg) diskleri yerlestirilir.
Daha sonra 35°C’de 18-24 saat inkiibasyonda bekletilen agarlardaki antibiyotik zon
caplar Olgiiliir. K.pneumoniae, Klebsiella oxytoca, E.coli i¢in seftazidim < 22 mm,
seftriakson < 25 mm, sefotaksim < 27 mm, sefpodoksim < 17 mm, aztreonam < 27
mm olmas: durumunda GSBL tarama testi pozitif kabul edilerek dogrulama testi

uygulanir (CLSI, 2009).

St mikrodiliisyon testi; disk diflizyon testinde seftazidim inhibisyon zon g¢apinin
>22 mm, sefpodoksim zon ¢apinin >17 mm, aztreonam ve sefotaksim zon ¢aplarinin
>27 mm; seftriakson zon capmin >25 mm olmast halinde, ya da sefotaksim,
seftazidim, seftriakson, aztreonam MIK degerleri >2ug/mL, sefpodoksim MIK
degeri ise >8 pg/mL olarak saptandiginda GSBL varligini belirlemek i¢in dogrulama
testi yapilmasi onerilmektedir (CLSI, 2009).

GSBL dogrulama testleri

GSBL’lerin beta laktamaz inhibitorlerine duyarli olma o6zelligi kuulanilarak
dogrulama testleri yapilmaktadir. Baska bir deyisle dogrulama testlerinde s6z konusu
enzimlerin klavulanik asit ile inhibisyonu temeline dayanan yontemler
kullanilmaktadir. Sik kullanilan yontemler; kombine disk yontemi, ¢ift disk sinerji
yontemi, E test yontemi, mikrodiliisyon ydntemi, ii¢ boyutlu test, boronik asit

yontemi, otomatize sistemler olarak siralanabilmektedir.
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Kombine (modifiye) disk sinerji testi: CLSI'nin fenotipik dogrulama testi olarak
belirledigi bu testte, MHA besiyerine 0.5 McFarland standardina gore hazirlanan
mikroorganizma ekilir ve ekimi yapilan bu plaklara seftazidim (30 pg), sefotaksim
(30 pg), seftazidim-klavulanik asit (30/10 pg) ve sefotaksim-klavulanik asit (30/10
ng) diskleri yerlestirilerek, 35°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilir. Sefotaksim ve
seftazidim diskinin kavulanik asitlisi ile gozlenen zon capinin, tek basina test
edildiginde goézlenen zon capiyla arasinda > 5 mm artis olmast durumunda GSBL

pozitif olarak kabul edildigi yontem olarak tanimlanmaktadir (CLSI, 2011).

Cift disk sinerji (CDS) testi; GSBL liretimi arastirilan mikroorganizmanin 0.5
McFarland standardina uygun olarak hazirlanarak Mueller Hinton besiyeri yiizeyine
yayillmasi ve bir amoksisilin/klavulanik asit diski (20/10 pg) ile bundan 2 cm
uzaklikta olacak sekilde sefotaksime (30 pg), seftazidime (30 pg), aztreonam (30
pg) ve imipenem (10 pg) diskleri yerlestirilmesi ve 35°C’de 18 saat inkiibasyondan
sonra genislemis spektrumlu beta laktam disklerinden herhangi birinin inhibisyon

zonunun Ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (Kagmaz ve Ece, 2010).

E-test yontemi: % 94 duyarli ve % 95 6zgiin oldugu bilinen bu yontem; imipenem ya
da seftazidime, EDTA ya da MPA ecklenerek gelistirilen E-test seritleri kullanilarak
yapilan bir yontemdir. MHAa bakteri ekimi yapilarak kurumasi saglanir ve E- test
seritleri yerlestirilir. 35°C’de ve 16-18 saat inkiibasyona birakilarak imipenem ve
imipenem-EDTA nmin MIK oranlarinin 8 kat azalmasi ve ya fantom zonunun
goriilmesi MBL pozitifligi olarak degerlendirilmesi ile sonug¢lanir (Yan ve ark.

2004).

Mikrodiliisyon testinde ise; lizerine klavulanik asit (10 pg) damlatilan geniglemis
spektrumlu beta laktam disklerinin zon ¢aplarinda > 5 mm genisleme saptanmasi
GSBL iiretimi agisindan pozitif kabul edilir (National Committee for Clinical
Labortory Standarts, 2001). Sefotaksim ve seftazidime MIK degerleri, klavulanik asit
varliginda >8 kat azalma olmas1 halinde GSBL gdstergesi olarak kabul edilmektedir

(Giilay ve ark. 2004).

U¢ boyutlu test (M3D); Kanli agarda bir giin &nceden iiretilen bakteriler 0,5
McFarland bulanikligina ayarlanarak Triptic Soy Broth (TSB) besiyerine ekimi

yapilir ve 35°C’de dort saat inkiibe edilir. Daha sonra hiicreler santrifiijlenerek bes
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kez dondurulup ¢ozdiiriiliir ve enzim ekstraksiyonu saglanir. Disk difiizyon testine
gecilerek Mueller Hinton agara E. coli susu inokiile edilir ve ortasina sefoksitin (30
ug) diski konulur. Diskten 5 mm uzaklikta agilan yariklara 25-30 pL elde edilen
enzimlerden eklenerek 35 °C’de bir gece inkiibe edilir. Sonug olarak; inhibisyon
zonuyla kesisen yariklardaki suslardan >3mm distorsiyona neden olanlar “3 boyutlu
test pozitif” olarak kabul edilir (Barroso ve ark. 2000).

Boronik asit yontemi; rutin olarak kullanilmayan bu yontem Boronik asitin AmpC
beta laktamaz aktivitesini inhibe etme 6zelliginden yararlanilarak yapilmaktadir. Bu
yontemin; K. pneumoniae karbapenemaz pozitif suslarinin belirlenmesinde oldukga

basarili oldugu bildirilmistir (Patel ve ark. 2009).

Otomatize sistemler; bakteriyolojide kullanilan VITEK 2 (bioMerieux, Marcy
I’Etoile/Fransa) ve Phoenix (Becton Dickinson, Sparks, MD/ABD), Mikro-scan
panel test vb. yontemler GSBL iireten suslar1 saptayabilmek amaciyla gelistirilmistir.
Bu sistemler; cesitli kurallar1 isleterek tiim penisilinleri, sefalosporinleri ve

aztreonami direngli olarak rapor edebilmektedirler (Endimiani ve ark. 2010).

2.1.13. AmpC beta laktamazlar

AmpC tipi beta laktamazlar, Gram (-) basiller tarafindan kromozomal olarak
tretilmektedir ve aktif bolgelerinin ozellikleri nedeniyle 1., 2., 3. kusak
sefalosporinleri, penisilinleri ve monobaktamlari hidrolize edebilmektedirler
(Medeiros, 1997). Beta laktamaz inhibitorlerine karsi direngli olmalarinin nedeni;
aktif bolgelerinin yapisal 6zellikleri nedeniyle klavulanik asit ve sulfonlarin beta
laktam halkalarina baglanamamalar1 olarak gosterilmektedir. Bu enzimlerin ¢ogu
beta laktam madde varsa salinmakta yani indiiklenebilir niteliktedir (Medeiros, 1997,
Wiedemann ve Preifle, 1998).

Genis spektrumlu penisilinlere ve sefalosporinlere direngli olamalari, en sik
Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Morganella morganii,
Proteus vulgaris, Providencia spp., P. aeruginosa’da saptanmaktadir (Livermore,
1997).
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Kromozomal AmpC beta laktamaz genlerinin plazmitlere transfer olmasi ile gelisen
plazmit kokenli aktarilabilir AmpC tipi beta laktamazlar, E. coli, K. pneumoniae,
Salmonella spp., C. freundii, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis suslarinda
bulunabilmektedir (Negri ve ark., 2000; Bush, 2001). AmpC tipi enzimlerin sayisi,

giintimiizde 20’yi agmuistir.

AmpC tipi enzimlerin enterik bakteriler arasinda yayilmasi dolayisiyla tedavi
segeneklerinin iyice daralmasi sorun olusturmakta ve 6zellikle AmpC tipi enzim, bir
diger beta laktamazin sentezi gibi ek bir mekanizma ile birlestiginde enzimlerin etki

spektrumlart iyice genislemektedir (Bradford ve ark., 1997).

Tim bunlarin yam1 sira, E. coli ve K. pneumoniae suslarinda, 3. kusak
sefalosporinlerin yanisira diger beta laktamaz inhibitorlerine direng bulunmasi,

AmpC tipi bir enzimin varligini diisiindiirmelidir (Giilay,2011).

2.1.14. Metallo beta laktamazlar (MBL)

Metallo beta laktamaz (MBL), Ambler sinif B ve Bush smiflamasinda grup 3’te
bulunan beta laktamazlar igerisinde yer almaktadirlar (Akyildiz ve ark. 2002). Diger
beta laktamazlardan MBL’yi ayiran en biiylik 6zellik aktif bolgelerinde Zn+2 iyonu

bulunan enzimler olmalaridir (Nordman ve Poirel, 2002).

Cinko bagimli ilk MBL 1960’11 yillarin ortalarinda pek ©nemli sayilmayan
patojenlerden olan Bacillus cereus’ta tanimlanmustir. 2. olarak ise; 1980’lerin basinda
S. maltophilia’da ¢inko bagimli penisilinaz gosterilmistir. Karbapenemlerin gelecegi
konusunda endise doguran olaylardan biri ise; Onceleri imipinem hidrolizi yapan
MBL’lar A.hydrophilia ve B.fragilis ten identifiye edilmesi ve daha sonra 1991°de
Japonya’da S.marcescens ve P.aeuriginosa suslarinda plazmit kdkenli bir MBL’mn
(IMP-1) saptanmas1 olmustur (Bush, 1998).

Metallo beta laktamazlar (MBL), gegtigimiz giinlerde aztreonam harig, penisilin,
sefalosporin ve karbapenem gibi tiim beta-laktam antibiyotikleri hidrolize etme

kapasiteleri ile endise verici direng mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmustir.

MBL'ler tiim beta laktamaz gibi normal olarak kromozomal aracili olanlar ve transfer
genleri tarafindan kodlananlar olarak ayrilmaktadirlar ve sinif I integronlar iizerinde

yer almasindan dolayr bakteriler arasinda hizla yayilabilirler. Serratia
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marcescens, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Acinetobacter spp. ve Alcaligens xylosoxidans gibi bilinen
bakterilerde MBL dretildigi  belirtilmistir. ~ Aktarilabilir MBL enziminin
bulunmasindan dolay1 karbapenemlere karsi olusan direng gelisimi endise yaratmaya
baslamistir (Walsh ve ark. 2005; Gian Maria Rossolini, 2005; Varaiya ve ark. 2008;
Chakraborty ve ark. 2010).

2.1.14.1. Metallo beta laktamaz (MBL) Ozellikleri

Metallo beta laktamaz Kkatalitik aktivitesi i¢in ¢inko gerektirir. Bu enzimler
tazobaktam ve sulbaktam gibi inhibitorlerinden etkilenmez iken EDTA gibi bir metal
selatorii ile inaktive olabilirler. Metallo beta laktamaz karbapenemler dahil olmak
lizere tim beta laktam antibiyotikleri hidrolize ederler. Bu gruba aztreonamlar
(monobaktam) girmemektedir. Bunlarin yani1 sira MBL’lar karbapenemleri hidroliz
edebilme yetenekleri olmasiyla beraber bunlardan bazilari1 ayn1 zamanda beta laktam
grubunu da hidroliz edebilecek kapasiteye sahiptirler. MBL iireten suslar beta
laktamaz inhibitorlerinden klavulanata duyarli degildir. Sonug olarak; MBL iireten
organizmalar beta laktam antibiyotiklerin kullanilabilirligini  smirlandirilmis
durumdadir (Bush 1998; Nordman ve Poirel, 2002; Gian Maria Rossolini, 2005;
Varaiya ve ark., 2008; Chakraborty ve ark., 2010).

Katalitik aktivitesi olarak kullanilan ¢inko MBL’larda 2 role sahiptir. Oncelikle
¢inko iyonu bagh su molekiilii beta laktam antibiyotiklerin peptid karboniline bir
niikleofilik saldirt gergeklestirmek i¢in devreye girer. 2. olarak ¢inko iyonu baglanir
ve bu karbonil grubu polarize olur. IMP, VIM, SPM, GIM ve SIM olarak 5 farkl: tipi
olan MBL’lar, IMP ve VIM basta olmak iizere prevalans degerleri hizla artmaktadir
(Schilling ve ark. 2005; Muge, 2008).

2.1.14.2. Metallo beta laktamaz (MBL) Simiflandirilmasi

MBL’larin  smiflandirilmast 1995  yilinda Bush ve arkadaslar1 tarafindan
“fonksiyonel grup 3”i¢inde smiflandirma yapilmistir. ilk siniflandirmanin yapildig
zamanlarda substrat profilleri gz tiiniine alinarak bu enzimlerin subgruplara
ayrilmasit yapilmamistir. Ancak ilerleyen zamanlarda tanimlanan MBL sayisi

yiikseldik¢e enzimlerin substrat ozelliklerine gore alt gruplara ayrilma gerekliligi
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ortaya ¢ikmis ve Rasmussen ve Bush tarafindan 3 fonksiyonel grup tanimlanmigtir

(Bush,1998).

Grup 3a’ya ait enzimler, maksimum aktivite gosterebilmeleri i¢in ¢inko eklenmesi
gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda genellikle penisilinleri imipenemden en az %60
daha hizli olarak hidrolize edebildikleri, sefalosporinlerin de, imipenem kadar olmasa
da bu enzimler tarafindan giiclii bir sekilde hidrolize edebildiklerini bildirmislerdir.
Bu enzimlerin ¢ok c¢esitli beta laktam iceren maddelere karsi tehdit olusturmasina
neden olarak, cok genis aralikda ve cok g¢esitli substratlar1 taniyabilir olmasi

gosterilmektedir (Rasmussen ve Bush, 1997).

Grup 3b’ye ait enzimler, Aeromonas tiirlerinin metallo enzimlerini kapsamasindan
ve karbapenemlere yiiksek 6zgilligli bulunmasindan dolay: “gercek
karbapenemazlar” olarak da isimlendirilmektedir. Bu enzimleri grup 3a
MBL’larindan ayiran 6nemli 6zelliklerden biri, ¢inko ilavesinin aktif enzim
tizerindeki etkisidir. Tim MBL’lar aktivasyon i¢in aktif bolgelerinde ¢inko bulunma
zorunluluguna ragmen grup 3b enzimlerinden en az 3 tanesi diisiik ¢inko

konsantrasyonlari ile inhibe olur (Bush,1998).

Grup 3c’de sadece Legionella gormanii’nin MBL’1 yer almaktadir ve bu enzim
literatiirde bir kez tanimlanmistir. Diger grup 3 enzimlerinden farkli biyokimyasal
ozellikler tasimasinin yani sira yiiksek sefalosporinaz aktivitesi ile diger alt

gruplardan ayrilmaktadir (Bush,1998).

MBL enzimleri etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) gibi maddeler ile inaktive
olduklarindan dolayr Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
Enterobacteriaceae igin fenotipik dogrulama yapmak icin Modifiye Hodge
yontemini Onermektedir. Bu yontemde ertapenem veya meropenem diskleri
kullanilmaktadir ancak bu yontemde nonfermentatif Gram (-) basillerdeki
karbapenemaz iiretiminin saptanmasinda kullanilabilirligine iliskin veri bulunmadigi
i¢in laboratuvarlarda ¢ift disk sinerji testinin yani sira IPM-EDTA kombine disk testi
ve modifiye Hodge testi gibi testler MBL saptanmasinda kullanilmaktadir (Fidan ve
ark. 2005; Gayyurhan ve ark. 2008; Khosravi ve Mihani 2008; Aktas ve ark. 2009;
CLSI 2009).
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2.1.15. Sebzelerde GSBL iireten Enterobacteriaceae tirleri

Girler ve Arkadaslar’’nin 2015 yilinda yaptiklar: Tiirkiye’deki hazir yemege uygun
salatalardaki mikrobiyal kalite konulu ¢alismalarinda; 261 adet sebze numunesinde,
21 adetinden Salmonella spp., 10 adetinden ise E. coli suslarini izole etmislerdir.
Ayrica yapilan antimikrobiyal duyarlilik testlerine gore izole edilen Salmonella
suslarindan %9’unun sefotaksime kars1 direngli olduklari tespit edilmistir (Giirler ve

ark. 2015).

Schwaiger ve Arkadaslari’’nin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, pazarlama
asamasindaki (slipermarket vs ¢iftlik) sebzelerden izole edilen bakterilerin
antibiyotik direnci arastirilmistir. Bu ¢alisma da 1001 ¢esit meyve, kok, soganli
sebzeler, salata ve tahillardan olusan sebze grubu Almanya'da bulunan 13 ¢iftlik ve
11 siipermarketten alinmis ve bakteriyolojik muayeneleri yapilmigtir. Enterobacter
cloacae, Enterobacter gergoviae, Pantoea agglomerans, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida ve Enterococcus faecalis tiirlerinin 30 kadar antibiyotige karsi
fenotipik direngleri mikro-seyreltme yontemi kullanilarak belirlenmistir. 8-
laktamlara karsi direncin en sik P. agglomerans’ta ve Sefaklora karsi ise E.
Gergoviae’ta (% 41 ve% 29) oldugu ifade edilmistir. Nispeten yiiksek direng oranlari
E. faecalis da doksisiklin’e kars1t %23, eritromisin’e %21 ve rifampisin’e ise %65
olarak go6zlenmistir. Son olarakta E. cloacae tiirlinde spectinomisin’e 28%
mezlosillin’e 12%, P. putida. ve P. aeruginosa tiirlerinde ise streptomisin’e 19%

oraninda diren¢ goriilmiistiir (Schwaiger ve ark. 2011).

Blaak ve Arkadasglar1 Hollanda’da sebzelerde GSLB ve AmpC iireten
Enterobacteriaceae varligimmi belirlemek amaciyla; kereviz, havu¢ demeti, hindiba,
frenk salatasi, marul, mantar ve turp olmak iizere 7 adet, supermarketlerden alinan
sebze kullanmiglardir. GSBL iireten Enterobacteriaceae tiirlerinin kaynaklarinin
tarimsal ile ilgili olup olmadigini belirlemek i¢in, marullar ii¢ ¢iftlikten toprak ve
sulama suyu ile birlikte dogrudan alinmistir. GSBL iireten sebzelerden izole edilmis
Enterobacteriaceae tiirleri; Rahnella aquatilis (n = 119), Serratia fonticola (n = 45)
ve Pantoea agglomerans (n = 1) olarak belirlemislerdir. R. aquatilis ve S. Fonticola
GSBL genleri, sirasiyla blagapn-1 Ve blagann-2 Ve blarona-1, blarona-2, blarona-se Ve
blarona-s olarak belirlenmistir. R. aquatilis, toprak numunelerinin %46’sindan, sebze

numunelerinin %83’iinden; S. fonticola ise, toprak numunelerinin %60°’inda ve sebze
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numunlerinin ise %1,3’iinden izole dilmistir. Uciincii kusak sefalosporine dayanikli
fekal Enterobacteriaceae tiirleri sirasiyla %2,7, %1,3 ve %]1,1 oranlarinda olmak
lizere siipermarket sebzelerden, ¢iftliklerden alinan maruldan ve tarim topraklardan
izole edilmistir. Fekal Enterobacteriaceae tiirlerinden Citrobacter koseri susunun
disinda, Citrobacter, Enterobacter tiirlerinin fenotipiik olarak olarak AmpC {iretimi
belirlendi. Taze driinler ve tarimsal g¢evrenin Kkarsilastirilmasi halinde; taze
uriinlerdeki ~ Enterobacteriaceae  tiirleri  yetistirilen  topragi  yansittigini
belirlemislerdir. (Blaak ve ark., 2014)

Reuland ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklart bir ¢alismada; genis spektrumlu
betalaktamaz (GSBL) iireten Enterobacteriaceae (GSBLE) tiirlerinin Amsterdam,
Hollanda’da perakende olarak satilan ¢ig sebzelerde mevcut olup olmadiginm
belirlemek igin, ¢esitli kaynaklardan 15 farkli tipte 119 adet sebze numune
toplamuslardir. Identifikasyon ve duyarllik testlerinden sonra GSBL kodlayan genler
bir mikroarray ile karakterize edilmistir. 15 sebze tiirlerinden dort tanesi GSBL-E ile
kontamine edilerek, yedi numunede (% 6) GSBLE elde ettiklerini biildirmislerdir. 3
adet blactx-m-15, tek bir adet blacrtx.m-1, CTX-M-9 grubuna ait iki gen ve bir SHV
GSBL kodlayan gen bulunmustur. Ayni1 zamanda elde edilen bu GSBL genleri insan
kaynakli enterobakteriyel suslarla benzerlik gosterdikleri belirtilmistir (Reuland ve

ark., 2014).

Skockova ve Arkadaglari’nin 2013 yilinda; Almanya'da shigatoxigenic Escherichia
coli (E.coli)’nin ¢ig sebze ve filizlenmis tohumlarda biiylik bir salgin nedeni
olmasindan dolay1 saglik gilivenligine gliven azalmasima neden olmasinin sonucu
olarak yaptiklari bir ¢calismada; ¢ig sebzelerde ve Cek Cumhuriyeti’nde satigi yapilan
filizlenmis tohumlarda E. coli tespiti ve karakterizasyonu iizerinde durulmustur. 24
adet ornekte (% 26.4), E. coli varlig1 pozitif olarak belirlenmis ve direng tespiti E test
ve disk diflizyon yontemleri ile belirlenmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu hastalik
olusturma etkisinin kodlayan genlerin saptanmasi i¢in kullanilmis ve eaeA, hly, stx1
ve stx2 ve tetrasiklin direnci kodlayan genler, tet(A), tet(B), tet(C), ve tet(G), B-
laktam direnci kodlayan genler, blatgm, blasyy, ve blacrx elde etmislerdir (Skockova
ve ark., 2013).

Yine aynmi sekilde, Raphael ve Arkadaslari’nin 2011 yilinda yayimladiklar
calismalarinda; Temmuz 2007 ve Nisan 2008 tarihleri arasinda, 25 parti paket
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halinde satilan 1spanagi 16S rRNA gen dizilimi ile GNB popiilasyonunu
antimikrobiyal maddelere kars1 gosterdikleri direnci ve GSBL genlerinin varligi
acisindan incelemislerdir. incelenen 1spanak numunelerinin 231 rastgele segilmis
koloniler arasindan 165 (%71) tanesinde 20 adet taninan GNB tiirii bulunmustur.
Sefotaksim ve seftazidime direng gostermesiyle GSBL pozitif siipheli 12 adet sus
daha blactx-m ve blaTEM genleri agisindan incelemislerdir. E. coli susunun 876-bp
blacTx-m-15 geniyle %100 olarak 6zdes olan 712-bp sekansta Pseudomonas teessidea
susu bulmuslardir. Buna ek olarak da GSBL blagann-2 genine sahip Rahnella aquatilis

identifiye etmislerdir (Raphael ve ark., 2011).

Ruimy ve arkadaglarinin 2010 yilinda Fransa’da yayimladiklari, ¢aligmalarini 2003
ile 2004 yillar1 arasinda tamamladiklari organik ve konvansiyonel sebze — meyveler
(4 cesit meyve ve 6 gesit sebze) lizerinde yaptiklar1 arastirmada; We 292 adet sebze
ve 107 adet meyve olamak iizere toplamda 399 adet numune, iigiincii kusak
sefalosporinlere direngli nonoksidatif Gram (-) bakterilerin insan sagligi tizerindeki
potansiyel etkisi tizerinde durulmustur. Bu bakterilerin ¢ogu toprak ve ¢evre kaynakli
oldugunu ve bu bakterilerin arasinda, bagisiklig1 etkileyecek potansiyel patojen tiirler
nadir olarak bildirilmis ve test edilen triinlerin % 13’{iniin genisletilmis spektrumlu
beta laktamaz iireten ve Rahnella sp. olarak tanimlanan bakteriler oldugu ve blarapn
genini tasidigi beyan edilmistir. Boylece, organik ve konvansiyonel meyve -
sebzelerin direngli bakterilerin ve direng genlerinin 6nemli kaynaklarini teskil

edebilecegi goriilmektedir (Ruimy ve ark. 2010).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Istanbul ve cevresindeki illerde bulunan semt pazarlarindan Temmuz — Kasim 2014

tarihleri arasinda alinan 8 adet asma yapragi, 8 adet dereotu, 9 adet 1spanak, 8 adet

kivircik, 8 adet karalahana, 7 adet beyaz lahana, 8 adet mantar, 8 adet maydanoz, 8

adet nane, 11 adet pazi, 8 adet pirasa, 8 adet roka, 9 adet semizotu olmak tizere 108

adet numune (Cizelge 3.1) ayni giin icerisinde numune tagima kutusunda saklanarak

laboratuvara getirilip 6n zenginlestirme i¢in hazirliklara baslandi.

Cizelge 3.1. Toplanan numunelerin alindigi semtler.

No Numupe Alindig1 No Nur_nu_ne Alindig1 No Nur_nupe Alindig1
Cinsi Yer Cinsi Yer Cinsi Yer
1 Ispanak Yesilkdy 37 K. Lahana Uskiidar 73 Mantar Bahgelievler
2 Maydanoz Yesilkoy 38 Mantar Uskiidar 74 Mantar Bahgelievler
3 Ispanak Yesilkdy 39 K. Lahana Uskiidar 75 Roka Sakarya M.
4 Mantar Yesilkoy 40  Maydanoz Uskiidar 76 Roka Sakarya M.
5 Pazi Yesilkdy 41 Roka Uskiidar 77 Roka Sakarya M.
6 Asma Yesilkoy 42  Maydanoz Uskiidar 78 Nane Sakarya M.
7 Roka Yesilkdy 43 Krvircik Uskiidar 79 Nane Sakarya M.
8 Pirasa Yesilkdy 44 Krvircik Uskiidar 80 Nane Sakarya M.
9 Semizotu Yesilkoy 45 Nane Uskiidar 81 K. Lahana Eminénii
10 Dereotu Yesilkoy 46 Mantar Uskiidar 82  B. Lahana Beykoz
11 Roka Yesilkoy 47 Pazi Yenikoy 83 K. Lahana Kadikoy
12 Kivireik Yesilkoy 48 Pirasa Yenikdy 84 Asma Eminonii
13 Semizotu Beykoz 49 K. Lahana Yenikdy 85 Asma Eminonii
14 Dereotu Beykoz 50 Pirasa Umraniye 86 Asma Silivri
15  Maydanoz Beykoz 51 Pirasa Umraniye 87 Asma Kadikoy
16  Maydanoz Beykoz 52 Mantar Umraniye 88 Asma [zmir
17 Dereotu Beykoz 53 K.Lahana  Umraniye 89 Kivireik Eminonii
18 Semizotu Beykoz 54 Asma Beykoz 90 Kivireik Sisli
19 Roka Beykoz 55 Asma Beykoz 91  Semizotu Sisli
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Cizelge 3.1. Toplanan numunelerin alindigi semtler (devamu).

20 Nane Beykoz 56 Pirasa Yesilkent 92 B. Lahana  Kadikdy
21 K. Lahana Beykoz 57 Pirasa Esenyurt 93 B.Lahana  Kadikdy
22 Semizotu Beykoz 58 Paz1 Esenkent 94 K. Lahana Emindni
23 Ispanak Beykoz 59 Paz1 Bahgesehir 95 Pazi Kadikdy
24 Nane Beykoz 60 Paz1 Bahgesehir 96 Maydanoz  Kadikdy
25 Kivircik Beykoz 61 Paz1 Bahgesehir 97 Ispanak Sisli

26 Semizotu Beykoz 62 Paz1 Bahgesehir 98 Dereotu Eminonii
27 Ispanak Beykoz 63 Ispanak Bahgelievler 99 Dereotu Kadikdy
28 Paz1 Beykoz 64 B.LlLahana  Bahgelievler 100 Dereotu Sisli

29 Ispanak Levent 65 B.Lahana  Bahgelievler 101 Ispanak Kadikdy
30 Roka Levent 66 B.Lahana  Bahgelievler 102 Ispanak Kadikdy
31 Pirasa Bagcilar 67 Kivircik Bahgelievler 103  Semizotu Bursa M.
32 Kivircik Uskiiddar 68 Maydanoz  Bahgelievler 104  Semizotu Bursa M.
33 Nane Uskiiddar 69 Maydanoz  Bahgelievler 105  Semizotu  Bursa M.
34 Nane Uskiidar 70 Pirasa Bahgelievler 106 Pazi Bursa G.
35 Dereotu Uskiidar 71 Mantar Bahgelievler 107 Paz1 Bursa M.
36 Dereotu Uskiidar 72 Mantar Bahgelievler 108  B.lahana  Bursa M.

3.2. Kullanilan Besiyerleri ve Yontemler

3.2.1. Kullanilan besi yerleri
3.2.1.1. Enterobacteriaceae Enrichment Buyyon (E.E. Broth)

E.E. Broth, Mossel, Visser ve Cornelissen tarafindan Enterobacteriaceae biiyiimesini
kolaylastirmak i¢in tarafindan gelistirilmistir (Mossel ve ark.,1963). Bu ortam,
ozellikle gida 6rneklerinde bulunan E. coli ve Salmonella spp. biiyiimesini artirmak
icin dekstroz igerir ve diger sorunlu organizmalar Ox Bile ve Brilliant Green
eklenerek baskilanir. E.E. Broth, hasarli veya yaralanan hiicrelerin iyilesmesi i¢in

zengin bir ortam saglayarak, bir zenginlestirme suyu olarak kullanilmaktadir.

E.E. Broth, azot, vitamin ve aminoasit igermektedir. Diger bir taraftanda igeriginde
bulunan dekstroz organizma biiylimesini arttirma amaciyla kullanilan bir karbon
kaynagidir. Kurutulmus Ox Bile (Okiiz Safrasi) ve Brillant Green Gram (+)
bakteriler, 6zellikle de basil ve fekal streptokoklara kars1 segici maddelerdir ve ayrica

sodyum fosfat ve potasyum fosfat kuvvetli tampon maddeleridir.

Litre basina igerikleri, istenen performans basina degisebilen degerler ile genel

olarak;
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e Kurutulmus 6kiiz safrasi 20 g/L

e Enzimatik jelatin 10 g/L

e Sodyum fosfat dibazik 8g/L

e Dekstroz 59/L

e Potasyum fosfat monobazik 2 g/L

e Brilliant Green 0.015 g/L

seklinde olusmaktadir.

45 g E.E. Broth 1 L su igerisinde iyice siispanse olmasi saglanir. 100 °C’de ki sicak
suyun bulundugu su banyosunda, otoklavlama islemi olmadan, 30 dk siire ile

bekletilerek sonucunda 25 °C’de koyu siyah-yesil renkte buyyon elde edilir.
3.2.1.2. Chromatic ESBL agar

Chromatic ESBL agar, Genisletilmis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iireten
Enterobacteriaceae suslarinin tespiti igin kullanilan bir kromojenik ortamdir.
Chromatic ESBL + AmpC agar ise hem GSBL iireticilerini hemde AmpC

tireticilerini inceleyen kromojenik besiyeridir.

Chromatic ESBL agar igeriginde;

e Pepton karigimi 43,2 g/L

e Agar 15 g/L

e Kromojenik karigim 1g/L

o Selektif karigim 0,5g/L
bulunmaktadir.

ESBL kromojen hazir agar (ChromoagarTM ESBL, Paris, Fransa) hazirlanirken
hassas terazide toz halinde bulunan agardan 59,2 g tartilarak topaklanmasimna izin
vermeden 1 L suda siispanse edilir ve 121 °C’de 15 dk siire ile otoklav kullanilarak
steril edilir. Daha sonra 50 oC’ye kadar sogutulan besi yerinin igerisine toz
ESBL+AmpC steril ampiilii (Liofilchem 81090, italya) eklenir, ve ¢dziindiigiine

emin olunduktan sonra steril petri kaplarina dokiilerek oda sicakliginda
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katilasmas1 saglanir. Kullanomina kadar 4 °C’de soguk ortamda muhafaza

edilebilmektedir (CLSI, 2013).

3.2.1.3. Tryptic Soy Agar (TSA)

TSA, soya fasulyesi unu ve kazein igerigi ile kolay liremeyen mikroorganizmalarin
izolasyonu ve yetistirilmesi i¢in kullanilir ama anaeroblar i¢in tercih edilen bir ortam
degildir. Soya ve kazein pepton kombinasyonu amino asitler ve polipeptidlerin
formunda organik nitrojen kaynagi olarak son derece besleyici bir ortamdir
(MacFaddin, 1985; APHA, 2001; Jorgensen ve ark. 2015).

Icerigi;
e Peptonlu kazein 15 g/L
e Peptonlu soya fasiilyesi 5g/L
e Sodyum Kloriir (NaCl) 5¢g/L
e Agar-Agar 15g/L

seklinde olusmaktadir.

Mikrobiyoloji analizlerinde kullanilirken kutu tizerinde bulunan talimatara gore; 40 g
tartilarak saf suda siispanse edilir ve 121 °C’de 15 dk siire ile steril edilir. Steril
petrilere 40-50 °C’ye diismesi beklendikten sora dokiilerek oda sicakliginda

katilasmas1 saglanir.
3.2.1.4. Mueller Hinton Agar (MHA)

Mueller Hinton Agar (MHA), patojenik Neisseria tiirleri izolasyonu i¢in 1941
yilinda, Mueller Hinton tarafindan gelistirdi. Giiniimiizde daha yaygin Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemi ile mikroorganizmanin rutin duyarlilik testleri icin

kullanilmaktadir.

Mueller Hinton medya sigir 6zii, kazein, kazein hidrolizat, agar ve nisasta igerir.
Sigir 6zii ve kazein asit hidrolizat azot, vitaminler, karbon, amino asitler, kiikiirt vb.
temel besinleri saglarlar. Nigasta ise; iiretilen herhangi bir toksik metaboliti emmek

i¢in ilave edilir.
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Icerigi;

e Kazein hidrolizat 17,5g/L
e Agar-agar 13 g/L
e Sigir 6zii 2 g/L

e Nisasta 1,59/L

seklinde olusmaktadir.

Hazirlanisi ise; paket iizerindeki talimatlar izlenerek, 34 g toz MHA 1 L saf suda
¢oziindiiriiliir ve 115 °C’de 10 dk siire ile otoklavda steril edilir. Steril ¢oziiltii 40-50
°C oldugu zaman petri kaplarina dokiilerek oda 1s1sinda katilasma saglanir. 4 °C°de

buzdolabinda muhafaza edilebilir.
3.2.1.5. Mueller Hinton Broth (MHB)

Mueller Hinton Broth iireyen ve/veya iiremeyen mikroorganizmalarin cesitli
yetistirme metodlarinda kullanilabilecek genel amagli bir besiyeridir. Mueller Hinton
Broth en sik karsilasilan aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteri tiirlerinde

antimikrobiyal duyarlilik tesleri i¢in tavsiye edilmektedir.

Icerigi;
e Etinfizyonu 209
e Kazein hidrolizat 175¢
e Nisasta 15¢

seklinde olusmaktadir.

Hazirlananisi; 34 g toz MHB 1 It saf suda ¢dziindiiriiliir ve 115 °C’de 10 dk siire ile
sterilize edilerek olmaktadir. Stv1 halde kalicagi i¢in oda sicakliginda sogutularak 4

°C buzdolabr sicakliginda muhafza edilebilmektedir.

3.2.2. Yontemler

Bu ¢alismada; sebze numunelerinde Enterobacteriaceae bakteri identifikasyonu igin
ISO/DIS 21528-2 (ISO/TC34/SC9) ‘Gida ve hayvan yemleri mikrobiyolojisi —
Enterobacteriaceae tanimlama ve sayimi igin yatay yontemler - Bolim 2: Koloni-

sayim yontemi (Microbiology of food and animal feeding stuffs -
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Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae - Part 2:
Colony-count method)’ talimatlart ve daha sonra, disk difiizyon, disk difiizyon
konfirmasyon, antibiyogram dogrulama ve MIK degerleri i¢in CLSI (2013)
talimatlar1 takip edildi.

Arastirmada; CLSI talimatlar1 baz alinarak kontrol susu olarak Escherichia coli
ATCC 25922 GSBL(-) kontrol ve Klebsiella pneumonieae ATCC 700603 GSBL(+)

kontrol suglar1 fenotipik olarak bakterilerin identifikasyonu i¢in kullanildi.
3.2.2.1. On zenginlestirme

Numune tasima kutusunda analize icin getirilen numune materyallerden, karot
yontemiyle 25 gr hassas terazide (AND GF-6100, Japonya), kontaminasyonu
engellemek amaci ile bek alevi ortaminda tiim aletler %96’lik etanol (Merck 100967,
Darmstadt, Almanya) ¢Ozeltisine batirilip steril edilerek, homojenizatdr torbasina
(Interscience bagsystem- sterile full page filter bags) tartildi (Sekil 3.1). Bu
sterilizasyon iglemi her numune tarttmi sirasinda tekrarlandi. Tartimi yapilan
torbalara 225 ml kullanim talimatina gore hazirlanmis ve sterilizasyon isleminden
sonra sogutulmus EE buyyon (E.E. Broth; LABM LABO091, Lancashire, Ingiltere)
steril mezilir yardimiyla eklendi. Agizlart dikkatlice kapatildiktan sonra
homojenizatorde (EasyMix, AES Chemunex, BruzFransa) 2 dk siiresince homojenize
edildi. 37 °C’ de 18-24 s siire ile inkiibasyona birakild: ve inkiibasyonu tamamlanan
kiiltiirler selektif besiyeri ESBL kromojen agara aktarilmak tizere bir sonraki isleme

alindu.
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Sekil 3.1. Pazar ve siipermarketlerden toplanan sebze numuneleri ve 6n zenginlestirme
3.2.2.2. Selektif besiyerine inokiilasyon

On zenginlestirme islemi tamamlanmis numunelerden steril 10 pl’lik 6ze yardimi ile
kullanima hazir ve oda sicakligina ulasmis ESBL kromojen hazir agara
(ChromoagarTM ESBL, Paris, Fransa) slirme yontemiyle ekim yapildi. 18 saat siire
ile 37°C de inkiibasyona alindi ve olusan 1-2 mm c¢apinda yesil renkli koloniler
stipheli GSBL pozitif Klebsiella pneumoniae’ye isaret etti (Sekil 3.2). Her bir
petriden saf oldugu diisiiniilen kolonilerden steril 6ze yardimiyla alinarak saflagtirma
amaci ile tekrar ESBL kromojen agara siirme yontemi ile ekim yapildi ve 18 saat
siire ile 37°C de tekrar inkiibasyona alindi. Saflastirilan kolonilerden steril &ze
yardimi ile TSA(LABM /UK) hazir besiyerine pasaj edilerek 37 °C” de 18-48 s daha
inkiibasyona birakildi. TSA ’da olusan koloniler, tiplendirme, disk diflizyon
dogrulama testi i¢in kullanildi.
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Sekil 3.2. ESBL kromojen agarda olusan renkli koloniler

3.2.2.3. Oksidaz testi

Izolatlara oksidaz testi (Bactident Oxidase test kiti) uygulanarak, oksidaz negatif
sonug veren izolatlar antibiyotik duyarlilik ve tanimlama testleri yapilincaya kadar

buzdolabi kosullarinda muhafaza edildi.
3.2.2.4. Disk difiizyon testi

On zenginlestirme asamasinda sonra ESBL agar besiyerinde olusan siipheli

kolonilerin antimikrobiyal duyarliliklar1t CLSI (2013) talimat1 takip edilerek yapildi.

ESBL besiyerinde olusan tek koloniler steril tuzlu su ¢ozeltisinde (% 0,85 NaCly)
siispanse edildi. Yapilan bu siispansiyon 0,5 McFarland (bioMerrieux, Marcy
I’Etoile, Fransa) standardina gére (108 kob/ml) dansitometre (BD Phoenix Phoenix
spec, USA) kullanilarak ayarlandi. 0,5 MacFarland standardina gore ayarlanan
siispansiyondan Mueller Hinton Agar (MHA) (LiofilChem, italya) 90 mm hazir
besiyerine steril bir ekiivyon yardimiyla siiriintii ekimi yapildi. Bu islemi takiben

steril forsep ile Sefpodoksim, Sefoktaksim ve Seftazidim (+/- Klavulanik asit) i¢eren
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kullanima hazir diskler (Mast Group ESBL Kit CPD10, Ingiltere) yerlestirildi (Sekil
3.3). Bu islem sirasinda diskler olusabilecek zon bdlgeleri birbirlerini
baskilamayacak sekilde CLSI (2013) talimatina uyarak dikkatle konumlandirildi.
Olusacak zonlarin birbiri lizerine gelmemesi icin, disk merkezleri arasinda 25 mm,
petri kenarindan ise 15 mm en az uzaklik olmasma dikkat edildi. Plaklar ters
cevrilerek 37 °C’lik etiivde 24 s siireyle inkiibe edildi ve sonrasinda olusan zonlarinin
caplar oOlgiilerek kaydedildi. Diskler 12 s daha inkiibasyona birakilarak, inkiibasyon
bitiminde klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz zonlar arasinda olusan farklar
karsilagtirildi ve kit talimatina gére GSBL varligi bakimindan degerlendirmeleri

yapildi.

Sekil 3.3. Mueller Hinton Agara yerlestirilen antibiyotik diskler
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3.2.2.5. Vitek ® MS ile tiplendirme

Bakteri tiplendirme islemi, TSA besi yerinde olusan koloniler kullanilarak kiitle
spektrofotometresi (VITEK® MS) (bioMerieux, Fransa) ile belirlendi. TSA
besiyerinde olusan kolonilerden 1uL’lik steril plastik 6ze kullanilarak cihaza ait olan
slaytta yer alan haznelere siiriildii ve 1 pL. CHCA matrix eklenerek kurumasi
saglandi. Daha sonra slayt cihaza yerlestirilerek okuma islemi tamamlandi ve sonug

olarak tanimlama iglemi yapildi.
3.2.2.6. Antibiyogram dogrulama

Antibiyogram duyarlilik testleri ve MIC tayini Micronaut-S beta-lactamase VI Plate
(Merlin Diagnostika, Germany) kullanilarak yapildu.

50 ul’lik 0,5 McFarland standarta sahip mikrobiyal siispansiyon 11 ml’lik olarak
hazirlanan Mueller Hinton Buyyon (Merck, Almanya) i¢inde pipetlenerek vorteks
islemi yapildi. Daha sonra hazirlanan bu siispansiyondan 100 pl alinarak daha
onceden antibakteriyal maddelerin hidratlanmig ve vakumla kurutulmus olarak
bulundugu plakalarin her bir gdziine gelecek sekilde eklendi ve 37°C ‘de 18 saat siire
ile inkiibe edildi. Okuma islemi Thermofischer Multiskan FC spektrometre ile
yapildi. MIC verilerin analizi otomatik olarak MCNG6 yazilimi (Sifin, Almanya) ile
gerceklestirildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Antibiyogram dogrulama asamalari
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4. BULGULAR

Kullanilan numune sayilari ve izolasyon sonuclari

Bu calismada Istanbul ve ¢evresinde bulunan semt pazarlarindan satin alinan 13 cesit
toplamda 108 adet sebzeden izole edilen Uskiidar, Beykoz, Bahgelievler, Levent,
Yenikoy, Yesilkdy, Yesilkent, Esenyurt, Esenkent, Bahgesehir, Silivri, Eminonii,
Sisli, Kadikdy, Bagcilar, Umraniye olmak iizere 16 farkli ilgeden, Sakarya ve Bursa
olmak tizere 2 farkl ilden; 8 adet asma yapragi, 8 adet dereotu, 9 adet 1spanak, 8 adet
kivircik, 8 adet karalahana, 7 adet beyaz lahana, 8 adet mantar, 8 adet maydanoz, 8
adet nane, 11 adet pazi, 8 adet pirasa, 8 adet roka, 9 adet semizotu olmak iizere 108
adet numune toplandi ve bu numunelerden 70 adet bakteri izolasyonu yapildi. izole
edilen Enterobacteriaceae tiirli bakterilerin fenotipik yontemler izlenerek beta

laktam grubu antibiyotiklere gosterdikleri dirence bakildi.

Oksidaz testi sonuclar:

On zenginlestirme islemlerinden sonra selektif zenginlestirme amaciyla kullanilan
ESBL kromojen agarda genel olarak 3 farkli renkte (pembe, mavi, seffaf) koloni
veren bakteriler saflastirilarak disk difiizyon testine gecmeden Once oksidaz test
¢ubuklart (Merck) ile talimatlara uygun olarak test edildi ve 69 adet kolonide oksidaz

(-) sonug alind1.

Disk difiizyon testi sonuclari

CLSI (2013) talimatlar1 takip edilerek, oksidaz (-) sonu¢ veren 69 koloniye
uygulanan antibiyotik disk difiizyon sonuglaria gore; 21 adet izolatin seftazidime
(CAZ) direngli, 24 adet izolatin sefotaksime (CTX) direncgli, 50 adet izolatin ise
sefpodoksime (CPD) direngli oldugu tespit edildi. Ug tiir antibiyotige (CAZ, CTX,
CPD) ayn1 anda direng gosteren izolatlarin ise 23 adet oldugu belirlendi.
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VITEK MS Sonuclari

Sonuglar elde edildikten sonra izolatlar VITEK-MS cihazi kullanilarak sirasi ile;
Enterobacter cloacae/asburiae (%32), Acinetobacter baumanni complex (%25),
Klebsiella pneumoniae (%14), Escherichia coli (%10), Citrobacter freundii (%9),
Acinetobacter junii (%3), Aeromonas hydrophila /caviae (%1,4), Enterobacter
aerogenes (%21,4), Paenibacillus durus (%1,4), Stenotrophomonas maltophilia
(%1,4), Vibrio metschnikovii (%1,4) olarak tanimlandi. Izole edilen bakterilerin

sayilar1 (log cfu) bazinda ¢izelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. VITEK MS ile kolonilerin tiplendirilmesi ve dagilimi

25
= 20
(=4
(5]
g
= 15 A
]
>
a
— 10 ~
S
(]
=]
K
o 5 -
M Bakteri sayisi (log cfu)
O .
PN N I P PRI
SO RS
((\Q\ {\0(\@\ & Qg}\é\’b\o 0(\\ 3 (}\\,&0
O E OO
S &2 &S &
@'b*\ &0 t)@Q & & ,bg'be’ & X F P &
ARG NI YR CUSVCPNS & & F&®
PR PO N ¥ &3
N 2 O L & O RV &I
Q Q& ¥ K o N
& o NN Y R
o0 o& (60 o‘é
& & & &>
?é’\(\ Q/Q S

Tanimlamalardan sonra elde edilen sonuclar incelendiginde sekil 4.1°de gosterildigi
gibi, tanimlanan bakterilerde sadece seftazidime (CAZ) direngli 21 adet izolatin
yizdeleri sirast ile; Klebsiella pneumoniae (%38), Escherichia coli (%29),
Enterobacter cloacae/asburiae (%24), Citrobacter freundii (%5), Acinetobacter junii

(%5) olarak siralandig gorildi.
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Sekil 4.1. Seftazidime (CAZ) direngli Enterobacteriaceae suslarinin yiizdece dagilimlari

Ayrica sekil 4.2°de gosterildigi iizere, sadece sefotaksime (CTX) direngli 24 adet
bakterinin yilizdeleri sirasi ile; Klebsiella pneumoniae (%42), Escherichia coli (%29),
Enterobacter cloacae/asburiae (%17), Acinetobacter baumannii complex (%8),

Acinetobacter junii (%4) seklinde siralandigr goriildii.

CTX

Acinetobacter
junii
4%

Acinetobacter
baumannii

complex

8%

Enterobacter
cloacae/asburiae
17%

Sekil 4.2. Sefotaksim (CTX) direngli Enterobacteriaceae suglariin yiizdece dagilimlari

Son olarak da sekil 4.3’de goriildiigli lizere sadece sefpodoksim (CPD) direngli 50
adet bakterilerin yiizdeleri siras1 ile; Acinetobacter baumannii complex (%26),
Enterobacter cloacae/asburiae (%26), Klebsiella pneumoniae (%20), Escherichia
coli  (%14), Citrobacter freundii  (%8), Acinetobacter junii  (%2),
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Paenibacillus durus (%2), Stenotrophomonas maltophilia (%2) seklinde siralandigi

goriildii.

CPD

2%
\ H Acinetobacter baumannii
complex

H Enterobacter
cloacae/asburiae

i Klebsiella pneumoniae

H Escherichia coli

Sekil 4.3. Sefpodoksim (CPD) direngli Enterobacteriaceae suslarimin yiizdece dagilimlar

Antibiyvogram dogrulama testi sonuclari

Disk difiizyon testine gore 69 adet slipheli GSBL pozitif bakterinin antibiyogram
dogrulama testi sonucuna gore 18 adet gram (-) Enterobacteriaceae tiiriiniin GSBL
(+) tireticisi sonucuna kesin olarak ulasildi.

Izole edilen suslarin 18 adeti (%25,55) GSBL pozitif bulundu. Tiim numunelerden
GSBL pozitif olarak belirlenen veriler sebzede bulunma yiizdeleri ile beraber Cizelge

4.2 de gosterildi.

Cizelge 4.2. Sebzelerden izole edilen GSBL pozitif Enterobactericeae tiirleri

. L . . Toplam
Bakteri Klebsiella Escherichia coli Citrobacter GSBL (+)
Sebze Ornekleri sayist pneumoniae (n) (n) freundii (n) -
(n) (GSBL pozitif)  (GSBL pozitify  (GSBL pozitif)

Maydanoz (n=8) 6 1 (%16,6) 2 (%33,4) - 3 (%50)
Ispanak (n=9) 9 2 (%22,2) 2 (%22,2) - 4 (%44,4)
Roka (n=8) 5 3 (%60) - - 3 (%60)
Paz1 (n=11) 11 1 (%9) - - 1 (%9)
Kivircik (n=8) 6 2 (%33) - - 2 (%33)
Dereotu (n=8) 8 - 2 (%25) 1(%12,5) 3 (%37,5)
Karalahana (n=8) 3 - 1 (%33,3) - 1 (%33,3)
Nane (n=8) 3 1 (%33,3) - - 1 (%33,3)
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Tiim fenotipik sonucglara gore; 8 adet maydanoz numunesinden izole edilen 6 adet
bakteriden 3(%50) izolatin; 9 adet ispanak numunesinden izole edilen 9 adet
bakteriden 4 (%44.,4) izolatin; 8 adet rokadan izole edilen 5 adet bakteriden 3 (%60)
izolatin; 11 adet pazidan izole edilen 11 adet bakteriden 1 (%9) izolatin; 8 adet
kivirciktan izole edilen 6 adet bakteriden 2 (%33) izolatin, 8 adet dercotundan izole
edilen 8 adet bakteriden 3 (%25) izolatin; 8 adet karalahanadan izole edilen 3 adet
bakteriden 1 (%33,3) izolatin ve son olarakta 8 adet naneden izole edilen 3 adet

bakteriden 1 (%33,3) izolatin GSBL pozitif sonug verdigi belirlendi.

Tiim verilerin yani sira, antibiyogram dogruma islemi sonuclarma goére MBL ve
AmpC olmak iizere GSBL’dan hari¢ olarak iki farkli diren¢ daha tespit edildi
(Cizelge 4.3). 108 adet numuneden belirli asamalar ile izole edilen ve 69 adet
bakterinin tanimlamasi yapilan izolatlardan toplamda 1 adet Stenotrophomonas
maltophilia susunun ve 3 adet Acinetobacter baumanni complex susunun MBL
tirettikleri ve aym1 zamanda GSBL {ireten E. coli suslarindan birinin ise AmpC

tirettigi belirlendi.

Cizelge 4.3. GSBL, MBL, AmpC enzimlerinin sebzelerde bakteri tiplerine gére dagilimlar1 ( n=69)

Mikroorganizma cinsi GSBL MBL AmpC
Klebsiella pneumoniae 10 - -
Escherichia coli 7 - 1
Citrobacter freundii 1 - -
Acinetobacter baumanni complex - 3 -
Stenotrophomonas maltophilia - 1 -
TOPLAM 18 4 1
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde antibiyotiklere karsi olusan direncin hizla artmasi ve halk sagligim
onemli derecede tehdit eder diizeye ulasmasindan dolay;; WHO ve Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) basta olmak iizere uluslararasi kuruluslar ve bu konuda yapilan
calismalar bu sorunun {iizerinde Onemle durmaktadirlar. Bunlardan biri ise;
WHO’nun 2015’in Eyliil ve Ekim aylarinda yaptiklar1 Barbados, Cin, Misir,
Hindistan, Endonezya, Meksika, Nijerya, Rusya Federasyonu, Sirbistan, Giiney
Afrika, Sudan ve Viet Nam olmak tizere toplam 12 iilkede antibiyotik kullanimi ve
antibiyotik direncine iligkin bilgilendirme anketleridir. Bunun gibi anketler bu konu
tizerinde olusabilecek biiyiik bosluklar1 anlamada ve en yaygin yanlis bilgiler ile

miicadele agisindan WHO ve ortaklarina biiyiik yarar saglamaktadir (WHO, 2015).

Enterobacteriaceae suslarinda salgilanan genis spektrumlu beta laktamaz enzimi
halk sagligi agisindan biiyiik bir sorun teskil etmektedirler. 2001 ve 2002 yillari
arasinda poliklinik diskilarinda GSBL iireten Enterobacteriaceae sikligini belirlemek
amaciyla yapilan bir ankette, GSBL tasiyicilarinin sikliginda %2,1 den % 7,5’e artis
gosterdigi belirlenmistir (Mirelis ve ark., 2003). Bir baska ¢alismada ise; toplum
kaynakli GSBL {iireten Enterobacteriaceae bakteriyemi sikligt % 4,1°dir (Kang ve
ark. 2008). Halk sagliginda biiyiikk bir 6nem tasiyan bakterilerin olusturduklar
multidirencin yayillmasina katki saglayan faktorler arasinda; fekal tasiyicilik,
bagirsak kolonizasyonu, uluslararasi seyahat ve ev iiyesi aktarimi oldugu yapilan

caligmalarda gosterilmektedir (Leupland ve ark. 2008; Ho ve ark. 2008).

Sebzeler dis ortama direkt temas ile yetistiklerinden dolayr (toprak, su)
mikroorganizmalarca kontamine olabilmekte ve buna ek olarakta temiz sularla
sulanmayan sebzelerde, saglik i¢in zararli mikroorganizma popiilasyonunun arttig1
yapilan calismalarda goriilmektedir (Kivang, 2011). Arastirmalar incelendiginde;
E.coli ve Klebsiella spp. suslarini gidalarda ve ayni serotipleri bu gidalari tiiketen
hastalarda tespit edilmistir (Cooke ve ark., 1970; Cooke ve ark., 1980).
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Bu calismada; ¢ig tliketime uygun olan sebze orneklerinde, antimikrobiyal direng
tespiti icin kullanilan bir yontem olan disk diflizyon testinin disinda, elde edilen
kiltiirleri tanimlamak amaciyla, kiitle spektrofotometresi (VITEK MS) kullanilmis
ve sonuglar %99,9 kesinlik payiyla belirlenmis olup, tanimlamasi yapilan izolatlarin
antibiyogram dogrulama ve minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerleri
belirlenmistir. Sonug olarak; alinan sebze numunelerinden izole edilebilen GSBL (+)

Enterobacteriaceae suslarinin varligi saptandi.

Son yillarda bir¢ok ¢alismaya konu olan antibiyotik direnci, iilkemiz literatiirlerinde,
gidalar {izerine yapilan arastirmalarda da yer bulmaktadir. Ozellikle incelendiginde;
kirmiz1 et, balik, siit ve tavuk gibi tliketimi yogun olan gidalarda yapilan ¢alismalar
bulunmakla beraber bu konuyla ilgili olarak sebzeler iilkemiz literatiirlerinde pek yer
bulamamaktadir. Bu nedenle, yapilan calisma iilkemizde sebzelerden izole edilen
Enterobacteriaceae tiirlerinin direnglilik durumlarini inceleme agisindan yeni bir

calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Analizlerin sonucunda; CLSI 2013 prosediirlerine gore uluslararasi kabul goéren
yontem ve standartlar1 baz alinarak uygulanan disk difiizyon ve mikrodilisyon
testlerinin yani1 sira VITEK MS Maldi-tof tiplendirme ve antibiyogram dogrulama
islemleri de yapilds; Istanbul ve gevresinde bulunan semt pazarlarindan satin alinan,
13 cesit olmak {izere toplamda 108 adet sebzeden izole edilen 69 adet izolatin,
antibiyogram dogrulama ve MIK degerleri sonucuna gore; %55,5’1 Klebsiella
pneumoniae (n=10), %39’u Escherichia coli (n=7), %6°’s1 Citrobacter freundii (n=1)
olmak iizere toplamda 18 (%25,71) adeti kesin olarak GSBL (+) sonug verdi (CLSI,
2013).

Sebzelerden izole edilen bakterilerin diinya literatiirleri ile karsilagtirildiginda
benzerlik gosterdikleri goriilmektedir. Izole edilen bakteriler; Enterobacter
cloacae/asburiae, Acinetobacter baumanni complex, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Acinetobacter junii, Aeromonas
hydrophila/caviae, Enterobacter aerogenes, Paenibacillus durus, Stenotrophomonas
maltophilia, Vibrio metschnikovii olarak belirlendi olup literatiirler ile benzerlik
gosteren bakteriler ise; Enterobacter cloacae/asburiae, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Citrobacter freundii olarak goriildii (Soriano ve ark., 2000; Falomir
ve ark., 2010; Falomir ve ark., 2013; Zurfluh ve ark., 2015).
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Tiirkiye ve uluslararast ¢apta yapilan arastirmalar incellendiginde, Tiirkiye’de
sebzeler lizerine yapilan direng c¢alismalart yok denecek kadar az iken; diinya
literatiirlerinde analize alinan sebzelerden izole edilen mikroorganizmalarin direng

profillerine bakilarak, olusan direncin genleri dahil olmak tizere tespit edildi.

Schwaiger ve Arkadaglar’'nin 2011 yilinda yaptiklart ¢alismada, pazarlama
asamasindaki (stipermarket vs ¢iftlik) sebzelerden izole edilen bakterilerin
antibiyotik direnci arastirilmistir. Enterobacter cloacae, Enterobacter gergoviae,
Pantoea agglomerans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida ve
Enterococcus faecalis tiirlerinin 30 kadar antibiyotige karsi fenotipik direngleri
mikro-seyreltme yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kokli sebzelerde E. Cloacae,
soganli sebzelerde E. gergoviae, hububat ve salatalarda P. Agglomerans yiiksek
prevelansa sahip oldugu bildirilmektedir. B-laktamlara karsi direncin en sik P.
agglomerans’ta ve Sefaklora karsi ise E. Gergoviae’ta (% 41 ve% 29) oldugu ifade
edilmistir (Schwaiger ve ark., 2011). Ulkemizde yapilan bu ¢alisma ile Almanya’da
yapilan bu arastirmada elde edilen izolat sonuclari, sebzelerden izole edilen
bakteriler agisindan benzerlik gdstermesinin yani sira, bizim sonuclarimiza gore
GSBL (+) olan suslar ile Almanya’da yapilan ¢aligma arasinda farkliliklar oldugu
goriildii.

Blaak ve Arkadaslar1 2014 yilinda Hollanda’da sebzelerde GSLB ve AmpC iireten
Enterobacteriaceae varligin1 belirlemek amaciyla; kereviz, havu¢ demeti, hindiba,
frenk salatasi, marul, mantar ve turp gibi supermarketlerden alinan sebzeleri
kullanmislardir. GSBL iireten Enterobacteriaceae tiirlerinin kaynaklariin tarimsal
ile ilgili olup olmadiginm belirlemek i¢in, marullar 3 ¢iftlikten toprak ve sulama suyu
ile birlikte dogrudan almmistir. GSBL iireten sebzelerden izole edilmis
Enterobacteriaceae tiirlerini; Rahnella aquatilis (n = 119), Serratia fonticola (n =
45) ve Pantoea agglomerans (n = 1) olarak belirlemislerdir. Kerevizden izole edilen
R. aquatilis ve 1spanaktan izole edilen S. Fonticola suslarinin GSBL genleri, sirasiyla
blararn-1 Ve Dblagaqn2 Ve Dblarona-1, blarona-2, blaronass Ve blaronas olarak
belirlenmistir. 3’lincii kusak sefalosporine dayanikli fekal Enterobacteriaceae tiirleri
sirastyla %2,7, %1,3 ve %]1,1 oranlarinda olmak iizere slipermarket sebzelerden,
ciftliklerden alinan maruldan ve tarim topraklarindan izole edilmistir. Taze iiriinler
ve tarimsal ¢evrenin karsilastirilmasi halinde; taze iriinlerdeki Enterobacteriaceae

tirleri yetistirilen topragi yansittigimi bildirmislerdir (Blaak ve ark., 2014).
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Reuland ve Arkadaslari’nin 2014 yilinda yaptiklart bir ¢alismada; genis spektrumlu
betalaktamaz (GSBL) iireten Enterobacteriaceae (GSBL-E) tiirlerinin Amsterdam ve
Hollanda’da perakende olarak satilan ¢ig sebzelerde mevcut olup olmadigim
belirlemek i¢in sebze numuneleri toplayarak, identifikasyon ve duyarlilik testlerinden
sonra GSBL kodlayan genler bir mikroarray ile karakterize edilmistir. 15 sebze
tiirlerinden 4 tanesi GSBL-E ile kontamine edilerek, 7 numunede (% 6) GSBLE elde
ettiklerini bildirmislerdir. 3 adet blactx-m-15, tek 1 adet blactx-m-1, ctx-m-9 grubuna ait
iki gen ve bir SHV GSBL kodlayan gen bulunmustur. Ayn1 zamanda elde edilen bu
GSBL genleri insan kaynakli enterobakteriyel suslarla benzerlik gosterdikleri
belirtilmistir (Reuland ve ark., 2014). Bildirilen bu sonuglar géz oniine alindiginda;
insan florasinda bulunan genis spektrumlu beta laktamaz geni tasiyan bakterilerin
kaynag1 olarak, viicuda alinan ve metabolizmaya katilan ¢ig sebzelerinde olabilecegi

g0z ard1 edilmemelidir.

Skockova ve Arkadaslari’nin 2013 yilinda; Almanya'da shigatoxigenic Escherichia
coli (E.coli)’nin ¢ig sebze ve filizlenmis tohumlarda biiyliik bir salgin nedeni
olmasindan dolay: yaptiklar bir ¢alismada; ¢ig sebzelerde ve Cek Cumhuriyeti’nde
satig1 yapilan filizlenmis tohumlarda E. coli tespiti ve karakterizasyonu iizerinde
durulmustur. 24 adet (% 26.4) ornekte E. coli varligi pozitif olarak belirlenmis ve
direng tespiti E test ve disk diflizyon yontemleri ile tayin edilmistir. Elde ettikleri
sonuglara gore; B-laktam direnci kodlayan genler, blatgm, blasny, ve blacrx olarak
bildirilmistir (Skockova ve ark., 2013). Sonug olarak, perakende pazarinda satilan
¢ig sebze ve filizlenmis tohumlar; B-laktam antibiyotiklere karsi direngli E.coli
suslarmin varhigr ile tiiketiciler i¢in potansiyel bir risk temsil edebilmektedir. Yapilan
bu ¢aligmada ise; elde edilen 7 adet E.coli susunun, disk difiizyon ve antibiyogram
dogrulama sonuglarina gore, hepsinin GSBL (+) sonu¢ vermesi, Cek Cumhuriyetinde
yapilan calisma ile paralellik gostererek ayni yarginin bizdede olabilecegi ortaya

konmaktadir.

Raphael ve Arkadaslari’nin 2011 yilinda yayimladiklari c¢alismalarinda; 25 parti
paket halinde satilan 1spanagi 16S rRNA gen dizilimi ile GNB popiilasyonunun
antimikrobiyal maddelere kars1 gosterdikleri direnci ve GSBL genlerinin varlig
acisindan incelemislerdir. Incelenen 1spanak numunelerinin 231 rastgele secilmis
koloniler arasindan 165 (%71) tanesinde 20 adet taninan GNB tiirii bulunmustur.

Organik veya inorganik 1spanaklardan izole edilen bakterileri; Acinetobacter
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rhizosphaerae, Enterobacter aerogenes, Erwinia persicina, Pantoea agglomerans,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas teessidea, Rahnella aquatilis, Serratia fonticola
olarak tanimlamislardir. Sefotaksim ve seftazidime direng gostermesiyle GSBL
pozitif siipheli 12 adet susu (Rahnella aquatilis, Pseudomonas teessidea) blactx-m ve
blarem genleri agisindan incelemislerdir (Raphael ve ark., 2011). Bu tiir ¢calismalara
bakildiginda; taze iirlinlerin antimikrobiyal ilaglara 6zellikle de beta laktama karsi
direngli Gram (-) bakterilerin yayilmasinda bir liman gorevi gorebilecegi ve
bakterilerin bu tiir ilaglara karsi diren¢ olusturabilecek genleri tasiyabilecegi

goriilmektedir.

Ruimy ve Arkadaslari’nin 2010 yilinda Fransa’da yayimladiklari, organik ve
konvansiyonel sebze — meyveler (4 ¢esit meyve ve 6 gesit sebze) iizerinde yaptiklari
arastirmada; 292 adet sebze ve 107 adet meyve olmak iizere toplamda 399 adet
numune, Uglincli kusak sefalosporinlere direncgli nonoksidatif gram negatif
bakterilerin insan sagligi tizerindeki potansiyel etkisi tizerinde durmuslardir.
Tanimlanan bu bakteriler; Acinetobacter sp., Stenotrophomonas sp., Rahnella sp.,
Proteus sp., Pantoea sp., Klebsiella sp., Ewingella sp., Escherichia sp. ve Erwinia
sp. olarak tanimlanmistir. Bu bakterilerin ¢ogu toprak ve ¢evre kaynakli oldugunu ve
bu bakterilerin arasinda, bagisiklig1 etkileyecek potansiyel patojen tiirler nadir olarak
bildirilmis ve test edilen {irinlerin % 13’{iniin genisletilmis spektrumlu beta laktamaz
tireten Rahnella sp. olarak tanimlanan bakteriler oldugu ve blagraun genini tagidigi

beyan edilmistir. (Ruimy ve ark., 2010).

Istanbul’da yapilan bu ¢aligmada; GSBL iireten 3 tiir bakteri (K. pneumoniae, E. coli
ve C. Freundii) maydanoz (%50), 1spanak (%44,4), roka (%60), paz1 (%]1), kivircik
(%33), dereotu (%37,5), karalahana (%33,3) ve nane (%33,3) gibi genis yaprakli ve
topraga yakin yetisen sebzelerden izole edildi. Diger taraftan topraga uzakligi
digerlerine nazaran daha fazla olan asmadan ve topraga yakinligi daha fazla olan

mantardan ise GSBL iireten izolat alinamada.

Literatiirde bulunan g¢aligmalar incelendiginde ispanak gibi sebzelerden E. coli
susunun izole edilebildigi ve bu susun sebebininde fekal bir bulagma olabilecegi
goriilmektedir (Raphael, 2011). Yurtdisinda yapilan diger bir calismada ise;
marullarin yetistirildigi ¢iftlikten toprak, su ve sebze olmak {izere 3 farkli tiirden

numune alimistir ve sonugta sebzeden %14, topraktan %14 ve sulama suyundan ise
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%100 oraninda Enterobacteriaceae suslari izole etmislerdir (Blaak ve ark., 2014). Bu
calismada gozlemlenen sonuglara bakildiginda bulagsmanin kaynaklarinin biiyiik

cogunlukla sulama kaynaklarindan olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde meyve ve sebzelerde direngli Gram (-) bakteri
poplilasyonunun varligi sik¢a goriilmekte oldugu ve kaynaklar1 bakimindan pek bir
fark goriilmedigi, ayn1 zamanda da bu direnci saglayan genleri tagimalar ile tiim
diinya literatiirii ile paralel sonuglar elde edilerek sonug¢ olarak ¢ig tiikketime uygun
sebzelerin, antimikrobiyal maddelere direngli bakteriler igin ciddi bir kaynak

olusturdugu goriilmektedir.

Bu aragtirmada GSBL yaninda antibiyotik direngleri konusunda 6nemli bir direng
tirii olan metallo beta laktamaz (MBL)’da sebzelerde rastlanmistir. Yapilan
calismada; bir adet Stenotrophomonas maltophilia ve 3 adet A. baumannii suslarinda

MBL enziminden kaynaklanan direng tespit edilmistir.

Diger bir diren¢ tirii olan MBL direnci, klinik olarak yapilan ¢alismalarda
Stenotrophomonas maltophilia suslarinda goriilmekte ve sebzelerden de izole
edilebilen bu suslarda metallo beta laktam direnci, bla,; ve/veya bla,, bélgelerinden
kaynaklanmaktadir (Mercuri ve ark. 2002; Zhuo ve ark. 2004; Yang ve ark. 2014).
Diger bir taraftan hazir yemege uygun salatalarda yapilan bir calismada
Stenotrophomonas maltophilia susu %78 oraninda izole edilmistir (Qureshi ve ark.,
2005). Sebzeler iizerine yapilan bu c¢alismada antibiyogram dogrulama asamasinda
ortaya c¢ikan bu direng tiirli i¢in literatiirlere bakildiginda, sebzelerden izole edilen S.
maltophilia izolatlarinda MBL direncine fazla deginilmedigi goriilmektedir. Fakat
klinik olarak incelenen ornekler géz Oniine alindiginda sebzelerde bulunabilen bu
susunda ayni sekilde diren¢ kazanabilmesi olasidir. Bu ¢alismada; MBL direncini
tespit etmek igin gerekli metotlardan biri olan ve CLSI tarafindan belirtilen Modifiye

Hodge yontemini uygulanmadigi i¢in, bu sonuglar tartismali olabilmektedir.

Yine bu calismada; bir adet E. coli susunda AmpC beta laktamaz direnci tespit
edilmistir. Arastirmalarda; sebzelerde bulunabilecek AmpC beta laktamaz direncine
bakildiginda Enterobacteriaceae familyasina ait Citrobacter ve Enterobacter
tiirlerinin AmpC {iretimi yapabildigi, 6zellikle de 6nemli bir fekal bakteri olan ve

AmpC ireten E. coli'nin sebzelerden izole edilebildigi goriilmektedir
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(Blaak ve ark., 2014; Van Hoek ve ark., 2015; Njage ve Buys, 2015). Yapilan
calismalar ile karsilagtirildiginda, analizlerin son agamasinda yer alan antibiyogram
dogrulama kisminda rastlanan AmpC direngli E. coli susunun benzerlik gosterdigi ve
ayni zamanda c¢alismalarda gorildiigii gibi GSBL ve AmpC‘ye karst multidireng
gosterebildigi belirlendi.

Giderek artan bir sorun haline gelen ¢oklu direng, giiniimiizde Enterobacteriaceae
suslarinda goriilmekte, farkli antibiyotik gruplarina karsi diren¢ mekanizmalari
gelistirerek ve yayilimlar gostermektedirler (Murray ve ark., 2005; Gilbert ve ark.
2007; www.eucast.org, 2013). Coklu direng genellikle, degisik direng
mekanizmalarinin genetik determinantlarin1 tasiyan plazmit ve transpozonlarin
alinmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (Giir, 1999; Pechere ve
Kohler, 1999). Boylece, antibiyotige direngli bakteri genleri kolayca firsate¢i
patojenlere transfer edilebilir. Bu transfer ilk olarak marul (Bezanson ve ark., 2008)
ve 1spanakta (Waila ve ark., 2013) bulunan bakterilerin, GSBL genleri tarafindan
kodlanan ampisilin direnci ile ortaya konmustur. Coklu direncin sebeplerinden bir
digeri ise; aktif efluks pompalaridir ve son yillarda yapilan calismalar bu
mekanizmaya odaklanmistir (Ruzin ve ark., 2010; Coyne ve ark., 2011; Fernando ve
Kumar, 2012).

Son yillarda insan sagligina olumlu etkileri ile tiikketimi artan ¢ig sebzeler, diyetlerde
basta kalp rahatsizliklar1 olmak iizere, obezite ve diyabet gibi hastaliklarin tedavi
stireglerinde ana gidalardan biri olarak kullanilmaktadir. Bir¢cok gidada olabilecegi
gibi sebzelerde de bulunan bakterilerdeki antimikrobiyal direngliligin Oniine
gegebilmek amaci ile Tiirkiye ve Diinya’da yapilan ¢aligmalar daha genis yanki
olusturmali ve insan sagligina karsi antibiyotiklerin olusturduklari olumsuz etkilerin

azaltilmas1 hedeflenmelidir.

Bu calismada; sebze orneklerinden izole edilen enterik bakterilerin fenotip yontemler
kullanilarak beta laktamlara karsi olusturduklari direng tespit edildi ancak yeterli
olmayacagi ongoriilerek bu yontemlere ek olarak VITEK MS ile tiplendirmesi ve son

olarakta antibiyogram dogrulama ile MIK degerleri tespit edildi.

Sonug olarak; bu ¢alismada GSBL iireten enterik bakteriler saptandi ve bunlarin yurt

dis1 literatiirleri ile de benzerlikler gosterdigi belirlendi. Bu bakteriler
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sadece klinik veya toplumsal kokenli olmayip, gidalardan (¢ig tiiketilen sebzelerden)
da kaynaklanabildigi ve ayrica tiketimi ile insan organizmasina gegebilme
olasiliginin da oldugu unutulmamalili ve bu tip bakterilerin kontaminasyonlari
engellenmeli veya minimum seviyeye indirgenmelidir. Saglikli yasamada, 6zellikle
antibiyotiklere karst olusan direnglerin Onlenmesi amaciyla, potansiyel direng
kaynag1 olabilecek sebzelerin kontrol altinda tutulmasi i¢in; hayvancilik sektoriiniin
ve aym zamanda iirlin bazinda tim girdilerin siki denetimlere tabi tutulmasi
gerekmektedir. Sebzelerde kullanilan giibrelerin alindig1 ¢iftliklerdeki besi
hayvanlarinda kullanilan antibiyotiklerin miktari, buna bagli olarak giibrelerin
iceriginde bulunan GSBL iireten enterik bakterilerin varlig1 ve sebzelere verilen su
kaynaklarinin temizligi gida giivenligi ve halk sagligi agisindan son derece onemli

oldugu kanaatini tasimaktay1z.
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