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PEYNIR (").RNEKLERiNDEN iZOLE EDILEN ENTEROBAKTERILERDE
GENIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ (GSBL) VE AMPC
DIRENCLILIK DURUMLARININ INCELENMESI

OZET

Asirt ve bilingsiz antibiyotik kullanimi mikroorganizmalarda antibiyotik direnci
gelisimi ile sonuglanmaktadir. Bu durum halk sagligi acisindan ciddi bir risk
olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii bu sorunun 6nemine isaret etmekte, antibiyotik
direngliligin yayilis yollarmin anlasilmasi i¢in Ulusal otoriteleri uyarmaktadir.
Antibiyotiklere direngli bakterilerin baslica kaynaklar1 klinik ve toplumsal olarak
bilinmektedir. Son yillarda yiiriitiilen epidemiyolojik aragtirmalar gidalarin da direncli
bakteriler ve diren¢ kodlayan genetik elemanlarin yayilislarinda son derece onemli
rolleri olduklarini ortaya koymustur. Giinimiizde, genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotikleri inaktif eden beta-laktamaz tireten Enterobacteriaceae suslarinda ¢oklu
ilag direnci gelisimi artan sekilde goriilmiistiir. Arastirmalar genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar (GSBL-) yaninda aminopenisilin inaktive eden sefalosporinaz
(AmpC-) tipi enzimlerin de enterik bakterilerde artis gosterdigini saptamistir. Bu
Enterobacteriaeae suslar1 yol agtiklar1 infeksiyonlarda morbidite ve mortalite
oranlarini ti¢ kat artirmakta ve tedaviyi neredeyse olanaksiz duruma getirmektedirler.
Bu nedenle, antibiyotiklere ¢oklu direng gosteren gidalarda bu tip beta-laktamazlarin
tespiti biiylik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada peynir iriinlerinden izole edilen
Enterobacteriaceae suslarinda GSBL- ve AmpC- tipi beta-laktamazlarin varliklarinin
incelenmesi amaglanmistir. Arastirmada 83 adet peynir Orneklerinde 6n
zenginlestirme, selektif zenginlestirme ve oksidaz testleri uygulanarak mikrobiyolojik
inceleme yapilmistir. Elde edilen toplam 18 adet Enterobacteriaceae izolat1 Vitek®
MS kiitle spektrometresi ile tiplendirilmis ve tiir bazinda dagilimlar1 %27,8 Klebsiella
pneumoniae, %27,8 Hafnia alvei, %22,2 Escherichia coli, %11,2 Klebsiella oxytoca,
%b5,5 Enterobacter cloacae ve %5,5 Citrobacter spp. olarak belirlenmistir.
Tiplendirilmis izolatlarda GSBL- ve AmpC-tipi beta-laktamazlarin karakterizasyonu
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Kurumu talimatlarina (CLSI 2013) gore disk
difiizyon, disk difiizyon dogrulama ve MIK analizi testleri ile yapilmistir. inceleme
sonucu 9 adet izolatta GSBL-, 4 adet izolatta GSBL- ve AmpC- kombinasyonu ve 5
adet izolatta AmpC- karakterize edilmistir. Sonug olarak, peynir érneklerinde GSBL-
ve Amp- tipi beta-laktamazlarin varliklari saptanmistir. Satisa sunulan peynirlerin bu
tip beta-laktamazlar iireten Enterobacteriaceae suslart igerdikleri ve tiiketici saglig
acisindan Onemli risk teskil ettikleri tespit edilmistir. Diinya’da gida kodeksleri
gidalarin mikrobiyal bulagsmalarini kontrol amacli standartlar belirlemesine karsin
antibiyotiklere direngli mikroorganizmalardan bahsetmemektedir. Bu nedenle gida
giivenligi ve halk saglig1 agisindan gida kodekslerine antibiyotiklere karsi direngli
mikroorganizmalarinda tesbitinin ilave edilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: AmpC, Antibiyotik direnci, beta-laktamaz, peynir,
Enterobacteriaceae, gida giivenligi, halk sagligi.
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INVESTIGATION OF THE RESISTANCE STATUS OF EXTENDED
SPECTRUM BETA-LACTAMA (ESBL) AND AMPC IN
ENTEROBACTERIACEAE ISOLATED FROM CHEESE SAMPLES

ABSTRACT

The off-label over use of antibiotics results in development of antibiotic resistance in
the bacteria. This situation significantly leads to a threat to the public health. The Word
Health Organization, therefore, has considerably warned the national legal authorities
about this emerging issue, including understanding the ways of dissemination of
antibiotic resistance. Both the human clinical and community settings are known the
major sources of antibiotic resistant bacteria around the World. However, the recently
conducted studies have provided that the foods suggest potential pathways for
transportation and transfer of resistant bacteria and their resistance-encoding genetic
elements acroos the World. In the present time, beta-lactamase producing
Enterobacteriaceae inactivating extended spectrum beta-lactam antibiotics are known
to produce multi-drug resistance. The recent studies are indicating that
Enterobacteriaceae strains have increasingly both a co-existing pattern of extended-
spectrum beta-lactamase (ESBL-) and aminopenicillin inactivating cephalosporinase
(AmpC-) type enzymes. Multi-drug resistant enterobacteria associated mortality and
morbidity was found to be three-times higher than non-multi-drug resistant
enterobacteria by leading to therapeutic failures against infections. Therefore, the
detection of foodborne beta-lactamases has gained significant importance for the
human health. The objective of this study was to determine ESBL- and AmpC-
producing Enterobacteriaceae in cheese samples phenotypically. In this study, a total
of 83 cheese samples was examined microbiologically by performing pre-enrichment,
enrichment on selective media, and oxidase tests. Based on the microbiological results,
a total of 18 isolates, including Klebsiella pneumoniae (27.8%), Hafnia alvei (27.8%),
Escherichia coli (22.2%), Klebsiella oxytoca (11.2%), Enterobacter cloacae (5.5%),
and Citrobacter spp. (5.5%) was identified by Vitek® MS mass spectrometer. The
identified isolates were exposed to phenotypic characterization of beta-lactamase type
by conducting disc diffusion, disc diffusion confirmation, and MIC determination tests
according to the Guidelines of Clinical and Laboratory Standards Institute. The
phenotypic results revealed that the most common beta-lactamase type was determined
as ESBL in 9 isolates, followed by ESBL & AmpC in 4 isolates, and AmpC in 5
isolates, respectively. In conclusion, our study showed that the presences of ESBL-
and Amp- type beta-lactamases were determined in the Enterobacteriaceae isolated
from from cheeses. The sold cheese samples contained multi-drug resistant
enterobacteria, and therebye significantly presented a health risk for the consumers.
Although microbiological criteria have been considered appropriate to the Food
Codex, an inspection for antibiotic-resistant enterobacteria as both food and health
safety has not come into force yet all over the World. Thus, antibiotic resistance should
be included as a food and health safety parameter in the Food Codex.

Keywords: AmpC, Antibiotic resistance, Beta-lactamase, Cheese,
Enterobacteriaceae, Food safety, Public health.

Xiv



1 GIRIS ve AMAC

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin neden oldugu infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ve korunmasinda kullanilan yaygin kullanilan ilaglardir. Antibiyotiklerin
kesfi ile infeksiyon hastaliklarina bagli 6lim olaylart hizla azalmistir. Ancak
mikroorganizmalar antibiyotiklere kars1 direng gelistirerek yasamlarini devam
ettirmek istemektedirler. Bu sekilde antibiyotiklere karst diren¢ kazanan
mikroorganizmalarin olusturdugu infeksiyon hastaliklariin tedavisinde giiniimiizde
biiyiik zorluklar yaganmaktadir. Antibiyotik direnci gercekten sadece bu giinii degil
gelecegi de ilgilendiren diinyamizin en 6nemli saglik sorunudur. Bu sebeple direng
genlerinin mikroorganizmayr antibiyotiklere karst nasil dayanikli kildiginin
anlasilmasi i¢in antibiyotiklerin ve etki mekanizmalarinin bilinmesi gerekmektedir

(Wang ve ark. 2012).

Antimikrobiyal direng halk sagligini ve gida giivenligini yakindan ilgilendirmektedir.
Direngli bakteriler hayvansal kaynakli gidalar yoluyla direkt olarak insana
bulasabilmekte ayni sekilde diren¢ kodlayan genler bakteri tiirleri arasinda 6zgiin
aktarim mekanizmalari yoluyla karsilikli olarak aktarilabilmektedirler (Laxminarayan
ve ark. 2013). Bunun sonucu olarak ortaya direngli farkli bakteriler ¢ikmaktadir.
Diren¢ mekanizmalarint anlamak ve yeni tiirleri tanimlamak konuya genis
perspektiften bakilmasini ve miiltidisipliner ¢calismalar1 gerektirmektedir (Ganter ve
Stelling, 2011). Uluslararasi otoriteler antibiyotik direngliligini glinimiizde
“Biyolojik Tehlike” olarak tanimlamaktadirlar (EFSA 2011; WHO 2013).

Diinya’ da her yil yaklasik 175 milyon kisi antibiyotiklere direngli enterobakterilerin
yol agtiklar: tiriner sistem infeksiyonlarina yakalanmaktadir. Antibiyotiklere kars1 en
fazla direngli olan Genislemis Spektrumlu beta-Laktamaz(GSBL) igeren
Enterobacteriaceae tiirleridir (Brolund 2014). Asir1 ve sik tiglincii nesil sefalosporinler
ve aztreonam kullanimi bu tip enzimleri iireten bakterilerin yayilislarinda etkin roller
oynamaktadir (Rice, 2009). Bu patojen suslarin beta laktam antibiyotiklere kars1 beta-
Laktamaz enzimleri iiretebilme kabiliyeti kazanmalar1 en 6nemli diren¢ mekanizmasi

olarak bilinmektedir. Genis Spektrumlu beta-Laktam antibiyotikler hidrolize ederek

1



inaktif hale getiren beta-Laktamaz enzimleri infeksiyon tedavilerinin basarisiz

olmasina sebep olmaktadir (Capita ve Alonso-Calleja, 2013).

Bu c¢alismada, peynir oOrneklerinde mikrobiyolojik yoOntemlerle izole edilen
Enterobacteriaceae tiirlerinde GSBL- ve AmpC- tipi beta-laktamazlarinvarliginin

arastirilmast amaglanmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Diinya ve Tiirkiye'de peynircilik sektorii

Hayvancilia dayal1 bir sanayi kolu olan siit ve siit iiriinleri sektorii tiim Diinya’da ¢ok
genis bir tiiketici kitlesine sahip olmasi nedeniyle biiyiik 6nem tagimaktadir. insan
beslenmesi ve sagligin korunmasinda énemli roller oynayan siit ve siit tirlinleri basta
protein olmak iizere kalsiyum, B grubu vitaminler gibi énemli besin maddelerini
icermektedir. Bu nedenle siit ve siit tiriinlerinin kapsadigi besin maddelerinin zarar
gormeden son tiiketiciye ulastirilabilmesi amaciyla gida sanayi tarafindan pek cok

teknoloji uygulanmaktadir (Onen, 1999).

Diinya siit tiretimi 2010 yili itibariyle 721 milyon ton olarak rapor edilmistir. Bu
tiretimin %83’lini inek siti teskil etmistir. Toplam iiretimin 382 milyon tonu ise
islenmek amaciyla sanayiye aktarilmigtir. Tiirkiye, toplam 11,9 milyon ton siit
tiretimiyle, AB, ABD, Hindistan, Cin, Rusya, Brezilya, Yeni Zelanda ve Pakistan’in
hemen arkasindan 9.sirada gelmektedir. Tiirkiye’yi Uruguay, Meksika ve Arjantin

tilkeleri izlemektedir (www.ulusalsutkonseyi.org.tr).

Siitten tiretilen iirtinler siniflandirmasindan ti¢iincii alt grubu peynirler kullanilan siitiin
cinsine, kalitesine, katki1 maddelerine ve yoresel dzelliklere gore gesitlilik sunmakta ve
tiim Diinya’da en sevilerek tiiketilen gida maddeleri arasinda yer almaktadirlar. Diinya
peynir iiretimi 20 milyon ton olup, %80’inden fazlasi inek siitiinden elde edilmektedir.
Kalan %20’lik kisim koyun, kec¢i ve mandadan elde edilen siitler ile
gerceklestirilmektedir. AB, Brezilya, Arjantin, Rusya, Kanada, Avustralya ve Ukrayna
Diinya lizerinde toplam peynir tiretiminin %70’ini yapmaktadir. Tiirkiye yilda 574.000
ton peynir iiretmektedir. Uretilen bu miktarin 40.000 tonu AB ve Orta Dogu iilkelerine

ihra¢ edilmektedir (www.clal.it).

Tiirkiye acisindan iiretilen peynirlerde fiziksel, kimyasal ve diger yapisal 6zellikleri
bakimindan farklilik goriilmektedir. Peynir liretiminde kullanilan siitlerin temininde

yasanan sikintilar, modern isletmecilik ilkelerinin uygulanmamasi, farkli siitlerin
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karistirilmas1 gibi baglica sorunlar peynir kalite ve sihhiligini olumsuz sekilde
etikelemektedir (Demir ve Aral, 2010).

Tiirkiye’de iiretilen ¢ig siit liretiminin %20’si modern kuruluglar tarafindan sihhi
olarak siit iirlinlerine doniistiiriilmektedir. Diger taraftan kalan %80’lik kisimin
sagliksiz kosullarda islenerek agik olarak tiiketiciye sunuldugu bilinmektedir. Gelismis
tilkelerde ise tiretilen siitlerin %90-98’inin modern tesislerde islendigi bildirilmektedir.
Bu durumda hijyenik olmayan siitlerden imal edilen peynirler tiiketiciler agisindan son

derece riskli bir durum teskil etmektedirler (ITO, 2002).

Cizelge 2.1: 2008-2014 yillar1 aras1 Tiirkiye peynir liretimi (ton) (Yaprakl ve ark.
2015)

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Miktar | 260.399 | 271.704 | 473.057 | 518.850 | 564.191 | 598.915 | 631.085

2.2  Siit ve siit iiriinleri amach yetistirilen hayvanlarda antibiyotik kullanim

Siit ve siit lrtinleri tiretimi amach yetistirilen hayvanlarda hastaliklardan korunma
bliyime ve yemden yararlanmay: artirict amagla antibiyotikler kullanilmaktadir
(Sarmak ve ark. 2006). Hayvanlarda kullanilan antibiyotikler siite gegmeleri yaninda
disk1 ve idrarla disar1 atilabilmektedir. Ozellikle giibre amacli kullanilan kompost
iirlinde antibiyotik kalintilarinin bulunmasi bu ortamda yetisen bitkilerin bu kalintilar
tagimalar1 i¢in bir sebep oldugu gibi, toprakta bulunan konak mikrofloranin antibiyotik

stresine maruz kalmasina da yol agmaktadir (Call ve ark. 2008).

Amerika Birlesik Devletleri’nin 50 eyaleti ve Porto Riko’da 2013 ve 2014 yillar
arasinda yiiriitiilen bir arastirmada toplam 3.680.185 adet ¢ig ve pastorize siit ornekleri
ile siit tirtinlerinden 703 adetinde antibiyotik kalintilari tespit edilmistir (Kumar ve ark.
2010).

Siit Sigirciliginda Antibiyotikler genellikle sindirim sistemi hastaliklar1 (%36), akut
bronsit (%25) ve ayak hastaliklari(%16) tedavisi amagh kullanilmaktadir. Bu
kapsamda beta-laktamlar, streptomisin, flofenikol ve tetrasiklinler igeren toplam

yirmiyi askin farkli antibiyotik kullanilmaktadir. Bu tip antibiyotikler arasinda beta-



laktam icerenler Ozellikle mastitise karsi yaygin sekilde kullanilmaktadir. Diger
taraftan, ABD’de ¢iftliklerin %70’inin buzagi mamalarina oksitetrasiklin ve neomisin
ilavelerinin oldugu bilinmektedir. Arastirma sonuglar1 antibiyotiklerin siit sigirlarinda
tedavi ve koruyucu amagli kullanimlarinin son derece yaygin olduklarini

gostermektedir (Sawant ve ark. 2007).

Siit sigirinda bir kg et artist igin yillik ortalama 45 mg antibiyotik kullanilmaktadir. Bu
miktarin 2030 y1l1 itibariyle %67 oraninda artacagi 6ngoriilmektedir. Artisin Brezilya,
Rusya, Hindistan, Cin ve Giiney Afrika gibi iilkeler kaynakli oldugu bildirilmektedir
(Van Boeckel ve ark. 2015).

Cizelge 2.2: Ingiltere’de veteriner ve beseri tip amacli kullanilan sefalosporinlerin
kullanilim1 (Soil Association, 2015)

1600 1.6
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Yukaridaki Cizelgede Ingiltere’de yapilan bir arastirma genislemis spektrumlu beta-
laktam antibiyotiklerden olan sefalosporinlerin ¢iftlik hayvanlarinda ve insanlardaarda
kullanimin1 1999-2012 yillar1 arasindaki donem boyunca takip ederek sorunlari tiim

acikligi ile ortaya koymustur

2.3 Peynirlerde mikrobiyolojik kalite degerleri

Tirkiye’de peynirlerin sithhi tretimi, islenmesi, muhafazasi, tasinmasi ve arzini

saglamak tlizere mikrobiyolojik degerlerinin belirlendigi Tirk Gida Kodeksi

Yonetmeligi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (Resmi Gazete 06.02.2009-

27133/Say1:2009/6) Cizelge 2.3’de sunulmustur. Peynirlere ait mikrobiyolojik
5


http://(soil/

degerler ilgili Teblig’in Ekinde Siit, Siit iirinleri ve Siit Bazli Uriinler Béliimiinde
peynir, eritme peynirler ve eritme peynir iiriinleri bashg altinda sunulmaktadir
(Kaynar, 2011).

Peynirlerde tespit edilen baslica bakteriler Koliform grubu bakteriler ve E. coli
0157:H7, Salmonella tiirleri, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Aerobik mezofilik bakteri, maya ve kiiflerdir. Ozellikle Enterobacteriaceae suslari ile
bulas olmus peynir iirlinlerinin o6zellikleri degisebildigi gibi, tiiketici agisindan

zehirlenmelere ve hastaliklara yol agabilmektedirler (Kaynar, 2011).

Cizelge 2.3: Tiim peynirler i¢in mikrobiyolojik kalite degerleri

Numune alma plam Limitler (%)
Gida Mikroorganizmalar
n c min maks

Maya ve kiif 5 2 102 103
Eritme Enterobacteriaceae 5 0 <10
peynir | s aureus (9) 5 2 10t 102
harig
diger tiim | Salmonella spp. 5 0 0/25 g-mL

eynirler

Pey L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL

E. coli O157:H7 5 0 0/25 g-mL

(%) : Aksi belirtilmedikge limit kob/g-mL olarak degerlendirilir. kob: Koloni

olusturan birim (kati besiyerinde)

(%) Koagiilaz pozitif stafilokoklar

2.4 Enterobacteriaceae familyasi ve 6zellikleri

Enterobacteriaceae familyas: iiyeleri insan ve hayvan bagirsak mikroflorasinin dogal
tiyeleridir. Bu tip bakteriler cogunlukla Gram-negatif, comak, sporsuz, glukoz ve diger
sekerleri fermente eden, fakiiltatif anaerob, nitrati nitrite indirgeyen, katalaz pozitif ve

oksidaz negatiflerdir (Paterson ve Bonomo 2005).
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Sekil 2.1: Gram (-) bakteri Hiicre Duvar1 Yapisi (Orak, 2005)

Baslica tiyeleri arasinda Klebsiella spp. Salmonella spp., Proteus spp., Shigella spp.,
Citrobacter spp., Kluyvera spp., Enterobacter spp.ve Eschericia (E.) coli gelmektedir
(Torlak 2011). Enterik bakteriler iiriner sistem enfeksiyonlari basta olmak {izere,
septisem, pnomoni, menenjt ve gastroenterit gibi cok sayida ciddi bakteriyel kaynakli
infeksiyonlarin baslica etmenleri olarak kabul edilmektedir (Foxman 2003).

24.1 GSBL-ve Amp- iireten Enterobacteriaceae

Diren¢ kodlayan genetik elemanlarin kendilerine 6zgii mekanizmalar yoluyla tiirdes
ve/veya farkli tip bakteriler arasinda transfer edildikleri ve bu sayede Diinya iizerinde

hizli sekilde yayilis gosterdikleri anlasiimistir (WHO 2013).

Klinik tedavileri basarisiz kilan direngli enterobakterilere klinik, toplumsal ve gida
kaynakli yaygin sekilde rastlanmaktadir. Yapilan incelemeler direngli bir
enterobakterinin direngli olmayan tiirdesine nazaran sebep olduklar1 infeksiyonlarin

sonucunda en az ti¢ kat1 daha 6liimciil risk tasidiklarini gostermistir (Rao ve ark. 2014).



Cizelge 2.4: (A)Avrupa (1997-2004) ve (B)ABD (1999-2004) iilkelerinde GSBL-
ireten enterobakterilerin prevalanslari (Goossens ve Grabein, 2005)
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AB ve ABD tarafindan 1994 ve 2004 yillar1 arasinda ortaklasa yiiriitiilen “MYSTIC”
baglhikli c¢alisma GSBL- ve AmpC- tipi beta-laktamazlari ayni anda tireten
Enterobacteriaceae suslarinin goriilme sikliklarindaki artigsa dikkat ¢ekmistir. GSBL-
ve Amp- tipi beta-laktamazlar plazmid aracili olup, direng kodlayan genleri benzer ve
farkli tiirler arasainda aktarilabilmektedir. Bu durum GSBL- ve AmpC- tipi beta
laktamaz {treten enterik bakterilerin Diinya’da yayilmalarini kontrol edebilmek

hususunda en ciddi engellerden birisi oldugu bildirilmistir. (Goossens ve Grabein,
2005)



Cizelge 2.5: (A)Avrupa (1997-2004) ve (B)ABD (1999-2004) iilkelerinde AmpC-
ireten enterobakterilerin prevalanslari (Goossens ve Grabein, 2005)

—— PrOiEus THaENE el Kigb@iaia spp.

==y = Sarralia spp, = =gl en = Cilvobaciar spp.

== —- Entarohactarspp. sl Cscherichia cof

A Prevalans % B Prevalans %o
3[}‘ a0 -
"\
25- “Wmay 25
u“‘ 3 ___I
_|‘ l_:| ‘\ , _.-
20 . . 20 X
\ ‘ -1..- -\“ - ‘ ‘.‘- .;x"_-*‘-‘r#.-l'.t\‘\‘
15~ ﬁ _f-’ e M__.-"‘*' "'1 15 = »>- ) e
0 A ¥l g
Fo oy 0
F % ;’
5_ Fa L 5 .

g T —T “I. T 1 v T 1
1997 1968 1999 2000 2001 2002 2003 2004 1998 2000 2001 2002 2003 2004
il il

AmpC-tipi beta-laktamazlar klavulanik asit tarafindan kismen inhibe edilirken,
Kloksasilin tipi antibiyotikler daha etkili sonuglar vermektedirler. Klinik
laboratuvarlarin pek ¢ogu GSBL-tipi beta-laktamazlarin tespitinde E. coli ve K.
pneumoniae tiirti suslar tercih ederlerken, plazmid aracili AmpC-tipi enzimleri test
etmemektedirler. Amp-C-tipi enzimler ile GSBL-tipi enzimlerin birlikte bulunmalari
coklu antibiyotik direncine isaret eder. Antibiyotiklere kars1 ¢coklu direng gosteren
suslar kaynakli infeksiyonlarin tedavisi ise ¢ok gliclesmekte ve hatta tedavi sansi

ortadan kalkabilecegi belirtilmektedir. (Taneja ve ark. 2008).

Kromozomal aracili AmpC-tipi beta laktamaz iireten suslarin baslicalar1 Serratia,
Pseudomonas, Acinetobacter, Citrobacter ve Enterobacter tiirleridir. Plazmid aracili
AmpC-tipi beta-laktamazlara ise daha ¢ok E. coli, K. pneumoniae, Salmonella spp., C.
freundii, E. aerogenes ve P. mirabilis tiirlerinde rastlandigi belirtilmektedir (Grover
ve ark. 2013).

AmpC- tipi beta-laktamazlar son yillarda Gram (-) Enterobacteriaceae tiirleri arasinda

yaygin sekilde tespit edilebilmekmektedir (Kaye ve ark. 2004).



2.5 Beta-laktam antibiyotikler ve etki mekanizmalari

Beta-laktam grubu antibiyotikler giiniimiizde tiim Diinya’da yaygin sekilde kullanilan
bir ilag grubudur (Oncii, 2002). Beta-laktam antibiyotikler, yapisinda beta-laktam
halkast icermektedirler. Beta-laktam antibiyotikler —grubunda penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta-laktamaz inhibitorleri
bulundurmaktadirlar (Sadan, 2003).

Beta-laktam antibiyotikler bakterilerde Penisilin Baglayan Proteinlerin (PBP)
transpeptidaz aktivitelerini bloke ederler. Bu sekilde peptidoglikan sentezini engellenir
ve hiicre duvari sentezi yapilamayarak, bakteri lizise ugrayip etkisizlesir. Beta-laktam
antibiyotikler bakterisidial etki gostermektedirler (Ulusoy, 2004). Bakterilerin beta-
laktam antibiyotiklere kars1 savunma mekanizmasi olarak beta-laktamaz tipi enzimleri
kullanarak, antibiyotikleri inaktive ederler (Aktas, 2004).

2.6 Direnc gelisimi, tipleri, etki mekanizmasi ve aktarimi

Gram (-) bakterilerde bugiin bilinen 600’# agkin tiir beta-laktamaz enzimleri tespit
edilmigtir. Bu tip bakterilerde ¢ok sayida ve farkli beta-laktamazlarin olmasi,

antibiyotik direngliligin ¢ok kisa siirede yayilisin1 agiklamaktadir (Orak, 2005).

Antibiyotik  direnci edinsel oldugu kadar, genetik degisimlerlden de
kaynaklanmaktadir. Bu biyotehlikenin yayginlasmasinda bakteri tiirleri arasinda mobil
genetik elemanlardan olan plazmidler, transpozonlar ve integronlarin énemli rolleri
bulunmaktadir (Eraksoy, 2008).

Bir bakteri antibiyotige karsi enzim sentezi, bakteri zarinin gegirgenliginin azalmasi,
efliiksii pompasi, hedef bolgelerin deSismesi ve korunmasi, hedefin asir1 iiretimi,
antibiyotik inhibisyonunun devre dig1 kalmasi gibi farkli mekanizmalarini kullanarak

miicadele edebilmektedir Giir ve ark. 2008).
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Antimikrobiyal Direng
Duyarl bakten

Direncli bakteri @
&

Yeni direngli bakteri

Direng geni nakli

Sekil 2.2: Direng mekanizmalar1 (EKMUD)

Bakteriler ‘Yatay Gen Transferi’ ile antibiyotik direnci kazanabilirler. Bakterinin
sahip oldugu genetik materyal ayn tiire ait bagka bir bakteriye hatta farkli tiirdeki
bakterilere dahi taginabilir Bakteride rekombinasyon olaylari ii¢c ana mekanizma ile
meydana gelmektedir: Transformasyon, Transdiiksiyon ve Konjugasyon (Verraes ve

ark. 2013).

Antimikrobiyal direngli suslarin ‘g
seleksiyonu

Sekil 2.3 Seleksiyon mekanizmasi1 (EKMUD)
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Cizelge 2.6: Antibiyotik ajanlarlarin etki mekanizmalar1 (Somer, 2010)

Mekanizma

Etkili oldugu antibiyotik ajanlar

Hiicre duvari sentezini
Onleme

¢ Beta-laktamlar: penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler, monobaktamlar
¢ Glikopeptitler: vankomisin, teikoplanin

Protein sentezinin
baskilanmasi

¢ 50S ribozomal alt {initesine baglanma
@30S ribozomal alt tinitesine baclanma

Nikleik asit sentezine
etki

¢ DNA sentezi baskilanmasi
e RNA sentezi baskilanmasi

Metabolik yolaklarin
baskilanmasi:
siilfonamidler, folik asit
analoglar

Bakteriyel membran
yapilarinin bozulmast;
polimiksinler, daptomisin

Beta-laktam grubu antibiyotiklere direng ise PBP’lerde degisiklik ile antibiyotigin
baglanmasinin 6nlenmesi, zar proteinlerinde olusan degisimler ile antibiyotik ajanin

hiicreye girisinin Onlenmesi ve beta-laktamaz enzimler ile ilacin inaktivasyonu

yollariyla olmaktadir (Ocal, 2012).

GSBL iireten bakteriler genellikle antimikrobiyal maddelere kromozomal ya da
plazmid aracili mekanizmalar yardimiyla coklu diren¢ sergilemektedirler (EFSA,

2011). Beta-Laktam antibiyotiklere diren¢ ve laktamaz seviyesi arasinda dogrusal bir

iliski bulunmaktadir (Sun ve ark. 2009).
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2.7 Enzimatik inaktivasyon mekanizmasi ve beta-laktamazlar

Enzimatik inaktivasyon kendiliginden mutasyonlar ya da genetik alisveris neticesinde
gelisen bir mekanizmadir. Bu mekanizma antibakteriyel ajan1 inaktif eden beta-laktam
halkasimnin etkisinin hafifletilmesi veya ortadan kaldirilmasini gergeklestirmektedir
Ozellikle aminoglikozidler, kloramfenikol ve makrolidler gibi beta-laktam

antibiyotiklere kars1 son derece dnemlidirler (Somer, 2010).

Beta-Laktamazlar

|
| | | }

Sinif A Sinif D Sinif B Sinif C
* SHV + OXA * IMP * AmpC
« TEM * VIM * CMY
* CTX-M * NDM-1 * FOX
*+ KPC * MOX
| mutasyonlar l
Geniglemig-spektrumlu- Metallo-beta- AmpC beta-
beta-laktamazlar (ESBL) laktamazlar (MBL) laktamazlar

Sekil 2.4: Beta-laktamazlar ve siniflandirmasi (Ghafourian ve ark. 2014)
2.7.1 Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)

Gram (-) bakteriler i¢inde en yaygin antibiyotik diren¢ mekanizmasi beta-laktamaz tipi
enzim sentezidir. Baslangigta, penilisin ve l.nesil sefalosporinleri inaktive eden
plazmid-aracili beta-laktamazlar, zamanla bu tip enzimleri kodlayan genlerinden
ugradiklar1 baskalasimlar sonucu genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)
olarak adlandirilmislardir. GSBL-tipi enzimler 3.nesil sefalosporinleri ve aztreonami
hidrolize edebilmektedirler. Ancak, bu tip enzimlere kars1 genellikle klavulanik asit,
sulbaktam veya tazobaktam gibi inhibitorlere kars1 duyarlt duyarli olmalaridir (Daglar

ve Ongiit, 2012).

GSBL tipi enzimler Ambler molekiiler sinif A ve smif D tipi beta-laktamazlardan
olusmaktadirlar. Bu tip enzimlerin etki spektrumlari oksimino-beta-laktamlari

kapsamas1 sebebiyle genislemis spektrumlu olarak adlandirilmakta olup, genis
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spektrumlu penisilinlere, 1., 2., ve 3. nesil sefalosporinlere ve sefepime kars etkili,
karbapenemlere, sefamisinlere ve beta-laktamaz inhibitérlerine karsi etkisizdirler
(Sadan, 2003).

2.7.2 AmpC- tipi beta-laktamazlar

Plazmid kdkenli AmpC tipi enzimler ilk olarak 1989 yilinda tanimlanmis olup, Ambler
smiflandirmasinda C grubu yer almaktadirlar. Aktarilabilir olma 6zelligine sahip

olduklarindan kolayca yayilabilmektedirler (Koldas ve ark. 2011).

AmpC tipi beta-laktamazlar daha ¢ok Gram (-) bakteriler arasinda goriilmektedir. C.
freundii ve E. cloacae 6rnek olarak verilebilir. Bu tip bakteriler tarafindan iiretilen
AmpC-tipi enzimler aslinda sefalosporinlere karsi sentezlenen sefalosporinazlardir.
Bu tip enzimler beta-laktamaz inhibitorlerine karsi direngli gostermekte ve sefamisin
tirti antibiyotikleri hidrolize ederek etkisizlestirmektedirler (Demirbakan ve ark.
2008).

Bu tip enzim iireten bakteriler kaynakli gelisen infeksiyonlarda tedavide basari

olasiligin1 diisiirmekte ve 6liim riskini artirmaktadir (Pai ve ark. 2004).

AmpC-tipi enzimlere GSBL’a nisbeten daha az rastlanmaktadir. Ancak, disiik
goriilme sikliklarina ragmen genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere karsi
GSBL-tipi enzimlerden daha fazla direng gostermektedirler (Coskun ve Altanlar,
2012).

2.8 GSBL-ve AmpC- iireten Enterobacteriaceae kaynaklar:

2.8.1 Kiinik ve toplumsal kaynakh

GSBL- ve AmpC-tipi direnglilik farkli bakteri tiirleri arasinda kendine ozgii
mekanizmalar ile aktarilirlar. Bu 6zellikleri direngli bakterilerin saglik merkezlerinde
dahi salgin hastaliklara yol a¢gmalarma sebep olmaktadir. ABD hastaneleri yogun
bakim {iinitelerinde K. pneumoniae infeksiyonlarinin %20’si ve Enterobacteria spp.
infeksiyonlarinin %31°1 GSBL {ireten Enterobacteriaceae kaynakli olup, 3.kusak
sefalosporinlere duyarl degildir. Tipik olarak GSBL hastane infeksiyonlarindan izole
edilirken, gliniimiizde toplum kaynakli izolatlarda siklikla goriilmeye baslanmigtir

(Tiikkenmez-Tigen ve Miilazimoglu, 2012).
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Hastane ve toplum kaynakli GSBL direten Gram (-) Enterobacteriaceae
infeksiyonlarinin diizenli takibi tedavide kullanilacak antibiyotik ajana karar vermede
onemlidir. Bu tiir infeksiyonlarda en sik izole edilen tiirlerden birisi E. coli’dir (Calgin

ve ark. 2014).

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Baskanligi (THSKB) tarafindan 2012 yilinda yiiriitiilen
Ulusal bir arastirmada 45 ilde yerlesik 35°i Universite Hastanesi, 19’u Egitim ve
Aragtirma Hastanesi ve 23’1 de Devlet Hastanesi olmak iizere toplam 77 adet katilimci
ile klinik 6rneklerden izole edilen E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, S.
pneumoniae, Enterococcus faecium/faecalis izolatlarinda Ulusal antimikrobiyal
diren¢ surveyansi yapilmistir. Aragtirma bulgularina gore 6zellikle GSBL pozitif

E.coli (%42,5) ve K. pneumoniae (%49.7) izolatlarinda yiiksek direnglilik

goriilmiistiir.
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Sekil 2.5: Invaziv E. coli izolatlarinda 3. kusak sefalosporin direng yiizdeleri, AB
Ulkeleri ve Tiirkiye, 2012 (THSKB 2015)
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Sekil 2.6: invaziv K. pneumoniae izolatlarinda 3. kusak sefalosporin direng
yiizdeleri, AB Ulkeleri ve Tiirkiye, 2012 (THSKB 2015).

Avrupa Birligi tilkelerinin 2012 yil1 ii¢lincii kusak sefalosprorinlere direnglilik (EARS-
Net) verileri ile Tiirkiye 2012 y1l1 verileri karsilastirildiklarinda; Isveg’te bu oran %4,4
ve Bulgaristan’da %38,1 iken, Tiirkiye’de %41 olarak tespit edilmistir. Tiirkiye
acisinda oranin Avrupa bulgularina gore ciddi yiiksek olusu antibiyotik kullanim
politikalart a¢isindan yeni diizenlemelerin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
EARSS-Net 2012 yili raporunda yer alan direng haritalar {izerine Tiirkiye i¢in 2012
yili bulgular1 eklenmis olan epidemiyolojik haritalar asagidaki Sekillerde
sunulmaktadir. Klinik ve toplumsal kaynaklardan izole edilen Enterobacteriaceae
tirlerinde GSBL- tipi ve AmpC- tipi beta-laktamazlarin ortak bulunuslart Avrupa’da
ortalama %19,5 olarak rapor edilirken, bu oran Tiirkiye i¢in %13,9 olarak bildirilmistir

(Turner, 2009).

2.8.2 Gida kaynakh

2.9 GSBL- ve Ampc- tipi beta-laktamazlar tespit yontemleri

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlarin tespiti fenotipik ve genotipik yontemler ile
yapilmaktadir. Yontemlerin tercihinde ise yontemin aymrim giicii, tekrarlanabilirlik,
tiplendirebilirlik, stabilitesi ile kullanim kolaylig1, maliyet, hiz ve bilgisayar analizine

uygunluk durumlari dikkate alinmaktadir (MSU 2011).

16



Antibiyotik  duyarlilik tespit yOntemleri Uluslararasi otoriteler tarafindan
belirlenmekte ve diizenli sekilde giincellenmektedir. Bu otoriteler Klinik ve
Laboratuvar Standartlart Kurumu (CLSI, ABD), Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testleri Komitesi (EUCAST, AB), Office International des Epizooties (OIE, AB),
Ingiliz Antimikrobiyal Kemoterapi Toplulugu (BSAC, Ingiltere), Alman Standartlar
Enstitiisii (DIN, Almanya), Fransiz Mikrobiyoloji Dernegi Antimikrobiyal Duyarlilik
Komitesi (CA-SFM, Fransa), Swedish Reference Group for Antibiotics (SRGA, Isveg)
ve Calibrated Dichotomous Sensitivity Test (CDS, Avustralya)’tir (WHO 2013).

GSBL’ler ¢ogunlukla fenotipik yontemler (Katt ve sivi besiyerlerinde seyreltme ve
disk-difiizyonu yaklagimi, E-test ve otomatik sistemler ve genotipik yontemler takip
edilerek gergeklestirilmektedir (MSU, 2011). Beta-laktamazlarin otoanalizér cihazlar
kullanarak dogrulamasi fenotipik yontemlerin yeterli olmadiklar1 durumlarda tercih

edilmektedir (Shi ve ark. 2015).

2.9.1 Fenotipik yontemler

Beta-laktamazlarin tespitinde kullanilan fenotipik yontemler arasinda baslicalar1 disk
diftizyonu, mikrodiliisyon, E-test ve otoanalizor sistemler bulunmaktadir (Yildirim,

2010).

Fenotipik yontemler yararli bilgiler saglamakla birlikte; zaman alict olmasi, diisiik
tekrarlanabilirligi, yorum giigliiliigii, suslar arasinda ayrim yapmada yetersiz olma

olasilig1 gibi dezavantajlarada sahiptirler (Polsfuss ve ark. 2012).

Biyotipleme suslarin morfolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve gevresel etkenlere karsi
duyarhiliklarina dayali bir tiplendirmedir. Bu asamada API, Vitek MS Maldi tof ve BD
Phoenix yontemleri kullanilmaktadir. Ancak, bu tip yontemlerin test, metabolik
aktivite ve bilylime sartlarindan etkilenmesi ve biyolojik 6zelliklerin degigsmesine yol
acan mutasyonlar ve gen ekspresyonundaki varyasyonlardan dolay: ayrim giicti zayif
kalmaktadir. Ozellikle disk difiizyonu testlerinde sustaki direnglilik mekanizmalari
tespit edilememektedir. Bu gibi durumlarda bazi ek testler uygulayarak gizli direng
mekanizmasi tespit edilebilmekteidir (CLSI, 2013).
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Antimikrobiyal duyarhhik testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri antibiyotik ajanlarin bakteri tiirlerine kars1 in-vitro
etkinliklerini belirlemek i¢in kullanilirlar (Giilay, 2002). Bu tip testler "difiizyon
testi" ve "diliisyon testi” olarak ikiye ayrilirlar. Disk diflizyon testi bulgular1 diliisyon
testi uygulanarak dogrulanir (Yildirim 2010). Bu tip testlerde duyarlilik ve
ozgiilliigiini belirleyen en 6nemli faktor kullanilan sefalosporin grubu antibiyotiktir

(Polsfuss ve ark. 2012).

Disk difiizyon testi GSBL pozitif oldugu diisiiniilen enterik bakterinin sefpodoksim
(CPD), seftazidim (CAZ) ve sefotaksim (CTX) antibiyotiklere karsi duyarliligini
saptamaktadir. Bu yonteme gore olusan zon ¢apt CAZ<22 mm, CTX<27 mm ve
CPD<7 mm referans kabul edimektedir. Bir izolat bu ii¢ antibiyotikten en az birisine
ait inhibisyon zonu ¢api altinda degere sahipse, GSBL siipheli olarak kabul edilir
(CLSI, 2013). Ancak, sessiz diren¢ mekanizmalari bu yontemle tespit edilememekte
ve Ozgililliik giicti diisiik kalmaktadir (Giilay 2002). Disk difiizyonu testi zon referans
siurlari gerekli durumlarda bagimsiz Uluslararasi otoriteler tarafindan giincellenir

(Wang ve ark. 2011).

Resim 2.1: Kombine disk difiizyon testi sonucu (Drieux ve ark. 2008)

Disk difiizyonu testi dogrulamasi klavulanik asit (CLA) ve gosterge sefalosporin disk
kombinasyonu esasina dayanan kombine disk difiizyonu yontemi, MIK degeri

tespitine dayal1 diliisyon yontemi ve E-test yontemi il yapilmaktadir (Mohanty ve ark.
2009).
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Kombine disk difiizyonu CLA igeren ve icermeyen CAZ, CTX ve CPD diskler
etrafinda olusan zonlarin 6lgiim farki >5 mm ise, izolat GSBL pozitif kabul edilir
(CLSI 2013).

Resim 2.3: Kombine disk difiizyon testi sonucu (Drieux ve ark. 2008)

Diliisyon yonteminde hedef mikroorganizma ile antibiyotik ilaci bir araya getirilir. Bu

sayede aralarindaki etkilesimin gostergesi olarak bir “Minimum Inhibitor
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Konsantrasyonu (MiK)” degeri ya da inhibisyon zon ¢ap1 (mm) elde edilir (Giilmez
2014).

MIK degeri bakterinin iiremesinin énlendigi minimum ila¢ kosantrasyonudur. MiK
degerinde yiikselme susta direng gelisimine isaret etmektedir. Bu degisim referans esik
degeri gecerse Dbakteri direngli kabul edilir (Qurbanov ve Attar 2007).
Enterobacteriaceae igin referans zon caplart ve MIK degerleri Cizelge 2.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.7: Farkli fenotipik yontemler ve GSBL tespiti performanslar1 (Wiegand ve
ark. 2007)

Test Adi Duyarhibk % | Ozgiilliik %
MicroScan 83,5 72,9
VITEK MS 85,9 78
Kombine Disk 92,9 96,6
E-test 94,1 84,7

Duyarlilik dogrulama yontemlerinden birisi ise MicroScan panelleridir. Paneldeki
kuyucuklar GSBL test substratlarin bir seri dillisyonlarini icermektedirler. Bu tip
analizler %100 duyarlilik iken, 6zgiilliik degerleri diisiik (%61) kalmaktadir (Pfaller
ve Segreti 2006).

Diren¢ mekanizmalarinin hizli degisimi, sayica ve tipce dikkat cekici artis1 fenotipik
yontemlerin duyarlilik ve ozgiilliikleri etkilemekte ve gelistirilmeleri zaman
almaktadir. Bu nedenle, disk diflizyon yontemi referans teknik olarak gegerliligini

stirdiirmektedir (Araj 2000; Tomlin ve ark. 2001).

20



Micronaut-S Beta-Lactamase VII Paneli

1 2 3 4 5 6 7
a CEP CMC CAZ cZCc CZB CTX CiC CTB
128 3x4 128 324 32 128 324 32
g CEP CMC CAZ czc cZB CTX cic CTB
64 164 64 164 16 64 1604 16
¢ CEP CMC CAZ cZCc CZB CTX CiC CTB
a2 a4 a2 a4 8 32 a4 8
p CEP CMC CAZ cZCc CZB CTX CiC CTB
16 4 16 4 4 16 4 4
g CEP CMC CAZ cZCc CZB CTX CiC CTB
8 214 8 214 2 8 214 2
F CEP CMC CAZ czc cZB CTX cic CTB
4 4 4 4 1 4 4 1
c CEP CMC CAZ czc cZB CTX cic CTB
2 0,54 2 054 05 2 054 05
y CEP  CMC CAZ cZc CZB CTX CiC CTB
1 o028 1 02514 025 1 02514  0.25

8

9 10 11 12
MER MEE MEB [£+) 4
128 32 32 32
MER MEE MEB COox
64 16 16 8
MER MEE MEB [£+) 4
az 8 8 4
MER MEE MEB ERT
16 a a 1
MER MEE MEB ERT
8 2 2 05
MER MEE MEB GCB
4 1 1

MER MEE MEB GCE
2 05 05

MER MEE MEB GC
1 025 Q.25

32-APB: 3-Aminc-Fenil-Borat

Sembol Antimih'nbiyal_njan
CEP Sefepim
CMC Sefepim/Klavulanik Asit
CAZ Seftazidim
CZC - Seftazidim/Klavulanik Asit
CzB Seftazidim+ 350 pgiml 3-4P5
CTX 15efotaksim
cc Sefokraksim/Klavulanik Asit
cT8 Seforaksim+ 350 ugim| 3-APB
MER Meropenem
MEE Meropenem+0,4 mi EDTA
MEB Meropenem+ 350 pg/ml 3-APB
cox Sefoksitin
ERT Ertapenem
GC/B Kontrol Kuyucugu+350 pg/ml
3-APB
J GCIE IKom:rDI Kuyucugu+0,5 mM
EDTA

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

Kontrol KuyucuZu

E-test

E-testi kat1 besiyeri kullanilarak MiK degerinin belirlendigi bir tekniktir. Bu bakimdan

aslinda disk diflizyonu ve sivi mikrodiliisyon yontemleriyle benzesmekte veya

Sekil 2.7: Antibiyogram dogrulama ve MiK analizi paneli

ayrilmaktadir (Leverstein-van Hall ve ark. 2002).

E-testin kombine disk difiizyon testine gore daha yiiksek duyarlilik gosterirken,
Ozglllik bakimindan esdeger performansa sahip olduklarini bildirien ¢ok sayida

arastirma bulunmaktadir. Diger taraftan, baska ¢alismalar bu iddialarin tersini ifade

etmektedir (Espino ve ark. 2010; Soltani ve ark. 2014).

Resim 2.4: GSBL pozitif K. pneumoniae E-test sonucu (Drieux ve ark. 2008)
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Otoanalizor sistemler

Otoanalizor sistemler, duyarlilik testlerinin beta-laktamazlar1 tespit edemedikleri
zaman bagvurulan yontemlerdir. Giinlimiizde bu amaca uygun test sistemlerini iireten
ve hizmet saglayan bioMérieux S.A Fransa ve BD Biosciences, ABD firmalari

bulunmaktadir.

Bu firmalar tarafindan iiretilen otoanalizor sistemler (i)VITEK 1 (bioMérieux S.A.,
Marcy-1'Etoile, Fransa), (ii)VITEK 2 (bioM¢érieux S.A.) ve (iii)Phoenix (BD
Biosciences, ABD) sistemleridir (Numanovic ve ark. 2013). Bu tig cihazlar 6zellikle
rutin ve c¢ok sayida Ornek analizlerinin gerekli oldugu durumlarda tercih

edilmektedirler (Rhodes ve ark. 2014; Bastos ve ark. 2015).

2.9.2 Genotipik yontemler

Fenotipik o6zellikler aslinda hiicresel seviyede gen ifadelerinin bir sonucudurlar.
Fenotipik yaklasim duyarlilik analizinde ¢ok faydali bilgiler saglamakla birlikte, bazi
dezavantajlara da sahiptirler. Baslica dezavantajlari zaman alict olmalari, diisiik
tekrarlanabilirlik, bulgularin gii¢ yorumlanmasi ve gen seviyesinde baskalagimlari
ayiramamasidir (EUCAST 2013).
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Cizelge 2.8: Baslica GSBL tan1 yontemleri (Daglar ve Ongiit, 2012)

saptanabilir

Yontem | Test Testin avantaji Testin dezavantaj
CLSI tarama Uygulama GSBL’ler her zaman direngli
testleri kolaylig1 ve yorum | olmayabilir
lralax s 5
Cift disk sinerji Uygula5na Diskler arast mesafeler halen
kolaylig1 ve yorum | standart degil
Iralax s 5
Fenotipik E-testi Uygulama Duyarlilig ¢ift disk sinerji
kolaylig1 yonteminden daha diistik
Otomatize Uygulama K. p;eumoma:je_ suglarinda
sistemler kolayligi Karbapenem direncl
saptamada diisiik duyarlilik
Enzim gruplarini
izoelektrik siiflandirarak Uygulama zor, benzer
PCR testine 6nciil | izoelektrik noktali enzimleri
odaklama .
olma ayirt etmekte yetersiz
ozelligindedir.
Genotipik PCR Kolav uvaulama | TEM ve SHV allellerini
yuyg ayirmakta yetersizlik
Niikleotid dizi | /At standart. Uygulamada zorluki yiiksek
e Yeni enzimler .
analizi maliyet

GSBL pozitif bakterilerin fenotipik yaklasimla %40’ min sefalosporin grubu
antibiyotiklere duyarliliklar1 yanlis tespit edilmektedir. Bu olgu GSBL- ve AmpC-tipi

beta-laktamazlar s6z konusu oldugunda analiz laboratuvarlar i¢inde hatali okuma

yapan kurumlarin oran1 %32’ye ¢ikmaktadir (Pfaller ve Segreti 2006).

Rutin fenotipik yontemlerle belirlenmesi olanaksiz olan direng genleri i¢in en ideal

yontem genotipik teknikleri kullanmaktir (Marshall ve Levy 2011).

Genotipik yontemler hizli sonug vermeleri, yiiksek sensitivite ve spesifite ile one
cikmakta ve hassas tanimlama yapabilmektedirler (Waldeisen ve ark. 2011). Baslica
genotipik yontemler izoelektrik nokta, PCR, Real-time PCR ve niikleotid dizi

analizidir (Willemsen ve ark. 2011).
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3  GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Referans suslar

Bu caligmada Klinik ve Laboratuvar Standartlart Kurumu (CLSI 2013) tarafindan
onerilen Klebsiella (K). pneumoniae ATCC700603 (GSBL pozitif kontrol susu,
Oxoid, Ingiltere) ve Eschericia (E). coli ATCC25922 (GSBL negatif kontrol susu,
Oxoid, Ingiltere) kullanilmistir. Kontrol suslar1 CASO agar (TSA) (Liofilchem, italya)
yiizeyine steril bir 6ze yardimiyla bulastirilmis ve devaminda 37°C’de gece asir
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden bir adeti
121°C/15 dk otoklavda (Hirayama, Japonya) steril edilmis %90 Gliserol (Merck,
Almanya) ve %10 CASO broth (TSB) (LABM, Ingiltere) iceren ve 5 ml Eppendorf
tiipii icinde tutulan stok soliisyonuna inokiile edilmistir. Stoklar -20°C’de ileri

caligmalarda kullanilmak amaciyla derin dondurucuya kaldirilmistir.
3.1.2 Kullanilan besiyerleri

Cizelge 3.1: CASO agar formulasyonu

Bilesen Miktar (gr/L)

Peptonlu kazein 15

Peptonlu soya fasiilyesi | 5

Sodyum Kloriir 5
Agar-Agar 15
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Cizelge 3.2: CASO Brot formulasyonu

Bilesen Miktarn (gr/L)
Peptonlu kazein 17

Peptonlu soya fastilyesi | 3

Sodyum Kloriir 5

Dipotasyum fosfat 2,5

Dekstroz 2,5

Cizelge 3.3: Kromatik GSBL ve AmpC agar formulasyonu

Bilesen Miktar (gr/L)
Pepton kaisimi 43,2

Agar 15

Kromojenik karigim 1

Selektif karigim 0,5

Cizelge 3.4: Mueller Hinton agar formulasyonu

Bilesen Miktanr (gr/L)
Kazein hidrolizat 17,5
Agar-agar 13

S181r 6z 2

Nisasta 1,5

Cizelge 3.5: Mueller Hinton Brot formulasyonu

Bilesen Miktar (gr/L)
Et infizyonu 2

Kazein hidrolizat 17,5

Nisasta 15

Nisasta 15
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3.1.3 Gida 6rnekleri

2014 yili icinde Istanbul ilinin farkli semtlerinde yerlesik halk pazarlar1 ve
sarkiiterilerden toplam 83 adet peynir 6rnekleri randomize toplanmistir. Alinan peynir
ornekleri steril numune torbalar1 icine konularak, 4°C buz akiilii tasima kutusunda
(JPB, UK, Ingiltere) gida mikrobiyolojisi laboratuvarma getirilerek bekletilmeden

analize alinmislardir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.6: Peynir 6rneklerinin toplandiklar: semtler

Semt adi Ornek sayisi (n)
Catalca 10 (%12,04)
Kadikoy 5 (%6,02)
Uskiidar 7 (%8,48)
Fatih 14 (%16,86)
Beykoz 6 (%7,22)
Umraniye 8 (%9,64)
Silivri 6 (%7,22)
Bakirkdy 9 (%10,84)
Kemerburgaz 5 (%6,02)
Bahgelievler 8 (%9,64)
Esenyurt 5 (%6,02)
Toplam 83 (%100)

3.2 Yontem

3.2.1 Mikrobiyolojik inceleme

Numune hazirlama
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Bir peynir 6rnegi i¢in filtreli Stomacher torbasi (Interscience, Fransa) hazirlanarak,
hassas terazide (AND GF-6100, Japonya) darasi alinmigtir. Daha sonra filtreli
Stomacher torbasina drnekten karot yontemi ile 25 gr peynir 6rnegi hassas terazi (AND
GF-6100) yardimiyla tartilarak konulmustur. Bulagmay1 onlemek i¢in, bu asamada
kullanilan tiim aletler %96’lik etanol (Merck, Almanya) ¢ozeltisine batirilip bek

alevinden gegirilerek kullanilmistir.

Resim 3.1: Numune hazirlama

Tartimi1 tamamlanmig Stomacher torbasi igine steril bir emziir yardimiyla 225 ml
kullanim talimatina gore hazirlanmig Enterobacteriaceae zenginlestirme brothu (EE)
(LABM) dokiilmistiir.
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Resim 3.2: Hazirlanmis steril Enterobacteriaceae zenginlestirme brotu

Stomacher torbalarinin agzi kapatilmig ve 2 dk siiresince homojenizatorde (AES

Chemunex EasyMix, Fransa) homojenize edilmistir.

Resim 3.3: Homojenizasyon

On zenginlestirme

EE brot i¢inde homojenize edilen peynir 6rnegi aerobik kosullara altinda 37°C’de gece

asir1 inkiibasyona birakilmistir.
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Resim 3.4: Inkiibasyon

Selektif zenginlestirme

On zenginlestirme islemi tamamlanms kiiltiirden steril bir 6ze kullanarak iiretici
talimatina gore hazirlanmis selektif GSBL- ve AmpC- kati besiyerine (Liofilchem,
ftalya) siirme yontemiyle ekim yapilmstir. Selektif besiyerinin siispansiyonu emmesi
icin 3-5 dk beklenmistir. Siirenin sonunda petri plag: ters ¢evrilerek 37°C/18-24 saat
aerobik kosullarda altinda tekrar inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda selektif besiyeri kullanim talimatina gére yesil-mavi renkli
gelisen 1 koloniler GSBL iireten K. pneumoniae ve/veya Enterobacter spp., pembe-

kirmiz1 renkli koloniler GSBL pozitif E. coli olarak 6n kabul gérmiistiir.
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Resim 3.5: Selektif besiyerinde gelisen siipheli GSBL izolatlar

Bu siipheli kolonilerden 6ze yardimiyla kullanim talimatina gore hazirlanmig CASO
agara (LABM) saflagtirma amagl pasaj edilmis ve petri aerobik kosullar altinda
37°C/18-48 saat tekrar inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda saf izolatlar oksidaz testi ve devaminda ise Vitek® kiitle

spektrometresi (bioMérieux, Fransa) ile tiplendirme islemine alinmistir.
Oksidaz testi

Stipheli GSBL izolatlara Bactident Oxidase Test kiti (Merck, Tiirkiye) kullanilarak
oksidaz testi uygulanmistir. Test sonucu oksidaz (-) sonug veren izolatlar bir ileri

asama olan otoanalizor ile tiplendirme asamasina alinmistir.
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Resim 3.6: Oksidaz testi
3.2.2 VITEK® MS ile tiplendirme

Oksidaz negatif sonug veren saflastirilmis GSBL siipheli izolatlar steril 6ze yardimiyla
VITEK® MS (bioMérieux, Fransa) matriks pleytindeki kuyucuklara siiriilmiistiir.
Matriks pleytin pozitif kontrol kuyusuna I.A.U Saglk Bilimleri Fak. Mikrobiyoloji
Laboratuvari’ndan tedarik edilen referans E. coli ATCC8739 kontrol susu
bulastirilmistir. Bu islemin ardindan her bir kuyucuga 1 pl matriks soliisyonu (MS-
CHCA Yellow) pipetlenmistir. Kuyucuklar kuruyana kadar oda kosullarinda 1-2 dk
bekletilmistir. Tiim bu islemler ESCO Tip A2 Biyogiivenlik Kabini (ESCO, Singapur)
icinde gerceklestirilmistir.

Pleyt tiplendirme igin hazirlandiktan sonra, cihaz yazilimi agilmistir. izolatlar
yazilimda girilmistir. Matriks pleyt Kartusa yerlestirilmis, cihaza verilmis ve

tiplendirme islemi baglatilmistir. Okuma sonunda sonuglar kontrol edilmis ve

onaylanarak cihaz veritabanina kaydedilmistir.

Tiplendirilmis GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlar Eppendorf tiipiinde bulunan
steril %90 CASO brot (LABM) ve %10 Gliserol (Sigma Aldrich) karigimina siispanse

edilerek, ileri analizlerde kullanilmak amaciyla —20°C’de saklamaya alinmistir.
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3.2.3 GSBL- ve AmpC-tipi beta-laktamazlar tarama testleri

Mikrobiyolojik inceleme sonucu elde edilen GSBL ve AmpC silipheli
Enterobacteriaceae izolatlarin fenotipik incelemeleri Klinik ve Laboratuvar

Standartlar1 Kurumu (CLSI 2013) talimatlar takip edilerek yapilmistir.
Disk difiizyon testi

Tiplendirilen oksidaz negatif GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlar disk difiizyon

testine alinmustir.

Resim 3.7: Dansitometre

Stipheli izolat ekiivyon ¢ubuk ile %0,85 NaCl tuzlu su ¢ozeltisine (Adeka, Tiirkiye)
bulastirilmistir. Siispansiyonun dansitesi 0,5 McFarland (108 kob/ml) olacak sekilde

dansitometre (BD Phoenix, Tiirkiye) ile ayarlanmistir.
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Resim 3.8: 0,5 McFarland ayarlanmis siispansiyon okuma sonucu
Bu siispansiyondan iiretici firma talimatina gore hazirlanmis Mueller Hinton (MHA)
(LiofilChem, Italya) kat1 besiyerine ekiivyon gubuk ile siiriintii ekimi yapilmis ve petri
plagi nemi absorbe olmasi igin 3-5 dk bekletilmistir. Bu islemi takiben steril bir forsep
ile sefpodoksim (CPD;10 pg), seftazidim (CAZ;30 pg) ve sefotaksim (CTX;30 ug)
antibiyotik diskleri (MAST GSBL kiti CPD10, Ingiltere) MHA petri plagina
yerlestirilmistir. Diskler, kit kullanim talimatlarina uyularak disk merkezleri arasinda
minimum 25 mm ve petri kenarindan minimum 15 mm kalacak sekilde
konumlandirilmistir. Disklerin yerlestirildigi petri 37°C’de gece asir1 inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda disklerin etraflarinda olusan zon caplart bir
milimetrik cetvel yardimiyla &lgiilerek kaydedilmistir. Ug farkli antibiyotik disklerden
en az birisinin zon dl¢iim degeri (CAZ<17 mm, CTX<22 mm ve CPD<I7 mm)
referans degerinden diisiik ise, o izolat siipheli GSBL-iireten Enterobacteriaceae olarak

on kabul alarak, kombine disk difiizyon testine gegilmistir.
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Resim 3.9: GSBL tarama antibiyotik diskler

Resim 3.10: inkiibasyona alinmis Mueller Hinton agara yerlestirilmis antibiyotik
diskler

Kombine disk difiizyon testi

Disk difiizyon sonucu siipheli GSBL iireten izolatlar MAST GSBL D67C kiti kullanim
talimatlar1 takip edilerek disk diflizyon dogrulama testine alinmigtir. Steril bir ekiivyon
cubuk ile stipheli izolat %0,85 NaCl tuzlu su ¢ozeltisine (Adeka, Tiirkiye) dansitesi
0,5 McFarland (108 kob/ml) olacak sekilde bulastirilmistir. Siispansiyonun dansitesi
BD Phoenix dansitometre ile ayarlanmistir. Siispansiyondan Mueller Hinton (MHA)
(LiofilChem, Italya) kat1 besiyerine ekiivyon ¢ubuk ile siiriintii ekimi yapilmistir. Petri

nemin absorbe etmesi i¢in 3-5 dk bekletilmistir.
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Resim 3.11: Mueller Hinton agara yerlestirilmis antibiyotik diskler

Disk diflizyon testinde pozitif sonug veren antibiyotik disk ve klavulanik asit (CLA;10
ng) iceren tiirdes diski MAST GSBL D67C kitinden alinarak, yine ayni1 kitin kullanim
talimatlarina uyularak steril bir forsep yardimiyla MH kat1 besiyerine yerlestirilmistir.
Diskler merkezleri arasinda minimum 25 mm ile petri kenarindan minimum 15 mm

olacak sekilde konumlandirilmistir.

Resim 3.12: Antibiyotik diskler etrafindan olusan zonlar
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Disklerin yerlestirildigi petri ters c¢evrilerek 37°C’de gece asir1 inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda diskler etrafindan olusan zon caplar1 bir milimetrik
cetvel yardimiyla Olgiilerek kaydedilmistir. Klavulanik asitli ve klavulanik asit
iceremeye tlrdes disklerin etraflarinda olusan zon ¢aplar1 arasindaki Ol¢iim farki

degeri >5 mm olan izolat pozitif GSBL Enterobacteriaceae olarak kabul edilmistir.

Cizelge 3.7: Enterobacteriaceae i¢in referans zon caplar1 ve MIK degerleri (CLSI
2013)

Antimikrobiyal Zon gap1 (M) MIK (ug/ml)

aian Disk icerigi

J s |1 R |s |1 |R
Seftazidim (CAZ) |30 ug >21 | 1820 | <17 |<4 |8 |=>16
Seftazidim

Klavulanatl 30 ug+10 pg >26 | 23-25 | <22

(CAZ CLA)

Sefpodoksim (CPD) | 10 nug >21 [18-20 | <17 |2 4 >8
Sefpodoksim

Klavulanatl 10 pg+10 pg

(CPD CLA)

Sefotaksim (CTX) 30 pug >26 | 23-25 | <22 |<I 2 >4
Sefotaksim

Klavulanath 30 pg+10 pg >31 |28-30 | <27

(CTX CLA)

S: Duyarli; 1:0rta; R:Direngli;MiK: Minimum Inhibitor Konsantrasyonu
Antibiyogram dogrulama ve MiK analizi

Kombine disk difiizyonu testi sonucu GSB pozitif oldugu kesinlesen izolat
antibiyogram dogrulama ve MIK degeri tespitine alinmistir. Bu fenotipik islem icin
stvt mikrodiliisyon prensibine dayali Micronaut-S beta-lactamase VII kiti (Merlin
Diagnostika, Almanya) kullanilmistir. Micronaut-S beta-lactamase V11 kiti, GSBL-tipi
beta-laktamaz disinda, aminopenisilin inaktive eden sefalosporinaz (AmpC), K.
pneumoniae sefalosporinaz (KPC), metallo-beta-laktamaz (MBL) ve Tip D
karbapenamaz tipi diger beta-laktamazlarin varliklar1 tespit edebilecek secicilik ve

hassasiyete sahip olacak sekilde tercih edilmistir.
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Enterobacteriaceae izolat ekiivyon ¢ubuk ile %0,85 NaCl tuzlu su ¢ozeltisine (Adeka)
siispanse edilmistir. Siispansiyonun dansitesi BD Phoenix dansitometre ile 0,5

McFarland (108 kob/ml) degerine ayarlanmistir.

Dansitesi ayarlanan siispansiyondan mikropipet yardimiyla 50 pl alinarak, 11 ml
Muller Hinton Brota (Merck) pipetlenmistir. Bulas yapilmis brot tiip vortekslenerek

iyice karistirilmis ve plastik bir kiivete bosaltilmistir.

Micronaut-S beta-lactamase VII kit pleytinin ambalaji agilmistir. Sekiz kanalli
otomatik bir pipet kullanarak kiivete bosaltilan siispansiyon pleyt kuyucuklarina
100’er pl olacak sekilde pipetlenmistir. Pleytin iizeri seffaf film ile kapatilmistir.
Kapatilan pleyt 37°C°de gece asir1 inkiibasyona alinmustir.

Resim 3.13: Micronaut-S beta-lactamase VII Panelin hazirlanmasi

Inkiibasyon sonunda Pleytin iizerine yapistiriimis plastik film ¢ikarilmistir. MultiScan
spektrometre cihazi (Thermoscientific, Finlandiya) ve sonuglar1 otomatik analiz
edecek yazilim (Sifin MCNG6, Almanya) agilmistir. Yazilim ana meniisii kullanilarak
izolatin tipi ve inokiilasyon tarihi girilmistir. Pleyt cihazin goziine yerlestirilmis ve
okuma iglemi baslatilmistir. Okuma sonuglar1 paket yazilim tarafindan otomatik

degerlendirilmis ve sonuglar kaydedilmistir.

37



Resim 3.14: MultiScan spektrometre cihazi ve panelin yerlestirilmesi asamasi
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4 BULGULAR

Bu ¢alismada, 2014 yil1 i¢inde Istanbul ilinin farkli semtlerinde yerlesik halk pazarlari
ve sarkiiterilerden randomize sekilde toplanan toplam 83 adet peynir drneklerinde
Enterobacteriaceae suslarinin varliklar1 incelenmistir. inceleme sonucu toplam 18 adet
GSBL siipheli izolatlara disk difiizyon, disk difiizyon dogrulama MIK tespiti testleri
yapilmistir. Elde edilen izolatlarda GSBL- ve AmpC- tipi beta-laktamazlarin varliklar

tespit ediilmistir.

4.1 Mikrobiyolojik bulgular

Toplam 83 adet peynir drneklerinde yapilan mikrobiyolojik inceleme sonucu toplam
18 adet GSBL-tipi beta-laktamaz iireten siipheli Enterobacteriaceae izolatlari elde
edilmistir. Bu izolatlar VITEK® MS kiitle spektrometresi ile tiplendirilmistir.
Tiplendirme sonucu izolatlarin tiir dagilimi %27,8 K. pneumoniae, %27,8 H. alvei,
%22,2 E. coli, %11,2 K. oxytoca, %5,5 E. cloacae ve %5,5 Citrobacter spp. olarak
saptanmigtir (Sekil 4.1).

m K. pneumoniae MH.alvei mE.coli mK. oxytoca ME.cloacae m Citrobacter spp.
5 5
4
2
. 1 |
Sekil 4.1: GSBL- ve AmpC- pozitif izolatlarin tipleri
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4.2 GSBL-ve AmpC- tipi beta-laktamazlarin tarama bulgular:
Disk difiizyon ve disk difiizyonu dogrulamasi testleri bulgulari

Madde 4.1°de tiplendirilmis izolatlarda yapilan disk difiizyonu ve disk difiizyonu
dogrulamasi incelemesi sonucu izolatlarin antibiyotik ajani ve tiirdes klavulanath diski

genel ortalama zon inhibisyon 6l¢iim degerleri Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1: Kombine disk-difiizyonu dogrulama sonuglari

izolat sayis1 (n=18)
Antibiotik ajan
Ortalama (X; mm) | Std Sapma (S; = mm)

CAZ 14,5 3,536
CAZCLA 24,5 3,536
A1 10 0
CTX 12 1,414
CTXCLA 27 5,657
A2 15 4,243
CPD 6 0
CPD CLA 20,5 2,121
A3 14,5 2,121

Izolatlarin beta-laktamaz enzimi tipi bazinda kombine disk difiizyonu ortalama zon
inhibisyon 6l¢lim degerleri GSBL- pozitif izolatlar i¢in CAZ+CLA i¢in 26,3+3,2 mm,
CTX£CLA i¢in 28,6£7,4 mm ve CPD+CLA i¢in 24,4+11,7 mm; GSBI- ve AmpC
kombinasyonu pozitif izolatlar icin CAZ+CLA 22,0+£10,0 mm, CTX+CLA igin
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23,0£12,0 mm ve CPD+CLA igin 19,0+13,0 mm ve yalnizca AmpC- tipi beta
laktamaz pozitif izolar icinse CPD+CLA 15,5+1,9 mm bulunmustur.

Antibiyogram dogrulama MIK bulgular:

Toplam 9 adet GSBL- pozitif izolatlarin iki adeti CTX (>128 ug/mL), iki adeti CAZ
(16 pg/mL), bir adeti COX (>32 ug/mL), iki adeti CEP (=64 ug/mL), bir adeti MER
(MIC=8 pg/mL) ve bir adeti CMC (<0,25/4 ng/mL) direngli olduklar1 belirlenmistir.

Toplam 4 adet GSBL- ve AmpC- tipi pozitif izolatlarin dort adeti CTX (>128 pg/mL)
ve CAZ (MIC=16 pg/mL), bir adeti MER (=64 pg/mL), iki adeti COX (>32 pg/mL),
bir adeti ERT (>1 pg/mL), ii¢ adeti CEP (>128 pg/mL) ve iki adeti CMC (<0.25/4
png/mL) direng gosterdikleri tespit edilmistir.

Toplam 5 adet Yalnizca AmpC- tipi beta-laktamaz pozitif izolatlardan ti¢ adeti CTX
(=8 png/mL)I bir adeti CAZ (>16 ng/mL), dort adeti COX (>32 pg/mL) ve bir adeti
ERT (>1 pg/mL) kars1 direncli olduklar1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.2: Antibiyogram dogrulama MIK bulgular

Izolat ibivotik tini i Seri

Beta-laktamaz Antibiyotik tipi ve MIK degeri (ng/mL)
tioi sayis1

1PI

P (n) CTX |CAZ |COX |CEP |MER |CMC ERT
GSBL- 9 >128 | =16 >32 =64 =8 <0,25/4 -
GSBL- ve AmpC- 4 >128 | =16 >32 >128 =64 | <0,25/4 | >1
AmpC- 5 =8 >16 >32 - - - =1

Enterobacteriaceae tiirii bazinda beta-laktamazlarin dagilim

Madde 4.1°de tiplendirilmis izolatlarda yapilan fenotipik inceleme sonucu 9 adet
izolatta (5 K. pneumoniae, 2 E. coli, and 2 K. oxytoca) GSBL-, 4 adet izolatta (2 E.
coli, 1 H. alvei, and 1 Citrobacter spp ) GSBL- ve AmpC- kombinasyonu ve 5 adet
izolatta (4 H. alvei and 1 E. cloacae ) AmpC- tipi beta-laktamazlar karakterize

edilmistir. Tim fenotipik Bulgular Cizelge 4.2, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Cizelge 4.3: GSBL- ve AmpC- pozitif izolatlarin tiir bazinda dagilimi

10

Type ESBL ESBL and AmpC | AmpC Total
K. pneumoniae 5 - - 5 (27.8%)
H. alvei - 1 4 5 (27.8%)
E. coli 2 2 - 4 (22.2%)
K. oxytoca 2 - - 2 (11.2%)
E. cloacae - - 1 1 (5.5%)
Citrobacter i 1 ) 1 (5.5%)
spp.
Total | 9 (50.0%) 4 (22.2%) 5(27.8%) | 18 (100%)

GSBL

AmpC

dagilimi
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GSBL ve AmpC

Sekil 4.2: Enterobacteriaceae izolatlarinda GSBL- ve Amp- beta laktamazlarin




BGSBL+ MEGSBL& AmpC+ mAmpC+

1 1 1
E. coli K. pneumoniae E. cloacae Citrobacter spp. H. alvei K. oxytoca

Sekil 4.3: Beta-laktamazlarin
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5 TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, toplam 83 adet peynir orneklerinde GSBL- ve AmpC- tipi beta-
laktamazlar tireten 18 adet izolat (%27,8 K. pneumoniae, %27,8 H. alvei, %22,2 E.
coli, %11,2 K. oxytoca, %5,5 E. cloacae ve %5,5 Citrobacter spp.) fenotipik olarak

karakterize edilmistir.

Bilimsel aragtirmalar, antibiyotiklere direnclilik olgusunun antibiyotiklerin 1940’11
yillarda kesfinden ¢ok daha once donemelere kadar dayandigini ortaya koymaktadir.
Molekiiler incelemeler izolatlarin direng kodlayan genlerin Onciilerini tasidiklarini

gostermektedir (D'Costa ve ark. 2011).

Yirminci yiizyila gelindiginde hizla sanayilesen, niifusu artan Diinyamizda gida
amagch yetistirilen hayvanlarda veteriner hekimlikte kullanilan antibiyotikler ve beseri
hekimlikte kulanilan antibiyotikler mikroorganizmalarda antimikrobiyal direng
gelisimini hizlandirmistir. Veteriner hekimlik ve beseri tip disinda diger gidalar
(meyveler ve sebzeler) i¢in kullanilan her tiirlii hasere ve yabani tola miicalde igin
gelistirilen ilaglar ¢evresel mikroflorada bu direng gelisimi siirecini ayr1 bir sekilde

etkilemistir (Ata ve ark. 2013; Reuland ve ark. 2014).

Antibiyotiklere karsi direng gelisimi her tiirlii mikroflorada tespit edilmistir. Ancak,
bu durumdan en ¢ok etkilenen bakteri grubu enterobakteriler olmustur. Bu tip
bakteriler hayvan ve insan mikroflorasinin dogal iiyeleridir. Dogal olarak,
Enterobacteriaceae tiirlerine bagli infeksiyonlar ile miicadeleyi zorlagtirmaktadirlar.
Direngli enterobakteri kaynakli infeksiyonlarda morbidite ve mortalite oranlari normal
infeksiyonlara nisbeten 2-3 kat daha yiiksek seyretmekte ya da tedavileri zorlastirarak
uzamasina, song olarak bakim ve tedavi giderlerinde ciddi artiglara yol agamaktadir

(Lupo ve ark. 2013).

Arastirmalar antibiyotiklere direncli bakterilerin ilk basta klinik kdkenli olduklarini
gostermistir. Bu saptamanin arkasinda yatan temel diisiince ise antibiyotiklerin beseri
tipta infeksiyoz tedavisinde yaygin sekilde kullanildiklari fikrinden dogmustur
(Overdevest ve ark. 2011).

Uluslararasi istatistikler beseri tipta kullanilan antibiyotik miktarinin en az iki katinin
gida amagli yetistirilen hayvanlarda kullanildiklarini kesin sekilde gostermektedir. Bu

bilgiye ek olarak, gilinlimiizde yapilan ileri epidemiyolojik arastirmalar artik
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antibiyotiklere direngli suslarin yalniz klinik ve gida kokenli degil, toplumsal
kokenlide yayildiklarini gostermektedir. Direngli  bakterilerin  hizli  yayiliglari,
bilimadamlarim1 stirekli yeni tiplerinin ortaya ¢ikisi, izlenmelerini, kontrol altina
alinmalarin1 ve yeni nesil antibiyotiklerin tedavi gii¢lerinin azalmasini gibi durumlari
aciklayabilmek icin daha ileri ve miiltidisipliner ¢aligmalar yapmak durumunda
birakmaktadir (Stefani ve ark. 2014). Ornegin, hayvansal kaynakli direncli izolatlar ile
klinik ve kokenli direngli suslarin genetik yakinliklar1 ve/veya benzerlikleri tespit

edilmektedir (Cogliani ve ark. 2011).

Cizelge 5.1: Antibiyotige direncli bakterilerin hayvanlardan insanlara muhtemel
gecis rotalar1 (Meral ve Korukluoglu, 2014).

s

Bakteri popilasyonu

L

Antibivotik kullanilmasi:

+  Hastalik tedavisi
#  Hastahklardan koruma
»  Gelisimi desteklevici

AntibiyvotiZin baskilanmas:

Direncli bakterinin se¢ilimi

Direncli genin diger bakterilere transferi

|

» Direngli bakterilerin yayilmas:

C(nda }1— Dnskifgiibre —»| Kanalizasvon, toprak — | Beslenme

\ ‘[rl'.'IZE}' sular

y

/ hTE"“'-E'fSEbEE

Kolonizasyon

insan Enfeksivon veva llaglara direng
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Hayvanciliga dayali siit ve siit {iriinleri sektorii tlim Diinya niifusu i¢in en 6nemli besin
girdilerinden birisini teskil etmektedir. Siit ve siit Uriinlerinin son tiiketiciye

ulastirilmas1 igin gida sanayi teknoloji yogun programlar uygulamaktadir (Onen,
1999).

Enterobacteriaceae

Obesumbacterium Leminorella Dickeya

Edwardsiella Yokenella Sodalis

Thorsellia

Morganelia Plesiomonas _,.ess>**""" """ e,

" Pectobacterium

-, Proteus

Brenneria

Providencia < Moellerella

Yersinia ™.,

Buchnera

s Budvicia Hafnia *,

Xenorhabdus s (c) Majority ferment 3
4 . /! .
Pragia : Rahnella Lactose rapidly antoea’,

Coliforms

Klebsiella Enterobacter

Photorhabdus ? Buttiouxella

rwinia

Arsenophonus

:Cronobacter

Tatumella % p_ . teon- o
Samsonia ‘..R(H_Ill.n',l.(l Q\£

Alterococcus
Trabulsiella ., Ewingella
- -

( \Sgs haroebac ter,¢
-—---—:—-.‘\
Wigglesworthia ('Shiqella”f.
-~

.
. o
B Weg o 0B B ge?

.
“ua
-----------

Candidatus Phlomobacter

(a) Majority do not ferment Lactose

Sekil 5.1: Enterobacteriaceae familyasi ve koliform bakteriler (ILSI Europe, 2011)

Gerek Diinya ve gerek Tirkiye’de tiretilen ¢ig siitlerin dikkat ¢ekici bir oran1 peynir
tretiminde kullanilirken, bir miktari ise higbir 1s1l islem gormeden taze ve yerel

peynir gesiti olarak direkt sekilde iiretilmektedir (www.clal.it).

Tiirkiye agisindan modern isletmecilik ilkelerinin uygulanmamasi, farkli siitlerin
karistirtlmas1 gibi baslica sorunlar peynir kalite ve sthhiligini olumusz sekilde
etikelemektedir (Demir ve Aral, 2010). islenden tiiketime sunulan ve direkt peynir
tiretiminde kullanilan siitler %80°1 bulmakta, tiikketici agisindan mikrobiyolojik riskler
icermektedir. Siitiin bulas oldugu 6zellikle enterobakteriler bir de direnclilik 6zelligine

sahip ise, tiirdes ve/veya farkli mikroorganizmalar araisnda rahatlikla aktarilabilen
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mobil genetik elemenlar sayesinde pandemik sekilde yayilmaktadir. Bu durumda sihhi
olmayan siitlerden imal edilen peynirler tiiketiciler agisindan son derece riskli bir

durum teskil etmektedirler (ITO, 2002).

Bu ¢alisma peynirlerde GSBL- ve AmpC- tipi beta laktamazlar iireten enterobakteri
suslarin varliklarini kesin sekilde tespit etmistir. Bulgularimiz AB Codex Alimentarius
Komisyonu ve diger Uluslararasi saglik otoritelerinin gida kaynakli direncli
bakterilerin yayilmalarinin Onlenmesi ve genis sekilde miicadele edilmesi

politikalarinin hakliligini géstermesi bakimindan 6nem tagimaktadir

Bu calismada mikrobiyolojik inceleme sonucu elde edilen toplam 18 adet izolat kiitle
spektrometresi ile tiplendirilmistir. izolatlarda Enterobacteriaceae dagilimimin %27,8
K. pneumoniae, %27,8 H. alvei, %22,2 E. coli, %11,2 K. oxytoca, %5,5 E. cloacae ve
%5,5 Citrobacter spp. oldugu saptanmustir. Izole edilen direncli bakterilerin tiimii
enterobakteri tiirii olup, Uluslararasi Bulgular ile morfolojileri bakimindan kesin
sekilde ortiismektedir (Stefani ve ark. 2014). izolatlarimiz arasinda K. pneumoniae ve
E. coli’nin yiiksek frekansta goriilmeleri tiim Diinya’da direngli E. coli tiiriniin genis

sekilde tespiti ile Onlenemez yiikselisini dogrulamaktadir (Kalter ve ark. 2010).

Diinya ve Tiirkiye acisindan klinik kdkenli GSBL iireten enterobakterilerin artan
frekanslarinin sebepleri yalnizca beseri tip amagli kullanilan antibiyotikler midir? Bu
sorunun cevabi heniiz net sekilde ortaya koyulmamistir. Ancak, ileri molekiiler
epidemiyolojik arastirmalar klinik kdkenli, toplumsal kokenli ve gida kdkenli GSBL-
iireten enterobakterilerin yayiliglarinda ¢ok sayida farkli parametrenin etken ve
konunun diistliniildiiglinden daha karmasik oldugunu gostermektedir. Diger bir deyisle,
Ulusal otoritelerin yalniz ya da ortaklasa kurduklar1 antibiyotik direnglilik surveyans
sistemleri bulgular1 altinda direngli tek bir izolatin ya da Ulusal frekans degerleri
icinde toplumsa ve gidalarin hisseleri heniiz anlasilmamistir. Bu durumda, direngli
enterobakterilerin yayilislarinda gidalarin rolelrinin daha derinlemesine incelenmesi
gerekliligi goriilmektedir. Ancak, Tiirkiye acisindan veteriner hekimlikte kullanilan
kesin antibiyotik miktarlart ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz iireten
enterobakterilerin prevalanslari hakkinda somut sonuglar mevcut bulunmamaktadir

(Arslan ve Ozdemir 2008).

Fenotipik inceleme sonucunda bulgularimiz peynirlerden izole edilen GSBL-iireten

enterobakterilerin goriilme sikliklarmin Uluslararast bir sorunun énemli bir pargasi
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oldugunu ortaya koymustur (Kalter ve ark. 2010; Dahmen ve ark. 2013). Uluslararasi
aragtirmalar 6zellikle ¢ig siitlerden imal edilen peynirlerde direngli enterobakterilere

rastlandigini bildirmektedir (Kumar ve ark. 2010).

Isil islem gormemis siitler ile imal edilen peynrler en ¢cok gelismis tilkeleri tarafindan
tikketilmektedirler. Bu iilkeleri arasinda Hollanda ve Fransa basi ¢ekmetedirler
(Dahmen ve ark. 2013). Peynirlerde siklikla tespit edilen Enterobacteriaceae suslari E.
coli ve Enterococcus siibtipleridir ve 6zellikle GSBL pozitif E. coli prevelans: dikkat

cekici sekilde artis gostermektedir (Wang ve ark. 2006).

GSBL- pozitif E. coli suslarinin peynirlerde bulunma frekanslari Portekiz’de %80,9
(Amador ve ark. 2009), Fransa’da %5,8 (Dahmen ve ark. 2013), Hindistan’da %1,5
(Kar ve ark. 2015), Tayvan’da %10,5 (Su ve ark. 2014), Iran’da %38 (Khoshbakht ve
ark. 2014) ve Misir’da %58,6 (Ahmed ve Shimamoto 2015) olarak bildirilmistir.

Tiirkiye’de siit ve siit iiriinlerinde antibiyotik kalintilar1 ve/veya genel disk yaklagimli
testler ile suslarin antibiyotik duyarliklar1 lizerine ¢aligmalar bulunmaktadir. Diimen
ve ark (2011) ve Giirler ve ark (2013) incelemelerinde siit ve siit iirlinlerinde
antibiyotiklere duyarli ve direngli L. monocytogenes ve Brucella suslari tespit

etmislerdir.

Bu calismada dort adet izolatta (2 E. coli, 1 H. alvei, and 1 Citrobacter spp.) GSBL-
ve AmpC- kombinasyonu ve bes adet izolatta (4 H. alvei and 1 E. cloacae ) AmpC-
tipi beta-laktamazlar karakterize edilmistir. Enterobakteri tipi bazindan Amp-C tipi
beta-laktamazlar en ¢ok H. alvei ve E. coli’de saptanmistir. Bu nedenle Pérez-Pérez

ve Hanson (2002) ve Kiratisin ve Henprasert (2010) ¢alismalari ile ortiismektedir.

En ¢ok enterobakterilerde belirlenen ve diger tip beta-laktamazlar ile bir arada bulunan
AmpC tipi beta-laktamaz tiim sefalosporinlere, aztreonama ve penisilinlere karsi
direng gostermektedirlerr. Hatta (karbapenemler disinda) hari¢ tiim kalan diger tiim
beta-laktamlar bu tip bakterilere kars1 etkisiz kalmaktadirlar (EFSA 2011).

Sonug olarak, bu ¢alismada klinik kaynakli bulgular disinda, Tiirkiye’de gida kaynakli
farkli direng profillerinin kokenli GSBL ve Amp-C ¢oklu beta-laktamazlar1 {ireten
enterobakterlerin peynirlerde varliklart somut sekilde ortaya konulmustur. AmpC tipi
beta-laktamaz iireten Enterobacteriaceae susunu o6nemli kilan sey bu tip beta-
laktamazlarin tespitinde hata yapildig takdirde, umulmadik hizda ¢ogalacaklar1 ve

tedavileri kesin basarisiz kilacaklar1 gergeklerdir (Thomson 2001). Bu nedenle,
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tarama ve tespitleri icin AmpC’den etkilenmeyecek yeni inhibitdrler ve/veya yeni nesil

antibiyotikler gelistirilmelidir.

Direncli enterik bakterilerin gidalarda varliklar1 rutin sekilde kontrole doniik genel

mikrobiyolojik degerler heniiz gida kodeksinde bulunmamaktadir. Bu sebeple, bu

konunun tiim Diinya ve Tiirkiye agisindan giindeme tasinmasi ve Uluslararasi ve

Ulusal gida tebliglerinden diizenlemeler yapilmasi kesinlikle bir ihtiyactir.

Bu calismada 6ne ¢ikan sonuglar asagida sunulmustur:

Hayvansal kaynakli gida maddesi peynir 6rneklerinden izole edilen Gram (-)
Enterobacteriaceae izolatlarinda fenotipik yontemler kullanarak genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar ve AmpC-tipi beta laktamazlar karakterize
edilmistir.

Uluslararas: otoriteler tarafindan tavsiye edilen genel yaklasimli disk
difiizyonu tesleri tatbik edilmistir. Ancak, Uluslararas: bilimsel literatiir ile
paralel olarak, farkli bir beta-laktamaz olan AmpC-tipi beta-laktamazlarda sivi
mikrodiliisyon yontemi ile kesin sekilde tespit edilmistir. Bulgular beta-
laktamazlarin tespitlerinden kullanilan fenotipik yontemlerin heniiz tam olarak
oturmadiklarini, stirekli takip ve gelistirme ihtiyaglar1 duyduklarini ortaya
koymustur.

Klinik ve toplumsal kaynakli durumlara ek olarak, hayvansal kaynakli gida
maddelerinden peynirlerin de beta-laktamaz {ireten Enterobacteriaceae
suslarinin yayilmalarinda etkin ve Onemli rolleri olduklar1 bu g¢alismada
gosterilmistir.

Farkli suglarda direng profillerinin yalmiz fenotipik yontemler kullanilarak
tespitlerinin yeterli olmadigini, molekiiler tabanli daha ileri test yontemlerinin
uygulanmalar1 ve gelistirilmeleri gerekliligi tespit etmistir (Tekiner ve
Ozpinar, 2016).

Peynirlerden izole edilen Enterobacteriaceae Izolatlarinin ¢oklu ilag
direncliligine sahip olduklarini gostermistir. Bu durum, gida kaynakli direngli
suslarin yol acabilecekleri infeksiyonlarda hastalarin tedavi olma sansini
diislirdligiinii, morbidite ve mortalite riskini artirdigin1 kesin sekilde

gostermistir.
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Sonug olarak, gida amagli yetistirilen hayvanlarda asir1 ve bilingsiz antibiyotik
kullanimimin hayvansal kaynakli gida {iretiminde antibiyotiklere karsi direncli
bakterilerin olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Ulkemizde yaygin olarak
tiikketilen peynir iirlinlerinin antibiyotiklere direngli bakteriler ile bulas olmasi halk
saglig1 agisindan biiyiik sorun teskil etmektedir. Bu nedenle bu alandaki ¢alismalarin
yayginlagtirilmasi ve Gida Giivenligi ile ilgili mevzuata antibiyotiklere karsi direng

kazanmis mikroorganizmalarinda alinmasi gerekmektedir.
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