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OZET

KAFES KUSLARINDA GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ
SENTEZLEYEN Escherichia coli VARLIGININ ARASTIRILMASI

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) sentezleyen Escherichia coli
izolatlarinin veya Enterobactericeae iiyelerinin prevelansindaki artis, Tirkiye dahil
olmak iizere tiim diinyada yaygin olarak bulunmakta ve gittikge biiyliyen bir sorun
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu tez c¢alismasinda, Hatay ilinde kafes kusu
yetistiriciligi yapan petshop’lardan alinan farkli kus tiirlerine ait gaita 6rneklerinde
GSBL sentezleyen E. coli varliginin belirlenmesi amaglandi. Gaita ornekleri 2 pg/ml
sefotaksim igeren Eosine Methylene Blue (EMB) agara ekildi. Fenotipik dogrulama
testleriyle konfirme edilen pozitif izolatlarin GSBL tipi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ve DNA dizi analizi ile arastirildi. GSBL iireten izolatlarin antimikrobiyal
duyarliliklar1 disk difiizyon yontemiyle, filogenetik gruplanmasi ise PZR ile tespit
edildi. GSBL sentezleyen E. coli gaita 6rneklerin % 2,7’sinden (4/150) izole edildi.
GSBL sentezleyen % 2,7 E. coli suslarinda, GSBL genleri blargm-1p (n=4), blactx-m-15
(n=2), blacTx-m-1 (N=2) olarak tespit edildi. blapxa Ve blasyy genleri ise tespit edilmedi.
[zolatlarin tamami gentamisin, imipenem, sefotetan, amikasin, sefoksitin ve tobramisine
duyarli bulunurken; ampisilin (%2100), amoksisilin/klavulanik asit (%100), aztreonam
(%100), nalidiksik asit (%100), cephalotin (%100), siprofloksasin (%100), tetrasiklin
(%100), sefepime  (%50), kloramfenikol  (%50),  streptomisin  (%50),
stilfametoksazol/trimetoprim (%50) ve kanamisine (%25) ise degisen oranlarda direng
belirlendi. Filogenetik analizler sonucu GSBL pozitif izolatlarin tamaminin B1 grubuna

ait oldugu bulundu.

Bu calisma ile Tirkiye’de ilk kez kafes kuslarinda fekal kaynakli GSBL
sentezleyen E. coli varligi tespit edilmistir. Ayrica ¢alisma sonuglariyla, kafes kuslarinin
potansiyel GSBL sentezleyen E. coli tasiyicisi oldugu ve halk sagligi agisindan da

potansiyel bir risk olusturabilecegi ortaya konmustur.
2015, 46 sayfa

Anahtar Kelimeler: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz, Escherichia coli, kafes
kuslari, PZR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF EXTENDED SPECTRUM
BETA-LACTAMASE PRODUCING Escherichia coli IN CAGE BIRDS

The increase in the prevalence of Escherichia coli or other Enterobacteriaceae
species which produce extended-spectrum beta-lactamases (ESBLS), have been
extensively documented and have been an emerging public health problem all over the
world, including Turkey. In this study, it was aimed to determine the presence of
extended-spectrum beta-lactamase (ESBLs) producing E. coli, which is taken from
numerious cage birds gaita samples from pet shops in the province of Hatay. Gaita
samples were inoculated on to Eosine Methylene Blue (EMB) agar containing 2 pg/ml
cefotaxime. The positive isolates were confirmed by phenotypic confirmatory test of
ESBL types were investigated by Polymerase Chain Reaction (PCR) and DNA
sequence analysis. Antimicrobial susceptibility of ESBL-producing isolates were
determined by disk diffusion method, phylogenetic classification were determined by
the PCR. ESBL-producing E. coli isolates achieved 2,7 % (4/150) from gaita samples.
ESBL genes blargm1p (n=4), blactx-m-15 (n=2), blactx-m-1 (n=2) were determined.
blapxa and blagny genes were not detected. All ESBL positive isolates were sensitive to
gentamicin, imipenem, cefotetan, amikacin, cefoxitin and tobramycin; ampicillin
(100%), amoxicillin/clavulanic acid (100%), aztreonam (100%), nalidixic acid (100%),
cephalotin  (100%), ciprofloxacin (100%), tetracycline (100%), cefepime (50%),
chloramphenicol (50%), streptomycin (50%), sulfamethoxazole/trimethoprim (50%)
and kanamycin (25%) showed resistance in varying amounts. Phylogenetic analysis
result of all ESBL positive isolates were detected to belong to the B1 group.

With this study, the presence of the fecal origin ESBL producing E. coli was
determined in cage birds for the first time in Turkey. In addition, the study results
showed that cage birds have potential ESBL E. coli carrier and potential risk for public
health.

2015, 46 pages

Keywords: Extended-spectrum beta-lactamase, Escherichia coli, cage birds, PCR
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1. GIRIS

Insanoglu ilk¢aglardan bu yana hayvanlar ile i¢ ice yasamis, zamanla onlari
evcillestirmis, bazilarinin iirlinlerinden faydalanmis, gerektiginde dost canlisi olarak
beslemistir. Diinyada ve iilkemizde evcil hayvan besleme hobisi énemli derecede artis
gostermektedir. Bu evcil hayvan grubunun iiyelerini kuslar, siiriingenler, baliklar, kii¢iik
memeliler ve kemirgenler (rat, hamster ve yaban gelincigi) olusturmaktadir (Ebani ve
ark., 2005).

Tiirkiye'de kafes kuslari yetistiriciligi Tirk halkinin atalarindan miras kalan
giizel bir aligkanliktir. Eski Osmanli konaklarinda ve cumbali evlerde, farkli tiir
kuslardan yayilan hos nagmeler sokaklara tastigi, hemen her evin pencere kenarinda
icine bos bir yumurta kabugu yerlestirilmis birkac¢ sardunya, fesle§en ve 1tir saksisinin
yanisira saka, florya, iskete gibi kuslarin yetistirildigi kafeslerin duvarlarda asili
durdugu belirtilmistir (Petek, 2004). Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli,
ozellikle muhtelif renklerde muhabbet kuslari, Afrika gri papaganlari, sultan
papaganlari, cennet papaganlari, Cockatoo'lar, Kanarya ve Hint biilbiilleri basta olmak
tizere pek c¢ok egzotik kus tlirli giinlik yasamimizin bir pargasi haline gelmistir.
Enterobacteriaceae iiyeleri genelde pet kuslarinda hastalik yapict mikroorganizmalar
bakimindan ortak etken olmakla birlikte, ¢ok sayida bakteri primer ve/veya sekonder
olarak enfeksiyona neden olabilmektedir. Kafes kuslarindaki infeksiyonlarda yaygin
olarak Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeuroginosa gibi gram negatif
bakteriler ile Bordetella spp., Salmonella spp., Proteus spp., Yersinia spp., Pasteurella
spp. ve Staphlyococcus spp. tiirleri izole edilmistir (Baydan ve ark., 1996; Oner ve
Sahin, 2009).

E. coli insan ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminin dogal mikroflorasinin bir
sakinidir. Son yillarda bu bakteriden kaynaklanan infeksiyonlarin sayisindaki ve ¢esitli
antimikrobiyallere direncin gelisiminde goriilen artis, insan ve veteriner hekimliginde
ciddi bir problem haline gelmistir. Diger Enterobacteriaceae iiyeleri gibi E. coli
izolatlar1 da antibiyotik diren¢ genlerini tasiyabildikleri gibi, bu genleri gastrointestinal
kanalda bulunan diger kommensal ve patojen bakterilere horizontal olarak transfer

edebilme yetenegine de sahiptirler. Bu yolla antimikrobiyal ajanlara kars1 ¢oklu direng



kazanan bakteriler, kafes kuslarinin fekal bulasma yoluyla cevreye yayilmasi
antimikrobiyal direncin artigina da neden olabilmektedir.

Insan ve veteriner hekimliginde oldugu gibi antibiyotiklerin yaygin kullanimi
Enterobactericeae {iyeleri arasinda direng probleminin ortaya c¢ikmasmna neden
olmustur. Antibiyotikler kafes kuslarinin tedavisinde ve koruyucu olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Enterobactericeae familyasi iiyelerinde o6zellikle genis spektrumlu
sefalosporinlere direncin diinya genelinde ortaya ¢ikisi onemli endise kaynagi
olusturmustur. Genis spektrumlu sefalosporinlere dirence genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) sentezi aracilik etmektedir. Son yillarda genislemis spektrumlu beta-
laktamaz (GSBL) sentezleyen E.coli suslarinin ¢esitli saglikli yabanil hayvan tiirlerinde
de bulundugu rapor edilmistir (Brinas ve ark. 2005; Carattoli ve ark. 2008). Ozellikle
evcil hayvan besleyen kisilerinde bu canlilarla siklikla temas halinde bulundugu g6z
Online alinirsa, evcil hayvanlarin GSBL iireten cesitli bakterilerin yayilimina sebep
olabilecek potansiyel rezervuar olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Bu tez calismasinda, Hatay ilinde bulunan pet shop'lardaki kafes kusu
yetistiriciligi yapilan farkli kafes kuslarinda GSBL sentezleyen E. coli varliginin
belirlenmesi, GSBL sentezleyen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin
disk diffiizyon yontemi ile arastirilmasi, GSBL sentezinden sorumlu genlerin polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile tespit edilmesi ve sekans analizi ile alt tipinin saptanmasi ve

filogenetik gruplarinin belirlenmesi amaglanmustir.

1.1. E. coli'nin Genel Ozellikleri

E. coli hayvan ve insan bagirsak normal florasinin dogal bir iyesi olup;
Enterobacteriaceae familyasinda yer almaktadir. ilk olarak 1885 yilinda yeni
doganlarin diskisindan izole edilmis ve Theodor Escherich tarafindan tanimlanmaistir.
Fakiiltatif anaerob olup 2-6 um boyunda, 1-1,5 um eninde gram negatif kokobasildir
(Findik, 2008). Insan ve hayvanlarda cesitli doku ve organlara yerleserek hastalik
olusturabildiklerinden mikrobiyoloji labaratuarlarinda siklikla izole edilirler.

E.coli, Enterobacteriaceae iiyeleri gibi katalaz pozitif, oksidaz negatif, glikozu
fermente edebilmekte, nitratlar1 nitritlere indirgeyerek genel iiretim besiyerlerinde
rahatlikla tireyebilmektedirler. Optimal {ireme sicakliklart 37°C olup kullandiklari

karbon kaynaklar1 oldukca ¢esitlidir ve gaz olusumu gozlenir. D-Glikozu fermente



ederek asit olustururlar, Metil-red testi pozitif ancak asetil-metil karbinol olusturmazlar
(Voges-proskauer testi negatif). Sitratt karbon kaynagi olarak kullanamazlar.
Triptofanaz enzimleri ile triptofandan indol olustururlar. Kisacast IMVIC testleri (++, -
-) (Bilgehan, 1992).

E. coli laktozu pargalama 6zelliklerine bagl olarak selektif besiyerlerinde diger
laktoz negatif Enterobacteriaceae iiyelerinden ayrilmaktadir. Laktozu kullanamayan
bazi tiirler disinda E. coli McConkey agarda pembe-kirmizi, EMB (Eosine Metilen
Blue) agarda ise metalik parlaklik veren koloniler olusturdugu belirtilmistir (Bilgehan,
1992). E. coli sicakkanli hayvanlarin ve insanlarin bagirsak florasinda kommensal
olarak yasamasina karsin, gesitli viriilens faktorlerine sahip patojen izolatlar insan ve

hayvanlarda ¢esitli hastaliklara yol agmaktadir.

1.2. Antibiyotikler

Antibiyotikler mikroorganizmalarin iiremesini ortadan kaldiran (bakterisidal)
veya durduran (bakteriyostatik) dogal veya sentetik olarak iiretilen antimikrobiyal
maddelerdir. Selektif toksisite etkisi gosteren antimikrobiyal ajan, konaga zarar
vermeden sadece enfeksiyon yapan mikroorganizma iizerine etki gosterir. Okaryotik
mikroorganizmalar (fungus ve protozoon gibi) yap1 ve fonksiyon bakimindan konaga
daha c¢ok benzerlik gosterdiklerinden bu mikroorganizmalara karst segici toksisite
gosteren ajan sayisi daha azdir (Madigan ve Martinko, 2010).

Antibiyotiklerin etki spektrumlar1 da birbirinden farklidir. Genis spektrumlu
olanlar hem Gram negatif hem de Gram pozitif birgok mikroorganizmay1 etkileyebilir.
Dar spektrumlu olanlar ise yalnmizca Gram negatif ya da Gram pozitif bir grup

mikroorganizmaya kars1 etkilidir.

1.2.1. Antibiyotiklerin Etki mekanizmalari

Antibiyotikler, mikroorganizmaya kars1 ¢esitli yollarla etkili olurlar: Hiicre
duvari, sitoplazmik membrani, protein ve niikleik asitlerin biyosentez siirecleri gibi.
Sekil 1.2.1' de antibiyotiklerin bakteriler tizerindeki etki mekanizmalar1 gosterilmistir.
Ayrica bazi kemoterapotik ajanlar (6rnegin Siilfonamidler) bakteri metabolizmasinda
ihtiya¢c duyulan 6nemli iireme faktorlerini taklit ederek calistiklari i¢in {ireme faktor

analoglar1 olarak tanimlanirlar.
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Sekil 1.2.1. Bakterilerde farkli etki mekanizmasina sahip antibiyotikler (Madigan ve
Martinko, 2010).

Bakterilerde meydana gelen direng mekanizmalari su sekilde 6zetlenebilir:

Antibiyotigi inhibe eden veya yikimlayan enzim senteziyle (Penisilinaz, beta-
laktamazlar vb.),

Antibiyotigin blokladig1 metabolik yola alternatif bir yol gelistirerek,

Antibiyotigin etkisini dnleyecek bazi gruplari antibiyotige ekleyerek,

Antibiyotige kars1 hiicre gegirgenligini azaltarak,

L form hiicreler olusturarak: bu hiicrelerde hiicre duvari olmadigindan dolayi
(Mycoplasma) penisilin gibi hiicre duvari sentezini etkileyen antibiyotiklere karsi
direnclidirler.

Organizma hiicre i¢ine giren antibiyotigi disar1 atma kabiliyetine sahiptir. Bu olaya

efflux mekanizmasi denir.

Antibiyotik direnci genetik olarak kromozomal ya da plasmidler tarafindan

kontrol edilir. Ayrica dogal ortamlarda mikroorganizmalar arasindaki genetik madde

aktarimi1 (plasmidler, transpozonlar araciligi ile) nedeniyle mikroorganizma hig

antibiyotikle karsilasmamis olsa da direng gelisimi goriilebilir ve ¢oklu antibiyotik



direnci  bu yolla ortaya ¢ikabilmektedir. Coklu antibiyotik direncinde

mikroorganizmalarin farkli birgok antibiyotige kars1 diren¢ kazanmasi s6z konusudur.
Bir antimikrobiyal ajana karsi duyarliligini kaybeden mikroorganizma tiirii bu

ajana yakin kimyasal grupta olan veya farkli yapida diger bir ilaca da direng

kazanabilirler. Bu olaya capraz direng denir.

1.3. Beta-laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler, etkinliginden sorumlu merkez kisminda beta-laktam
halkasi igeren antibiyotiklere beta-laktamlar veya beta-laktam antibiyotikler denir.
fIk antibiyotik olan penisilinin kesfinden giiniimiize kadar gecen siirede bircok
hastaligin tedavisinde beta-laktam antibiyotikler siklikla kullanilmaktadir. Hemen
hemen hepsi bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisidal etki gdsterirler

(Madigan ve Martinko, 2010).

1.3.1. Beta-laktamazlarin Yapisi ve Genel Simiflandirilmasi

Bir beta-laktam {i¢ karbon atomu ve bir azot atomundan olusan dort tiyeli bir
siklik amid halkadir (Sekil 1.3.1). Bu ana ¢ekirdek yapisi beta-laktam antibiyotiklerin
simiflandirilmasinda  6nem tasir  (Penisilinler, Sefalosporinler, Karbapenemler,
Monobaktamlar ve beta-laktamaz Inhibitorleri) (Dalhoff ve ark., 2006; Giinaydin,
2013). Beta-laktam antibiyotikleri, beta-laktam halkasinin, doymus 5-iiyeli halkalarla
birlesmesine, doymamis 5-iiyeli halkalarla birlesmesine, doymamis 6-iiyeli halkalarla
birlesmesine ya da hi¢ bir halka ile birlesmemesine dayali olarak 4 temel grupta
smiflandirilmaktadir. Sadece monobaktamlar beta-laktam halkasindan olusmus
monosiklik tiirdeki antibiyotiklerdir (Giinaydin, 2013).
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Sekil 1.3.1. Beta Laktam halkas: (Murray ve ark., 2009)



1.3.1.1. Penisilinler

Penisilinler 1929 yilinda Alexander Fleming tarafindan Penicillium notatum' un
kiltlir plagr tizerinde Staphylococcus'un biiyiimesini inhibe eden ilk beta laktam olarak
kesfedilmistir. Penisilinlerin temel yapisi 6 aminopenisilik asit (6-APA) ¢ekirdeginden
olusur. 6-APA beta-laktam halkasiyla buna bagl bir tiazolidin halkasindan ibarettir
(Sekil 1.3.1.1). 6-APA c¢ekirdegine degisik yan zincirlerin eklenmesiyle farklilik
gosteren birgok penisilin tlirevi elde edilmistir. Penisilinlerin antibakteriyel etkileri i¢in

6-APA ¢ekirdegi yapisinin bozulmamasi gerekir (Sridhar, 2012).

Y.
O/\OH

Sekil 1.3.1.1. Penisilinlerin kimyasal yapisi (Sridhar, 2012).

Penisilinler, bakteri hiicre duvar sentezini inhibe ederek bakterisidal etki
gosterirler. Bakterilerin hiicre duvari sentezinde peptidoglikanlar, transpeptidasyon yolu
ile birbirlerine baglanirlar. Penisilinler, bakteri hiicre duvarinin i¢ yiizeyinde bulunan ve
transpeptidasyon basamaginda enzim olarak rol oynayan penisilin baglayict proteinlere
(PBP) (Transpeptidaz, karboksipeptidaz) baglanarak hiicre duvarinin sentezinin
bozulmasina neden olur. Ayni zamanda penisilinler hiicre duvarmin yapisal
biitiinliiglinii bozan bakteriyel otolizinleri de aktive ederler. Farkli bakteri tiirlerindeki
PBP'lerin gorevi, penisilinlerin bakteri tiirlerindeki PBP'lere karsi farkli affinitede
bulunduklarindan antibakteriyal etki mekanizmalar1 da degisiklik gosterebilir (Khardori,
2006).

1.3.1.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler, 1945 yilinda Cephalosporium acremonium mantarindan
Giuseppe Brotzu tarafindan elde edilmistir. Sefalosporinlerin ana ¢ekirdegini 7-

amimosefalosporonikasit (7-ASA) olusturur. Bu ana c¢ekirdege yan zincirlerin



eklenmesiyle yar1 sentetik bilesiklerin  {iretilmesi miimkiin  olabilmektedir.
Antimikrobiyal aktivite 6zelliklerine gore 1. kusak, 2. kusak, 3. kusak ve 4. kusak
olarak siniflandirilmiglardir. Sefalosporinler bir beta-laktam halkas1 ile dihidrotiazin
halkasinin birlesmesinden olusmus c¢ekirdek yapiyr igerir (Sekil 1.3.1.2) (Khardori,
2006).
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Sekil 1.3.1.2. Sefalosporinlerin genel yapisi (Essack, 2001)

Sefalosporinlerin etki mekanizmasi penisilinlere benzemekle birlikte, PBP olarak

bilinen enzimlere etki ederek bakterisidal etki gosterirler.

1.3.1.3. Monobaktamlar

1980'lerde toprakta yasayan farkli Gram negatif bakterilerden elde edilmistir.
Yapisinda beta-laktam ana halkas1 diginda baska bir yan zincir tasimamaktadir (Sekil
1.3.1.3) (Khardori, 2006).
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Sekil 1.3.1.3. Monobaktamlarin genel yapisi (Essack, 2001)

Klinikte en ¢ok kullanilan dar spektrumlu monobaktam aztreonamdir. Molekiiler

yapisinin ¢ekirdegini 3 aminomonobaktamik asid (3-AMA) olusturur, gram negatiflere



kars1 giiclii etki gosterir. Diger beta-laktam antibiyotiklere benzer sekilde bakteri hiicre
duvari sentezini bozarak etki ederler, selektif olarak gram negatif aerobik bakterilerin
PBP-3'e afiniteleri ¢ok yiiksektir ve gram negatif bakterilere kars1 etki géstermesi bu
Ozelliginden kaynaklanmaktadir. Gram pozitif bakterilerin PBP affinitesi son derece
diisiik oldugundan, aztreonam bu bakterilere karsi etkisizdir (Demir, 2006; Giinaydin,
2013).

1.3.1.4. Karbapenemler

Karbapenemler, ilk kez 1970 yilinda kesfedilmis ve toprak mikroorganizmalari
tarafindan Uretilmistir. Beta-laktamlarin en genis spektrumlu grubudur. Diger beta-
laktamlardan ayiran 6zellik kimyasal yapisindaki beta-laktam halkasinin tiazolinidik
asidin 4. konumunda stilfon yerine karbon icermeleridir (Sekil 1.3.1.4). Bu grubun
bilinen ilk {iyesi olan imipenem 1978 yilinda Streptomyces cattleya'den izole edilen
tienamycin'den sentetik olarak elde edilmistir. Bu grubun ikinci antibiyotigi
meropenemdir (Khardori, 2006).

Imipenem'in antimikrobiyal spektrumu diger gruplara gore degisik olmakla
birlikte genis spektrumlu olarak kullanilir. Cok genis etki spektrumu, klinik etkinliginin
yiiksek olmasi, toksisitelerinin olduk¢a diisiikk olmasi nedeniyle karbapenemler agir
infeksiyonlarin baslangic tedavisinde ilk tercih edilecek antibiyotikler icinde yer
almaktadir (Bonfiglio ve ark., 2002).

Etkisini PBP'ye baglanarak en ¢ok da PBP-2'ye baglanarak gosterir. Metisiline
direngli Stafilokoklarin (MRS) imipenem direnci diger beta-laktam antibiyotiklere karsi
direncin sebebi olan PBP-2'deki degisiklikten oldugu disiiniilmektedir (Khardori,
2006).
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Sekil 1.3.1.4. Karbapenemlerin genel yapisi1 (Essack, 2001).



1.3.1.5. Beta-Laktamaz Inhibitorleri

Beta-laktamaz inhibitorleri yapilarinda beta-laktam halkasi tasiyan ancak tek
basina kullanildiklarinda zayif antimikrobiyal etki gosteren kimyasal maddelerdir
(Khardori, 2006). Beta-laktamazlarin hidrolitik aktivitesine kars1 direng, inaktif bolgeye
ilacin baglayiciligini Onleyerek ya da enzimin aktif bolgesinde su molekiiliinii
degistirmesiyle elde edilebilir. Baglanma bdlgesine erisim 6-aminopenisillanik asit veya
7-aminosefalosporanik asid'e hacimli bir agil grubun baglanmasiyla Onlenebilir.
Penisilin ve sefalosporinin karbon 6 veya 7 iizerine hidrojen atomunun Yer
degistirilmesi, sirasiyla, bir alfa-metoksi grubu ile hidroliz igin gerekli olan su
molekiiliinii degistirir. Beta-laktamazlarin inhibitorleri donilistimlii ve geri doniislimsiiz
olarak smiflandirilabilir. Beta-laktamaz inhibitorlerinin ¢ogu beta-laktam halkasi igerir.
Inhibitérler enzimin aktif bolgesine veya yakin bélgelerine baglandiginda, ayni
zamanda substratlar gibi hidrolize olabilirler. Geri doniigiimlii inhibitérler yiiksek
afiniteyle enzime baglanarak, zayif substratlar olarak hareket ettikleri i¢cin tam olarak
hidrolize edilemezler (Sridhar, 2012).

Giintimiizde klinik kullanimda olan en yaygin beta-laktam inhibitorleri
klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktamdir (Sekil 1.3.1.5). Her ii¢ beta-laktamaz
inhibitorii bilesikleri penisilin ile yapisal benzerligi paylasirlar. Bu inhibitorlerin tek
baslara etkileri zayif oldugu igin bir beta-laktam ile belirli oranlarda kombinasyon
olusturularak etki gosterirler. Bu kombinasyonlara Amoksisilin+klavulanik asid,
Ampisilin+sulbaktam, Piperasilin+tazobaktam 6rnek verilebilir (Glinaydin, 2013; Sili
ve Mert, 2010).
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Sekil 1.3.1.5. Beta-laktamaz inhibitorlerin yapisi (Sridhar, 2012).



a) Klavulanik asit: Ilk olarak toprak bakterisi Streptomyces clavuligerus'ten
1970 yilinda izole edilmistir. Ayrica klinik uygulamada kullanilan ilk beta-laktamaz
inhibitoridiir. Tek basina, zayif antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Beta-laktam
antibiyotik ile karsilastirildiginda, klavulanat uzun siire enzimin aktif bolgesini kaplar
ve verimli bir sekilde hidroliz olmasi i¢in basarisiz olur. Amoksisilin-klavulanat klinik
uygulamada kullanim i¢in onaylanmig ilk beta-laktam-beta-laktamaz inhibitor
kombinasyonu olmustur ve parenteral kullanimi E. coli bakteriyemi tiretiminde GSBL
tedavisinde esas olmustur.

Klavulanat, 6rnegin Enterobacter spp. ve Morganella morganii gibi izolatlarda
kromozomal aracili AmpC beta-laktamazlarin gii¢lii bir indiikleyicisidir. Sefepime ve
cefpirome gibi sefalosporinler AmpC enzimlerine karst daha kararli oldugu igin
dordiincii  kusak  sefalosporinlerle  klavulanat ~ kombinasyonun  kullanilmasi
onerilmektedir (Sridhar, 2012).

b) Sulbaktam: Sulbaktam, ila¢ endiistrisi tarafindan sentetik bilesik olarak 1978
yilinda gelistirilen bir penisilinat siilfondur. Beta-laktamaz enzimlerini inhibe ederler.
Sulbaktam agizdan iyi absorbe edilmez ve parenteral olarak uygulanmasi ongoriiliir.
Ampisilin-sulbaktam, beta-laktamaz sentezleyen Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, Escherichia coli, Proteus spp., Klebsiella spp. ve
anaeroblara kars1 etkilidir. Cefapercone-sulbaktam diger bir kombinasyondur.
Sulbaktam iceren kombinasyonlarin kullanilmasmin  6zel avantajlarindan  biri,
sulbaktamin bazi Acinetobacter baumannii’ye karsi dogal aktiviteye sahip olmasidir.
Klavulanat ile karsilastirildiginda, sulbaktam  Enterobacteriaceae’de ~ AmpC

kromozomal beta-laktamazin giiglii bir uyarani degildir (Sridhar, 2012).

c) Tazobaktam: Tazobaktam, ila¢ endiistrisi tarafindan sentetik bilesik olarak
1980 yilinda gelistirilen ve yapisal olarak sulbaktama benzer bir penisilinat siilfondur.
Piperasilin-tazobaktam, 1993 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde tedavi igin
kullanilmigtir. PBP-1 ve PBP-2'ye baglanarak beta-laktamazlari inhibe eder. Tek basina
antibakteriyel etkisi zayiftir (Sridhar, 2012).
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1.3.2. Bakterilerde Beta-Laktamazlara Kars1 Diren¢ Gelisimi

Gram negatiflerde beta-laktamlara karsi direng mekanizmasi 3 sekilde ortaya
cikmaktadir: 1) PBP'lerde degisim, ii) beta-laktamazlarin iretimi, iii)antibiyotigin
Penisilin Baglayan Protein'lere erisiminin engellenmesidir. Gram pozitiflerin aksine
PBP'ler gram negatif bakterilerde periplazmik boslukta yerlesmistir. Beta-laktam
antibiyotiklerin hedef bolgeye wulagsmasi icin bakteri hiicre duvarmi gegmesi
gerekmektedir. Bakterilerdeki porin kaybi ya da efflux pompalariyla beta-laktam
antibiyotikler bakterilerde direng gelisimine neden olmaktadir. Bu mekanizmayla direng
kazanimi gram negatif bakterilere 6zeldir. Gram pozitif bakterilerde ise beta-laktamlara
direng, hedef PBP molekiillerinin degismesi temel mekanizma olmakla birlikte, Gram
negatif bakterilerde daha az goriiliir. En yaygin goriilen direng mekanizmasi ise beta-

laktamazlarin iiretilmesidir (Tang ve ark., 2014).

1.3.3. Beta-Laktamazlarin Isimlendirilmesi

Beta-laktamazlarin isimlendirilmesindeki farkli yaklasimlar, bu enzimleri
oldugundan daha kompleks bir hale getirmistir. Bazi enzimler tercih ettikleri
substratlara gore (CARB, FUR, IMP, OXA), bazilar1 biyokimyasal 6zelliklerine gore
(SHV, NBC), bazilar1 genlerine (Amp, CepA), bazilar1 izole edildikleri bakterilere
(AER, PSE), suslara (P99), hasta isimlerine (TEM, ROB), hastaneye (MIR, RHH),
eyaletlere (OHIO), bazilar1 da bulunan kisiye gore (HMS) isim almistir. Buna karsin,
bunlardan bazilar1 gegerliliklerini yitirmistir. Ornegin SHV sulfhydryl variable’ dan
kisaltilmig, buna karsin arttk SHV-1 enziminin aktif bolgesinin “sulfhydryl” degil,
“serin” hidroksil oldugu anlagilmistir. Benzer sekilde, ilk kez Pseudomonas spp.’den
izole edilmis olan PSE enziminin artik Enterobakterilerde de bulunabildigi
bilinmektedir. Son yillarda biiyiik bir hizla artmakta olan TEM enziminden tlireyen
enzimlere ise seftazidimaz (CAZ), sefotaksimaz (CTX) veya inhibitor rezistan (IRT)
gibi tanimlayici isimler verilmis ve bu da bir karmasaya yol agmistir (Cizelge 1.3.3.).
Bu konuda onerilen ise, TEM’den kdken alan tiim enzimlerin TEM 26, TEM 43 gibi
numara ile belirtilmesidir (Ozsoy ve ark. 2001; Elmacioglu, 2013).
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Cizelge 1.3.3. Beta-laktamazlarin isimlendirilmesi (Kamburoglu, 2011)

B-laktamaz ismi  Yil Varyant sayisi Ismin orjini

SHV tip 1983 >100 Sulphhydryl variable

TEM tip 1985 >160 Temoneira (Hastanin 6nadi)
CTX-M tip 1989 >65 Cefotaximase-Munich

SFO-1 1988 1 Serratia fonticola

TLA-1 1991 1 Tlahuicas (Hindistan kabilesi)
PER 1991 3 Pseudomonas extended resistance
VEB 1996 5 Vietnam ESBLs

BES-1 1996 1 Brazilian ESBLs

GES 1998 9 Guyana ESBLs

BEL-1 2005 1 Belgium ESBLs

OXA 1991 Enaz9 Oksasilin>penisilin hidrolizi

1.3.4. Beta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta-laktamazlarin  siniflandirilmalart  konusunda kesin bir fikir birligi
olusmamistir. Beta-laktamazlar molekiil yapilarina, substrat ya da inhibit6r profillerine
gore belirlenen islevsel ozelliklerine gore siiflandirilabilirler. Gilinlimiizde iki farklh
semaya gore gruplandirilmiglardir: Ambler Molekiiler siniflandirmasi ve Bush, Jacoby
& Medeiros fenotipik siniflandirma sistemi (Bush ve ark., 1995). Ambler siniflamasina
gore beta-laktamazlar molekiiler aminoasit dizisi goz Oniine alinarak 4 sinifta (A-D)
yer alir. A grubu beta-laktamazlar aktif merkezinde bir serin aminoasiti bulunan ve
temel substratlar1 penisilinler olan gruptur ve bu enzimleri kodlayan genlerin pek ¢ogu
plazmidlerce tagimir. B grubu beta-laktamazlar aktif bolgelerinde Zn*?ye bagimli bir
tiyol grubu bulunan metaloenzimlerdir (Metallo-beta-laktamazlar). Bu gruptaki

enzimlerin ¢ogu karbapenem etkisi gosterir. C grubundaki beta-laktamazlar aktif
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merkezlerinde serin aminoasiti tasiyan, kromozomal AmpC geni tarafindan kodlanan
ve bu nedenle AmpC enzimler olarak da bilinen ve Salmonella tiirleri disinda tiim gram
negatiflerde bulunan beta-laktamazlardir. D grubu beta laktamazlar ise C grubu beta
laktamazlar gibi serin aminoasiti tasiyan ve oksasilini hizli hidrolize edebilme
yeteneklerinden dolay1 "oksasilinazlar" olarak bilinirler. Ambler siniflandirmasina
gore, bu enzimlerin kendi aralarinda benzer yapisal homolojileri oldukca azdir
(Bradford, 2001).

1995 yilinda daha o6nce Karen Bush tarafindan Onerilen tipik fenotipik
simiflandirma, Bush, Jacoby ve Medeiros tarafindan giincellestirilmistir. Buna gore
beta-laktamazlar yapisal Ozelliklerinin yaninda substrat profilleri, inhibitorlere
duyarlilik gibi islevsel 6zellikleri siniflamada kullanilmistir (Bush ve ark., 1995). Bush

Jacoby ve Medeiros siniflandirmasi Cizelge 1.3.4'de gosterilmistir.
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Cizelge 1.3.4. Beta-laktamazlarin siniflandirilmas: (Bush ve Jacoby, 2010)

Bush - | Bush- Mole | Substrat KA veya EDTA Ornek enzimler
Jacoby | Jacoby- kiiler TZB tarafindan
sinif
Grup Medeiros tarafindan | inhibisyon
(2009) (alt
group sinif) ihbisyon
(1995)
1 1 C Sefalosporinler | Hayir Hayir E. coli AmpC,
P99, ACT-1,
CMY-2, FOX-1,
MIR-1
1c Yok C Sefalosporinler | Hayir Hayir GC1, CMY-37
2a 2a A Penisilinler Evet Hayir PC1
2b 2b A Penisilinler, dar | Evet Hayir TEM-1, TEM-2,
spektrumlu
sefalosporinler SHV-1
2be 2bc A Genis Evet Hayir TEM-3, SHV-2,
spektrumlu
sefalosporinler, CTX-M-15,
monobaktamlar
PER-1, VEB-1
2br 2br A Penisilinler Hayir Hayir TEM-30, SHV-
10
2ber NI A Genis Hayir Hayir TEM-50
spektrumlu
sefalosporinler,
monobaktamlar
2c 2c A Karbenisilin Evet Hayir PSE-1, CARB-3
2ce NI A Karbenisilin, Evet Hayir RTG-4
sefepim
2d 2d D Kloksasilin Degisken Hayir OXA-1, OXA-10
2de Yok D Genis Degisken Hayir OXA-11, OXA-
spektrumlu 15
sefalosporinler
2df Yok D Karbapenemler | Degisken Hayir OXA-23, OXA-
48
2e 2e A Genis Evet Hayir CepA
spektrumlu
sefalosporinler
2f 2f A Karbapenemler | Degisken Hayir KPC-2, IMI-1,
SME-1
3a 3 B(B1) | Karbapenemler | Hayir Hayir IMP-1, VIM-1,
CcrA, IND-1
B(B3) L1, CAU-1,
GOB-1, FEZ-1
3b 3 B(B2) | Karbapenemler | Hayir Hayir CphA, Sfh-1
Yok 4 Bilin
miyor
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1.3.5. Genis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

Genel olarak tanimlanan GSBL'lerin biiylik ¢cogunlugu TEM ve SHV tiirevli
enzimlerden koken almistir. Ana enzimin molekiiler yapisindaki aminoasitlerin
mutasyonu sonucunda farkli aminoasitlerin gelmesiyle diger GSBL tipleri olusur.
Orijinal beta-laktamaz enzimlerin aksine GSBL'ler sefamisinler disindaki tim
sefalosporinleri, aztreonam ve diger tiim penisilinleri hidrolize eden enzimlerdir. Bush
Jacoby ve Medeiros smiflandirmasinda grup 2'de; 2b, 2be ve 2d, Ambler
simiflandirmasina gore ise D grubunda yer alirlar. GSBL'ler Enterobacteriaceae basta
olmak tizere diger pekgok gram negatif bakteride oldukga yaygindir. GSBL sentezinin
en c¢ok gorildiigi tirler E. coli ve Klebsiella pneumoniae'dir (Livermore ve Williams
1996; Elmacioglu, 2013).

1.3.5.1. GSBL Tiirleri
1.3.5.1.1. TEM Grubu Enzimler

TEM-1 enzimi ilk olarak 1965 yilinda Atina’da Temoneira isimli bir hastadan
izole edilen E. coli susunda tespit edilmistir (Datta ve Kontomichalou, 1965; Giinaydin,
2013). Bu enzim, plazmid kaynakli olup, bakterilerde ampisilin, penisilin ve 1. kusak
sefalosporin direncine neden olmaktadir. E. coli’de ampisilin direncinin %90’indan
sorumludurlar. Enterobakteri iiyelerinde sik bulunur. E. coli’lerin %50-60’1nda, enterik
bakterilerin %20-50'sinde, P. aeruginosa’ da ise nadir bulunur. TEM-1’in ampisilinleri
hidrolize etme aktivitesi, karbenisilini, oksasilini ve sefalotini hidrolize etme
aktivitesinden fazladir. Genis spektrumlu sefalosporinlere kars1 gozardi edilecek kadar
az etkisi vardir ve klavulanik asit tarafindan inhibe edilir. TEM grubu enzimler daha ¢ok
E. coli ve K. pneumonia’da bulunmaktadir. Ayrica Enterobacter aerogenes, Morganella
morganii, Proteus mirabilis, Providencia rettgeri ve Salmonella spp. gibi gram negatif

bakterilerde de bulundugu tespit edilmistir.

1.3.5.1.2. SHV Grubu Enzimler

SHV (Sulfhydryl reagent Variable) grubu enzimlerden olan SHV-1 yaygin
olarak K. pneumonia’da bulunmaktadir ve bu tiirde plazmid kaynakli ampisilin

direncinin %20’sinden sorumludur (Tzouvelekis ve Bonomo, 1999; Giinaydin, 2013).
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Bu enzimin iiretimi ile ampisilin, piperasilin ve tikarsiline kars1 direng olusturmaktadir.
SHV tiirli enzimlerin genis spektrumlu ilk tiirevi 1983 yilinda bildirilen SHV-2 olup,
238. pozisyonda bulunan glisinin yerine serin amino asitinin yer almasi sonucu SHV-
1’den tlirevlenmistir. SHV-5 ile iligkili bazi varyantlari, 240. pozisyonda bulunan
glutamat yerine lizin aminoasidi degisimine sahiptir. 238. pozisyondaki serin
seftazidimin, lizin ise sefotaksimin etkin hidrolizi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Huletsky ve
ark., 1993; Giinaydin, 2013). K. pneumonia’dan baska diger Enterobacteriaceae

tiyelerinde de SHV tiirevi enzimler tanimlanmistir.

1.3.5.1.3. CTX-M Grubu Enzimler

Bu GSBL grubundaki enzimler c¢evresel Kluyvera spp. bakteri tiirlerinin
kromozomal sefalosporinazindan elde edilmistir (Sridhar, 2012). GSBL’ler arasina yeni
katilan bir gruptur. Ismini sefotaksimaz ve Munich kelimelerinden almaktadir. flk
olarak 1986’da Almanya’da bir E. coli susunda tespit edilen CTX-M (sefotaksimaz), o
tarihten glinimiize, tim diinyada Salmonella spp. basta olmak {izere ¢ok sayida
Enterobacteriaceae tiirii birgok kitada saptanmistir. Avrupa’daki temel salgilardan
sorumludurlar (Canton ve Coque, 2006; Giinaydin, 2013). 2be grubunun CTX-M
beta-laktamazlar1 diger GSBL’lerin aksine sefotaksime, seftazidime oldugundan daha
etkilidir (Walther-Rasmussen ve Hoiby, 2004; Giinaydin, 2013). Bu enzimlerin diger bir
onemli 6zelligi, tazobaktamin inhibitor etkisinin klavulanik aside ve sulbaktama gore
fazla olmasidir (Chen ve ark., 2005; Giinaydin, 2013).

CTX-M iiyeleri, glinimiizde 161 enzim igermekte ve aminoasit dizilimlerine
gore 5 grup altinda smiflandirilmistir. Bunlar CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-
M-9 ve CTX-M-25dir. Her grubun iiyeleri arasinda %94 oraninda benzerlik
bulunmaktadir (Bonnet, 2004; Elmacioglu, 2013). CTX-M enzimler diger bakterilerden
horizontal gen transferiyle kazanilmistir. Bu enzimler sefotaksime, seftriaksona ve
aztreonama seftazidimden daha yiiksek dirence neden olmaktadir (Dutour ve ark., 2002;
Saladin ve ark., 2002). Bununla birlikte baz1 nokta mutasyonlar1 seftazidime kars1 daha
giiglii aktiviteye sahip enzimlerin ortaya c¢ikmasma neden olmustur. Ornek olarak
seftazidime yiiksek aktivite gosteren CTX-M-15, CTX-M-3'ten sadece Asp240—Gly
degisikligi sonucu ortaya ¢ikmustir (Poirel ve ark., 2002). Diinya'da CTX-M tipi
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enzimlerin yayilimi insersiyon sekanslarinin (ISEcpl, ISCR, 1S26, 1S10 ve 1S903) beta

laktamaz genlerini ekspresyon 6zelligi ile agiklanmaktadir (Eckert ve ark., 2006).

1.3.5.1.4. OXA Grubu Enzimler

Bu enzimler OXA olarak adlandirilir, ¢linkii tercihen oksasilin ve kloksasilini
hidrolize ederler. Ayni zamanda seftazidime diren¢ kazandirarak, klavulanik asit
tarafindan zayif olarak inhibe edilirler (Sridhar, 2012). OXA tipi beta laktamazlarin
biiyiik ¢ogunlugu GSBL olarak kabul edilmemektedir; ¢iinkii genis spektrumlu beta
laktamazlar1 hidrolize etmezler (Hall ve ark., 1993). Genellikle, P. aeruginosa
izolatlarin siniflandirmasinda gozlenmistir (Sridhar, 2012). Oksasilini hidrolize eden
tim beta-laktamazlar, Ambler'in D grubunda yer almaktadir (Bush ve ark., 1995). Bu
nedenle, sinif A ve C’deki beta-laktamazlar gibi aktif bolgelerinde serine sahiptirler. Bu
enzimlerin OXA-1’den OXA-11’e kadar olanlarinin hepsi dar spektrumludur. Genis
spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 olup, ilk kez Hacettepe Universitesi
Hastanesi’nden bildirilmistir (Hall ve ark., 1993).

1.3.5.1.5. Inhibitér Direncli Beta-Laktamazlar (IRT)

Inhibitér direngli beta-laktamazlar, GSBL olmasalar da ¢ogunlukla GSBL’ler ile
anilmalarmin sebebi TEM ve SHV-tipi enzimlerin tiirevleri olmalaridir (Bradford,
2001; Gilinaydin, 2013). TEM grubu enzimlerin inhibitor-direngli varyantlari, klavulanik
asit ve sulbaktam inhibisyonuna direnglidirler. Bu nedenle beta-laktam ve beta-laktamaz
inhibitor kombinasyonlaria (amoksisilin-klavulanat, tikarsilin-klavulanat ve ampisilin-
sulbaktam) klinik direng gostermektedir (Bonomo ve ark., 1997; Giinaydin, 2013). Bu
enzimler onceleri IRT (Inhibitor Resistant TEM) olarak isimlendirilmis, ancak daha
sonra koken aldiklart TEM ya da SHV grubunda siralamaya girmislerdir. Ornegin
IRT-1 TEM-31, IRT-2 TEM-44, IRT-3 TEM-32, IRT-14 TEM-45 olarak yeniden
numaralandirilmiglardir.  Giiniimiizde bu enzimlerin sayis1 22 civarindadir
(http://www.lahey.org/studies/webt.htm). IRT’ler esas olarak E. coli’de bulunmakla
birlikte Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis ve Citrobacter
freundii’de de bildirilmektedir. Bu beta-laktamazlar daha ¢ok Fransa’da ve Avrupa’nin

diger baz1 bolgelerinde saptanmistir (Gilinaydin, 2013).
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1.3.5.1.6. Diger GSBL Enzimleri

Son zamanlarda GSBL enzimleri olarak tanimlanan ancak TEM, SHV, OXA ya
da CTX-M gibi diger beta-laktamazlardan tiirememis olan GSBL tipleri bulunmustur
(Kamburoglu, 2011). Bu gruptaki enzimler GES, PER, VEB gibi diger TEM, SHV ve
CTX-M tipi enzimlere gore daha az siklikla izole edilmektedirler. Homolojileri bilinen
GSBL enzim tipleriyle uzaktan iliskilidir (Poirel ve ark., 2002).

Diger GSBL enzimlerine 6rnek olarak, SFO-1 (Serratia fonticola), TLA-1
(Tlahuicas (Hintli kabile)), BES-1 (Brezilyali), GES-1 (Guyana) ve BEL-1 (Belgika)
verilebilir. SFO-1 1988 yilinda Japonya'dan klinik Enterobacter cloacae izolatinda
bulundugu belirtilmistir. S. fonticola'nin beta-laktama, homolojisinin yiiksek derecesine
dayanarak, enzim SFO-1 olarak adlandirilmistir. Bu enzim, sefotaksimi ¢ok etkili veya
yiiksek diizeyde seftazidimi zayif bir sekilde hidrolize ederler, ancak sefamisinler ve
karbapenemleri hidroliz etmezler. Aktivitesi klavulanik asit ve imipenem tarafindan
inhibe edilir. Diger bircok GSBL'lerden farkli olarak, SFO-1 AmpR genine sahiptir ve
giiclii imipenem tarafindan indiiklenir. BES-1, 1996 yilinda Brezilya'da bir hastaneden
Serratia marcescens susundan izole edilmistir. Bu aztreonama direnci yiiksek diizeyde
ve seftazidime gore sefotaksime direnci daha yiiksek bir diizeyde goriiliir. Bu, plazmidle
kodlanmis enzim tazobaktama gore klavulanat tarafindan daha iyi inhibe edilir. BEL-1
2004 yilinda Belgika'da izole edilmis bir P. aeruginosa susunda tespit edilmistir.
Aktivitesi klavulanat tarafindan iyi inhibe edilir, fakat tazobaktam tarafindan zayif
inhibe edilir. Kromozomal gen blagg, ; sinif 1 integron yapisinda bulunur. TLA-1 1993
yilinda Meksika'da bir hastadan izole edilen bir E. coli ‘de tespit edilmistir. Bu plazmid,
enzim aracili kuvvetli tazobaktam tarafindan ve bir dereceye kadar, klavulanat ve
sulbaktam tarafindan inhibe edilir. Bu kiiciik GSBL'ler beta-laktamazlarin bilinen
herhangi bir basit bir nokta-mutant tiirevleri degildir ve SFO-1 haricinde, kendi ata

genlerinin bilinmedigi belirtilmistir (Sridhar, 2012).

1.4. GSBL Arastirma Yontemleri

Diinyada GSBL sikligindaki artig, hizli yayilmalar1 ve ciddi klinik problemlere
neden olmalari, oOzellikle Enterobacteriacea'de yer alan tiirlerde bu enzimlerin
varligmin dogru bir sekilde tanimlanmasini gerektirmektedir. Bakterilerde GSBL'larin

tanimlamas1 hem fenotipik hem de genotipik olarak yapilabilmektedir. Mikrobiyoloji
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labaratuarlarinda rutinde fenotipik yontemler kullanilirken genotipik yontemlere de
basvurulmaktadir (Ocal ve ark., 2012; Elmacioglu, 2013).

Clinical and Laboratory Standart Institute tarafindan (CLSI, 2012)
Enterobacteriaceae tiyesi olan E.coli, K. pneumonia, P. mirabilis ve K. Oxytoca i¢in
GSBL enzimlerinin arastirilmasia yonelik fenotipik tarama ve dogrulama testlerinin
kullanilmast o6nerilmistir. GSBL arastirma yontemleri tarama ve dogrulama testleri

olmak tizere iki grupta incelenmektedir (Elmacioglu, 2013).

1.4.1. GSBL Tarama Testleri

CLSI 2012'ye gore K. pnemonia, E. coli ve P. mirabilis tirlerinde GSBL
sentezinin taranmasinda sefpodoksin (10 pg), seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg),
aztreonam (30 pg) veya seftriakson (30 pg) antibiyotik diskleri ile disk difiizyon tarama
testinin yapilmasi onerilmektedir. Sefpodoksim ile yapilan disk difiizyon yonteminin
GSBL iireten ve tiretmeyen K. pneumoniae ve E. coli’leri ayirmada daha iyi sonuglar
verdigi Dbildirilmistir. CLSI tarafindan sefalosporinler ve aztreonam igin testin

sonuglarinin degerlendirilmesinde Onerilen kritik zon ¢aplar1 asagida verilmistir (CLSI,

2012).

Sefpodoksim (10 pg) : R <17 mm
Seftazidim (30 pug) : R <22 mm
Aztreonam (30 pg) : R<27 mm
Sefotaksim (30 pg) : R <27 mm
Seftriakson (30 pg) : R <25 mm

1.4.2. GSBL Saptama ve Dogrulama Testleri

Saptama ve dogrulama testinde GSBL'lerin, beta-laktamaz inhibitorlerine
duyarli olma 6zelliklerinden yararlanilmaktadir. Bu amagla en sik olarak kullanilan
yontemler Kombine Disk Testi, Cift Disk Sinerji Testi, E Testi, Mikrodiliisyon Y&ntemi

veya Ug boyutlu testlerle, otomatize sistemler kullanilir.
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1.4.2.1. Kombine Disk Testi

Miiller Hinton Agar (MHA)a 0,5 Mc Farland standardina gore hazirlanan
bakteri kiiltiirlerinden ekim yapilir. Ekim yapilan plaklara seftazidim (30pg),
seftazidim/klavulanik asit (CZC, 30/10 pg) ve sefotaksim (30ug), sefotaksim/klavulanik
asit (CTC, 30/10ug) diskleri yerlestirilir. 35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra,
sefotaksim ve seftazidim diskinin klavulanik asit ile test edildiginde etrafinda gozlenen
zon capmin, tek basmna test edildiginde gozlenen zon g¢apina goére > 5 mm artig

gostermesi durumunda GSBL pozitif kabul edilmektedir (CLSI, 2012).

1.4.2.2 Cift Disk Sinerji Testi

Jarlier ve arkadaslar1 (1988) tarafindan gelistirilen ve GSBL sentezleyen
bakterilerin belirlenmesinde en yaygin kullanilan testlerden biridir. Mueller-Hinton
Agar (MHA) besiyerine bakteri siispansiyonundan ekiivyonla ekim yapildiktan sonra
plagin tam ortasina amoksisilin-klavulanik asit diski (AMC, 20/10 pg) ile etrafina disk
merkezleri arasindaki uzaklik 25 mm olacak sekilde seftazidim (30 pg), seftriakson (30
ng), sefotaksim (30 pg), aztreonam (30 pg), imipenem (10 pg) diskleri yerlestirilir.
Besiyeri 35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra, sefalosporinlerin veya aztreonam
etrafindaki inhibisyon zonunun amoksisilin-klavulanik asit diskine dogru genislemesi
veya arada bakterinin iiremedigi bir sinerji alaninin bulunmast GSBL varligini, aksi

durum ise GSBL negatif oldugunu gosterir (Ocal ve ark., 2012; Elmacioglu, 2013).

1.4.2.3. E Testi

E testinde GSBL dogrulama test stripleri kullanilmaktadir. Bu striplerin bir
tarafinda Ttcilincli kusak sefalosporinlerden birisi, diger tarafinda iiglincii kusak
sefalosporinle birlikte klavulanik asit emdirilmistir. Bu amagla seftazidim (0,5-32
pg/ml)-seftazidim/klavulanik asit (0,5/4-32/4 pg/ml) veya sefotaksim (0,25-16 pg/ml)-
sefotaksim/klavulanik asit (0,016/4-1/4 pg/ml) igeren stripler kullanilmaktadir. Bu
yontem hem tarama hem de fenotipik dogrulama i¢in kullanilabilir (Cormican ve ark.
1996; Vercauteren ve ark. 1997; Ho ve ark. 1998; Elmacioglu, 2013). Test striplerindeki
bant kenarinda olusan inhibisyonun elips kesisme noktasiyla yorumlanir.

Sefalosporin/klavulanik asit iceren E-testinde saptanan MIK degerinde sadece
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sefalosporin iceren E-testinde saptanan MIK degerine gore >8 kat azalma GSBL
tiretimini dogrular (Sridhar, 2012).

1.4.2.4. Mikrodiliisyon Yontemi

Fenotipik dogrulama broth mikrodiliisyon testi seftazidim (0,25-128 pg/ml),
seftazidim/klavulanik asit (0,25/4-128/4 pg/ml), sefotaksim (0,25-64 upg/ml) ve
sefotaksim/klavulanik asit (0,25/4-64/4 pg/ml) kullanilarak yapilir.
Sefalosporin/klavulanik asit kombinasyonu ile yapilan sadece sefalosporinle yapilan
teste gore MIK degerinde >3 diliisyonluk azalma fenotipik olarak GSBL varligimi
dogrular (CLSI, 2012; Elmacioglu, 2013).

1.4.2.5. U¢ Boyutlu Test

Disk difiizyon yontemine dayali bir test olup, test edilecek mikroorganizma
Muller Hinton Agar' a ekildikten sonra agarda yarik agilir ve 200 pl bakteri eklenir. Bu
yariktan 30 mm uzak olacak sekilde seftazidim (30pg), sefotaksim (30 pg) ve aztreonam
(30 pg) diskleri yerlestirilir ve 35 °C'de 18-20 saat inkiibe edilir. Diskin etrafindaki
inhibisyon sonu {izerinde bir bozulma ya da izolatin ige dogru biiyiiyor gibi goriinmesi
GSBL i¢in pozitif olarak yorumlanmaktadir (Thomson ve Sanders 1992; Vercauteren ve
ark., 1997; Sridhar, 2012; Elmacioglu, 2013).

1.4.2.6. Otomatize Sistemler

Mikrobiyolojide kullanilan “BD Phoenix” otomatize sistemleri ve Vitek ESBL
(GSBL) kart testleri, Mikro-scan panel gibi testler otomatize sistemlere ornek olarak
verilebilir. Bu sistemler, GSBL varligmi MIK degerlerine gore belirleyerek gesitli
gruptaki antibiyotikleri tiim penisilinlere, sefalosporinlere ve aztreonama direngli olarak

tespit edilmektedir (Daglar ve Ongiit, 2012).

1.4.2.7. Molekiiler Yontemler

GSBL enzim tiplerini spesifik olarak belirleyebilmek i¢in molekiiler yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. En sik Kullanilan molekiiler yontem beta-laktamaz genlerine
spesifik oligoniikleotidlerin kullanildig1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)'dur. Bunun

disinda DNA problari, oligo tiplendirme, PZR-Restriction Fragment Length
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Polymorphism (RFLP) analizi, PZR-Single Strand Conformation Polymorphism
(SSCP) analizi, Ligase Chain Reaction (LCR) yontemleri de kullanilmaktadir. DNA
problar1 gen ailesi i¢in 0zgiil olmasma ragmen, genislemis spektrumlu olanlar
olmayanlardan ayirmamaktadir, ayrica uygulamasi cok emek istemektedir (Ocal ve ark.,
2012; Elmacioglu, 2013). GSBL enzimlerini sentezleyen genlerdeki niikleotid
degisikliklerini saptamakta altin standart olarak DNA dizi analizi yontemi halen

gecerliligini korumaktadir.

1.4.2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR dar spektrumlu beta laktamaz olanlari olmayanlardan ayiramaz fakat
uygulamasi olduk¢a pratik bir molekiiler yontemdir. Reaksiyon, spesifik bir DNA
parcasinin kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik olarak
sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir. PZR ¢ift iplikli bir DNA
molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina
dayanir. Oligoniikleotid primerler kalip DNA molekiilii yiiksek sicakliklarda denatiire
edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri {izerinde tamamlayic1 olan bdlgelerle
hibritlesirler. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik
derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit
deoksiriboniikleozid trifosfat (dNTP) varhiginda primerin 3' hidroksil ucundan
uzamasint saglar. Boylece kalip DNA molekiiline tamamlayici olan yeni DNA
molekiilii sentezlenmis olur. Bir PZR dongiisii, denatiirasyon, primerlerin baglanmasi
(annealing) ve uzama (extention) olmak iizere 3 asamadan meydana gelmektedir. Ard
arda tekrarlanan dongiiler ile DNA parcalar iissel olarak artar. Bu artisin sebebi bir
dongii sonucu sentezlenen iriiniin, ardisik dongiide diger primerler i¢in kalip goérevi

yapmasidir (Temizkan ve Arda, 2008).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Insan ve veteriner hekimliginde antibiyotik kullaniminin rastgele ve bilingsiz
olmas1 mikroorganizmalardaki direncin artisina sebep olmustur. Kiiclik hayvanlarda
goriilen antimikrobiyal diren¢ giiniimiizde artis gostermektedir. Yapilan literatiir
calismalarinda kafes kuslarinda spesifik GSBL varligina yonelik herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Cok sayida farkli kus tiriiniin antibiyotiklere direngli bakteri tasidiklar
bilinmektedir. Dogal yasamdaki yabanil kuslarin ¢oklu antibiyotik direncine yonelik E.
coli izolasyon c¢alismast ilk olarak giivercinlerde 1975 yilinda yapilmistir (Sato ve ark.,
1978; Bonnedahl ve Jarhult, 2014). Graham ve Graham (1978)in gesitli papagan
tirleriyle yapmis olduklari ¢alismada benzer sekilde E. coli tasiyiciligina yoneliktir.
Direngli E. coli prevalansini belirlemek iizere yapilan diger ¢alismalarda dogal yasamda
bulunan o6rdek, kaz, karabatak, avci kuslar, marti, kumru gibi yabanil kus tiirleri de
kullanilmistir (Bonnedahl ve Jarhult, 2014). Giacopello ve ark. (2015) evcil klinik
olarak hasta kanarya tiirleriyle yaptiklar1 ¢alismalarda Gram negatif bakteri izolasyonu
ve antibiyotik diren¢ durumlari aragtirilmigtir.

Yabanil kuslarda GSBL sentezleyen E. coli varligi ilk olarak Costa ve ark.
2006'da yaptiklar1 calismada arastirtlmistir. Son zamanlarda benzer ¢alismalar
cogunlukla Avrupa iilkelerinde rapor edilmistir. Diinyada, Avustralya ve Antarktika
kitas1 hari¢ tiim bolgelerde yabanil kuslardan GSBL sentezleyen E. coli calismalari
bulunmaktadir (Bonnedahl ve Jarhult, 2014).

Evcillestirme amacglh beslenen hayvanlarda ilk GSBL'nin tespiti, FEC-1 iireten
E. coli susu ile enfekte olmus bir laboratuar kopeginde, 1988 yilinda Japonya'da
bildirilmistir (Matsumoto ve ark., 1988). Arastirmacilar, yeraltt suyu ve tarim
topraklariin da dahil olmak {izere, dogal ortamlarinda, hayvansal iiretim tesislerinden
antibiyotik direngli bakteriler ve direng genlerinin siirimii hakkinda artan endiseleri
ortaya ¢ikarmigtir (Ghosh ve LaPara, 2007).

GSBL sentezleyen E. coli ile kolonize olmus gida amaglh beslenen hayvanlar,
toplumda enfeksiyona neden olan direngli E. coli' nin potansiyel kaynaklari olarak kabul
edilmistir. Bu GSBL iireten E. coli izolatlar1, farkli tilkelerde de 2002 yilindan bu yana

artan oranlarda farkli hayvan tiirlerinde de tespit edilmistir (Smet ve ark., 2010).
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Insan klinik izolatlarindan tanimlanan GSBL tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu 1990’1l
yillara kadar, SHV ve TEM tipleri olarak belirlenmistir (Pitout, 2012; Elmacioglu,
2013). Yaklasik 10 yil sonra, GSBL’lar diinya genelinde ortaya ¢ikmistir ve CTX-M
enzimleri en yaygin GSBL tipi haline gelmistir (Canton ve ark. 2008, Pitout ve ark.
2008). Gida yonlii yetistirilen hayvanlarda GSBL sentezleyen E.coli varligini ortaya
koyan ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Hasman ve ark., 2005; Carattoli, 2008; Smet ve
ark., 2010; Ewers ve ark., 2011; Overdevest ve ark., 2011) ve insan saglhig ile iliskili
suglar artan sekilde pet hayvanlarinda da izole edilmeye baslanmistir. Direngle iliskili
gesitli canli grubunda en yaygin tespit edilen genler farkli CTX-M enzimlerini
kodlamaktadir. Bu genleri basta blatgm-s2 ve blaspy.12 olmak tizere diger TEM ve SHV
tipleri takip etmektedir (Hasman ve ark. 2005; Smet ve ark. 2010; Ewers ve ark., 2011).

Hayvanlarda gozlenen ilk klinik GSBL varligit 2000 yilinda {iriner sistem
infeksiyonu olan bir kdpekten SHV-12 sentezleyen E.coli izolasyonu ile olmustur
(Teshager ve ark., 2000). Kanatlilarin GSBL’lerin tasiyicist olarak ilk belirlenmesi
Brinas ve ark. (2003) ile olmus ve arastiricilar ispanya’da 2000-2001 yillar1 arasinda
saglikli tavuklarin digkilarinda CTX-M-14 ve SHV-12 sentezleyen E.coli varligini
gostermislerdir. 1999-2002 yillar1 arasinda Japonya’da saglikli tavuklardan CTX-M-14
ve CTX-M-2 sentezleyen bakterilerin izolasyonu bildirilmistir (Kojima ve ark., 2005).
Domuzlar ve sigirlarda farklt GSBL tiplerinin varligmmi gdsteren calismalarda
agiklanmigtir (Duan ve ark., 2006). Diinyadaki GSBL ile ilgili yapilan ¢aligmalarin
biiyiilk ¢ogunlugu insan kaynakli izolatlara yonelik olmasma ragmen, ikinci sirayi
hayvanlara yonelik caligsmalar takip etmektedir. Caligmalarda tespit edilen GSBL
tiplerinin sikligi % 0,6-44,7 arasinda degismektedir. Ayrica, insanlarda goriilen
CTX-M-14 ve CTX-M-15 en yaygin tipler olmak {izere Asya’da da cografik orijinine
bakilmaksizin ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Avrupa’da hayvanlar arasinda genis
yayillim gosteren tip CTX-M-1 (pet hayvanlarinda %28, kanatlilarda %28, sigir ve
domuzlarda %72) diger bolgelerde ve habitatlarda nadiren rapor edilmektedir. Genel
olarak, CTX-M-14 Asya’da pet hayvanlarinda ve tavuklarda, az oranda da sigir ve
domuzlarda en yaygin beta-laktamaz tipidir. CTX-M-14 Avrupa’da ciftlik
hayvanlarinda (%4-7) daha az bunurken, pet hayvanlarinda hemen hemen yok gibidir
(Ewers ve ark., 2012).
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Yapilan literatlir caligmalarinda gerek insan gerekse hayvansal kaynakli izole
edilen bakterilerde GSBL tiirleri agisindan onemli farkliliklar goriilmiistiir. Cesitli
ciftlik hayvanlar ile ilgili caligmalarda ise GSBL varliginin insanlar i¢in gerekse de cift
yonlii olarak GSBL tasiyiciligina katki sagladigi belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Diski Ornekleri

Diski 6rnekleri Hatay merkez'de bulunan kafes kusu yetistiriciligi yapan 15 pet
shop’dan rastgele secilen gesitli evcil kus tiirlerinden alindi. Her pet shop’dan 10 olmak
tizere toplam 150 farkli kafes kusundan digki Ornekleri toplandi. Cizelge 4.1°de

orneklerin alindig1 kuslara ait bilgiler verilmistir.

Cizelge 4.1. Kafes kus tiirlerinin dagilimi

Kus Tiiri Genel Ad1 Bilimsel Ad1 Ornek sayisi
Kanarya ve hibritleri Serinus canaria 44
Muhabbet kusu Melopsittacus undulatus 34
Hint biilbiilii (Zebra ispinoz) Poephila guttata 33
Cennet papagani Agapornis roseicollis 7
Sultan papagani Nymphicus hollandicus 6
Kesik bogaz ispinoz Amadina fasciata 6
Saka Carduelis carduelis 6
Cal1 kusu Regulus regulus 2
Sevda papagani Psephotus pulcherrimus 2
Gokkusagi ispinozu Chloebia gouldiae 2
Kakariki papagani Cyanoramphus novaezelandiae 1
Afrika gri papagani (Jako) Psittacus erithacus 1
Pakistan papagani Psittacula krameri 1
Star ispinoz Neochmia ruficauda 1
Cim ispinozu Poephila acuticauda 1
Indigo ispinoz Vidua chalybeata 1
Toplam Ornek sayisi 150

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Antibiyotik ve Antibiyotik Diskleri

Diski svab orneklerinin tasginmasinda Stuart Transport Medium (Cultiplast,
Italya), GSBL sentezleyen E. coli suslarinin izolasyonunda Eosine Methylen Blue
(EMB) Agar (Bio Meriux, Fransa), izolatlarin pasajlanmasinda Blood Agar (Merck,
Almanya), izolatlarin saklanmasinda Trypton Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya),
selektif izolasyon saglamak iizere sefotaksim (Sigma, Almanya); izolatlarin
antimikrobiyallere olan duyarliliklarinin belirlenmesinde Mueller-Hinton Agar (MHA)
(Merck, Almanya), antibiyotik diskleri (Oxoid) [Ampicillin (AM 10 ug), Amoxicillin /

26



clavulanic acid (AMC 30 pg), Chloromphenicol (C 30 ug), Nalidixic acid (NA 30 pg),
Tetracycline (TE 30 png), Gentamicin (CN 10 pg), Ciprofloxacin (CIP 5 pg),
Ceftazidime (CAZ 30 pg), Streptomycin (S 10 pg), Cefoxitin (FOX 30 pg), Cefotaxime
(CTX 30 pg), Kanamycin (K 30 pg), Tobramycin (TOB 30ug), Cephalothin (KF 30 pg
), Aztreonam (ATM 30 pg ), Sulphamethoxazole/Trimethoprim (SXT 1,25 + 23,75 ng),
Imipenem (IPM 10 pg ), Cefotetan (CTT 30 ug), Amikacin (AK 30 ug), Cefpodoxime
(CPD 10,30 pg), Ceftazidime (CZC 40 pg), Cefotaxime/clavulanic acid (CTC, 30 ug +
10 pg) , Cefpodoxime (CPC 40 ug), Cefepime (FEB 30 pg)] kullanilda.

3.1.3. PZR’da Kullanilan Kimyasallar

GSBL sentezleyen izolatlarda GSBL genlerinin PZR ile saptanmasi ve
filogenetik gruplarin belirlenmesi amactyla Taq Polymerase (Fermentas, Litvanya), 10x
PCR Buffer (Fermentas, Litvanya), 25 mM MgCl, (Fermentas, Litvanya), 10 mM dNTP
karisimi (Fermentas, Litvanya), 100 b¢ DNA Ladder (Fermentas, Litvanya), Agaroz
(Sigma, Almanya), 6x Loading dye (Fermentas, Litvanya), Ethidium Bromide (Merck,
Almanya), 10x TBE Buffer (Fermentas, Litvanya) ve primerler kullanild:.

3.1.4. PZR’da Kullanilan Alet ve EKipmanlar
Thermal Cycler (Biorad), elektroforez tanki, giic kaynagi (Thermo), jel
dokiimantasyon sistemi (UVP), sogutmali santrifiij (Hettich), steril kabin (Bioair),

vorteks (Velp Scientifica), hassas terazi (Presica) kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamaz (GSBL) Sentezleyen E. coli
izolasyonu ve identifikasyonu

Nisan-Haziran 2013 donemlerinde rastgele segilen pet shop’lardan taze gaita
ornekleri steril svablarla alinarak, soguk zincir kosullarinda laboratuara getirildi.
Ornekler 2 pg/ml sefotaksim (CTX) iceren EMB agar plaklarma ekilerek 37 °C’de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tipik metalik parlaklik veren kolonilerden biri
secilerek Kanli Agar’da pasajlandi ve konvansiyonel metotlarla (Gram boyama, katalaz,

oksidaz, indol, MR-VP, sitrat ve iireaz) identifikasyonlar1 yapildi. Izolatlar daha sonraki
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calismalar i¢cin %20 gliserol igeren (v/v) Tryptic Soy Broth (TSB) igerisinde —20 °C’de

saklandi.

3.2.2. GSBL Uretiminin Fenotipik Belirlenmesi
3.2.2.1. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Bu test disk diffiizyon yOnteminin standartlar1 saglanarak gercgeklestirildi.
Mueller-Hinton Agar (MHA) yiizeyine, McFarland 0,5’e goére ayarlanan izolatlar
inokiile edildi. Izolatlarin inokiile edildigi MHA’ 1n merkezine amoksisilin-klavulanik
asit (10+20 pg) diski yerlestirilerek merkezden merkeze uzakligi 25 mm olacak sekilde
Olgiilerek aztreonam (30 pg), seftazidim (30 pg) ve sefotaksim (30 pg) antibiyotik
diskler pens ile dikkatli bir sekilde yerlestirildi. 18-20 saat 37 °C'de inkiibasyon sonrasi
sonuclar degerlendirildi. Aztreonam, seftazidim ve sefotaksim’e ait inhibisyon
zonlarmin klavulanik asit diskine dogru genislemesi veya iki inhibisyon zonu arasindaki
bakteri iireyen alanda iiremenin olmadigi bir bolgenin goriilmesi, bagka bir deyimle
klavulanik asidin antibiyotigi gii¢lendirmesi durumunda izolat GSBL pozitif olarak
kabul edildi (CLSI, 2012). Pozitif kontrol susu olarak K. pneumoniae ATCC 700603,
negatif kontrol susu olarak ise E. coli ATCC 25922 kullanild:.

3.2.2.2. Kombine Disk Yontemi (KDY)

Kombine Disk Yontem testi, CDST yontemine benzer sekilde yapildi. Bu testte
farkl1 olarak, MHA besiyeri yiizeyine seftazidim (30 pg), seftazidim (30 pg)+klavulanik
asit (10 pg), sefotaksim (30 pg), sefotaksim (30 pg)+tklavulanik asit (10 pg) ve
sefpodoksim (30 pg), sefpodoksim (30 pg)t+klavulanik asit (10 pg) diskleri karsilikli
olarak yerlestirilerek 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Sefalosporin diskinin
inhibisyon zonunun klavulanik asit varliginda > 5 mm artmast durumunda GSBL

sonucuna karar verildi (CLSI, 2012). Kontrol amaciyla ayni standart suslar kullanildi.
3.2.2.3. izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

E. coli izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik testi agar disk difiizyon yontemi ile

CLSI (2012) kriterlerine gore yapildi ve degerlendirildi.
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3.2.3. Molekiiler Analiz
3.2.3.1. DNA izolasyonu

Izolatlardan DNA izolasyonu kaynatma ydntemi ile yapildi (Ahmed ve ark.,
2007). Bu amagla izolatlar 24 saat 5 ml TSB’da 37 °C’de inkiibe edildikten sonra
ependorf tiiplere aktarilarak (200 pl kiiltir + 800 pl steril distile su) sicak su
banyosunda 90 °C'de 10 dk bekletildi ve 13 000 rpm/dk’da 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kistm molekiiler analizlerde kullanilmak {izere baska ependorf tiiplere

aktarilarak -20 °C’de saklandi.

3.2.3.2. izolatlarinin Molekiiler Dogrulanmasi

Izolatlarin molekiiler konfirmasyonu, E. coli 16S rRNA geninin 401 bg¢’lik
kisminin amplikasyonu E16S-a 5'-CCCCCTGGACGAAGACTGAC-3" ve E16S-b 5'-
ACCGCTGGCAACAAAGGATA-3" primerleri kullanilarak yapildi (Wang ve ark.,
2002).

3.2.3.3. GSBL Sentezinden Sorumlu Genlerin Belirlenmesi

GSBL sentezleyen izolatlarda blasyy, blatem, blactx, blaoxa genlerinin
belirlenmesi Ahmed ve ark. (2007) tarafindan bildirilen primerler ve amplifikasyon
kosullart uygulanarak yapildi. GSBL genlerinin belirlenmesinde ve sekans analizinde

kullanilan primerler Cizelge 3.2.3.3.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2.3.3. GSBL genlerinin belirlenmesinde ve sekans analizinde kullanilan
primerler

Gen Sekans (5’ - 3’) Amplikon Kaynak
Biiyiikliigii (bg)
blatgm= ATA AAATTCTTG AAG ACG AAA 1080
GAC AGT TACCAATGC TTAATC
blagy*= TTATCT CCC TGT TAG CCA CC 797
GATTTG CTG ATT TCG CTC GG
blagpy« CGG CCT TCA CTC AAG GAT GTA 927
GTG CTG CGG GCC GGA TAAC Ahmed ve ark.
blagxas TCA ACT TTC AAG ATC GCA 610 (2007)
GTGTGT TTAGAATGG TGA
blagyas« GGC AAT CCA GCC GGG GCC AA 891
CGG GCC TGT TCC CGG GTT AA
blactx.v+  CGC TTT GCG ATG TGC AG 551
ACC GCGATATCG TTG GT
blactx.m=+ CCA GAA TAA GGA ATCCCATG 948

GCC GTC TAA GGC GAT AAAC

*PZR ve sekanslamada kullanilan primer
**Sadece PZR i¢in kullanilan primer

*#*Sadece sekanslama i¢in kullanilan primer

3.2.3.4. DNA Dizi Analizi

GSBL pozitif izolatlarda blarem ve blactx-m genlerine ait PZR iirtinlerinin DNA
dizi analizi ¢ift yonlii olarak hizmet alimi (Refgen) seklinde yaptirildi. Elde edilen DNA
dizileri gen bankasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.lahey.org/Studies/)
veriler ile karsilastirilarak TEM ve CTX-M beta-laktamaz alt tipleri belirlendi.

3.2.3.5. Filogenetik Analiz
E. coli izolatlarinin filogenetik olarak gruplandirilmasi (A, B1, B2 ve D)
Clermont ve ark. (2000) tarafindan bildirilen mPZR ile belirlendi. Filogenetik gruplarin

belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge 3.2.3.5.’de verilmistir (Clermont ve ark.,
2000).
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Cizelge 3.2.3.5. Filogenetik gruplarin belirlenmesinde kullanilan primerler

Gen Sekans (5’ - 3°) Amplikon Kaynak
Biiyiikliigii (bp)

chuA GAC GAA CCA ACG GTC AGG AT 279
TGC CGC CAG TAC CAA AGA CA

yjaA TGA AGT GTC AGG AGACGC TG 211 Clermont ve ark. (2000)
ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC

TspE4C2 GAG TAATGT CGG GGC ATT CA 152

CGCGCCAACAAAGTATTACG
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. GSBL Sentezleyen E. coli izolasyonu

Incelenen 150 fekal svab 6rnegin 4’iinden (%2,7) fenotipik yontemlerle GSBL
yoniinden pozitif E. coli izole edildi. Izolatlarm 3'iinii Melopsittacus undulatus
(muhabbet kusu), 1'ini ise Poephila guttata (hint biilbiilii) olusturmustur.

Izolatlarin hepsi genotipik olarak da E. coli spesifik 16S rRNA primeri ile
yapilan PZR’da pozitif bulundu (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. E. coli spesifik 16S rRNA primerleri kullanilarak yapilan PZR bulgulari. (M:
Marker; Kuyucuk 1-4: E. coli pozitif izolatlar (401 bg).

4.2.Fenotipik Dogrulama Testleriyle GSBL Uretiminin Tespiti
4.2.1 Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Dort beta-laktam antibiyotik diski ¢ift disk sinerji yontemi ile test edildi. Diskler
aras1 25 mm olacak sekilde yapilan testte sinerjinin varliina gore izolatlarin tamami
GSBL iiretimi yoniinden pozitif degerlendirildi. Sekil 4.2 ve Sekil 4.2.1.’de pozitif

sonuglar gosterilmistir.
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Sekil 4.2.1. CDST ile belirlenen GSBL pozitifligi

4.2.2. Kombine Disk Yontemi (KDY)

Her izolatta antibiyotik kombinasyon diskleri etrafindaki inhibisyon zon ¢aplari
birbirinden farkli olmakla birlikte, klavulanik asit igermeyen disk etrafindaki zon
>5mm’den daha biiylik 6l¢iildii. Bu bakimdan tiim izolatlar GSBL {iretimi agisindan
pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 4.2.2.).

Sekil 4.2.2. KDY ile belirlenen GSBL pozitifligi
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4.3. Tzolatlarin Antimikrobiyal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

GSBL sentezleyen izolatlarin tamami gentamisin, imipenem, sefotetan,
amikasin, sefoksitin ve tobramisine duyarli; ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit,
aztreonam, nalidiksik asit, cephalotin, siprofloksasin ve tetrasikline direng¢li bulundu.
Diger direng oranlari sirasiyla cefepime (%50), kloramfenikol (%50), streptomisin
(%50), siilfametoksazol/trimetoprim (% 50) ve kanamisin (% 25) olarak tespit edildi.

4.4. GSBL Enzim Tiplerinin Belirlenmesi ve DNA Dizi Analizi

Izolasyonlar1 ve fenotipik dogrulamalari yapilan 4 E. coli susunun TEM, SHV,
CTX-M ve OXA primerleri kullanilarak yapilan PZR analizleri sonucunda, tiim
ornekler CTX-M ve TEM yoniinden pozitif bulunurken, SHV ve OXA yoniinden
negatif bulundu (Sekil 4.4, 4.5).

Sekil 4.4. blactx-m pozitif izolatlar

1051 bg

Sekil 4.5. blargm pozitif izolatlar
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Sekans primerleri kullanilarak elde edilen PZR {irinleriyle yapilan DNA dizi
analiz sonuglarinin BLAST analizleri sonucunda, CTX-M pozitif izolatlardan 2’si CTX-
M-1, 2’sinin ise CTX-M-15 alt tiplerine yiiksek oranda benzerlik gosterdigi, TEM
pozitif izolatlarin ise tamaminin TEM-1b alt tipi ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir.

4.5. Tripleks PZR ile E.coli Suslarinmin Filogenetik Gruplarimin Belirlenmesi
GSBL pozitif izolatlarin tamaminin Clermont filogenetik gruplamasina gore Bl

grubunda yer aldigi belirlendi. (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. GSBL pozitif E. coli suslarinda tripleks PZR belirlenen filogenetik gruplar

Tiim GSBL pozitif izolatlarin antibiyotik diren¢ fenotiplerine gére dagilimlari,

GSBL genleri ve filogenetik gruplar Cizelge 4.2.”de toplu bir sekilde verilmistir.
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Cizelge 4.2. GSBL pozitif izolatlarin filogenetik grup, GSBL genleri ve antimikrobiyal
direng fenotipine gore dagilimi

Filogenetik Genotip
Suslar Grup blacTx blatem Fenotip
A35
Melopsittacus Bl CTX-M-1 | TEM-1b | [AM, AMC,NA, CIP, KF, ATM, TE
undulatus
A40 Bl CTX-M-15 | TEM-1b | |[FEB, AM, AMC, CIP, S, ATM, NA,
Poephila guttata KF, SXT, TE, C
A42
Melopsittacus Bl CTX-M-15 | TEM-1b | |FEB, K, AM, AMC, NA, CIP, S,
undulatus ATM, KF, SXT, TE, C
A55
Melopsittacus Bl CTX-M-1 | TEM-1b | |AM, AMC, NA, CIP, KF, ATM, TE
undulatus

4.6. Tartisma

Gram negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklerine diren¢ olusumunda
temel mekanizma, mikroorganizmalarin pek ¢ogunun sentezledigi beta-laktamazlardir.
Beta-laktamazlar gram negatif bakteriler arasinda en 6nemli direng mekanizmalarindan
biridir. Gerek insan gerekse veteriner hekimliginde beta-laktam antibiyotiklerin
bilingsiz kullanimi1 GSBL sentezleyen bakterilerin seleksiyonuna sebep olmustur. Bu
durum GSBL y6niinden pozitif bakterilerin bulasma riskini de artirmaktadir.

Diinyadaki farkli hayvan tiirlerinden veya klinik Orneklerden izole edilen
Enterobacteriaceae familyasinda yer alan bakterilerde farkli GSBL tiirlerinin varliginin
arttig1 bildirilmistir (Ewers ve ark., 2012). Tiirkiye'de yapilan ¢aligmalar incelendiginde
evcil hayvan tiirlerinden ve klinik materyallerinden izole edilen bakterilerde GSBL
varligr iizerinde yapilmis calisma sayist oldukca azdir (Ding ve ark. 2012;
Kiiciikbasmaci ve ark., 2008). Ozellikle kafes kuslarinda GSBL iiretiminin varligia

yonelik herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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Amerika Birlesik Devletleri'nde papagan kuslariyla yapilan ¢aligmada %13,6 E.
coli (Graham ve Graham, 1978) izolasyonu, Almanya'da yapilan bir ¢alismada ise
(Glunder, 1980) %17,3 enterik bakteri, saglikli muhabbet kusu ve hint biilbiilii ile
yapilan caligmalarda ise enterik bakteri izolasyonu sirasiyla %9 ve %17 olarak tespit
edilmistir. Benzer sekilde Flammer ve Drewes (1987)'in yaptiklari arastirmada %31
E. coli, Giacopello ve ark. 2015’de kanaryalarla yaptiklar1 ¢alismada %35,2 E. coli
varhig1 tespit edilirken, GSBL varligina yonelik herhangi bir ¢alisma yapilmamistir.
Tirkiye'de saglikli kafes kuslarinda GSBL sentezleyen bakterilerin belirlenmesine
yonelik bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada GSBL sentezleyen E. coli prevelansi Hatay ilinde gesitli kafes
kusu yetistiriciligi yapan pet shop'lardan alinan 6rneklerde % 2,7 olarak tespit edildi.
Farkli tilkelerde yabanil kus tiirlerinde GSBL pozitif E.coli tasiyiciligini belirlemeye
yonelik ¢ok az calisma yapilmig ve bulunma sikliginin 6nemli diizeyde farklilik
gosterdigi goriilmistiir. Yabanil hayvanlardaki ilk GSBL varligina yonelik Costa ve ark.
(2006) bu orant %16 olarak belirlemistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde kompaniyon
hayvanlarda yapilan GSBL prevelansina yonelik ¢aligmalarda ise %3, %40 ve %68 gibi
degisen oranlarda sonuglar bulunmustur (Ma ve ark., 2009; O'Keefe ve ark., 2010;
Shaheen ve ark., 2011). Arastirmada elde edilen bulgular deneysel g¢alismalarimiza
benzerdir. GSBL sikliginda gbzlenen bu oransal farkliligin cografik bolge farkliligi,
ornekleme yontemi ve say1 farkliliklarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Bu ¢aligmada plazmid kaynakli TEM ve OXA tipi genler tespit edilmedi. GSBL
genlerinin blargv ve blactx-.m familyasina ait oldugu ve tiim izolatlarin bu genlerden
blartem-1n'yi igerdigi CTX-M grubundan ise iki izolatin blacrx-m-1 Ve iki izolatin  blacrx-
m-15 i¢erdigi belirlenmistir. blatgm.ip'nin beta-laktamaz direngli E. coli izolatlarinda
(gidalardan, insan klinik izolatlarindan, saglikli hayvanlardan ve yabanil kuslardan) en
yaygin bulunan gen oldugu gosterilmistir (Brinas ve ark., 2005; Poeta ve ark., 2009;
Pinto ve ark., 2010) . Yapilan benzer ¢alismalarda blacrx-m-1 Ve blactx-m-15'in de yabanil
kuslarda en yaygin CTX-M alt tipi oldugu ve ¢alisgmamizla uyum gosterdigi
goriilmiistiir (Costa ve ark., 2004; Costa ve ark., 2007; Girlich ve ark., 2007; Poeta ve
ark., 2008; Pinto ve ark., 2010). Farkli iilkelerde yapilan ¢aligmalarda bu genlerin
saglikli ve hasta hayvanlarda yaygin oldugunu ve degisik GSBL genlerinin
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bulundugunu dogrulamaktadir. Bu durum GSBL sentezine yonelik genlerin sikliginda
cografik olarak farklilik olabilecegi ile agiklanabilir.

Plazmidlerde tasmman GSBL sentezinden sorumlu genler beta-laktam
antibiyotikler disindaki antimikrobiyal maddelere de (aminoglikozid, trimetroprim-
sulfametoksazol, kloramfenikol, tetrasiklin, kinolonlar) dirence neden olan diger genleri
de vyapilarinda tasidiklarindan, c¢oklu dirence ve bu izolatlardan kaynaklanan
infeksiyonlarin tedavisindeki seceneklerinin azalmasimma neden olmaktadir (Perez ve
ark., 2007). Calismamizdaki GSBL pozitif izolatlarda saptanan c¢ogul direng bu
bakimdan 6nem tagimaktadir. Clinkii ¢oklu antibiyotik direngli GSBL pozitif E. coli
izolatlarinin kafeste yetistiriciligi yapilan evcil kus tiirlerindeki varli§i gerek insan
gerekse hayvan saghgi agisindan biiyiikk risk olusturmaktadir. Beta-laktam olmayan
antibiyotiklerin evcil hayvanlarda kullanim1 da GSBL direng genlerinin seleksiyonuna
neden olmaktadir. Bu durum antimikrobiyal maddelerden herhangi birinin kullanimi da
diger genlerin yeniden seleksiyonuna neden olabilmektedir. Beta-laktam
antibiyotiklerin kullanilmadig: ciftlik hayvanlariyla ilgili yapilan calismalarda gesitli
GSBL direng genlerinin belirlenmesi bu duruma kanit olarak gosterilebilir (Schmid ve
ark., 2013). Domuz, kanatli ve c¢esitli biiyiikkbag hayvanlardan izole edilen E. coli 'ler
arasinda gbzlenen en yaygin antimikrobiyal direng tetrasiklin, ampisilin,
aminoglikozidler ve siilfometoksazole kars1 belirlenmistir (Guerra ve ark., 2003).

Clermont ve ark. (2000) yaptiklari filogruplamaya gore E. coli suslar1 dort gruba
(A, B1, B2 ve D) ayrilmaktadir. Filogenetik gruplandirma filogenetik grup ve virulens
genleri arasinda baglanti kurmada ve potansiyel patojenik suslarin belirlenmesinde
tarama amacli olarak kullanilmaktadir (Clermont ve ark., 2000). Pinto ve ark.
(2010)’nin avcr kuslarla yapmis oldugu ¢alismada, GSBL pozitif E. coli izolatlarinin
dominant olarak A ya da Bl (% 72) filogenetik grubuna dahil oldugunu rapor
etmislerdir. Asai ve ark. (2011) hasta giftlik hayvanlarindan izole edilen 72 E. coli
susundan GSBL pozitif olan 6rneklerden 6’sinin sirasiyla A (n=3), B1 (n=2) ve D (n=1)
filogenetik grubunda yer aldigini saptamislardir. Calisma sonuglarimiza gére GSBL
pozitif izolatlarimin tiimii B1 filogenetik grubunda yer almaktadir. Benzer filogenetik
calisma sonuglart dikkate alindiginda GSBL genlerinin kommensal E. coli izolatlari

arasinda daha fazla yayilim gosterdigi diisiiniilebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

insan ve hayvansal kaynakli coklu diren¢ gdsteren bakterilerin ortaya cikist
muhtemel bir saglik sorununa ve antimikrobiyal direncin de artisina neden olmaktadir.

Bu ¢alisma ile Tiirkiye'de ilk kez ¢esitli kafes kuslarinda TEM-1b, CTX-M-1 ve
CTX-M 15 sentezleyen fekal E. coli tasiyiciligi tespit edilmistir. Hatay ilinde satis1 ve
yetistiriciligi yapilan kafes kuslariin GSBL sentezleyen E. coli bakimindan potansiyel
rezervuar oldugunu gostermistir. Insanlarla yakin temas halinde bulunan bu evcil
kuslarin tasiyicilik  yoniinden halk sagligi agisindan da risk olusturabilecegi
distiniilmektedir.

Kafes kuslarinda antimikrobiyal maddelerin bilingli olarak kullanilmasinin
gerekliligi, antimikrobiyal direncin siirekli olarak izlenmesinin halk sagligi agisindan
onemli oldugu sonucuna varilmistir. GSBL sentezleyen bakterilerin epidemiyolojisinin
tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha ileri diizeyde ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
Elde edilen sonuglarin bu c¢alismanin devamina ya da baska arastirmacilarin

calismalarina 151k tutacagi inancindayiz.
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