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OZET

Gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen genislemis spektrumlu beta laktamazlar
(GSBL) tim penisilinlere, 1.-4. kusak sefalosporinlere ve monobaktamlara
direngten sorumludur. Indikatér bir bakteri olarak kommensal E. coli’nin
antibiyotiklere direnglilik acgisindan taranmasi antibiyotik direng seviyesinin
izlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu c¢alismada Tiirkiye’nin Burdur ilindeki saglikli
buzagilarda GSBL iireten E. coli varligi arastirildi. Toplam 150 buzagi diski 6rnegi
Burdur iline bagh 3 ilgedeki 44 sigir isletmesinden toplandi. Her bir diski
orneginden tamponlanmis peptonlu su icinde % 10’luk siispansiyon hazirlandi ve
sefotaksim ve seftazidim ilave edilerek hazirlanmis E. coli / koliform selektif agar
besiyerlerine es zamanli ekildi. Besiyerinde gorulen kolonilerden E. coli
identifikasyonu standart metotlarla yapildi ve E. coli 16S rRNA genine spesifik
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile genetik dogrulama yapildi. Ardindan E. coli
izolatlarinin GSBL iiretip liretmedigi kombine disk metodu ile belirlendi ve yaygin
GSBL genleri (CTX-M, TEM ve SHV) PZR ile arastirildi. Son olarak izolatlarin
cesitli beta laktam antibiyotiklere ve diger siniftan antibiyotiklere duyarlilig1 agar

disk difiizyon testi ile arastirildi. Toplam 44 adet E. coli selektif agardan izole edildi
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ancak bunlarin 36’s1 GSBL iireten izolat olarak tespit edildi. CTX-M (grup 1)
genleri tum izolatlarda belirlendi. TEM geni 33 izolatta tespit edillirken SHV genine
izolatlarin higbirinde rastlanmadi. GSBL iireten E. coli izolatlar1 beta laktam grubu
ve diger grup antibiyotiklere yiiksek oranda direncli bulundu. Sonug olarak, bu
caligma ile Tiirkiye’nin Burdur ilindeki isletmelerdeki saglikli buzagilarda GSBL

ureten E. coli varligi gosterilmis oldu.

Anahtar kelimeler: Burdur, buzagi, GSBL, Escherichia coli.
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ABSTRACT

Extended spectrum beta lactamases (ESBL) produced by Gram negative bacteria are
responsible from resistance to all penicillins, 1%-4" generation cephalosporins and
monobactams. Screening of commensal E. coli isolates as indicator bacterium for
resistance to antimicrobials is important to monitor the antibiotic resistance level. In
the present study, existence of ESBL producing E. coli isolates was investigated in
the healthy calves in Burdur city of Turkey. Total 150 calf fecal samples were
collected from 44 cattle farms in 3 districts of Burdur city. A 10 % suspension was
prepared from each feces in pepton buffered water and spread on E. coli/coliform
selective agar supplemented with cefotaxime and ceftazidime. The colonies
appeared on the media were identified as E. coli by standard methods and genetic
confirmation for E. coli was performed by polymerase chain reaction (PCR) specific
to E. coli 16S rRNA gene. Then ESBL production of E. coli isolates was confirmed
by combined disc method and the common ESBL genes (CTX-M, TEM and SHV)
were investigated by PCR. Finally, susceptibilities of the ESBL producing E. coli
isolates to several beta lactams and other classes of antibiotics were investigated by
agar disc diffusion test. Forty four E. coli isolates were isolated from selective media

but 36 of them were confirmed as ESBL producer. CTX-M (group 1) genes were
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found in all isolates. While TEM gene was detected in 33 isolates, no SHV gene was
detected in the isolates. ESBL producing E. coli isolates were found resistant at high
rate against to beta lactam group and other groups of antibiotics. Consequently, this
study showed the presence of ESBL producing E. coli in the healthy calves in Burdur

city of Turkey.

Key words: Burdur, calf, ESBL, Escherichia coli.
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1.GIRIS

Antibiyotikler hayvancilikta tedavi, profilaksi ve biliyiimeyi etkileyici
etkisinden yararlanilarak, iiretim performansin1 ve verimi artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Ancak antibiyotiklerin yaygin kullanim1 gerek patojen bakterilerde
gerekse flora bakterilerinde direng gelisimine yol agmaktadir. Bu durum hayvanlarin
bakteriyel hastaliklarinin tedavisinde giigliiklere yol ac¢tigi gibi, direncli bakteriler
hayvanlardan insanlara direkt temas veya hayvansal urunlerin tiuketimi ile
bulasabilmekte ve halk sagligini da etkilemektedir. Antibiyotik kalintili hayvansal
gidalarin  insanlar  tarafindan  tiiketilmesi  insanlarda  sadece  direncli
mikroorganizmalarla enfeksiyonlara neden olmayip alerjik, toksik ve {ireme
bozukluklarina da sebep olmaktadir (13).

Hayvanlarin bagirsak florasinda bulunan Escherichia coli suslari gesitli
amaglarla hayvanlarda kullanilan antbiyotiklere karsi direng gelistirebilmekte ve bu
direnci gerek patojen gerekse apatojen bakterilere transpozon, plazmid ve integronlar
araciligiyla aktarabilmektedirler. Bu nedenle, g¢esitli tlkelerde antibiyotik
direngliliginin izlenmesinde E. coli indikator bakteri olarak kullanilmaktadir (29, 45).

Beta laktam grubu antibiyotikler hayvanlarin g¢esitli enfeksiyonlarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu antibiyotiklere karst bakterilerin
gelistirdigi direngte bakterilerin tirettigi beta laktamaz enzimleri 6nemli bir yer tutar
(33). Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL) olarak bilinen enzimler, beta
laktam grubu antibiyotiklerden sefotaksim, seftazidim, seftriakson gibi oksiimino beta
laktamlara, aztreonama ve penisilinlere diren¢ kazandiran ve genetik sifresi plazmid
tizerinden tasinan enzimlerdir (15, 25, 64). Diger bir 6nemli konu GSBL Ureten
suslarin birgok beta laktam dis1 antibiyotige karsi yiiksek oranda direng
gostermeleridir. Direncten sorumlu bu genler bakteride konjugatif plazmid Gzerinde
lokalize olmustur. Dolayisiyla GSBL enzimini igeren suslarda, aminoglikozid,
kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-siilfametoksazol direnci de es
zamanli olarak bulunabilmektedir (19, 25, 54, 81). GSBL ureten E. coli suslarinin
hayvanlarin ¢esitli enfeksiyonlarindan izole edildigi rapor edilmektedir (48, 67).
GSBL dreten E. coli ve diger Gram negatif bakterilerin halk saglhigi agisindan 6nemi

ise insanlarda hastane enfeksiyonlarina yol agmasidir (69).



Bu tez calismasinda, Burdur ilinde biiyiikbas hayvancilik isletmelerinde
yetistirilen saglikli buzagilarin bagirsak mikroflorasinda, GSBL iireten E. coli
suglarinin  varliginin ve bu suslarin tasidiklar1 GSBL genlerinin belirlenmesi
amaglandi. Calisma sonucunda elde edilen verilerin, daha 6nce Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji anabilim dalinda yapilan calisma
sonuclart ile ve Turkiye’de ve diinyanin degisik bolgelerinde yapilmis caligma

sonugclari ile karsilastirilmasi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beta Laktam Grubu Antibiyotikler

Beta laktam antibiyotikler yapilarinda bir azot ve ti¢ karbon iceren bir beta
laktam halkasi1 igermeleri nedeniyle bu sekilde isimlendirilmislerdir (5, 18, 51, 56, 73).
Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve beta laktamaz

inhibitorleri olmak tizere 5 grupta toplanmaktadirlar (5).

2.1.1. Penisilinler

Mantarlardan elde edilen dogal veya sentetik antibakteriyel maddelerdir.
Kimyasal yapilar1 bir tiazolidin halkasina ekli bir beta laktam halkas1 ve bir yan
zincirden olusur (5, 51, 56).

Penisilinler ~ dogal penisilinler, penisilinaza  direngli  penisilinler,
aminopenisilinler, geniglemis spektrumlu penisilinler, aminopenisilin / beta laktamaz
inhibitorii kombinasyonlari seklinde klasifiye edilirler (5, 56).

Dogal penisilinler (penisilin G ve penisilin V) klinik kullanima sokulan ilk
ilaglardir. Penisilin G ve penisilin V dar etki spekturumuna sahiptirler (56). Veteriner
hekimlikte 6zellikle biiyiik bas hayvanlarda siklikla kullanilir (73).

Penisilinaza direncli penisilinler (dikloksasilin, kloksasilin, metisilin, nafsilin
ve oksasilin) yar1 sentetik penisilinler olup dogal penisilinlerin yapisina bir yan
zincirin eklenmesiyle iiretilmiglerdir. Stafilokoklarin iirettikleri penisilinaz enzimine
direnclidirler (18). Metisilin bu grup ilaglarin prototipidir. Nafsilin preparatlari sadece
intravendz kullanim igin uygundur. Dikloksasilin penisilinaz Greten Stafilokoklar
Uzerine ozellikle etkilidir ve oral yoldan diger ilaglara kiyasla nispeten yuksek
biyoyararlanima sahiptir (56).

Aminopenisillinler (amoksisilin, ampisilin) dogal penisilinlerin etkiledigi
bakterilerin yaninda, Haemophilus influenzae ve Enterobacteriaceae ailesindeki Gram
negatif bakterilere karsi antimikrobiyel aktiviteye sahiptir. Bunun yaninda beta
laktamazlara dayaniksizdirlar (5). Amoksisilin oral olarak uygulandiginda,
ampisilinden daha iyi emilir. Ayrica amoksisilin kanda daha yiksek serum

seviyelerine ulasir ve daha uzun bir yar1 dmre sahiptir. Ampisilin hem parenteral hem



de oral formilasyonlar1 kullanilabilen tek aminopenisilin grubuna ait bir penisilindir
(56).

Genislemis spektrumlu penisilinlerden olan ve karboksipenisilin grubundan
karbenisilin ~ ve tikarsilin  iceren preparatlar Pseudomonas aeruginosa
enfeksiyonlarinin  tedavisi ig¢in kullanilir. Bununla birlikte, piperasilin  ve
tireidopenisillinler genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye ve artmis anti-
pseudomonas aktiviteye sahiptirler (5, 56). Bunlardan hastane enfeksiyonlarinin
tedavisinde de yararlanilmaktadir (56). Bu grupta bulunan antibiyotikler beta
laktamazlara dayaniksizdirlar. Aminopenisilinlere kiyasla Enterobacter suslarina daha
fazla etkinlik gosterirler (5).

Aminopenisilin/ beta laktamaz inhibitorii kombinasyonlari bakterilerin iirettigi
beta laktamazlara kars1 iiretilen kombinasyonlardir. Aminopenisilinler beta laktamaz
tireten organizmalara kars1 etkisizdir. Aminopenisilinlere  beta laktamaz
inhibitorlerinin eklenmesi etki spektrumlarini genisletmede 6nemli bir adimdir (56).
Beta laktamaz inhibitorleri tek baslarina zayif antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (5,
75).

2.1.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, bulunus siralarina ve etki spektrumlart gére 5 gruba ayrilirlar
(56).

Birinci nesil sefalosporinlerin (sefazolin, sefaleksin, and sefadroksil)
penisiline direncli stafilokoklar dahil Gram pozitif bakterilere etkilidirler (51, 73).
Gram negatif bakterilere karsi etkinlikleri ise sinirhdir (51, 56, 73).

Ikinci nesil sefalosporinler; Moraxella spp., Neisseria spp., Salmonella spp.,
Shigella spp. ve diger Gram negatif patojenlere kars1 daha aktiftirler. Sefoksitin ve
sefotetan, ayn1 zamanda anaerofilik bakterilere de etki eden genis bir spektruma
sahiptirler. Bu sinifta ayrica sefprozil, sefuroksim ve sefaklor vardir. Bu ilaglar esas
olarak solunum yolu enfeksiyonlarinda 6zellikle de H. influenzae’nin beta laktamaz
Ureten izolatlarina kars1 daha iyi etkilidirler (56).

Uclincii nesil sefalosporinler grubunda (sefoperazon, sefotaksim, seftazidim ve
seftriakson) bulunan bazi ilaglarin Pseudomonas tiirlerine etkilemesi, 6nceki kusaklara

gore farkl bir 6zelliktir (6, 56, 75). Bunun yaninda beyin omurilik sivisina gegmeleri



diger bir stin ozellikleridir (6, 75). Genis etki spektrumlar1 sayesinde bir¢ok farkl
patojene kars1 etkilidirler. Seftiofur veteriner hekimlik i¢in spesifik bir ilagtir (73).

Dordincu nesil sefalosporinler (sefepim) basta Enterobacteriaceae ailesine ait
bakteriler dahil olmak tzere, hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilere karsi
oldukca etkilidirler (51, 56).

Yukarida anlatilan sefalosporinlerin haricinde son yillarda kullanilmaya
baslanilan 5. nesil sefalosporinlerden de bahsetmek mimkunddr. Bu grupta seftarolin
ve seftobiprol metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’a etkili
sefalosporinlerdir. Komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda vankomisine

benzer etki gosterdikleri bildirilmistir. (30).

2.1.3. Karbapenemler

Karbapenemlerin diger antibiyotiklere kiyasla antimikrobiyal aktivitesinin en
giiclii oldugu ve genis bir spektruma sahip oldugu diisiiniilmektedir. Antimikrobiyal
aktivite spektrumlari, Gram pozitif ve Gram negatif aerofilik ve anaerofilik patojenleri
icerir (56, 57, 80). Diger beta laktam antibiyotiklerin kimyasal yapisindan ayrilan
Ozelligi beta laktam halkasmin tiyazolidinik ekinde 4. pozisyonda bulunan sulfon
yerine karbon igermesidir (57).

Karbapenemler metallobetalaktamazlara ve karbapenemazlara dayaniksiz
olmalarina ragmen, penisilinaz, AmpC ve GSBL’lara kars1 direngli antibiyotiklerdir
(35). Turkiye’de beseri hekimlikte kullanilan karbapenemlere imipenem, meropenem,

ertapenem ve doripenem 6rnek olarak verilebilir (57).

2.1.4. Monobaktamlar

Molekiiler yapist sadece bir beta laktam halkasi ve bir yan zincirden
olusmaktadir (56). Penisilin ve sefalosporinlerden beta laktam halkasindan baska bir
halka igermemesiyle ayrilir. Gram negatif bakterilerde penisilin baglayan proteinlerine
(PBP) baglanarak etkisini gosterirler. Gram pozitif ve anaerofilik bakterilere etkinligi
yoktur. Klinik kullanima girmis olan tek monobaktam olan aztreonam, sadece

paranteral kullanilir ve dar spektrumlu bir ilagtir. Klinik kullanimda aminoglikozidlere



benzer etkilere sahiptirler. Aminoglikozidlerin nefrotoksik ve ototoksik yan

etkilerinden dolay1 aminoglikozidlere alternatif olarak kullanilabilirler (3).

2.1.5. Beta Laktamaz inhibitorleri

Penisilinlerin etki giclnln arttirilmast ve spektrumunun genisletilmesi
amaciyla beta laktamazlar1 inhibe eden enzim inhibitorleri gelistirilmistir. Beta
laktamaz inhibitorleri zayif antibakteriyel etkinlige sahip olmalari sebebiyle
enfeksiyonlarin tedavisinde tek basina kullanilmazlar (5, 75). Baslica beta laktamaz
inhibitorleri klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktamdir (5, 51, 62, 75). Beta laktamaz
inhibitorlerinin genellikle C sinifi beta laktamazlara karsi bir etkinligi yoktur (5). E.
coli ve Proteus tirlerine klavulanik asit daha etkili iken, Enterobacter spp. ve Serratia
tdrlerine sulbaktam etkilidir (51). Daha ¢ok sinif A beta laktamazlarin etkisizlestirdigi
antibiyotiklerle kombine edilerek kullanilirlar (62).

2.2. Beta Laktam Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Beta laktam grubu antibiyotikler etkilerini bakterilerin hiicre duvari yapisinda
bulunan peptidoglikan tabakasinin sentezini Onleyerek olustururlar. Bunu,
peptidoglikan tabakasinin yapisindaki polisakkarid zincirlerinin kros baglanmasinda
rolii olan transpeptidasyon enzimlerini inhibe ederek gerceklestirirler (7). Bakteri
hiicre duvarinin ana maddesi murein tabakasindan olusur. Bu madde peptidoglikan
zincirlerinin yan dallarla birbirine baglanmalariyla olusan bir polisakkariddir.
Peptidoglikan zincirleri N-asetilmuramik asit (NAMA) ve N-asetilglukozamin
(NAGA) iinitelerinden olusur (51). Hiicre duvar sentezinde 30 kadar enzim gorevlidir
(5). Bu enzimlerden transpeptidazlar, NAMA’ya bagl pentapeptidlerde L-lizin ile D-
alanin arasindaki peptid bagi olusmasinda, karboksipeptidazlar ise olusan
pentapeptidin son D-alanin molekiiliiniin ayrismasini1 saglar. Beta laktam grubu
antibiyotiklere baglanarak etkinligini engelleyen transpeptidaz enzimlerine penisilin
baglayan proteinler (PBP) denir. Beta laktam antibiyotiklerin beta laktam halkas,
peptidoglikan tabasindaki NAMA’ya bagli pentapeptidin ucundaki D-alanin-D-alanin
yapisina benzemektedir. Bu sebeple transpeptidaz enzimi ya da PBP’ler, D-alanin-D-

alanin yerine periplazmik bosluga girmis beta laktam antibiyotigin beta laktam



halkasina baglanir. Sonucta, bakteri hiicre duvar sekillenemez ve hiicrenin lizisiyle
sonuglanir (51, 79, 85).

Beta laktam antibiyotikler, hiicre duvari sentezlenmis olan gelismesini
tamamlayan bakterilere etki etmeyip, gelismekte-cogalmakta olan hiicrelere
etkilidirler ve etkileri genellikle élduriicudir (5, 7, 51, 75, 79). Karbapenemler Gireme
fazinda olmayan bakterilere de etkilidirler (79).

2.3. Beta Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Gelisimi

Beta laktam grubu antibiyotiklere karsi diren¢ kazanilmasi baglica dort

mekanizmayla gelisir (5, 68).

2.3.1. Bakteri Hiicre Membraninda Permeabilitenin Azalmasi

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinin biiylik bir kismin1 sekillendiren
peptidoglikan tabakasi antibiyotiklerin hiicre igine girisinde bir zorluk olusturmaz.
Gram negatif bakterilerin hiicre duvarini olusturan ¢ift tabakali lipid yap:
antibiyotiklerin hicre i¢ine girisinde ciddi bir engel teskil eder. Antibiyotikler Gram
negatif bakterilere hiicre duvarinda bulunan protein yapisinda porin adi1 verilen i¢i su
dolu kanallardan girerler (5, 17, 85). Molekiil biyiikliigii 600 Da’un altindaki
molekiiller porin kanallarindan gegebilirler (17). Cift tabakali lipid yapida meydana
gelen degisiklikler hiicre membrani iizerindeki porin kanal sayisinin ve buna baglh
olarak bakteri icine giren antibiyotik miktarmin azalmasina neden olarak direng

gelismesine yol acar (5, 17, 85).

2.3.2. Sitoplazmik Membranda Yer Alan Penisilin Baglayan Proteinlerde
Modifikasyon

Beta laktam grubu antibiyotikler bakterilerin peptidoglikan sentezi sirasinda
transpeptidasyon enzimlerinin dogal substrati gibi davranir. Bu nedenle,
transpeptidazlara penisilin baglayici proteinler (PBP) de denmektedir. PBP’lerdeki
degisiklikler ¢esitli sekillerde olusabilmektedir. PBP’lerde mutasyonlar sonucunda
beta laktam antibiyotiklere karsi diisiik affiniteli PBP’ler ortaya ¢ikabilir, PBP’lerin



sayisinda azalmalar olabilir ya da yeni sentezlenen PBP’ler beta laktam antibiyotiklere
diisiik affinite gosterebilirler. Sonugta; PBP’lerdeki degisiklik sonucu beta laktam
antibiyotiklere diren¢ gelismesine sebep olur (5, 17, 79, 85). Bu tlirdeki dirence klinik
ve epidemiyolojik agidan Gram pozitif bakterilerde S. aureus suslarindaki metisilin

direncinde, Gram negatif bakterilerde H. influenzae’da direng 6rnek olarak verilebilir.

(5).
2.3.3. Gram Negatif Bakterilerde Tamimlanmis Efluks Pompa Sistemi

Porin kanallarindan antibiyotigin hiicre i¢ine girisinin énlenmesi veya bakteri
icine giren antibiyotigin, giris hizindan daha yiiksek bir hizda hiicre disina
pompalanmasi bakterilerin gelistirdigi diger bir diren¢ mekanizmasidir (17). Bakteri
igine giren antibiyotigin hiicre disina pompalanmasiyla ilgili, Gram negatif
bakterilerde antibiyotik direncine katkida bulunan aktif pompalama sisteminden sz
edilmektedir (85). Bu mekanizmanin karakteristik Ornegi P. aeruginosa’da
tanimlanmis MexA-MexB-OprM disari-atma pompa sistemidir (5, 85). Bu
mekanizmadaki MexB proteini sitoplazmik membran icindeki yer alan bir pompa,
OprM dis duvarda por olusturan bir protein ve MexA ise bu iki kompenenti birbirine

baglayan proteini ifade etmektedir (5).

2.3.4. Beta Laktamaz Uretimi

Ozellikle Gram negatif bakterilerde beta laktam grubu antibiyotiklere karsi
gelisen direngte en 6nemli mekanizma beta laktamaz yapimidir (5). Bu enzimler beta
laktam halkasindaki siklik amid bagin1 hidrolize ugratarak, beta laktamlarin etkinligini
ortadan kaldirir. Beta laktamazlar plazmid ve kromozom tarafindan kodlanirlar (5, 83,
85). Gram negatif bakteriler tarafindan periplazmik aralik igine, Gram pozitif
bakterilerce ise hiicre disina salgilanirlar. Gram negatif bakterilerin salgiladigi enzim
miktarca az fakat yiiksek bir konsantrasyona sahip oldugu i¢in, Gram pozitif
bakterilerin fazla miktarda salgiladigi beta laktamaz enzimine kiyasla daha fazla
etkinlik gosterir (5). Bakterilerin antibiyotik tarafindan etkilenen hedef yapidasinda bir
degisiklik meydana gelmezken, antibiyotigin yapisinda meydana gelen degisiklik,

bakterinin etkilenmesini 6nler (17).



2.4. Beta Laktamazlar

Beta laktamaz iiretimi ile gelisen beta laktam antibiyotiklere dirence Gram
negatiflerde siklikla karsilasilmaktadir (5, 85). Bu giine kadar karakterize edilmis beta
laktamazlarin  isimlendirilmesinde  farkli uygulamalar mevcuttur. Ornegin
isimlendirmeler, baz1 enzimleri inaktive ettikleri antibiyotiklere gore, bazilarinin ise
biyokimyasal 6zelliklerine gore yapilabilmektedir. Glnlimuzde ise isimlendirmeler
ayni enzimden koken alanlarin numaralandirilmas1 (TEM 1, SHV 1 gibi) seklinde
uygulanmaktadir (37, 76).

Beta laktamazlar farkli sekillerde siniflandirilirlar. Asagida giiniimiizde en
yaygin kullanilan Ambler tarafindan yapilan molekiiler siniflandirma ve Bush-Jacoby

ve Medeiros tarafindan yapilan fonksiyonel siniflandirma verilmistir (39, 64).

2.4.1. Ambler Molekiiler Siniflandirma

Beta laktamazlarin Ambler tarafindan yapilan semasinda, amino asit
benzerlikleri ve fenotipik 6zellikleri esas alinmistir. Dort gruba ayrilan klasifikasyon
semasinda A, C, D grubunda serin beta laktamazlar ve B grubunda ise metallo beta
laktamazlar bulunur (37, 39, 64).

A smift enzimler gogunlukla plazmid kontroliinde olan penisilinazlardan
olusurlar (37).

B smifi enzimler cogunlukla karbapenem grubu antibiyotiklere kars1 etkilerini
gosterirler (37). Bunlar metallo beta laktamazlardir (16, 64).

C smifi enzimler cogunlukla kromozom kontroliindeki sefalosporinazdir (37).

D sinifi enzimler grubunda oksasilini hidrolize eden serin beta laktamazlar
bulunur (37).

2.4.2. Bush-Jacoby ve Medeiros Fonksiyonel Simiflandirma

Bush —Jacoby ve Medeiros smiflandirilmasinda beta laktamazlar fonksiyonel
olarak kullandiklar1 beta laktam substrati ve etkilendikleri beta laktam inhibitorleri

temel alinmistir (16, 37, 39, 64). Beta laktamazlarin en yeni siniflandirma semasidir

(16).



Grup 1 enzimler, molekiiler sinif C’ye ait sefalosporinazlardir (16, 47, 83).
Kloksasilin ve aztreonam ile inhibe olmalarina ragmen, klavulanik asitten (47) ve
sulbaktamdan etkilenmezler (83). Sefamisinlere sefoksitin gibi aktiftirler ve
aztreonama yiiksek derecede duyarlidirlar (47). Benzilpenisilinlere kiyasla
sefalosporinlere daha aktiftirler (16). AmpC ve MIR-1 beta laktamazlar1 da bu grupta
yer almaktadir (37, 83).

le: Grup 1’deki enzimlerin aminoasit dizilimlerindeki eklemeler veya
cikarmalar sonucunda yeni bir alt grup olusmustur. Bu grupta seftazidim ve diger
oxiimino sefalosporinlere karsi daha fazla hidrolitik aktivite sekillenmistir (16, 47).

Grup 2 enzimler, penisilinazlar, sefalosporinazlar, genis spektrumlu beta
laktamazlar ve serin karbapenemazlardan olusur. Genellikle klavulanik asit ile inhibe
olurlar (47). Ambler siniflandirmada grup A ve D’de yer alirlar ve molekiiler sinifta
en genis grubu olustururlar (16). Substrat profillerindeki farklilik nedeniyle alt
gruplara ayrilmistir (83).

2a: Bu enzimler birgok penisilin tirevlerini (83) ve benzilpenisilinleri hidrolize
edebilirler (16, 47). Benzilpenisilin ve ampisiline kiyasla % 10 oraninda
sefalosporinleri (47), karbapenemleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilirler.
Klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe olurlar. PC 1 6rnek olarak verilebilir (16, 47).

2b: Penisilinleri ve sefaloridin ve sefalotin gibi ilk sefalosporinleri kolaylikla
hidrolize ederler. Tazobaktam ve klavulanik aside ¢ok duyarhdirlar (16, 47). Plazmid
kontrollindeki TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimlerini icerirler (16, 47, 83).

2be: 2b grubundan tiiremislerdir (47, 64). Seftazidim, sefotaksim veya
aztreonam gibi oksiimino beta laktamlar1 hidrolize ederler. Klavulanik asit tarafindan
inhibisyona ugramalari (16, 47, 64, 83) ve bu 6zelliklerinin laboratuvarda kullanilmasi
karakteristik dzellikleridir (16).

2br: Klavulanik asite diren¢ kazanmiglardir (16, 47, 83). Bu alt grup inhibitor
direncli TEM (ITR)’lerden olusur (47). TEM-30’dan TEM-36’ya kadar olan TEM
enzimleri ile TRC-1 enzimleri bu grupta yer alir (83).

2ber: Oksiimino sefalosporinler ve klavulanik aside direncli TEM enzimlerini
icerir. Bu alt grup kompleks mutant TEM (CMT) olarak adlandirilmaktadir (16, 47).
TEM-50 (16, 47), TEM-68, TEM-89 bu gruba dahil enzimlerdir (47).
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2¢: Bu penisilinazlarin benzilpenisilinin % 60’1 kadar karbenisilin ve tikarsilini
ve benzilpenisilinin % 50’ si kadar oxasilin ve kloksasilini hidroliz edebilme
fonksiyonu vardir (16, 47). PSE-1, PSE-3, PSE-4 beta laktamazlar bu gruptadir (37,
83).

2ce: Son zamanlarda tanimlanmis genislemis spektrumlu karbenisillinaz RTG-
4 (CARB-10) ile sefepim ve sefpiroma karsi genislemis aktiviteye sahip enzimleri
icerir (16).

2d: Bu gruptaki enzimler, kloksasilin veya oksasilini benzilpenisilline kiyasla
% 50 oraninda daha fazla oranda hidrolize edebilme yeteneginde olmalar1 sebebiyle
OXA enzimleri olarak isimlendirilmislerdir (16, 47). Klavulanik asit ve sulbaktama
direncli enzimlerdir (83). Bu gruptaki beta laktamazlarin biiyiik boliimii sodyum kloriir
ile inhibe olur. OXA beta laktamaz enzimlerinin ikinci biiyiik ailesini olustururlar (16).

2de: Bu yeni alt gruptaki beta laktamazlar, kloksasilin, oksasilini ve oksiimino
beta laktamlar1 hidrolize edebilir fakat karbapenemleri hidrolize edemez. Seftazidime
kars1 direng genellikle sefotaksim veya aztreonama direngten daha belirgindir (16, 47).
Bunlar Tirkiye ve Fransa'daki P. aeruginosa izolatlarinda rapor edilmistir (16).

2df: Karbapenemleri hidrolize eden OXA enzimleridir (16, 47). Bu enzimler
klavulanik asit ile inhibe olmazlar (47). 2d enzimlerinin kloksasilin ve oksasilini
hidrolize etme yetenekleri tanimlanmistir. Bu 6zellik 2df alt grubunda ¢ok az test
edilmisir. Bu testlerde sadece OXA-50 oksasilini hidrolize etmistir (16).

2e: Bu alt grup sefalosporinazlar genislemis spektrumlu sefalosporinleri
hidrolize etme yetenegindedir. Klavulanik asit ya da tazobaktam tarafindan inhibe
edilmektedirler (16). Penisilinlere karsi hidrolitik aktiviteleri zayiftir (47). Bu
enzimlerin AmpC enzimlerinden farki aztreonama kars1 zayif affinite géstermeleridir
(16, 47).

2f: Molekiiler simif A’da yer almaktadir. Karbapenemleri hidroliz edebilen
grup, klavulanik asit ile inhibe olmaktadir (16, 47, 83). Tazobaktam ile klavulanik
aside kiyasla daha zayif bir hidroliz gorilmektedir (16). Bu grupta, Serratia
marcescens’in Sme-1, Enterobacter cloacae’nin kromozomal NMC-A enzimi (16, 37,
83) ve E. cloacae’nin indiklenebilen IMI-1 enzimi yer almaktadir (16, 83).

Grup 3 enzimler, aktif bolgelerinde serin grubu yerine ¢inko bulunur.

Molekiiler siiflandirmada B smifinda yer alirlar (16, 83). Tazobaktamin yani sira
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klavulanik asit tarafindan da inhibe olmazlar (16, 83). Bu enzimler EDTA ile inhibe
olurlar. Monobaktamlar harig¢ tiim beta laktamlar1 hidrolize edebilirler ve metallo beta
laktamazlar olarak da isimlendirilirler (16, 83).

3a: IMP ve VIM enzimlerinin dahil oldugu bu grup plazmidler tarafindan
kodlanan biyuk metallo beta laktamaz ailelerini igerirler (16, 47). Bu enzimlerin
hidrolitik aktivitelerinde iki ¢inko atomu gereklidir (47). Monobaktamlar1 hidroliz
edememelerine ragmen karbapenem, penisilin ve sefalosporinleri yiksek oranda
hidroliz edebilirler (16).

3b: Bu metallo beta laktamaz grubunda ise penisilin ve sefalosporinlerin aksine
karbapenemlere yonelik tercihli hidroliz s6z konusudur (16, 47). Bu enzimlerin
hidrolitik aktivitelerinde bir ¢inko atomu gereklidir (47).

Grup 4 enzimler, heniiz tam olarak karakterize edilmis ve molekiiler simnifi
belirlenmemistir (16, 83). Klavulanik asit ile inhibe olmayan penisilinazlar bu grupta
yer alir. Ornek olarak E. coli’nin plazmid kontroliindeki SA-2 beta laktamazi
verilebilir (83).

2.5. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL)

Uciincii kusak sefalosporinlerin 1980’lerde kullanima girmesinden hemen
sonra bakterilerin daha onceleri hi¢ tanimlanmamis beta laktamazlar iiretmeye
basladiklar1 bildirilmistir. ilk olarak 1983 yilinda Almanya’da Klebsiella ozaenae
izolatinda SHV-2 olarak isimlendirilen GSBL tanimlanmistir. Tanimlanan yeni beta
laktamazin basta oksiimino-sefalosporinler olmak tizere ¢ok sayida genis spektrumlu
beta laktam antibiyotige direng¢ gelismesine neden oldugu gozlenmistir. Bu enzimler
“Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL)” olarak isimlendirilmislerdir (64,
68).

Beta laktamaz siniflandirmada Amblerin molekiiler sinif A ve D’sinde, Bush-
Jacoby fonksiyonel simif 2be, 2e ve 2d grubunda bulunurlar. Etki spektrumlari
oksimino- beta laktamlar1 da kapsamasi sebebiyle bu ismi almislardir (25). GSBL’lar
penisilinleri, 3. ve 4. kusak sefalosporinleri ve aztreonami hidrolize etme 6zelligine
sahiptirler (15). Sefamisinleri (6rnegin, sefoksitin ve sefotetan), karbapenemleri
(6rnegin, imipenem, meropenem, ve ertapenem) ve beta laktamaz inhibitorlerini

hidrolize edemezler (25, 64, 68).
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Asagida GSBL tiplerine kisa bilgiler verilmeye calisilmistir. Bilinen GSBL
tipleri ve  sayilarma  iliskin  en  glncel  verilere  ulasmak i¢in

‘http://www.lahey.org/studies/webt.html” web adresinden yararlanilabilir (46).

2.5.1. SHV Grubu GSBL ’lar

SHV-1 penisilinlere, sefalotin ve sefaloridin gibi dar spektrumlu
sefalosporinlere kars1 aktivitesi olan bir beta laktamazdir (39). SHV grubu GSBL’larin
oncust SHV-1’dir. Oksiimino sefalosporinlere plazmid aracili diren¢ ilk olarak
Klebsiella pneumoniae, K. ozaenae ve S. marcescens izolatlarinda 1983 yilinda
gorilmistiir. Bunlardan SHV-1’in amino asit sekansinda 238. pozisyondaki glisin
yerine serin aminoasidi gegmesiyle SHV-2 meydana gelmistir. Yine SHV-1"den 240.
pozisyondaki glutamik asit yerine lizin aminoasidi gegcmesiyle SHV-5 tiiremistir.
SHV-2 sefotaksime hidrolitik aktivite gosterirken, SHV-5 ise seftazidimi kars1 daha
etkilidir (4, 15, 25, 39). SHV tipi enzimlerden olan SHV-10 inhibitér direngliligi
ozelligi tasimaktadir (4, 15). SHV ismi sulfhidril degiskenini ifade eder (64). Bugun
itibari ile karakterize edilmis SHV tipi beta laktamaz sayis1 193 adettir (46).

2.5.2. TEM Grubu GSBL’lar

TEM-1 ilk kez 1965 yilinda Yunanistan’da bir hastadan izole edilen E. coli
izolatindan rapor edilmistir ve hastanenin ismine (Temoneira) istinaden TEM olarak
adlandirilmigtir (39, 64). Bu grubu birbirlerine ¢ok benzer yapidaki TEM-1 ve TEM-
2 enzimleri temsil eder ve bunlardaki aminoasit degisiklikleri ile diger TEM tipi beta
laktamazlar tiiremistir. TEM-1 ve TEM-2 enzimleri GSBL karakterinde degildir. Bu
enzimler penisilin ve 1. kusak sefalosporin direncine neden olurlar. TEM tipi
GSBL’lar siklikla E. coli ve K. pneumoniae bakterilerinden izole edilmesine ragmen
diger Gram negatif bakterilerde de bulunmaktadir (4, 15, 25, 64). TEM-3 1989 yilinda
GSBL fenotipinde tanimlanmis ilk TEM grubu enzimdir (15).

Bazi TEM tipi beta laktamazlar, beta laktamaz inhibitorlerine azalmis afinite
gosterdikleri i¢in inhibitor-resistant TEM tipi beta laktamazlar olarak
tanimlanmaktadirlar. TEM-30, TEM-31, TEM-32, TEM-33, TEM-34, TEM-35,
TEM-36, TEM-37, TEM-38, TEM-39, TEM-40, TEM-41, TEM-44, TEM-45, TEM-
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51, TEM-59, TEM-65, TEM-73, TEM-74, TEM-76, TEM-77, TEM-78, TEM-79,
TEM-80 ve TEM-103 inhibitor resistant TEM tipi beta laktamazlardir (15, 46).

Bugiin itibari ile karakterize edilmis TEM tipi beta laktamaz sayis1 223 adettir
(46).

2.5.3. CTX-M ve Toho Grubu GSBL’lar

Ilk olarak Almanya’da 1989°da TEM ve SHV tipi GSBL’lardan farkls,
sefotaksime seftazidime oranla daha direncli olan ve beta laktamaz inhibitorlerine
duyarli yeni bir GSBL belirlenmis ve CTX-M-1 olarak adlandirilmistir (10). Zamanla
CTX-M ailesi tum diinyada Enterobacteriaceae ailesi basta olmak tizere farkli bakteri
tirleri arasinda, hizla yayilan ve bulyiyen bir GSBL enzim grubu haline gelmistir.
CTX-M tipi beta laktamazlar, TEM ve SHV tipi beta laktamazlardan koken almazlar
ve TEM ve SHYV tipi beta laktamazlar ile % 40’dan daha az bir aminoasit benzerligi
gosterirler. CTX-M tipi GSBL'lar ortaya ¢ikisi, ¢evresel bir bakteri olan Kluyvera
spp.’nin kromozomunda bulunan beta laktamaz geninin, mobil bir genetik element
vasitasiyla transferi ile gergeklesmistir. Bu enzimler, her biri ¢ok sayida tip igeren
CTX-M-grup 1, grup 2, grup 8, grup 9 ve grup 25 olarak adlandirilmis 5 gruptan
olugsmaktadir. Ayn1 gruptan enzimler arasindaki aminoasit benzerligi % 94’den fazla,
ancak farkli gruplardan enzimler arasindaki benzerlik % 90 ve daha azdir. (12, 15, 39,
54, 64). Bugiin itibari ile karakterize edilmis CTX-M tipi beta laktamaz sayis1 172
adettir (46).

Toho tipi GSBL’lar ilk olarak Japonya’da tanimlanmistir (12). Toho-1 ve
Toho-2 tip beta laktamazlar yapisal olarak CTX-M tip beta laktamazlara benzerler. Bu
enzimler sefotaksimi seftazidime oranla daha fazla hidrolize ederler (12, 64).

2.5.4. OXA Grubu GSBL’lar

Isimlerini oksasiline yiiksek afinite gdstermeleri sebebiyle almislardir (4, 25).
Ilk OXA tipi beta laktamaz, Ankara’daki bir hastaneden izole edilen P. aeruginosa
susunda kesfedilmistir (58). OXA grubu beta laktamazlar molekiiler smif D,
fonksiyonel grup 2d’de yer alirlar (25, 39). Bu enzimlerin beta laktamaz inhibitorleri

tarafindan inhibisyona ugramalar1 degiskendir (39). Kloksasilin ve oksasilini
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benzilpenisilinden % 50 daha iyi hidrolize ederler. OXA-10 ve deriveleri (OXA-11,
OXA-14, OXA-16, OXA-17), OXA-13 ve deriveleri (OXA-19, OXA-32) ve bazi
OXA enzimleri (OXA-18, OXA-45) oksiimino sefalosporinlere kars1 yiiksek derecede
aktivite gosterirler ve bu enzimler P. aeruginosa izolatlarindan tespit edilen OXA tipi
GSBL’lardir (39).

2.5.5. PER Grubu GSBL’lar

PER-1 enzimi ilk olarak Fransa’da P. aeruginosa susunda bir Tiirk hastadan
izole edilmistir (15, 25). TEM ve SHV tip GSBL’lara % 25 ile % 27 oraninda benzerlik
gosterilirler. PER-1 enzimi sefalosporinleri ve penisilinleri hidrolize ederken
klavulanik asit tarafindan inhibe olurlar. PER tipi GSBL’lar sefamisin ve
karbapenemleri inaktive edemezler (15, 25, 64). Su ana kadar 8 PER tipi beta laktamaz
varlig1 ortaya ¢ikarilmistir (46).

2.5.6. VEB Grubu GSBL’lar

VEB-1 geni ilk olarak Fransa’da 1996 yilinda Vietnamli bir hastadan tek bir E.
coli izolatinda belirlenmistir (15, 25, 58, 64). Ancak daha sonra P. aeruginosa
izolatinda Tayland’li bir hastada da bulunmustur (15, 64). PER-1 ve PER-2
enzimleriyle % 38 oraninda benzerlik gosteren VEB-1 seftadizim, sefotaksim ve
aztreonama yuksek direng gosterir (25, 58, 64). Klavulanik asit, tazobaktam ve
sulbaktam ile iyi inhibe olur. Penisilinlere karsi hidrolitik aktiviteleri diisiik iken
seftazidim disindaki genis spektrumlu sefalosporinlere genel olarak c¢ok yliksektir

(58). Su ana kadar 16 adet VEB tipi beta laktamaz tanimlanmstir (46).

2.5.7. Diger GSBL Gruplan

GES, BES, TLA, SFO ve BEL diger GSBL’lar olarak sayilabilmektedir (32,
64).

GES-1 ilk olarak Fransa’da (Fransiz Guyanasi) K. pneumoniae izolatindan
neonatal bir hastada bildirilmistir (25, 39, 58). Sefamisin ve karbapenemleri hidrolize

edemez fakat penisilinlere ve genis spektrumlu sefalosporinlere aktivite gosterir. Beta
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laktam inhibitorleriyle inhibe olur. Bu enzimatik 6zellikleriyle fonksiyonel sinif A’ya
dahil edilir ve GES-1 bir GSBL olarak tanimlanir (39, 58). Cogu GSBL’1n aksine,
GES-1 aztreonami hidrolize edemez (58). GES-2, GES-1’den 170. amino asitin
degismesiyle meydana gelir. GES-2’nin oksiimino sefalosporinlere karsi akivitesi
azalmigken (39), imipeneme karsi artmistir (39, 58). Buna ek olarak beta laktamaz
inhibitorlerinden az etkilenir. Diger GES tiirevlerinen GES-4, GES-3 ile
karsilastirildiginda, karbapenemleri hidrolize edebilir ve beta laktamaz inhibitorleri
tarafindan zayif inhibe edilir (39). Bundan baska, GES-4’{in sefamisine kars1 hidrolitik
aktivitesi vardir (39, 58).

BES-1 ilk defa 1996 yilinda Brezilya’da Serratia susundan izole edimistir.
Sefotaksime seftazidimden daha direnclidir. Aztreonam’a ise; seftazidimden 1000 kat
daha direncli bir enzimdir. Sefotaksime, CTX-M ile benzer bir affinite gosterir. BES-
1 fonsiyonel gup 2be icinde yer alir. Tazobaktamin inhibisyonu zayif fakat klavulanik
asitin iyidir (58).

TLA-1 Meksika’da E. coli izolatinda 1993 yilinda tespit edilmistir. TLA-1 beta
laktamaz genis spektrumlu sefalosporinleri (sefotaksim, seftazidim ve sefepim dahil)
hidrolize eder ancak imipenem ve sefoksitin tizerine aktivite gosteremez. Tazobaktam,
klavulanik asit ve sulbaktam tarafindan inhibe edilebilmektedir. VEB ve PER
enzimleri ile % 40 homoloji gosterir. TLA-2, Almanya’da 2002 yilinda tanimlanmustir.
TLA-2 cogu sefalosporine karsi etkisi mevcuttur fakat penisilinlere karsi etkisi
zayiftir. Beta laktamaz inhibitorlerine ise duyarlidir (58).

SFO-1’nin varlig: ilk olarak E. cloacae izolatinda Japonya’da 1988 yilinda
belirtilmistir. SFO-1 seftazidimi zayif, sefotaksimi oldukga iyi hidolize edebilmektedir
(58). Diger taraftan, klavulanik asit ile inhibe olmaktadir (15, 58).

Bel-1 ilk olarak P. aeruginosa izolatinda Belgika’da 2004 yilinda tespit
edilmistir. Amino asit benzerligi GES-1 ile % 50, CTX-M grup 8 ile % 40 ve BES-1
ile % 36 oranindadir ve Ambler sinif A’da yer alir. Tazobaktam ile zayif inhibe

olmasina karsin klavulanik asit tarafindan iyi inhibe edilir (58).

2.6. GSBL Tam Yontemleri

GSBL tan1 yontemleri, fenotipik ve genotipik olarak yapilmaktadir.
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2.6.1. Fenotipik Testler

Fenotipik yontemler tarama testleri ve dogrulama testleri olarak incelenebilir
(25, 39, 60, 64).

GSBL Tarama Testleri

Tarama amaciyla disk difiizyon (25, 39, 60, 64) veya sivi mikrodilusyon testleri
uygulanir (25, 39, 64). Testlerin sonucunda Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii
(Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) verilerine gore Tablo 2.1.’da
belirtilen inhibisyon zonu veya minimal inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri ile

karsilastirip direngli olduklarina karar verildiginde dogrulama testlerine gecilir (25,
39, 60, 64).

Tablo 2.1. GSBL’ler icin tarama testi olarak &nerilen inhibisyon zonu ve MIK
degerleri (23, 25).

Antibiyotik Inhibisyon zonu (mm) MiK (pg/ml)
Sefotaksim (30 ug) <27 >2
Seftriakson (30 pg) <25 >2
Seftazidim (30 ug) <22 >2
Sefpodoksim (10 ug) <17 >8
Aztreonam (30 pg) <27 >2

GSBL Dogrulama Testleri

Tarama testleri sonucunda ¢ikan sonucun dogrulanmasi amaciyla, GSBL’larin
beta laktamaz inhibitorlerine duyarli olma 6zelliginden faydalanilarak dogrulama
testleri uygulanir (25, 39, 64). Sik olarak kullanilan yontemler, kombine disk yontemi,
cift disk sinerji yontemi, E test yontemi, mikrodiltisyon yontemi, t¢ boyutlu test ve
otomotize sistemler olarak siralanabilir (25).

Kombine disk yonteminde, Mueller-Hinton agara (MHA) Mc Farland 0.5
standardinda hazirlanmis bakteri siispansiyonu yayilir. ilave olarak 10 pg klavulanik

asit iceren ve icermeyen 30 pg sefotaksim ve 30 pg seftazidim diskleri agar yuzeyine
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yerlestirilir. Petriler 35 °C’de 18-24 saat inkiibe edilir. Klavulanik asit iceren diskin
etrafindaki zon cap1 klavulanik asit icermeyen disklerlerdeki zon ¢apindan 5 mm ve
daha fazla olursa izolatin GSBL iirettigi kabul edilir (25, 39, 60, 64).

Cift disk sinerji yonteminde, 0,5 Mc Farland standardinda hazirlanmis bakteri
stispansiyonunun yayildigt MHA’l1 petri kutusunun ortasina amoksisilin-Klavulanik
asit diski (30/10 pg), diskin etrafina ise 30 mm uzaklikta {igiincii kusak sefalosporinler
ve aztreonam diskleri yerlestirilir. Petriler 35 °C’de 18 saat inkibe edilir (25, 39, 60,
64). Cevreye yerlestirilmis antibiyotik disklerinin inhibisyon zonlarinin, merkezdeki
amoksisilin-klavulanik asitin inhibisyon zonuna dogru genislemesi veya arada
bakterinin tiremedigi bir alanin olugmasi, GSBL iiretimi i¢in bir kanit olarak kabul
edillir (25, 64).

E-test yontemi, bir ucunda seftazidim (0.5-32 pg/ml) diger ucunda seftazidim-
klavulanik asit (0.064-4 pg/ml ) ve yine bir ucunda sefotaksim (0.25-16 pg/ml) diger
ucunda sefotaksim-klavulanik asit (0.016-1 pg/ml) iceren 2 adet ticari test stripleri ile
yapilir. MHA’a 0.5 McFarland standardina uygun hazirlanan bakteri siispansiyonlari
ekilir. E-test seritleri agar ylzeyine yerlestirildikten sonra 35°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra eliptik inhibisyon zonunun stripti kestigi
deger, MIK degeri olarak kaydedilir. Klavulanik asitle kombinasyonu olan tarafta
olciilen MIK degeri klavulanik asitsiz taraftakinden 8 kat veya daha fazla kiigiikse
GSBL pozitif kabul edilir (25, 39, 60, 64).

Mikrodiliisyon yonteminde, klavulanik asit ile beraber ya da tek olarak ti¢cuinci
kusak sefalosporinlerin MIK degerleri saptanir. Klavulanik asit varliginda &lgiilen
MIK degerlerinde >3 log2 (8 kat) azalma GSBL varhig1 olarak kabul edilir (25, 60,
64).

Ucg boyutlu test yonteminde, agar yiizeyine disk difiizyon testine benzer sekilde
hazirlanmis test edilecek mikroorganizma yayilir. Buna ek olarak, agarin kenarindan
steril bir bistiri ile dairesel bir yarik kesilir. Test mikroorganizmas1 (10° - 10*° CFU
hlcre) yarik igine pipetle konur. Beta laktam emdirilmis diskler daha sonra agarin
yilizeyine test mikroorganizmasi ekilmis dairesel yariktan 30 mm disa yerlestirilir.
Yariga bakan taraftaki inhibisyon zonlarinda bozulma ve daralmalar GSBL pozitif
olarak degerlendirilir. Testin dezavantajlari, inhibisyon bolgeleri azsa veya yoksa ek

bir dolayli teste ihtiyag duyulmasidir (60, 64). Bu testin alternatifi olan indirekt testte

18



ise, agarin yilizeyine E. coli ATCC 25922 gibi tamamen duyarli bir sus ekilir ve daha
sonra agarin dairesel yarigina test mikroorganizmasinin siispansiyonunun ekilmesiyle
gerceklestirilir (64).

Yukarida anlatilan yontemler disinda GSBL varli§im1 saptamak i¢in bazi
otomatize sistemler kullanilmaktadir. Bunlara VITEK-2 (bioMerieux, Marcy I’Etoile,
France) ve Phoenix (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) 6rnek gosterilebilir. Bu
sistemlerde ¢esitli kurallar dahilinde biitiin penisilinler, genis spektrumlu

sefalosporinler ve azteonama direnclilik rapor edilir (25, 39, 60).

2.6.2. Genotipik Testler

GSBL’larin  belirlenmesinde kullanilan genotipik metotlarin fenotipik
metotlara istiinliigi GSBL varyantini da belirliyor olmasidir. Fenotipik testlerle
sadece GSBL varligini belirlemek miimkiin olabilmektedir (15, 25, 60).

Izoelektrik odaklama yontemi ile enzim tiplerinin 6zgil izoelektrik noktalari
belirlenmekte ve GSBL’1n hangi gruba ait oldugu tahmin edilebilmektedir. Bu metot
genotipik belirlemede uygulanan ilk metottur ancak gunumuzde benzer izoelektrik
noktali enzimlerin sayisi fazla oldugu icin, 6zdes izoelektrik noktasina sahip enzimleri
birbirinden ayirt etmek bu metot ile miimkiin olamamaktadir (15, 25).

DNA problart ile hibridizasyon metotunda siki hibridizasyon kosular1 altinda,
nokta mutasyonlar1 tespit etmek i¢in gelistirilmis oligoniikleotid problar kullanilmig
ve bazi beta laktamazlarin identifikasyonu yapilabilmistir (15).

Gunumuzde bir enzim ailesine ait beta laktamazlarin varligini tayin etmek igin
en sik kullanilan molekiiler yontem polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)’dur. Bu
yontemle enzimin bagli oldugu aile saptanabilmektedir. Fakat enzim varyantlar
arasindaki ayrim igin PZR yetersiz kalmaktadir. PZR’nu takiben nukleotid dizi
analizinin yapilmasi ile niikleotid degisiklikleri dolayisiyla aminoasit degisiklikleri
belirlenmekte ve boylelikle GSBL varyanti ortaya ¢ikarilabilmektedir. Bu nedenle
PZR-nlkleotid dizi analizi halen altin standart olarak kabul edilmektedir (15, 25).
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2.7. GSBL Epidemiyolojisi

2.7.1 Dunyadaki Durum

Diinyanin gesitli bolgelerinde evcil hayvanlarin GSBL iireten E. coli
tastyiciligi ilizerine yapilmis calisma mevcuttur. Elde edilen sonuglarin birbirinden
farkli olduklar1 goriilmektedir. Saglikli ve ishalli kedi ve kopeklerde karsilagtirmali
yapilan Hollanda’daki bir aragtirmada saglik kedilerde % O, ishalli kedilerde % 25,
saglikli kopeklerde % 45 ve ishalli kopeklerde % 55 GSBL/AmpC lireten
Enterobactericeae oranlar1 bulunmustur (44). Iran’da koyun diskilarindan izole edilmis
55 adet E. coli izolatinda yapilan GSBL taramasinda 55 koyun izolatinin 33 (%
60)’tnde GSBL Uretimi tespit edilmis ve 15 (% 27.2)’inin CTX-M geni, 10 (%
18.2)’unun TEM geni ve 8 (% 14.5)’inin ise CTX-M+TEM genlerini tasidigi
belirlenmistir (2). Aynmi ¢alismada 56 broiler tavuk diskisindan izole edilmis E. coli
izolatlarinin 32 (% 57.1)’sinin GSBL pozitif oldugu belirlenmis ve bunlarin 17 (%
30.4)’sinin CTX-M geni, 6 (% 10.7)’sinin TEM ve 9 (% 16.1)’unun CTX-M+TEM
genlerini tasidigi belirlenmistir (2). Aym ¢alismada test edilen E. coli izolatlarinin
hicbirinde SHV genine rastlanmamistir (2). Isvigre’de yapilan benzer bir arastirmada,
koyunlarin digki orneklerinde % 8.6 oraninda, tavuk digki 6rneklerinde ise % 63.4
oraninda GSBL iireten E. coli’ye rastlamiglardir (34). Fransa’da yapilmis bir
caligmada, saglikli sigirlarin digki 6rneklerinin % 5.8’inde GSBL ureten E. coli varligi
rapor edilmistir (55). Portekiz’de yapilmis ¢alismada broiler tavuklardan toplanmis
disk1 6rneklerinin % 42.1’inde GSBL Ureten E. coli’ye rastlanmistir (24). Japonya’da
yapilmis ¢alismada ise GSBL (reten E. coli broiler tavuk rektal sivaplarmin %
60’mndan, yumurta tavuklarinin % 5.9’undan, sigirlarin % 12.5’inden ve domuzlarin
% 3’inden izole edilmistir (41). Cek Cumhuriyeti’ndeki ¢alismada hipodrom
atlarinda GSBL pozitif E. coli izolasyon oram1 % 32 olarak tespit edilmistir
(27). ingiltere’de domuzlarda yapilan bir arastirmada, % 23.4 oraninda bir prevalans
bulunmus ve tespit edilen GSBL iireten E. coli izolatlarinin % 22’sinin CTX-M
genlerini (CTX-M-1, -3, -14, -15, -27, -32 ve -55) ve % 2.2’sinin SHV-12’1 tasidigi
tespit edilmistir (70).
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2.7.2 Turkiye’deki Durum

Tiirkiye’de ¢iftlik hayvanlarinda yapilmis GSBL iireten E. coli’ye iliskin ¢caligma
sayis1 azdir. Burdur bolgesindeki sigir, koyun ve yumurta tavuklarindan toplanan digki
orneklerinde yapilan ¢alismada, GSBL Ureten E. coli tasiyiciligi sigirlarda % 15.5,
koyunlarda % 1.5 ve tavuklarda % 6.0 olarak tespit edilmistir (65, 66). Bu ¢calismadaki
PZR sonuclarma gore, tiim CTX-M tipi beta laktamaz genlerinin CTX-M grup 1’e ait
oldugu ve dizi analizi sonuglarina gore ise CTX-M-15 tipi GSBL’nin en yaygin oldugu
belirlenmistir. Calismadaki izolatlarda, belirlenen TEM genlerinin dizi analizinde,
timinin GSBL olarak kabul edilmeyen TEM-1 beta laktamaz oldugu goriilmiistiir.
SHV geni yoniinden ise, sigirlarda SHV-12 tipi GSBL ireten E. coli’ye rastlanirken,
koyun ve tavuklarda SHV geni tasiyan E. coli izole edilmedigi belirtilmistir. (65, 66).
Turkiye’de gen tip ve alt tiplerini belirlemeye yonelik diger calismada ise
Kiiciikbasmac1 ve ark. (52) tarafindan iki mezbahadan (Istanbul ve Tekirdag)
toplanmis sigir ve koyun digkilarinda yapilmis olan ¢alismada, E. coli suslarinda PZR
ve sekans analizi sonucu bu suslarin TEM-1 ve SHV (2’si SHV-5 ve 1’i SHV-12)
genlerini tasidiklar1 gosterilmistir. Hatay ilinde yapilmis ¢alismada ise GSBL iireten
E. coli prevalansinin sigirlarda % 8.3 oldugu belirtilmistir (9).

Turkiye’de 2013 yilinda atlardan toplanan digki 6rneklerinde GSBL iireten E.
coli varligi iizerine yapilan bir tez calismasinda GSBL iireten E. coli prevalanst % 6
olarak tespit edilmistir (61). Hayvansal gidalarda Giindogan ve Avci (36) tarafindan
yapilan bir arastirmada GSBL Uretimi E. coli, K. pneumoniae ve Klebsiella oxytoca
izolatlarinda sirastyla, % 44.4, % 38.5 ve % 26 olarak belirlenmistir. Ding ve ark. (26)
tarafindan yapilan diger bir arastirmada ise GSBL {iireten E. coli’ye rastlanmamustir.
Diger taraftan Pehlivanoglu ve ark. (67) bir sigir ¢iftligindeki mastitis vakalarindan
GSBL ureten E. coli izole etmistir.

Tiirkiye’de sigirlarda GSBL genlerinin yayginliginin ve GSBL genlerinin
cesitliliginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. GUnimuz
itibariyle yetiskin sigirlarda yapilmis birka¢ ¢alisma mevcutken (9, 52, 65), bu
calismalardan sadece Kiigiikbasmaci ve ark. (52)’nmin ¢alismasi buzagilar1 da

igcermektedir ve bu ¢alismada da GSBL Ureten E. coli’ye rastlanmamistir. Bu nedenle,
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bu tez calismasinda Burdur ilindeki saglikli buzagilardan toplanan digki drneklerinde

GSBL ureten E. coli varliginin ve GSBL genlerinin belirlenmesi amaglandi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Testlerde Kullanilan Besiyerleri

Brilliance™ E. coli / coliform Selective Agar (Oxoid, ingiltere)

Buffered Peptone Water (Lab M, Ingiltere)

MacConkey Agar (Oxoid, Ingiltere)

MR-V/P Broth (BD, ABD)

Mueller-Hinton Agar (BD, ABD)

Simmons Citrate Agar (Oxoid, Ingiltere)

Tryptone Soya Agar (Oxoid, Ingiltere)

Tryptone Soya Broth (Oxoid, ingiltere)

E. coli izolatlarinin identifikasyonu i¢in Giglii tiip sisteminden yararlanildi ve bu amagla

asagidaki besiyerleri hazirlanarak kullanildi

Tup I (Triple Sugar Iron Agar) (Merck, Almanya)

Formdil gr/litre
Pepton (kazeinden) :15.0
Peptone (etten) :5.0
Et ekstrakt : 3.0
Maya ekstrakti :3.0
NaCl 5.0
Laktoz :10.0
Stikroz :10.0
D (+) glikoz 1.0
Amonyum demir (I11) sitrat : 0.5
Sodyum thiosulfat 105
Fenol kirmizis1 (% 0,2°lik) : 0.024
Agar :12.0
pH:7.4+0.2
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Tup 11 (Mannitol-Mobilite besiyeri) (53)

Formdl: gr/litre
Pepton 5.0
Neopepton 5.0
Mannitol :2.0
Agar 125
Potasyum nitrat 1.7
Fenol kirmizis1 (% 0.2°lik)  :20.0 ml
pH: 7.2

Tup 11 (Ure-indol besiyeri) (53)

Formdil: gr/100 ml
L-triptofan :0.3¢gr
KH2PO4 :0.1gr
K2HPO4 :0.1gr
NaCl :0.5gr
Ure :2.00r
Ethanol (% 95’lik) 1.0 ml
Fenol kirmizis1 (% 0,2°lik) :1.25 ml
pH: 6.5

3.2. Ornekleme Metodu ve Ornek Sayisimin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilecek saglikli buzagi sayisi, tahmini prevalans % 10, giiven
aralig1 % 95 ve hata pay1 % 5 alinarak, en az 138 olarak epidemiyolojik tablolardan
yararlanilarak belirlendi (78). Ancak daha givenilir sonug elde etmek i¢in, 150 hayvan
ornek olarak secildi.

Diski 6rnegi toplanacak saglikli buzagilar ve isletmeler tesadlfi 6rnekleme
metoduna gore secildi. Holstayn irk1 6 aylik yastan kiigiik buzagilar Burdur iline bagh
3 ilgeden (Bucak, Merkez ilge ve Tefenni) ve her bir ilgeden 50 saglikli buzagi olacak
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sekilde secildi. Ziyaret edilen igletmelerin her birinden en az 2 en fazla 5 buzagidan
digk 6rnegi toplandi. Digki 6rnegi toplanan buzagilarin yaslari (ay) kaydedildi.
Orneklerin alindign merkezlerdeki isletme ve ornek sayilar1 Tablo 3.1.’de,

orneklenen hayvanlarin yas dagilimi Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Buzagi digki1 6rneklerinin alindigi merkezler ile isletme ve 6rnek sayisi.

Tlge-Koy Isletme Sayisi Ornek Sayisi
Bucak- Demirli 8 20
Bucak- Kavacik 6 18
Bucak- Kocaaliler 5 12
Merkez- Hacilar 3 13
Merkez- Suludere 4 19
Merkez- Yazikdy 5 18
Tefenni- Asiklar 3 10
Tefenni- Esentepe 4 13
Tefenni- Hasanpasa 3 14
Tefenni- Yaylakoy 3 13
TOPLAM 44 150

Tablo 3.1°e gore, toplam 150 adet 6rnek 44 farkl isletmeden alinmistir.

Tablo 3.2. Merkezlere gore 6rneklenen hayvanlarin yas (ay) dagilimlari.

Tige- Koy 0-<2ay 2 ay< - <4 ay 4 ay< - <6 ay
Bucak 20 15 15
Merkez 18 15 17
Tefenni 18 17 15
Toplam 56 47 47

3.3. Disk1 Orneklerinin Toplanmasi

Disgk1 6rnekleri, steril diski numunesi alma kaplari igerisine her bir hayvan i¢in
ayri eldiven kullanilarak direkt rektumdan alindi. Numuneler alimi takiben soguk

sartlarda 2 saat igerisinde laboratuvara nakledildi.
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3.4. E. coli icin Selektif izolasyon ve Identifikasyon

Selektif izolasyon icin oncelikle 2 pg/ml sefotaksim ve 2 pg/ml seftazidim
iceren besiyerleri ayr1 ayr1 hazirlandi. Bunun igin ilk énce sefotaksim (Sigma, ABD)
ve seftazidim (Sigma, ABD) antibiyotikleri ile, 1000 pug/ml konsantrasyonda 10’ar ml
stok soliisyonlar hazirlandi. Temin edilen antibiyotiklerin, stok soliisyonlari igin ilave

edilecek miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (38).

Hacim (ml) x istenen Yogunluk (ug/ml)
Tartilacak antibiyotik agirligl = -----===-==mmmmm oo
Antibiyotik Test glicu (antibiotic assay potency) (1ug/mg)

Antibiyotikleri {ireten firmanin analiz sertifikasindaki test glcl (assay

potency), sefotaksim i¢in 964 pg/mg ve seftazidim i¢in 983 pg/mg oldugu belirlendi.

10 ml x 1000 pg/mi

Sefotaksim igin : ----------=-m-mmmmmm oo =10.37 mg
964 ug/mg
10 ml x 1000 pg/ml
Seftazidim igin : -------------m-mmmmm oo =10.17 mg
983 ug/mg

Sonug olarak, 10.37 mg sefotaksim ve 10.17 mg seftazidim tartildi ve 10’ar ml
steril distile su iginde ¢ozdiiriilerek antibiyotiklerin 1000 pg/ml stok soliisyonlari
hazirlandi.

Brilliance™ E. coli / koliform selektif besiyerinden 1 litre hazirlanip
otoklavlandi ve 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra sefotaksim stok sollisyonundan 2
ml ilave edilip iyice karigtirildi. Boylece 2 pg/ml yogunlugunda sefotaksim igeren
selektif besiyeri hazirlanmis oldu. Besiyeri petrilere dokiilerek katilasmasi saglandi.
Ayni islem tekrarlanarak 2 ug/ml yogunlugunda seftazidim iceren selektif besiyeri de
hazirlandi.

Diski Orneklerinin her birinden 1.0 gram alimip daha o6nce hazirlanmig
tamponlanmis peptonlu su ile diski 6rneklerinin % 10’luk siispansiyonlar1 hazirlandi
ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Tamponlanmis peptonlu su igerisinde hazirlanan

digki siispansiyonlar1 vortekslendi ve her birinden 25’er pl alinarak petrilerdeki 2
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ug/ml seftazidim ve 2 pg/ml sefotaksim igeren Brilliance™ E. coli / koliform selektif
besiyerlerine 6ze ile yayilarak ekildi. Petriler 37°C’de 24 saat inkube edildi. Petrilerde
ureyen seftazidim ve sefotaksime direncli mor renkli kolonilerden MacConkey Agar
besiyerine pasajlar yapildi ve 37°C’de 24 saat inkibe edildi. MacConkey Agar
besiyerinde Ureyen pembe renkli laktoz pozitif koloniler Tryptic Soy Agar (TSA)
besiyerine pasajlandi ve 37°C’de 24 saat inkube edildi.

Elde edilen izolatlarin E. coli yoniinden identifikasyonlar1 yapildi.
Identifikasyon amaciyla cabuk sonuca ulasilabilen Norveg iiglii tiip sistemi (11, 53),
sitrat testi, metil red testi, Voges-Proskauer testi, oksidaz testi ve katalaz testi
kullanild.

3.4.1. Uclu TUp Yontemi

Tip 1, tlp 2 ve tip 3 icin besiyeri icerikleri yukarida belirtilen miktarlarda
hassas terazide tartildiktan sonra, 1. ve 2. tupteki besiyerleri otoklavlanarak, 3. tlipteki
besiyeri ise tindalizayon islemine tabi tutularak hazirlandi. Tiip 1 egik portakal
kirmizis1 renginde ve kati, tiip 2 kirmizi renkli ve yar1 kati, tiip 3 ise siv1 ve agik sar1
renklidir. Bu yontem ile bakilabilen biyokimyasal testlerin degerlendirilmesi asagida
Ozetlendi (Tablo 3.3). Tip 1’e ekim igin TSA besiyerinde iiretilmis kolonilerden sivri
uclu 6ze ile alinip besiyerine orta hattan girildi ve ayn1 hattan ¢ikildi. Ayn1 zamanda
besiyerinin egik yiizeyine de ekim islemi gergeklestirildi. Tiip 2’ye ekimde koloniler
tiip 1°de oldugu gibi sivri uclu 6ze ile alind1 ve besiyerine orta hattan girildi ve ayni
hattan ¢ikildi. Tip 3’e ekim i¢in ise yuvarlak uclu 6ze ile koloniden alind1 ve sivi
besiyerine ekimleri gergeklestirildi. Tablo 3.3’de tiglii tiip testi sonuglarinin

degerlendirilmesi sunulmustur.
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Tablo 3.3 Norveg iiglii tiip sitemindeki biyokimyasal testlerin degerlendirilmesi
(12).

Testler Pozitif Negatif

Tap 1.

Glikoz (dip kisim) Sar1 renk Portakal kirmizisi rengi

Laktoz (iist kisim) Sar1 renk Portakal kirmizisi rengi

Gaz Hava kabarcigi Hava kabarcig1 yok

H2S Siyah renk Portakal kirmizisi rengi

Tup .

Mannitol Sar1 renk Kirmizi renk

Hareket Homojen treme Ekim hattinda iireme

Tap 1.

Ure Cingene pembesi renk Acik sar1

Indol Kovaks ayiract sonrast Kovaks ayiract sonrasi
kirmiz1 halka halka yok

3.4.2. Sitrat Testi

Simmons citrate agar (Oxoid, Ingiltere) besiyerinden 23 gram tartilip 1 litre
distile su icinde eritildi ve otoklavlandi. Ardindan yaklasik 50°C’ye kadar sogumasi
beklendi ve steril cam tiiplere 4’er ml aktarildi. Tiiplerdeki soguyan ve katilagan
besiyerlerine, TSA besiyerinde tiretilmis E. coli kolonilerinden igne uglu 6ze ile alinip
orta hattan girildi ve ayn1 hattan ¢ikilarak ekim yapildi. Cam tipler 37°C’de 48 saat
inkibe edildi. Yesil renkli besiyerinin koyu maviye donmesi mikroorganizmanin
sitratt karbon kaynagi olarak kullandigin1 gosterdi ve sonug sitrat (+) olarak

degerlendirildi. Besiyerinin rengini korumasi ise sitrat (-) olarak degerlendirildi (7).

3.4.3. Metil Red (MR) Testi

Metil red (MR) ve Voges-Proskauer (VP) testleri MR-VP Buyyon’da
gerceklestirildi. MR-VP Buyyon (BD, ABD) besiyerinden 4.25 gram tartilip 250 ml
distile su i¢inde eritildi ve otoklavlandi. Ardindan steril cam tiiplere 2’ser ml dagitildi.

Cam tlplerde bulunan besiyerlerine, TSA besiyerinde pasajlanan izolatlardan ekimler
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yapilip, 37°C’de 2 giin inkiibasyona birakildi. Ardinda metil red solisyonundan
(Sigma-Aldrich, ABD) 2-3 damla kulttrlerin Uzerine eklendi. Rengin kirmizi-
pembeye dénmesi besiyerinde bulunan glikozun fermente edilerek besiyeri pH’sinin
4.4 ve altina distiigiinii ve testin pozitif oldugunu, sar1 kalmasi ise pH’1n degismedigini

ve testin negatif oldugunu gosterdi (7, 11).

3.4.4. Voges-Proskauer (VP) Testi

MR testinde oldugu gibi VP testi de MR-VP Buyyon (BD, ABD)’da
gerceklestirildi. MR-VP besiyeri MR testindeki gibi hazirland1 ve izolatlar MR-VP
stvi besiyerine ekilip, 37°C’de 2 giin inkiibasyona birakildi. Test i¢in kullanilacak VP
indikatori (% 5°1ik a-naphtol) ve % 40 KOH asagidaki formiillere gore hazirlandi. VP
testi icin, inkiibasyon sonucunda besiyerine 0.6 ml % 5’lik a-naphtol soliisyonu ilave
edildi ve karisim iyice ¢alkalandi. Ardindan karisimin iizerine 0.2 ml % 40’lik KOH
ilave edildi. Otuz dakika igerisinde tiiplerde parlak kirmizi renk olusmasi, bakterinin
glikozu kullanarak asetil metil karbinol olusturdugunu ve testin pozitif oldugunu
gosterdi. Bir saatlik stire sonunda tiiplerde sekillenen bakir rengi negatif sonug olarak
degerlendirildi (86).

VP indikatorii: 5 gr a-naphtol 100 ml etil alkol icerisinde eritilerek indikator
soliisyon hazirlandi.

% 40 KOH: 40 gr potasyum hidroksit 100 ml distile su igerisinde eritilerek %
40’lik KOH soliisyonu hazirlandi.

3.4.5. Oksidaz Testi

Steril Whatman filtre kagidina % 1’lik tetrametil-p-fenilendiamin
dihidroklorir (Sigma Aldrich, ABD) ayiraci emdirildi. TSA besiyerindeki
kolonilerden 6ze ile alinip bu filtre kagidinin {izerine aktarildi. Renk degisikliginin 5-
10 saniye i¢inde olmamasi oksidaz (-), mavi-mor rengin olusmasi oksidaz (+) olarak

degerlendirildi (7).
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3.4.6. Katalaz Testi

Katalaz testi E. coli’nin hidrojen peroksidi ayrigtirmada kullandigi katalaz
enziminin saptanmasi amaciyla yapildi. Temiz bir lam Gzerine 6ze ile % 3’1k hidrojen
peroksit (H202) alindi. TSA besiyerindeki kolonilerden 6ze ile alinip hidrojen peroksit

igerisinde dagitildi. Hava kabarciklarinin olusmasi testin pozitif oldugunu gosterdi (7).

3.5. Dogrulama Testi (Kombine Disk Metodu)

Identifikasyonlar1 gergeklestirilen E. coli izolatlarinin GSBL ureten izolatlar
olup olmadigmin tespiti amaciyla Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI)’niin 6nerdigi fenotipik dogrulama
testi uygulandi (23). Ik 6nce Tryptic Soy Broth (TSB) igerisinde 0.5 McFarland’a gére
E. coli izolatlar1 siispanse edildi. Siispansiyon igerisinden steril sivap ile alinarak, daha
once hazirlanmis Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerine, yiizeyinde bos yer
kalmayacak sekilde yayilarak ekim yapildi. Daha sonra agar yilizeyine sefotaksim
(30ug) (BD, ABD) ve sefotaksim-klavulanik asit (30/10ug) (BD, ABD), seftazidim
(30ug) (BD, ABD) ve seftazidim-klavulanik asit (30/10ug) (BD, ABD) diskleri
yerlestirildi. Petriler 35 + 2°C’de 16-18 saat inkibe edildi.

Sefalosporin diskinin etrafinda olusan inhibisyon zon ¢api, ayn1 sefalosporin
antibiyotiginin klavulanik asit ile kombinasyonunu igeren diskin etrafinda olusan
zonun ¢apindan 5 mm ve daha fazla ise, bu izolat GSBL iiretimi agisindan pozitif
olarak kabul edildi (23).

3.6. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

GSBL iiretimi dogrulanan E. coli izolatlarinin beta laktam antibiyotiklere olan
duyarliliklart agar disk difiizyon testi ile belirlendi (23). Bu amagla, aztreonam (30
ug), sefpodoksim (10 pg), seftriakson (30 pg), sefoksitinin (30 ug) ve seftiofur (30 pg)
(Oxoid, Ingiltere) diskleri kullanildi. Test MHAda gergeklestirdi.

E. coli izolatlarindan bir iki koloni &ze ile alinip steril 2 ml TSB igeren tiiplerde
0.5 McFarland bulanikligina gore silispansiyonlar hazirlandi. Bu  bakteri

siispansiyonlarindan steril sivap yardimiyla MHA besiyerinin yilizeyine bos yer
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kalmayacak sekilde ekimler yapildi. Ardindan test edilecek antibiyotik diskleri
petrilere 3 cm araliklar ile yerlestirildi ve petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkubasyonu takiben, antibiyotik disklerinin etrafinda olusan inhibisyon zon caplari
Olctldi ve CLSI’nin kriterlerine gore asagidaki gibi degerlendirildi: Aztreonam,
sefpodoksim ve seftriakson inhibisyon zon ¢aplart CLSI’nin GSBL tarama testi zon
caplar1 kriterlerine gore degerlendirildi (23). Sefoksitinin degerlendirilmesinde ise,
CLSI tarafindan yayinlanan Enterobactericeae familyasi igin standart zon caplari
kullanildi (21, 23) (Tablo 3.4).

Elde edilen GSBL ureten E. coli izolatlarinin, diger sinif antibiyotiklere olan
duyarliliklart CLSI protokoliine gore agar disk diflizyon testi ile belirlendi (23). Bu
amacla, enrofloksasin (5 pg), florfenikol (30 pg), gentamisin (10 pg), tetrasiklin (30
ug) ve sulfametoksazol - trimetoprim (23.75 + 1.25 ug) (Oxoid, ingiltere) diskleri
kullanildi. Gentamisin ve sulfametoksazol- trimetoprim degerlendirilmesinde, hayvan
patojenleri igin CLSI’nin giincellenmis kritik zon c¢aplar1 baz alindi (22).
Enrofloksasinin degerlendirilmesinde tavuk ve hindilerde E. coli igin belirlenmis olan
zon gaplari (20) ve tetrasiklinin degerlendirilmesinde ise CLSI’nin 2010 y1l1 yayininda
hayvan patojenleri igin belirtilen zon c¢aplari baz alindi (20). Florfenikol’in
degerlendilmesinde, hayvan patojenleri Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida ve Histophilus somni i¢in kabul edilmis zon caplari baz alind1 (22) (Tablo
3.4).
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Tablo 3.4. Inhibisyon zon caplarinin degerlendirilmesinde kullanilan kritik zon
caplar (20, 22, 23).

Test edilecek Disk icerigi Direncli Orta duyarh Duyarh
antibiyotikler (ng) <mm mm > mm
Aztreonam 30 27 - -

Enrofloksasin 5 16 17-22 23
Florfenikol 30 14 15-18 19
Gentamisin 10 12 13-15 16
Tetrasiklin 30 14 15-18 19
Sefoksitin 30 14 15-17 18

Sefpodoksim 10 17 - -

Seftiofur 30 14 18-20 21

Seftriakson 30 25 - -

Sulfametoksazol- 25 10 11-15 16
trimetoprim

3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.7.1. DNA Ekstraksiyonu

TSA’da iretilmis E. coli izolatlarimin her birinin steril ultra saf su i¢inde
stispansiyonlar1 hazirlandi (McFarland 5.0) ve siispansiyonlar 99°C’de 15 dakika
termal blokta tutuldu. Ardindan siispansiyonlar 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip
hiicre partikiilleri ¢oktiiriildii. Ust stvidan 100 pl alinip yeni ependorf tiiplere aktarildi.
DNA ornekleri PZR’de kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.7.2. GSBL Genlerinin PZR ile Arastirilmasi

DNA drneklerinin her biri, 16S rRNA (84), TEM (8, 40), SHV (40, 77) ve
CTX-M (40, 71) genlerine spesifik primerler kullanilarak PZR ile test edildi (Tablo
3.5). CTX-M geninin belirlenmesi icin dnce tniversal primer (40, 71) kullanilarak
CTX-M geni tasiyan izolatlar belirlendi. Ardindan CTX-M genlerinin hangi alt
gruptan oldugunu belirlemek igin ilk 6nce CTX-M grup 1 primerleri ile PZR yapildi
(40, 49). CTX-M geni tasiyan izolatlarin hepsinin de CTX-M grup 1 alt geni tasidigi
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belirlenince diger alt gruplara bakilmaya gerek gorilmedi. PZR’da pozitif kontrol
izolatlart olarak, 16S rRNA geni icin E. coli ATCC 25922, TEM geni igin E. coli
ATCC 35218 (TEM-1), SHV geni icin K. pneumoniae ATCC 700603 (SHV-18),
CTX-M dniversal ve CTX-M grup 1 PZR icin E. coli NTCC 13461 izolatlar
kullanildi. PZR reaksiyonlarinda kullanilan hazir master mix, Tag DNA polimeraz
enzimi, deoksiribonukleotid trifosfatlar ve buffer’lar Thermo Fisher Scientific

Inc.”den temin edildi. Kullanilan primerlerin bilgileri Tablo 3.5’de sunuldu.

Tablo 3.5. PZR’da kullanilan primerler.

Gen Primerler Amplikon
boyutu
(baz cifti)
16S F: 5’-CCC CCT GGA CGA AGACTG AC-3’ 401
rRNA R: 5’-ACC GCT GGC AAC AAA GGA TA-3’
TEM F:5-GTA TCC GTC CAT GAG ACA ATA-3’ 966
R:5’-TCC AAA GTA TAT ATG AGT AAA C-3’
SHV F:5-GCC GGG TTATTCTTATTT GTC GC-3’ 1007
R:5’-TCT TTC CGA TGC CGC CGC CAG TCA-3’
CTX-M" F:5’-SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA-3’ 543
R:5’-CCG CRA TAT CRT TGG TGG TG-3’
CTX-M F:5-CCCATG GTT AAAAAATCACTG-3 891

grup 1 R:5-CCGTTTCCG CTATTA CAA AC-3’
*S:G/C; Y:CIT; R:AIG

Yapilan PZR’larda kullanilan PZR kosullar1 asagida sunulmustur:

E. coli 16S rRNA geni icin spesifik PZR’da; PZR reaksiyonu 12.5 ul hazir
master mix (0.05 U/ul tag DNA polimeraz, reaksiyon buffer, 4 mM MgCl2, 0.4 mM
her bir dNTP), 1 ul primer forward, 1 pl primer reverse, 7.5 ul ddH20 ve 3 ul kalip
DNA ile olusturuldu. Thermocycler (ATC 401-Apollo Instrumentation, Ingiltere)
programi ise 95°C’de 8 dakika siireyle baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 30 dongii
olacak sekilde 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 58°C’de 30 saniye primer baglanma
ve 72°C’de 30 saniye uzama safhalarindan olustu ve son olarak 72°C’de 7 dakikalik

son uzama asamasi gergeklestirildi (84).
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TEM geni icin spesifik PZR’da; PZR reaksiyonu 2.5 ul 10xKCI buffer, 1.5 pul
MgCl. (25 mM), 1 ul forward primer (10 uM), 1 ul reverse primer (10 uM), 2.5 ul
dNTP karsimi (2 mM her biri), 1.5 U (0.3 ul) Tag DNA polimeraz, 14 pl ddH>0O ve
2.5 pl kalip DNA ile olusturuldu. Thermocycler programi ise 94°C’de 5 dakika stireyle
baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 1 dakika
denaturasyon, 48°C’de 1 dakika primer baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama
sathalarindan olustu ve son olarak 72°C’de 10 dakikalik son uzama agamasi
gerceklestirildi (67).

SHV geni igin spesifik PZR’da; PZR reaksiyonu 2.5 ul 10xKCI buffer, 1.5 ul
MgCl2 (25 mM), 1 ul forward primer (10 uM), 1 ul reverse primer (10 uM), 2.5 ul
dNTP karsimi (2 mM her biri), 1.5 U (0.3 ul) Tag DNA polimeraz, 13.5 ul ddH20 ve
3 wl kalip DNA ile olusturuldu. Thermocycler programi ise 94°C’de 5 dakika sureyle
baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 30 saniye
denaturasyon, 58°C’de 30 saniye primer baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama
safhalarindan olustu ve son olarak 72°C’de 7 dakikalik son uzama asamasi
gerceklestirildi (67).

CTX-M {niversal primerleri ile yapilan CTX-M geni belirlemeye yonelik
PZR’da; PZR reaksiyonu 12.5 ul hazir master mix (0.05 U/ul Taq DNA polimeraz,
reaksiyon buffer, 4 mM MgCl2, 0.4 mM her bir dNTP), 0.5 ul forward primer, 0.5 pl
reverse primer, 9 ul ddH>O ve 2.5 ul kalip DNA ile olusturuldu. Thermocycler
programi ise 94°C’de 5 dakika siireyle baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 35 dongii
olacak sekilde 94°C’de 30 saniye denaturasyon, 54°C’de 30 saniye primer baglanma
ve 72°C’de 1 dakika uzama safhalarindan olustu ve son olarak 72°C’de 7 dakikalik
son uzama asamasi gergeklestirildi (67).

CTX-M grup 1 igin spesifik PZR’da; PZR reaksiyonu 2.5 ul 10xKCI buffer, 1.5
ul MgClz (25 mM), 0.5 ul forward primer (10 uM), 0.5 ul primer reverse (10 uM), 2.5
ul ANTP kargimi (2 mM herbiri), 1.5 U (0.3 ul) Tag DNA polimeraz, 15 ul ddH20 ve
2.5 pl kalip DNA ile olusturuldu. Thermocycler programi ise 94°C’de 5 dakika stireyle
baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 1 dakika

denaturasyon, 55°C’de 1 dakika primer baglanma ve 72°C’de 1 dakika uzama
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sathalarindan olustu ve son olarak 72°C’de 7 dakikalik son uzama agsamasi

gerceklestirildi (67).

3.7.3. PZR Urlnlerinin Agaroz Jelde Géruntilenmesi

PZR urunleri % 1’lik agaroz jel igerisinde yiiriitiilerek ultraviole 15181 altinda
gorunttlendi. Bu amagla, 0,3 g agaroz (Thermo Fisher Scientific Inc.) 30 ml 1x TBE
buffer (Thermo Fisher Scientific Inc.) i¢erinde mikrodalga firinda eritildi. Tamamen
¢Ozunen agaroz, 45-50°C’ye kadar sogutuldu. Bos haldeki elektroforez kasedine
(BlueMarine 100-Serva, Almanya) taraklar konuldu. Agaroz icerisine 2 ul toksik
olmayan DNA boyas1 (EZ Vision, Amresco, ABD) eklendi ve iyice karistirilarak yatay
elekroforez kasedinin igerisine dokiilerek sogumaya birakildi. Katilasan jelden taraklar
cikarilarak kuyucuklarin olusmasi saglandi. Elde edilen PZR iiriiniinden 10 pl,
yaklasik 2 ul loading dye (yiikkleme boyasi) ile karistirilarak kuyucuklara yiklendi.
Birinci kuyucuga 5 ul marker DNA (100 bp) (Marker DNA= 2 pl DNA ladder + 1 pl
loading dye + 4 ul ddH20) yiiklendi ve 40 dakika 85 V sabit voltajli elektrik akimi
uygulanarak DNA’nin pozitif kutuba dogru hareketi saglandi. DNA bantlar1, ultraviole
15181 altinda jel goriintiileme sistemi (EDAS 290-Kodak, ABD) yardimiyla

goruntdlendi ve fotograflandi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Buzagilarin yas gruplari arasinda GSBL iireten E. coli tasiyiciligi agisindan
farkin anlamli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, SPSS (version 11) programi
kullanilarak Pearson ki kare testi uygulandi (74). Degerlendirmede p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. E. coli Selektif izolasyonu ve Identifikasyonu

Seftazidim ve sefotaksim iceren Brilliance™ E. coli / koliform selektif
besiyerlerinin her ikisinde de {ireyen izolat sayisi; Bucak ilgesinde 8, Merkez ilgede 18
ve Tefenni ilgesinde 18 olmak Uzere toplam 44 olarak bulundu. Selektif besiyerinde
gorulen E. coli kolonilerine 6rnek Sekil 4.1°de verildi. Her bir petriden rastgele 1
koloni secildi ve MacConkey Agar besiyerine pasajlandi. izolatlarin hepsi MacConkey
agarda Uredi ve hepsinin de laktoz pozitif oldugu goriildii. Ardindan TSA besiyerine

pasajlanan izolatlarin E. coli yoniinden identifikasyonu yapildi.

B v
Sekil 4.1. Brilliance™ E. coli/ koliform selektif besiyerinde iireyen koloniler (Ok ile
gosterilen mor renkli koloni E. coli kolonisidir).

Norvec ¢l tup sistemi testlerinin sonuglarina gore; Tup I’de izole edilen tim
E. coli izolatlarinin glikoz ve laktozu kullandig1 goriildii. Ayrica tiim E. coli izolatlar
tiiplin dibinde gaz olusturdu. Tiplerin timunde H»S dretimini godsteren siyah renk
olusumu goriilmedi. TUp I1’deki hareket muayenesinde; toplam 8 izolat hareketsiz
olarak tespit edildi. Hareketsiz izolatlarin 2’si Tefenni ilgesinden, 3’U ise Merkez
ilgeden izole edildi. Mannitol testinde; tim izolatlarin mannitolii kullandig1 goriildii.
Tup I1I’de; tim izolatlarda Urenin kullanilmadig1 goriildi. TUm izolatlarda kovaks
ayiract damlatilmasi sonrasi tliplin iist kisminda 1-2 dakika i¢inde kirmizi halka
meydana geldi ve indol testinin pozitif oldugu goriildi.

Test edilen tum E. coli izolatlarininda sitrat testi, VP testi ve oksidaz testi

negatif sonug verdi. MR ve katalaz testleri ise pozitif sonug verdi.

36



4.2. Dogrulama Testi (Kombine Disk Metodu)

Kombine disk metodu ile E. coli / koliform selektif besiyerinde Ureyen
toplamda 44 izolatin 36’sinin GSBL iireten E. coli oldugu belirlendi. Bucak il¢esinden
E. coli / koliform selektif besiyerinde iireyen 8 izolatin hepsi, Merkez ilgeden 18
izolatin 16’s1 ve Tefenni ilgesinden 18 izolatin 12°si GSBL iireten E. coli izolat1 olarak
belirlendi. Béylece calismada toplanan 150 diski 6rneginin 36’sindan GSBL iireten E.
coli izole edilmis ve izolasyon oraninin % 24 oldugu belirlenmis oldu. Izole edilen
GSBL d(reten E. coli izolatlarinin 6rneklerin toplandigi yerlesim yerlerine gore
dagilmi  Tablo 4.1’de sunuldu. Merkez-Suludere ve Tefenni-Yaylakdy
merkezlerinden GSBL pozitif izolatlara rastlanmadi. En yiiksek oran Tefenni-
Asiklar’da elde edildi ve 10 diski 6rneginin 7’sinde GSBL dreten E. coli izolatina
rastland1 (% 70). MHA besiyerindeki yapilan dogrulama testi sonuglarindan bir 6rnek
Sekil 4.2°de verildi.

Sekil 4.2. GSBL ureten E. coli izolat1 (6rnek no:137): 1 (CTX, sefotaksim), 2 (CAZ,
seftazidim), 3 (CTC, sefotaksim-klavulanik asit) ve 4 (CZC, seftazidim-klavulanik
asit).
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Tablo 4.1. Buzagi disk1 6rneklerinin alindig1 yerlesim yerlerine gore GSBL tireten
E. coli izolatlarinin dagilimu.

Tige- Koy Ornek alman  Ornek  GSBL ureten Oran
isletme sayisi Sayis1  E. coli sayisi
Bucak- Demirli 8 20 3 % 15
Bucak- Kavacik 6 18 4 % 22.2
Bucak- Kocaaliler 5 12 1 % 8.3
Merkez- Hacilar 3 13 5 % 38.4
Merkez- Suludere 4 19 0 % 0
Merkez- Yazikoy 5 18 11 % 61.1
Tefenni- Asiklar 3 10 7 % 70
Tefenni- Esentepe 4 13 2 % 15.3
Tefenni- Hasanpasa 3 14 3 % 21.4
Tefenni- Yaylakoy 3 13 0 %0
TOPLAM 44 150 36 % 24

Calismada toplanan 6rnekler her bir yas grubunda degerlendirildiginde, GSBL
ureten E. coli izolasyon oranlarinin birbirine yakin oldugu goriildii. Yas gruplarina
gore GSBL ureten E. coli izolasyon oranlarinin, 0 - <2 ay yasindaki buzagilar i¢in %
23.21 (13/56), 2 ay < - < 4 ay yas grubu i¢in % 25.53 (12/47) ve 4 ay < - <6 ay yas
grubu icin ise % 23.40 (11/47) oldugu belirlendi. GSBL iireten E. coli izolatlarinin

buzagilarin yaslarina (ay) gore dagilimi ve oranlar1 Tablo 4.2°de sunuldu.

Tablo 4.2. GSBL lreten E. coli izolatlarinin buzagilarin yaslarina (ay) gore dagilimi
ve oranlari.

Tige- Koy 0-<2ay 2ay <-<4ay 4ay<-<6ay
n=56 n=47 n= 47
Bucak 3 3 2
Merkez 8 3 S)
Tefenni 2 6 4
Toplam 13 12 11
izolasyon orani % 23.21 % 25.53 % 23.40
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4.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarinda yiiksek direng profiline rastlandi.
Yerlesim yerlerine gore beta laktam antibiyotiklere ve diger siniflardan antibiyotiklere
direncli GSBL ureten E. coli izolat1 sayilar1 Tablo 4.3 ve 4.4’te sunuldu.

Tablo 4.3. GSBL dreten E. coli izolatlariin beta laktam antibiyotiklere direnc

oranlari.

Test edilen Bucak Merkez Tefenni TOPLAM

antibiyotikler (8 izolat) (16 izolat) (12 izolat) (36 izolat)
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)

Aztreonam 8, % 100 16, % 100 12, % 100 36, % 100
Sefoksitin 0,%0 0,%0 0,%0 0,%0

Sefpodoksim 8, % 100 16, % 100 12, % 100 36, % 100

Seftiofur 8, % 100 16, % 100 12, % 100 36, % 100

Seftriakson 8, % 100 16, % 100 12, % 100 36, % 100

Tablo 4.4. GSBL ureten E. coli izolatlarinin diger smiftan antibiyotiklere direng

oranlari.
Test edilen Bucak Merkez Tefenni TOPLAM
antibiyotikler (8 izolat) (16 izolat) (12 izolat) (36 izolat)
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
Enrofloksasin 3,% 375 15,%93.75 10, % 83.33 28, % 77.77
Florfenikol 5, % 62.5 8, % 50 7, % 58.33 20, % 55.55
Gentamisin 0,%0 16, % 100 10, % 83.33 26, % 72.22
Tetrasiklin 8, % 100 15, % 93.75 8, % 66.66 31, % 86.11
Sulfametoksazol- 5, % 62.5 15, % 93.75 12, % 100 32, % 88.88
trimetoprim
4.4. PZR

Dogrulama testi ile GSBL iiretimi dogrulanan tiim E. coli izolatlarinda 16S

rRNA geni belirlendi. Boylece izolatlarin genotipik olarak E. coli oldugu dogrulanmig

oldu. Yapilan PZR’a iligkin bazi izolatlarin sonucu Sekil 4.3’de verildi.
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Sekil 4.3. 16S rRNA geni primerleri ile E. coli izolatlarinda yapilan PZR sonucu.
M:Marker (100 bp), PK: 16S rRNA geni pozitif kontrol (E. coli ATCC 25922), NK:
Negatif kontrol (kalip DNAsiz PZR karigimi), buzagi izolatlari (11, 55, 96, 137, 146).

TEM geni igin yapilan PZR’da 36 adet GSBL pozitif izolattan 33 (%
91,66)’Unde TEM geni belirlendi, 3’tinde ise TEM geninin var olmadig: tespit edildi.
TEM geni tasimayan E. coli izolatlarinin Bucak ilgesinden alinan diski 6rneklerinden
izole edildigi belirlendi. TEM geni i¢in yapilan PZR’a iligkin bazi izolatlarin sonucu
Sekil 4.4.”de verilmistir.

Sekil 4.4. TEM geni primerleri ile E. coli izolatlarinda yapilan PZR sonucu. M: Marker
(100 bp), PK: TEM geni pozitif kontrol (E. coli ATCC 35218), NK: Negatif kontrol
(kalip DNAs1z PZR Kkarisimi), buzagi izolatlar (9, 11, 16, 17, 18).

SHV geni igin yapilan PZR’da E. coli izolatlarinin higbirisinin SHV genine
sahip olmadig1 belirlendi.
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CTX-M Universal primerleri kullanilarak yapilan PZR’da tiim izolatlarin CTX-
M genini tasidigi goriilmiistiir. CTX-M geni i¢in yapilan PZR’a iliskin baz1 izolatlarin

sonucu Sekil 4.5.”de verildi.

Sekil 4.5. CTX-M universal primerleri ile E. coli izolatlarinda yapilan PZR sonucu.
M: Marker (100 bp), PK: CTX-M universal pozitif kontrol (E. coli ATCC 13461), NK:
Negatif kontrol (kalip DNAsiz PZR karigimi), buzagi izolatlar (55, 72, 73, 74, 93).

CTX-M grup 1 primerleri kullanilarak yapilan PZR’da tiim izolatlarin CTX-M
grup 1’e ait CTX-M genlerini tasidigi belirlenmistir. CTX-M grup 1 i¢in yapilan

PZR’a iliskin baz1 izolatlarin sonucu Sekil 4.6.”de verildi.

PK NK 132 133 135 137 138

I~

1000 Bp «

R

-
500 Bp s 891 Bp
{ et

. i
Pk

Sekil 4.6. CTX-M grup-1 primerleri ile E. coli izolatlarinda yapilan PZR sonucu.
M:Marker, PK: CTX grup-1 pozitif kontrol (E. coli ATCC 13461), NK: Negatif
kontrol (kalip DNAsiz PZR karisimi), buzagi izolatlar1 (132, 133, 135, 137, 138).

PZR sonucunda, 33 E. coli izolatinin TEM ve CTX-M geninin her ikisini de
tasidig1 belirlendi. Ug E. coli izolatinin ise sadece CTX-M genini tasidig1 goriildii.

41



4.5. Istatistiksel Degerlendirme

Buzagilarin yas gruplarina gére GSBL tireten E. coli tagiyiciligi arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p= 0.957).
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5. TARTISMA

Diinyanin ¢esitli bolgelerinde, yetiskin sigirlarda GSBL {ireten E. coli varligi
lizerine yapilmis ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir (42, 59, 63). Buzagilar iizerine
yapilan c¢alismalar ise daha c¢ok son yillarda yogunlasmis durumdadir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde ishalli buzagilarda yapilan bir arastirmada sadece TEM genine
bakilmis ve izolatlarin ¢ogunlugunda TEM beta laktamaz geni tespit edilmistir (14).
Hollanda’da 1997-2010 yillar1 arasinda 14 yillik bir siiregte sefotaksime direncli
bakterilerin prevalansindaki degisimi arastirmak icin buzagilarda yapilan bir
calismada, 1998 ve 1999 yillarinda prevalans % 4 bulunmus, 2010 yilinda ise % 39
bulunmustur (44). Yine Hollanda’da buzagilarda 3 farkl ¢iftlikte 0., 3., 6., 8. ve 10.
haftalarda yapilan prevalans ¢alismasinda, 0. haftada ciftliklerde prevalansin % 18 ile
% 26 arasinda degistigi, 10. haftada ise prevalanslarin giderek diistiigli gorilmiuistiir
(43). Almanya’da ishalli buzagilarda Siga toxin iireten GSBL fenotipine sahip 2 farkli
E. coli izolatinda yapilan bir ¢alismada, 1. izolatin CTX-M-1 ve TEM-1, 2. izolatin ise
sadece CTX-M-1 geni tasidigi rapor edilmistir (31). Schmid ve ark. (72)’de
buzagilarida iceren c¢aligmalarinda (Almanya), buzagilardan topladiklari digk:
orneklerinin % 56.2’sinde GSBL ureten E. coli tespit etmislerdir. Geser ve ark.
(34)'min Isvigre’de yaptign ¢alismada topladiklart buzagi diski Srneklerinin %
25.3’Unde GSBL (reten Enterobactericeae izolatlari tespit etmislerdir.

Turkiye’de yetiskin sigirlarda giiniimiize kadar GSBL {ireten E. coli prevalansi
ve GSBL tiplerinin belirlenmesine iligskin yapilmis sinirli sayida ¢calisma mevcuttur (1,
9, 52, 65). Aksoy ve ark. (1) tarafindan yapilan ¢alismada GSBL {ireten E. coli susuna
sigirlarda rastlanmamistir. Hatay ilinde yapilmis ¢alismada prevalans sigirlarda % 8.3
olarak bulunmustur (9). Istanbul ve Tekirdag’da yapilmis calismalarda yetiskin
sigirlarda sadece 3 adet GSBL iireten E. coli susu izole edilmis ve prevalans % 1.2
olarak bildirilmistir (52). Ayn1 ¢alismada Istanbul ve Tekirdag’da bulunan iki sigir
ciftligindeki buzagilardan toplanan rektal sivap drneklerinde GSBL Ureten E. coli’ye
rastlanmamistir  (52). Burdur bdlgesinden yetiskin sigirlardan toplanan digki
orneklerinde yapilan ¢calismada ise, GSBL ureten E. coli tastyiciligi sigirlarda % 15.5
olarak bulunmustur (65). Yapilan bu tez c¢alismasinda ise Burdur ilindeki saglikli

buzagilarin diski 6rneklerinde GSBL iireten E. coli tasiyicilik oran1 % 24 olarak
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bulundu. Tez ¢alismamiz dncesinde buzagilarin antibiyotiklere daha az maruz kalmis
olmalar1 veya antibiyotik tedavisi gérmemis olmalar1 dolayisiyla, izolasyon oraninin
ayni bolgedeki yetiskin sigirlarla yapilan g¢alismaya (65) kiyasla daha diisiik
bulunacagi tahmin edilmisti. Ancak ¢alisma sonunda buzagilardaki prevalansin biraz
yiiksek oldugu goriildii. Bu durum, buzagilarin diski 6rnekleri toplandiklari sirada
yetiskin hayvanlar ile birlikte olmalarina ve dogumdan sonra yetiskin hayvanlardan
GSBL reten E. coli izolatlarin1 almis olabileceklerine baglandi.

Bu ¢alismada, yas gruplarina gore GSBL iireten E. coli prevalansi, 0 ay - < 2
ay yasindaki buzagilar i¢in % 23.21, 2 ay < - <4 ay yas grubu icin % 25.53 ve 4 ay <
- <6 ay yas grubu i¢in ise % 23.40 olarak bulundu ve yas gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak bir fark bulunmadi. Bu durum yas ile GSBL iireten E. coli tasiyiciligi arasinda
bir iligkinin olmadigini géstermektedir.

Bu tez ¢alismasinda PZR ile GSBL iireten E. coli izolatlarinda TEM, SHV ve
CTX-M tipi GSBL genlerine bakildi. Calismadaki 36 GSBL iireten E. coli izolatinin
33 (% 91.7)’Unde TEM geni bulunurken, izolatlarin hi¢birinde SHV geninin olmadigi
belirlendi. Pehlivanoglu ve ark. (65) Burdur ilindeki yetiskin sigirlarda yaptiklari
calismada 31 GSBL ireten E. coli izolatinin 24 (% 77.4)’inde TEM geni
belirlenmistir. Ancak Pehlivanoglu ve ark.’nin (65) 3 E. coli izolatinda SHV geninin
varligini da belirlemistir. Aslantas ve ark. (9) tarafindan Hatay bolgesindeki sigirlarda
yapilan arastirmada ise, yetiskin sigirlardan izole edilen 26 GSBL ureten E. coli
izolatinin 21’inde (% 80.8) TEM genleri bulunmustur (9). Bu tez ¢alismasinda, biitiin
(36/36, % 100) izolatlarin CTX-M geni tasidig1 belirlendi ve tiim tespit edilen CTX-
M tipi beta laktamaz genlerinin CTX-M grup 1’e ait oldugu goriildii. Benzer sekilde
Pehlivanoglu ve ark. (65) Burdur ilinde yetiskin sigirlardan izole ettikleri 31 adet
GSBL (reten E. coli susunun 27 (% 87.1)’sinde CTX-M geni belirlemis ve hepsinin
grup 1’e ait olduklarini rapor etmistir. Aslantag ve ark. (9) ise Hatay bolgesindeki
yetiskin sigirlardaki ¢aligmasinda, 26 izolatin 25 (% 96.2)’inde CTX-M geni
belirlemis ve bunlarinda CTX-M grup 1 (12 adet CTX-M-15, 11 adet CTX-M-1, 2
adet CTX-M-3)’e ait oldugunu belirtmistir (9). Bu verilere bakarak bu tez ¢alismasinda
elde edilen GSBL genlerinin dagilimi Hatay ve Burdur bolgesinde yapilan ¢alisma
sonuglart ile benzerlik gostermektedir. Ancak, Kiiglikbasmaci ve ark. (52) tarafindan

Istanbul ve Tekirdag illerinde yapilan arastirmada ise izole edilen 5 adet GSBL iireten
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Enterobacteriaceae izolatlarinda SHV geni (4 izolatta SHV-5, 1 izolatta SHV-12)
bulunmasina ragmen, CTX-M geni bulunmamuistir. Bu ¢alismaya bakarak verilerin ¢ok
zit oldugu ve bunun sebebinin o cografik bolgedeki sigir populasyonunun yapisinin
farkliligindan, ¢alismalardaki 6rnekleme metotlarinin farkli olmasindan ve ge¢miste
hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi
distiniildi.

GSBL’lar1  kodlayan genlerin genellikle plazmidlerde lokalize oldugu
bilinmektedir (64). Yapilan arastirmalarda bu plazmidlerde aym1 zamanda
aminoglikozid, kinolon, tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim-sulfametoksazol
direngliligini saglayan genlerin de tasindigi ve bu nedenle GSBL iireten E. coli
izolatlarinin bu antibiyotiklere de yiiksek oranda direng gosterdikleri gériilmektedir (4,
14, 19, 25, 54, 81). Bu tez ¢alismasinda da GSBL genlerini tespit ettigimiz E. coli
izolatlarinda diger gruptan antibiyotiklere (aminoglikozid, kinolon, tetrasiklin, fenikol
ve trimetoprim-sulfametoksazol) karsi yiiksek oranda direng goriilmiistiir.

Ozellikle gelismis iilkelerde, Bakteriyel Direnglilik izleme Programlari diizenli
olarak ydiritilmekte ve indikator, patojenik ve zoonotik bakterilerin antibiyotiklere
direnglilik durumlarina iligskin sonuglar periyodik olarak yaymlanmaktadir (28, 45). E.
coli insan ve hayvan bagirsak mikroflorasinin dogal tiiyesi olmasi sebebiyle,
hayvanlarda ¢esitli amaglarla kullanilan antibiyotiklere siklikla maruz kalabilmekte ve
boylece ¢esitli direng mekanizmalarini kolaylikla gelistirmektedir. E. coli’nin diger bir
0zelligi, direng genlerini patojenik ve zoonotik bakterilere kolaylikla transfer etmesi
ve E. coli’nin antibiyotik direngliliginin izlenmesinde indikator bakteri olarak kabul
edilmesidir (50, 82, 87). Bu nedenle, E. coli antibiotik diren¢liliginin izlenmesinde
patojen bakteriler kadar normal flora lyesi E. coli izolatlarina da bakilmasi1 6nem
arzetmektedir. Pehlivanoglu ve ark. (65)’nin Burdur ilindeki saglikli Holstayn 1rki
yetiskin sigirlarin digki 6rneklerinden izole ettigi bagirsak flora tiyesi E. coli’lerdeki
GSBL iiretimi {lizerine elde ettigi verilere ilaveten ayni bolgedeki Holstayn 1rki saglikli
buzagilardaki durumun da bu tez c¢alismasinda ortaya c¢ikarilmis olmasi, Burdur ili

sigirlarindaki durumun belirlenmis olmasi agisindan 6nemlidir.

45



6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alisma ile Burdur ilindeki Holstayn irk1 saglikli buzagilarda
GSBL dreten E. coli tasiyiciligi gosterilmis ve tastyicilik orami % 24 olarak
belirlenmistir. Bu ¢aligma Tiirkiye’de saglikli buzagilarda CTX-M tipi beta laktamaz
ureten E. coli varligin1 gosteren ilk calisma olmasi agisindan 6nemlidir. Ayrica bu
calismada Orneklenen buzagilarda yas ile GSBL iireten E. coli tasiyiciligi arasinda bir
iliskinin olmadig1 belirlenmistir.

Tez caligmast sonucunda ortaya c¢ikan veriler, hem akademisyenler hem de
bolgede galisan veteriner hekimler ve hayvan yetistiriciler i¢in énemli bir kaynak
olusturacaktir. Bolgemizde c¢alisan veteriner hekimler basta olmak iizere hayvan
yetistiricileri, GSBL Ureten E. coli suslarinin ortaya ¢ikisi ve 6nemi hakkinda
bilgilendirilmelidir. Bu egitimlerin igeriginde antibiyotik preparatlarinin daha bilingli
kullanilmasina ve ¢ogunlukla antibiyogram testlerine bagvurarak antibiyotik se¢imi
yapilmasina dikkat g¢ekilmelidir. Bu egitimlerden saglanacak bilgi birikiminin
tedavide basariyr arttirmak ve direng gelisimini kisitlamak icin 6nemli olacagi

distiniilmektedir.
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