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OZET
Sigirlarda Genislemis Spektrumlu Beta-laktamaz Sentezleyen

Escherichia coli Prevalansimin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, Hatay’da yetistirilen sigirlarda genis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) sentezleyen Escherichia coli prevalansinin belirlenmesi amaglandi. Rektal svab
orneklerinden 2 mg/L sefotaksim igeren Eosine Methylene Blue (EMB) agara ekimleri
yapildi. Pozitif izolatlar fenotipik dogrulama testleri ile konfirme edildi ve GSBL tipi
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve sekans analizi ile arastirildi. GSBL pozitif
izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklar1 disk difiizyon testi ile filogenetik dagilimlari ise
PZR ile belirlendi. GSBL sentezleyen E. coli rektal svab orneklerinin %8.3’tinden
(26/312) izole edildi. Izolatlarda en yaygin GSBL genleri sirasiyla blatgm.p (n=21),
blactx-m-15 (N=12), blactx-m-1 (N=1), blactx-m-3 (N=2) ve blapxa (n=1) olarak tespit edildi.
Fakat izolatlarda blasyy geni tespit edilmedi. GSBL pozitif izolatlarin tamamui sefotetan ve
imipeneme duyarli bulunurken; ampisilin (%100), seftriakson (%2100), sefalotin (%96.2),
sefaperozon (%88.5), streptomisin (%80.8), sulfametoksazol/trimetoprim (%76.9),
tetrasiklin  (%73.1), kloramfenikol ve kanamisin (%50), nalidiksik asit ve
amoksisilin/klavulanik asit (%46.2), aztreonam (%38.5), siprofloksasin (%34.6),
gentamisin (%11.5) ve sefoksitine (%3.8) degisen oranlarda direng saptandi. Filogenetik
analizler GSBL pozitif izolatlarin B1 (n=13, %50), A (n=9, %34.6) ve D1 (n=1, %3.8)
olmak iizere 3 grupta yer aldigin1 gosterdi.

Bu caligsma ile Tirkiye’de ilk kez sigirlarda CTX-M-15, CTX-M-11, CTX-M-3 ve
OXA-1 ireten fekal E. coli tasiyiciligi tespit edilmistir. Ayrica, mevcut calismanin
sonuglar1 Hatay ilinde yetistirilen gerek siit ve gerekse de besi sigirlarinin GSBL
sentezleyen E. coli yoniinden potansiyel rezervuar oldugunu gostermektedir. Bu nedenle,
GSBL sentezleyen bakteriler dahil antimikrobiyal direngli bakteriler hayvanlarda stirekli
olarak izlenmeli ve GSBL pozitif bakterilerin klonal yayiliminin Onlenmesi i¢in
antibiyotikler bilingli olarak kullanilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz, Escherichia coli, sigir



ABSTRACT

Determination of the Prevalence of Extended Spectrum Beta-

lactamase Producing Escherichia coli in Cattle

In this study, it was aimed to determine the prevalence of extended-spectrum beta-
lactamase (ESBLs) producing Escherichia coli in cattle in Hatay. Rectal swab samples
were spread on the Eosin Methylen Blue (EMB) agar containing cefotaxime (2 mg/L).
Isolates were confirmed using ESBL confirmatory tests. ESBL types were investigated by
polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. Antimicrobial susceptibility of the
isolates was determined by disk diffussion method and distribution of phylogenetic groups
was also determined by PCR. ESBL producing E. coli was isolated from 8.3% (26/312) of
rectal swab samples. The most common ESBL gene was blatgm-1o (n=21), followed by
b|aCTx.|v|.15 (n:12), blaCTx-M.l (n:1), blaCTx-M.g (n=2), and bIaOXA (n:1). Howevwe, b|8.5HV
gene was not detected. All ESBL positive isolates were found to be sensitive to cefotetan
and imipenem, while variable rates of resistance were determined against other
antimicrobials including ampicillin (100%), ceftriaxone (100%), cefalothin (96.2%),
cefaperozone (88.5%), streptomycin (80.8%), trimethoprim-sulfamethoxazole (76.9%),
tetracycline  (73.1%), chloramphenicol and kanamycin (50%), nalidixic acid,
amoxicillin/clavulanic acid (46.2%), aztreonam (38.5%), ciprofloxacin (34.6%),
gentamycin (11.5%) ve cefoxitin (3.8%). Phylogenetic analysis revealed three groups
being B1 (n=13, 50%), A (n=9, 34.6%), and D1 (n=4, 15.4%).

For the first time, faecal carriage of CTX-M-15, CTX-M-11, CTX-M-3 and OXA-1
producing E. coli was detected in cattle in Turkey. In addition, results of the present study
showed that both dairy cattle and beef cattle are potential reservoir of ESBL producing E.
coli in Hatay. Therefore, continuous monitoring for antimicrobial resistant bacteria
including ESBL producing bacteria in animals and prudent use of antimicrobials is
necessary to prevent their clonal spread.

Key Words: Extended spectrum beta-lactamase, Escherichia coli, cattle



1. GIRIS

Escherichia coli intestinal florada kommensal olarak yasayan suslar dahil farkli
patotipleri de igeren kompleks bir tiirdiir. Ekstraintestinal patojenik E. coli suslarinin ciddi
infeksiyonlardaki rolleri hem veteriner klinigi yoniinden hem de zoonotik potansiyelleri
yoniinden son yillarda dikkat ¢cekmektedir.

Hayvan orijinli antimikrobiyal direngli bakterilerin sayisindaki artis 20 y1l 6nceki
insanlarda gozlenen duruma benzerlik gostermektedir. 1990’11 yillarin sonundan itibaren
Gram negatif bakterilerde Ozellikle de Enterobactericeae familyasi iiyelerinde genis
spektrumlu sefalosporinlere direncin diinya genelinde ortaya ¢ikisi dnemli endise kaynagi
olmustur. Genis spektrumlu sefalosporinlere dirence aracilik eden genislemis spektrumlu
beta-laktamaz’lar (GSBL) baslangicta TEM ve SHV tip beta-laktamazlardan koken
almasma ragmen, CTX-M tipi beta-laktamazlarin 6nemi son 10 yilda artmistir ve
giinlimiizde insanlarda en yaygin olan ve halen artis gosteren GSBL tipi haline gelmistir.
Bu tip beta-laktamazlar monobaktam’lar dahil oksiimino beta-laktamlara (sefalosporinler,
sefotaksim, seftriakson, seftazidim) dirence aracilik ederken; sefamisinlere (sefoksitin ve
sefotetan) ise duyarhidir ve beta-laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, tazobaktam ve
sulbaktam) tarafindan ise inhibe edilirler (Ewers ve ark. 2012).

GSBL sentezleyen bakteriler ilk olarak sadece insan hekimliginde
gozlemlenirken, 1990°l1 yillardan itibaren farkli hayvan tiirlerinde de gozlenmesi
monitoring programlarinin yogunlagmasina neden olmustur. Gilinlimiizde GSBL
sentezleyen E. coli suslarinin artan oranda gida amagl yetistirilen hayvanlarda bulunmasi,
hayvanlarin bu bakterilerin yayilimma katki saglayan bir infeksiyon kaynagi hatta
rezervuari olabilecegi hipotezine yol agmuigtir.

Bu calismada, (i) Hatay’da yetistirilen sigirlarda GSBL sentezleyen E. coli
prevalansinin belirlenmesi, (ii) GSBL sentezleyen E. coli izolatlarinin antimikrobiyal
duyarliliklarinin disk diffiizyon yontemi ile arastirilmasi, (iif) GSBL sentezinden sorumlu
genlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile tespit edilmesi ve sekans analizi ile tipinin

saptanmasi ve (iv) filogenetik analizlerinin yapilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Antimikrobiyaller infeksiy6z hastaliklarin tedavisinde kullanilan, bakterileri
oldiiren veya tliremelerine mani olan ajanlardir. Antimikrobiyaller bakteriler iizerindeki
etkilerini (i) protein sentezinin inhibisyonu, (ii) Deoksiriiboniikleik asit (DNA)
/Riboniikleik asit (RNA) prekiirsér sentezinin inhibisyonu, (iii) hiicre duvari sentezinin
inhibisyonu ve (iv) DNA/RNA sentezinin inhibisyonu olmak tlizere dort sekilde gosterirler
(Walsh 2003).

Antimikrobiyaller sadece hastaliklarin tedavisi amaciyla degil gida yonli
yetistirilen hayvanlarda profilaktik, metafilaktik ve biiylimeyi artirmak amaciyla yem katki
maddesi olarak ta kullanilmaktadir.  Biiylimeyi artirict amagla antimikrobiyallerin
kullaniminin 1999 yilinda Avrupa Birligi iilkelerinde yasaklanmasina ragmen, 6zellikle
profilaktik ve metafilaktik amagclarla bu ajanlarin kullanimi farkli bakteri tiirleri arasinda
selektif baski olusturarak antimikrobiyal direng gelisimine neden olmustur (Schwarz ve
Chaslus-Dancla 2001, Helmuth 2000). Selektif baski antimikrobiyalin mikrobiyotada
bulunan direngli olan bakterilere duyarli olan bakterilere karsi hayatta kalma avantaji
saglamasi olarak ifade edilmektedir (Furuya ve Lowy 2006).

Direngli bakteri suslarinin sayisinda 1950’11 yillardan giiniimiize diizenli bir artig
oldugu gozlenmektedir. Bu durum son 60 yildir insan ve veteriner hekimliginde, su
iriinleri  yetistiriciliginde, tarimda degisik amagclarla antimikrobiyal ajanlarin
kullanimindan kaynaklanan yiiksek selektif baskiya baglanmaktadir (Schwarz ve Chaslus-
Dancla 2001, Helmuth 2000). Antimikrobiyal direncin dikkat ¢eken diger bir yonii ¢cogul
direngli patojenlerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde antibiyotik segeneklerinin
oldukga sinirli olmasidir (Mulvey ve ark. 2006).

Bakterilerde diren¢ mekanizmalar1 (i) antimikrobiyallerin modifikasyonu veya
yikimlanmasi, (i1) antimikrobiyal ajanin hiicre i¢inden efluks pompalari ile disar1 atilmasi,
(iii) antimikrobiyalin hedefinin modifikasyonu ve (iv) hiicre membran permeabilitesinin
azalmasi olmak tizere dort ana baglik altinda toplanmaktadir (Walsh 2003).

Beta-laktam’lar insan ve veteriner hekimlik alaninda kritik 6neme sahip
antibiyotiklerdir (Li ve ark. 2007). Beta-laktam antibiyotikler etkisini bakterilerin hiicre

duvarinda yer alan peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak gosterir. Peptidoglikan



tabaka, N-asetil muramik asitin (NAMA) yapisinda yer alan D-alanin molekiilleri arasinda
transpeptidasyon reaksiyonu ile gergeklesmektedir. Transpeptidasyon islemini
gerceklestiren enzimlere (transpeptidaz) penisilin baglayan proteinler (PBP) adi da
verilmektedir.  PBP’ler beta-laktam antibiyotiklerin temel hedefidir.  Beta-laktam
antibiyotikler PBP’lere baglanarak transpeptidasyona mani olurlar (Giir 2002).

Beta-laktam antibiyotikler 4 ana grupta toplanmaktadir (Sekil 2. 1).

SO;H

Monohakiam Karhapenem

Sekil 2.1. Beta-laktam grubu antibiyotikler (Colak 1999).

1.Penisilinler

Penisilinler esas olarak bir tiazolidin halkasi, bir beta laktam halkasi ve bir yan
zincirden olugsmaktadir. Bakterisid etkilerinin yaninda toksisiteleri de oldukga diisiiktiir.
1929’da Sir Alxendar Fleming tarafindan ilk olarak dogal penisilinlerin kesfini sonraki
yillarda yar1 sentetik penisilinlerin gelistirilmesi izlemistir (Sar1 2005).

Dogal penisilinler: Penisilin G, prokain penisilin G, kristalize penisilin G, benzatin
penisilin G, penisilin V (Fenoksi metil penisilin)

Penisilinaza dayanikli penisilinler: Metisilin, nafsilin, izaksazolil penisilin,

kloksasilin, dikloksasilin, flukloksasilin, oksasilin



Aminopenisilinler:  Ampisilin, amoksisilin, bakampisilin, siklasilin, episilin,
pivampisilin

Pseudomonaslara etkili penisilinler: Karbenisilin, indanilkarbenisilin (korindasilin),
tikarsilin

Pseudomonaslara etkili genis spektrumlu penisilinler: Azlosilin, mezlosilin,
piperasilin

Amdinopenisilinler: Amdinosilin, pivamdinosilin

2.Sefalosporinler

Penisilinlerde bulunan beta-laktam halkas1 yaninda bulunan 5 {iiyeli tiazolidin
halkas1 yerine, 6 iiyeli bir dihidrotiazin halkasi gegmesiyle sefalosporinler gelistirilmistir.
Dihidrotiazin halkasina yeni yan dallarin ilavesi ile farkli ve ¢ok sayida sefalosporin elde
edilmektedir. Kullanima ilk girdikleri tarih ve etki spektrumuna gore sefalosporinler
asagidaki sekilde siniflandirtlmigtir (Sar1 2005).

1. kusak sefalosporinler: sefolatin, sefazolin, sefaloridin, sefaleksin, sefapirin,
sefradin, sefadroksil, sefasetril, seftezol.

2. kusak sefalosporinler: sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid, sefonarid,
sefaklor, sefotiam, sefmetazol, sefotetan.

3. kusak sefalosporinler: sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon, seftriakson,
moksolaktam, seftazidim, sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid

4. kusak sefalosporinler: sefepim, sefpirom

3. Monobaktamlar

Ilk gelistirilen sentetik monobaktam antibiyotik aztreonam’dir. Beta-laktam
halkasina birlesik bir bagka halka igermemelerinden dolay1 penisilin ve sefalosporinlerden
ayrilirlar. Aztreonam, Gram negatif bakterilerde penisilin baglayan protein-3’e (PBP3)
baglanarak hiicre duvari sentezini bozar. Anaerob bakterilerin PBP3’tine diisiik affinite
gosterirken, Gram pozitif bakterilerin PBP3’iine ise baglanamaz. Bu yiizden etki
spektrumu Gram negatif aerob bakteriler ile sinirlidir (Sar1 2005).



4. Karbapenemler

Karbapenemler Streptomyces cattleya tarafindan iiretilen bir bilesik olan tienamisin
tirevleridir. Beta-laktamlarin en genis spektrumlu grubudur. Karbapenemler ¢ok genis
antibakteriyel spektrumlu aktiviteye ve klinikte gozlenen birgok beta-laktamaza karsi
stabildir. GSBL ve AmpC enzimini fazla miktarda sentezleyen Gram negatif bakterilere
kars1 etkinliklerini korurlar (Livermore ve ark. 1996). Ancak, smif B metallo-beta-
laktamazlar dahil, karbapenemazlar bu antibiyotikleri hidrolize edebilmektedir. Cok genis
etki spektrumu, klinik etkinliginin yiiksek olmasi, toksisitelerinin oldukg¢a diisiik olmasi
nedeniyle karbapenemler agir infeksiyonlarin baslangi¢ tedavisinde ilk tercih edilecek

antibiyotikler i¢inde yer almaktadir (Bonfiglio ve ark. 2002).

2.1. Beta-laktam Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmalar:

Beta-laktam antibiyotiklere kars1 baslica 3 yolla direng gelisir:

1. Hiicre icinde beta-laktam antibiyotig¢in konsantrasyonunun azalmasi :

Hiicre i¢inde beta-laktam antibiyotigin konsantrasyonunun azalmasi antibiyotigin
giriginin kisitlanmasi (porin kaybi) veya efluks pompasi ile antibiyotigin disar1 atilmasi
sonucu gerceklesir. Gram negatif bakterilerde beta-laktam antibiyotiklerin hiicre igine
girisi dig membran proteini (OMP) adi verilen ve ortasinda kanallar bulunan bu yapilar
araciligr ile gerceklesmektedir (Giir 2002). OMP’lerinin yapisinin mutasyonlara bagli
olarak degismesi veya kaybolmasi beta-laktamlara kars1 direncin gelisimine neden olur

(Sanders 1996).

2. Hedef bolgede degisim :

Hedef bolgede (PBP) degisim mevcut PBP’lerin degistirilmesi veya yeni PBP’lerin
disaridan alinmasi suretiyle gergeklesir. Hiicre duvarinda yer alan peptidoglikanin
sentezinden sorumlu olan PBP’ler beta-laktam antibiyotiklerin hedefidir. Kromozomal
mutasyonlar sonucu, PBP’nin beta-laktam antibiyotige karsi affinitesinde veya PBP
miktarinda azalma olmasi veya beta-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gdsteren yeni

PBP’lerin sentezlenmesi dirence neden olur. Gram pozitif koklardan Streptococcus



pneumoniae’da gozlenen penisilin direnci ve Staphylococcus aureus’ta gézlenen metisilin

direnci bu mekanizma ile olusmaktadir (Giir 2002).

3. Beta-laktam antibiyotigin parcalanmasi (Beta-laktamaz iiretimi):

Beta-laktam antibiyotigin parcalanmasi (i) beta-laktamaz iiretiminin artmasi, (ii)
beta-laktamaz yapisinin modifikasyonu (mutasyon) ve (iii) farkli spektrumlu yeni beta-
laktamazlarin sentezlenmesi suretiyle ortaya ¢ikmaktadir. Beta-laktam antibiyotiklere
kars1 klinikte en sik rastlanan direng, bakterilerin bu antibiyotikleri inaktive eden beta-
laktamaz enzimlerini sentezlemesi ile olusmaktadir. Gram pozitif bakterilerde beta-
laktamazlar genelde dis ortama salgilanirlar. Gram pozitif bakteriler iginde beta-laktamaz
sentezleyen en 6nemli patojen S. aureus’tur. S. aureus enzimleri plazmid aracili olarak
sentezlenirler ve transformasyon araciligi ile duyarli hiicrelere aktarilabilmektedir. Gram
negatif bakterilerde ise beta-laktamazlar periplazmik bosluga salgilanir ve kromozom ya da
plazmid kontroliinde sentezlenir. Membrana bagli enzimler ender olarak bildirilmektedir
(Giir 2002).

2.1.1. Beta-laktamazlar

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklik amid bagini1 pargalayarak beta-
laktam ajanlarin etkisini ortadan kaldiran enzimlerdir (Sekil 2.2). Bu enzimler,
penisilinler, 1. 2. ve 3. kusak sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemleri hidrolize
ederler, klavulanik asit gibi beta-laktam inhibitorleri ile inhibe olurlar. Beta-laktamaz
sentezi basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak tizere Gram negatif bakterilerin beta-
laktam direng gelistirmesinde en 6nemli mekanizmadir (Giir 2002). Plazmid araciligi ile
sentezlenen ilk beta-laktamaz enzimi olan TEM-1, 1960’larin basinda kan kiiltiirinden
izole edilen bir E. coli susunda saptanmistir. TEM-1 sentezinden sorumlu genlerin
transpozon ve plazmid gibi hareketli genetik elementler iizerinde olmasi yayilimini

kolaylastirmis sonraki birkag yil i¢inde Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Haemophilus



ve Neisseria tiirlerinde hizla yayilmistir. Yaygin olarak gézlenen diger bir beta-laktamaz
olan SHV-1, Klebsiella pneumoniae’da kromozomal, E. coli’de plazmid aracili olarak
sentezlenir. Beta-laktamaz genlerinin hizli yayilimi yeni beta-laktam grubu antibiyotiklerin

tiretilmesine neden olmustur (Poirel ve ark. 2012).

R O R O R O
- CHs i 8§ CHs o i .S CHs
Beta-laktamaz 2
N CH; ) O HN CHs; HN CH;
(@) H OH H H
OH OH OH
O O O

Beta-laktam

Sekil 2.2. Beta-laktamazin etki mekanizmasi (Giilay 1999).

2.1.2. Genis Spektrumlu 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), bazilari
da bulunan kisiye goére (HMS) isim almiglardir. Buna karsin, bunlardan bazilar
gecerliliklerini yitirmistir. Ornegin SHV sulfhydryl variable’dan kisaltilmis, buna karsin
arttk SHV-1 enziminin aktif bolgesinin “sulfhydryl” degil, “serin” hidroksil oldugu
anlasilmistir. 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 tiireyen enzimlere ise seftazidimaz (CAZ),
sefotaksimaz (CTX) veya inhibitor rezistan (IRT) gibi tanimlayici isimler verilmis ve bu da
bir karmasaya yol agmistir. Bu konuda onerilen ise, TEM’den koken alan tiim enzimlerin

TEM 26, TEM 43 gibi numara ile belirtilmesidir (Ozsoy ve ark. 2001).



2.1.3. Genis Spektrumlu Beta-laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta-laktamazlar genellikle Ambler molekiiler siniflandirma ve Bush-Jacoby-
Medeiros fonksiyonel siniflandirma olmak iizere iki genel semaya gore siniflandirilirlar.
Ambler siniflandirmasi, beta-laktamazlar1 bu enzimlerin molekiiler yapisindaki aminoasit
ve niikleotid dizilerindeki benzerliklerini dikkate alarak simif A, C ve D serin beta-
laktamazlar ve sinif B metallo-betalaktamazlar (MBL) olmak iizere dort gruba ayirir
(Ambler 1980). Bush-Jacoby-Medeiros ise beta-laktamazlari substrat profil spektrumu,
enzim inhibisyon profili, enzimin net yiikii ve protein molekiil agirligi gibi 6zelliklerine
gore dort gruba ayirmistir. Grup 1; klavulanik asitle inhibe olmayan sefalosporinazlari,
Grup 2; klavulanik asit ile inhibe olan beta-laktamazlari, Grup 3; aktivasyonlari i¢in
¢inkoya ihtiyag duyan metallo beta-laktamazlari, Grup 4; ise beta-laktamaz inhibitorleriyle
inhibe olmayan beta-laktamazlar1 igerir (Bush ve ark. 1995). Bush-Jacoby-Medeiros ve

Ambler siniflandirmalar1 Cizelge 2. 1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Bush-Jacoby-Medeiros ve Ambler siniflandirmalar1 (Bush ve ark. 1995).

Bush Medeiros-Jacoby Onemli Alt

Sistemi Ambler Sistemi Belli Bash Ozellikler
Gruplar
Grup I sefalosporinazlar C (Sefalosporinazlar) Genellikle kromozomal,
karbapenemler disinda tim beta-
laktamlara direngli; klavulanik asit
ile inhibisyon yok
Grup II penisilinazlar A Stafilokok penisilinazlari
(klavulanik aside 2a (Serin beta laktamazlar)
duyarli)
b A Genis spektrumlu TEM-1, TEM-2,
SHV-1
obe A Genislemis spektrumlu ¢ogunlukla
TEM ve SHV cesitleri
A Inhibitérlere direncli TEM 30 ile
2r TEM-36, TRC-1,
A Karbenisilini hidroliz edenler, PSE-
2 1, PSE-3, PSE-4
D Oksasilini hidroliz edenler (OXA),
2d (oksasilin hidrolizi) OXA-1 ile OXA-11, PSE-2 (OXA-
10)
A Klavulanik asit ile inhibe olan
2 sefalosporinazlar
A Klavulanik asit ile inhibe olan
2f karbapenemazlar, NMC-A, IMI-1,
GES-2, KPC-1
Grup III 3a Cinko bagimli karbapenamazlar
(metallo beta laktamazlar) 3b B
3c
Grup IV Siniflandirtlmamig Dizi analizi yapilmamis, g¢esitli
enzimler



2.1.3.1. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamazlar (GSBL)

GSBL’ler TEM ve SHV enzimlerinden koken alan enzimlerdir. Genis spektrumlu
antibiyotikleri inhibe edebilme 6zelliklerinden dolayr bu isimle adlandirilmislardir.
Oksiimino beta-laktam’lar, genis spektrumlu penisilinleri, 3. kusak sefalosporinleri ve
kismen sefepimi inaktive edebilirler. Sefamisin, karbapenem ve beta-laktamaz
inhibitorlerine (tazobaktam, sulbaktam, klavulanik asit) ise duyarli degildirler. Bush-
Jacoby-Medeiros simiflamasinda grup 2’de; 2b, 2be ve 2d (Ambler molekiiler sinif D) alt
gruplarinda yer alirlar. GSBL’ler basta Enterobacteriaceae ailesi olmak iizere Gram
negatif bakterilerde olduk¢a yaygindirlar. GSBL iiretiminin en sik goézlendigi suslar
Klebsiella pneumoniae ve E. coli’dir. Ayrica Proteus spp. Providencia spp. ve diger
Enterobacteriaceae tiirlerinde de bu enzime rastlanmistir (Livermore ve Brown 2001).

GSBL enzimleri aslinda TEM ve SHV enzimlerinin tlirevi olmasina ragmen son
donemlerde bu enzimlerle benzerlik gostermeyen CTX-M, PER, VEB gibi genislemis
spektrumlu, plazmid kaynakli GSBL’ler tanimlanmigtir. Tanimlanan enzimler biitiin

sefalosporinlere karsi etkilidir (Poirel ve ark. 2012).

2.1.3.1.1. TEM Tipi GSBL’ler

[k kez 1965 yilinda Yunanistan’da Temoneira isimli bir hastadan izole edilen E.
coli susunda rapor edilmistir. TEM ad1 hastanin isminden (Temoneira) kaynaklanmaktadir.
Halihazirda 196 TEM varyanti identifiye edilmistir ve bunlarin biiyiik cogunlugu (n=84)
GSBL fenotipi gostermektedir (http://www.lahey.org/studies/). Tamami: TEM-1 veya
TEM-2’den koken alirlar. Biyokimyasal karakteristiklerine gore (i) TEM-1 gibi genis
spektrumlu TEM varyantlar1 (hidroliz spektrumunda sadece penisilinler ve ilk kusak
sefalosporinler yer almaktadir), (i1) inhibitér direngli TEM varyantlar1 (hidroliz
spektrumunda sadece penisilinler ve ilk kusak sefalosporinler yer almakla birlikte
klavulanik asit ile inhibe olurlar), (iii) klavulanik asit ile inhibe olan Ambler sinif A’da yer
alan GSBL’lara benzer hidroliz spektrumuna sahip TEM tipleri (sefamisinler ve
karbapenemler hari¢ penisilinlere ve genis spektrumlu sefalosporinlere yiiksek aktiviteye
sahip) ve (iv) kompleks mutant TEM varyantlar1 (sefalosporinlere karsi hidrolitik
aktiviteye ve inhibitor direngli hidroliz profiline sahip) dort grupta klasifiye edilmektedir.
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TEM tipi GSBL genleri bakteriyel transpozonlar tarafindan tasginmaktadir (Poirel ve ark.
2012)

2.1.3.1.2. SHV Tipi GSBL’ler

SHV (Sulthydryl reagent Variable) tip GSBL’lar SHV-1 veya SHV-11 tip beta-
laktamazlardan nokta mutasyonu sonucu koken alirlar. Toplam 143 mevcut varyantindan
43’1 GSBL fenotipi ve 6’s1 inhibitor direngli penisilinaz profiline (Bush klasifikasyonunda
2br grubu) sahiptir. Inhibitor direngli fenotip Klebsiella pneumonia’nin kromozomundan
orijin almistir. SHV tip GSBL’lar sefamisinler ve karbapenemler hari¢ penisilinler ve
genis spektrumlu sefalosporinlere karsi hidrolitik aktiviteye sahiptir. Bazi SHV tip
GSBL’ler, ozellikle de SHV-2, SHV-2a, SHV-5 ve SHV-12 basta olmak iizere diinya
genelinde yaygin bir dagilima sahiptir.

blasyy genleri baslica enterobakteri tiirlerinde bulunmakla birlikte P. aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii suslarinda da bulunduguna dair raporlar bulunmaktadir. blasyy
geni plazmid orijinli olabildigi gibi kromozomal orijinli de yer almaktadir (Poirel ve ark.
2012)

2.1.3.1.3. CTX-M Tip GSBL’ler

CTX-M benzeri enzimler 1990 yillarinin baglarinda Enterobactericeae familyasi
tiyelerinde ortaya cikmaya baslamistir ve son on yilda ciddi bir patlama yaparak
giintimiizde diinyadaki mevcut endemik halini almistir.

CTX-M ilk defa Almanya’da 1989 yilinda Munich sehrinde klinik E. coli izolatinda
tanimlanmustir.  Ismini sefotaksimaz ve Munich kelimelerinden almaktadir. CTX-M tip
enzimlerin varyantlarinin biiylik kismi penisilinlere ve genis spektrumlu sefalosporinlere
kars1 dirence aracilik eder. CTX-M enzimleri amino asit sekanslarina gore 5 grup altinda
klasifiye edilmistir (Bonnet 2004). CTX-M-1 grubu basta major klinik 6neme sahip CTX-
M-15, CTX-M-3 ve CTX-M-1 olmak iizere CTX-M-10-12/22/23/28-30/32-
34/36/37/42/52-54/57/58/60/61 tip beta-laktamazlar1 kapsamaktadir. Bu grup giiniimiizde
Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika dahil tiim diinyada yaygin bir dagilima sahiptir (Bush
2008, Livermore ve ark. 1996). CTX-M-2 grubu CTX-M-2/4-7/20/31/35/43/44 tiplerini;
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CTX-M-8 grubu CTX-M-8/40/63 tiplerini, CTX-M-9 grubu CTX-M-9/13/14/16/17-
19/21/24/27/38/46-51/55/65 tiplerini ve CTX-M-25 grubu CTX-M-25/26/39/41 tiplerini
icermektedir (Rossolini ve ark. 2008). CTX-M tipi GSBL’lar1 kodlayan genlerin yayilimi
endise verici bir problemdir. Simdiye kadar 124 CTX-M tipi identifiye edilmistir
(http://www.lahey.org/studies). Seftazidimi yiiksek seviyede hidrolize eden CTX-M-15
diinyada enterobakteriyel tiirler arasinda halihazirda yaygin olarak identifiye edilmektedir.
CTX-M genleri farkli Kluyvera tiirlerinin kromozomundan orijin almistir.  Ornegin
Kluyvera georgiana blactx-ms Ve blactx-m-9 benzeri genlerin, Kluyveraa scorbata ve
Kluyvera cryocrescens ise blactx-m-1 Ve blactx-m-2 benzeri genlerin orijini olarak kabul
edilmektedir (Bonnet 2004). Ancak CTX-M enzimleri non-fermentatif bakterilerde
nadiren identifiye edilmektedir.

Nozokomiyal ve toplum kaynakli patojenlerde identifiye edilmesi nedeniyle blactx
genlerinin yayilimi 6zellikle endise vericidir. Bu genlerin son 10-15 yilda diinya genelinde
hizli yayilimi antibiyotik direnci yoniinden onemli problemlerden biridir.  blacrx-m
genlerinin hizli yayiliminda insersiyon sekanslar1 (ISEcpl ve ISCR1), transpozonlar ve

nadiren de fajla iliskili 6nemli rol oynamaktadir (Oliver ve ark. 2005, Poirel ve ark. 2001).

2.1.3.1.4. OXA Grubu GSBL’ler

GSBL’ler i¢inde biiyiiyen diger bir gruptur. TEM ve SHV’den farkli olarak
molekiiler sinif D’de (Ambler 1980) ve fonksiyonel grup 2d’de (Bush ve ark.1995) yer
alirlar. OXA tip beta-laktamazlarin, ampisilin ve sefalotin’e kars1 diren¢ kazandirmalari,
oksasilin ve kloksasilin’e kars1 yiiksek hidrolitik aktiviteleri ve klavulanik asit ile inhibe
olmamalar1 6nemli 6zelliklerindendir. Ancak OXA-18’in klavulanik asit ile inhibe oldugu
rapor edilmistir. Genelde P.aeruginosa’da bulunsalar da E. coli, K. pneumoniae ve diger
Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde bu enzimlere rastlanir. Bazi OXA enzimleri OXA-
10’un tiirevleridir (0XA-11,14,16,17). OXA-10’un tiirevi olan bu enzimler iki aminoasit
yapisindaki degisiklik ile olusmuslardir. Bunlardan ilki 73. pozisyonda serin yerine
asparjinin, ikincisi ise 157. pozisyonda glisin yerine aspartatin gelmesidir. 157.
pozisyondaki  aminoasit degisikliginin  seftazidim direncinde 6nemli  oldugu
distiniilmektedir (Danel ve ark. 1999). Son zamanlarda OXA-20, OXA-2, OXA-24,
OXA-25, 26, 27 ve OXA-30 gibi yeni tanimlanan OXA tiirevi bazi enzimlerin GSBL’lerle
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iliskili olup olmadig1 heniiz agiklanmamustir. Tiirkiye’de ve Fransa’da da OXA ailesine ait
yeni iiyeler saptanmistir (Bradford 2001).

2.1.3.1.5. Diger GSBL’ler

GES, PER ve VEB tip enzimleri TEM, SHV ve CTX-M tip enzimlerine oranla
daha az siklikla identifiye edilmektedir. Bununla birlikte Gram negatif aeroblarda artan
oranda rapor edilmektedir. Bu enzimler TEM, SHV ve CTX-M tip enzimler ile uzak
iliskilidir (Poirel ve ark. 2012).

2.1.3.1.5.1. GES Tip GSBL’ler

blages-1 (Guina Extended Spectrum) Fransa’da Fransiz Guayanasi’nda ikamet
eden bir hastadan izole edilen klinik K. pneumonia susundan plazmid kaynakl olarak ilk
olarak identifiye edilmistir. GES-1 klavulanik asit ile inhibe edilen Ambler sinif A
GSBL’larmma benzer hidrolitik profile sahiptir. Penisilinlere ve genis spektrumlu
sefalosporinlere karsi aktiviteye sahipken sefamisinlere karbapenemlere ise aktiviteye
sahip degildir. Fakat ¢ogu GSBL’larin aksine monobaktamlar1 hidrolize etmezler ve
klavulanik asit ve tazobaktam inhibe olurlar fakat imipeneme duyarlidir (Poirel ve ark.
2012).

2.1.3.1.5.2. PER Tip GSBL’ler

PER (P. aeruginosa extended resistance) tip GSBL ilk kez Fransa’da yatan bir
Tiirk hastadan izole edilen P. aeruginosa klinik izolatinda identifiye edilmistir (Kolayli ve
ark. 2005). blaper1 geni Tiirkiye’de Acinetobacter spp. ve P. aeruginosa suslarinda
yaygindir (Kolayli ve ark. 2005). blaper-1 geni kromozomal lokalizasyona sahiptir ve

Tn1213 olarak adlandirilan kompozit bir transpozon {izerinde yer alir (Poirel ve ark. 2005).
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2.1.3.1.5.3. VEB Tip GSBL’ler

blayes-1 (Vietnamese Extended Spectrum beta-lactamase) Fransa’da Vietnamli bir
cocuktan izole edilen E. coli izolatinda ilk defa identifiye edilmistir. VEB-1 diger
GSBL’lar ile genetik olarak diisiik oranda iliskilidir ve en yakin GSBL (PER-1) ile sadece
%38 oraninda amino asit homolojisine sahiptir. VEB-1 seftazidim, sefotaksim ve
monobaktamlara yiiksek dirence yol agarken sefamisin ve karbapenemlere ise duyarhidir.
Bu enzim klavulanik asit ve tazobaktam ile inhibe olmaktadir (Poirel ve ark. 1999). blayeg
geni enterobakteriyel izolatlar yani sira P. aeruginosa ve A.baumanni izolatlarinda da
tespit edilmistir (Naas ve ark. 2006, Pasteran ve ark. 2006, Poirel ve ark. 1999). Bu gen

smif 1 integron i¢inde bir gen kaseti olarak yer almaktadir (Poirel ve ark. 1999).

2.1.4. Hayvanlarda GSBL Sentezleyen E. coli’nin Dagilimi

1990’11 yillara kadar, insan klinik izolatlarindan identifiye edilen GSBL’larin
biiylik cogunlugu SHV ve TEM tipleri olarak belirlenmistir (Pitout 2012). Yaklasik 10 yil
sonra, GSBL’lar diinya genelinde ortaya ¢cikmis 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 (Ewers ve ark. 2011, Overdevest ve ark. 2011, Smet ve ark. 2010, Carattoli
2008, Hasman ve ark. 2005) ve insan sagligi ile iliskili suslar artan sekilde pet
hayvanlarinda da izole edilmeye baslanmistir. Direncle iligkili bu iki hayvan grubunda en
yaygin tespit edilen genler farkli CTX-M enzimlerini kodlamaktadir. Bu genleri basta
blatem-s2 ve blaspy-12 olmak tizere diger TEM ve SHV tipleri takip etmektedir (Ewers ve
ark. 2011, Smet ve ark. 2010, Hasman ve ark. 2005).

Insanlarda ilk GSBL 1982 yilinda Almanya’da bir hastanede K. pneumonia
salgininda identifiye edilmistir. Hayvanlarda goézlenen ilk klinik GSBL varligi 2000
yilinda {riner kanal infeksiyonu olan bir kopekten SHV-12 sentezleyen E.coli izolasyonu
ile olmustur (Teshager ve ark. 2000). Kanathlarin GSBL’lerin tastyicisi olarak ilk
belirlenmesi Brinas ve ark. (2003) ile olmus ve arastiricilar ispanya’da 2000-2001 yillari
arasinda saglikli tavuklarin digkilarinda CTX-M-14 ve SHV-12 sentezleyen E.coli varligini

gostermislerdir. Hemen hemen aymi zamanda 1999-2002 yillar1 arasinda Japonya’da

14



saglikli tavuklardan CTX-M-14 ve CTX-M-2 sentezleyen bakterilerin izolasyonu
bildirilmistir (Kojima ve ark. 2005). Domuzlar ve sigirlarda farkli GSBL tiplerinin
varligin1 gosteren ¢alismalarda kisa siire rapor edilmistir (Duan ve ark. 2006).

Calismalarin ¢cogu halen insan kaynakli izolatlara yonelik olmasina ragmen, ikinci
sirada tavuklara yonelik yapilan caligmalar takip etmektedir. Bu amaca yonelik yapilan
caligmalar Avrupa iilkelerine ait olup; farkli GSBL tiplerinin prevalansit %0.6-%44.7
arasinda degismektedir. Ayrica, insanlarda da goriilen CTX-M-14 ve CTX-M-15 en
yaygin tipler olmak iizere Asya’da da cografik orijinine bakilmaksizin hayvanlarda siklikla
rapor edilmektedir. Avrupa’da hayvanlar arasinda genis yayilim 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 ¢iftlik hayvanlarinda (%4-7) daha az bunurken, pet
hayvanlarinda hemen hemen yok gibidir (Ewers ve ark. 2012).

Insanlarda pandemik yayilim gésteren CTX-M-15 (Canton ve ark. 2008) Avrupa
iilkelerinde tavuklarda sadece rastlantisal olarak tespit edilirken, pet hayvanlar1 (%15) ve
sigir/domuz (%S8) tiirlerinde de bu tipe siklikla rastlanmaktadir. Asya ve Amerika kitasi
ilkelerinde caligilan tiim hayvan gruplarindan izole edilen bakterilerde ise bu enzim
mevcuttur.

CTX-M-1 Avrupa’da sigir ve domuzlarda tespit edilen major GSBL tipidir ve
GSBL’larin %72’sini olusturur. Bu tip kanathilar ve pet hayvanlarinda da yaygindir. CTX-
M-1 sentezleyen E.coli Avrupa’da insanlarda identifiye edilen tiim tiplerin sadece %7’sini
olusturur. Buna karsin, Hollanda’da yapilan bir ¢alismada CTX-M-1’in hasta insanlar,
saglikli tastyict insanlar, kanathilar ve perakende tavuk etinde en sik rastlanan GSBL tipi
oldugu ve insanlar ile tavuklar arasinda ¢apraz bulagsma olasilig1 oldugu ileri siiriilmiistiir
(Overdevest ve ark. 2011). GSBL sentezleyen ¢iftlik hayvanlari ile direkt temasa bagl
olarak yayilimina dair literatiirde sinirli kanit vardir (EFSA 2011). Ancak yapilan
caligmalar Avrupa’da tavuklar ve insanlardan izole edilen bakterilerde GSBL tipleri
acisindan 6nemli farkliliklar oldugunun gosterilmesi, ¢iftlik hayvanlarmin hangi 6l¢iide

insanlarda GSBL yayilimina katki sagladig1 sorusunu yanitsiz birakmaktadir.
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2.1.5. GSBL Tam Yontemleri

Enterobacteriaceae ailesinde GSBL {iretimindeki artig, klinik izolatlarda bu
enzimlerin varhiginin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in gerekli laboratuvar testlerine
ihtiyaci ortaya ¢ikarmistir (Bradford 2001). GSBL tayini hem fenotipik hem genotipik
olarak yapilabilmektedir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutinde fenotipik yontemler
kullanilirken, arastirma veya referans laboratuvarlarinda genotipik yontemler de
kullanilmaktadir (Ocal ve ark. 2012).

GSBL iiretimini saptamaya yonelik gelistirilen ilk test olan ¢ift disk diflizyon testi
giinimiizde halen giivenilir bir test olarak kullanilmaktadir (Jarlier ve ark. 1988).
GSBL’ler bir ya da daha fazla oksiimino beta-laktam antibiyotige diren¢ saglamalarina
ragmen, beta-laktamazlar Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) yorumlama
kriterlerine gore direngli olarak kabul edilebilecek yiiksek Minimal Inhibitr
Konsantrasyonu (MIK) seviyelerine her zaman ulasamazlar (Katsanis ve ark. 1994).
Kullanilan sefalosporin tiiriine gore testin duyarlilik ve 6zgiilliigii degiskenlik gosterir.
Sefpodoksim ile yapilan duyarlilik testlerinin diger sefalosporinlere (seftazidim,
sefotaksim, seftriakson vs) gore daha yiiksek GSBL pozitifligi verdigi saptanmistir (Emery
ve Weymouth 1997).

GSBL saptanmasinda kullanilan geleneksel duyarlilik testlerinin sensitivite ve
spesifitesindeki farkliliklar, klinik izolatlarda bu enzimlerin kesin olarak tesbitini
saglayacak yeni laboratuvar testlerine gereksinimi zorunlu kilmaktadir.

GSBL saptama yontemleri tarama testleri ve dogrulama testleri olmak {tizere iki

grupta incelenmektedir (Ocal ve ark. 2012).

2.1.5.1. GSBL Tarama Testleri
2.1.5.1.1. Disk Difiizyon Tarama Testi (DDTT)
CLSI (2012) K. pneumoniae, E. coli ve Proteus mirabilis tirlerinde GSBL

iretiminin taranmasinda disk difiizyon tarama testini Onermektedir. Bu amagla

sefpodoksim (10 pg), seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg), aztreonam (30 pg) veya
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seftriakson (30 pg) diskleri kullanilir. Sefpodoksim ile yapilan disk difiizyon yonteminin
GSBL iireten ve iretmeyen K. pneumoniae ve E. coli’leri ayirmada daha iyi sonuglar
verdigi bildirilmistir. CLSI tarafindan sefalosporinler ve aztreonam igin testin sonuglarinin

degerlendirilmesinde 6nerilen kritik zon ¢aplari asagida verilmistir (CLSI 2012).

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

2.1.5.2. GSBL Dogrulama Testleri

Klavulanik asidin GSBL enzimlerinin aktivitesini inhibe etmesi temeline dayanir.
Bu amagla cift disk sinerji testi, kombine disk sinerji testi, E-test yontemi, mikrodiliisyon
yontemi veya ii¢ boyutlu test uygulanabilir ya da otomatize sistemler kullanilir (Ocal ve

ark 2012).

2.1.5.2.1. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyerine bakteri siispansiyonundan ekiivyonla ekim
yapildiktan sonra plaginin 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 pg), 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
geniglemesi veya arada bakterinin iiremedigi bir sinerji alaninin bulunmas1 GSBL varligini,

aksi durum ise GSBL negatif oldugunu gosterir (Ocal 2012).
2.1.5.2.2. Kombine Disk Yontemi (KDY)

CLSI’nin fenotipik dogrulama testi olarak Onerdigi kombine disk sinerji

yonteminde ise yine MHA Dbesiyerine 0.5 McFarland standardina gore hazirlanan bakteri
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stispansiyonundan silgi¢ ile ekim yapilir. Ekim yapilan plaklara seftazidim (30 pg),
seftazidim/klavulanik asit (CZC, 30/10 ug) ve sefotaksim (30 ug), sefotaksim/klavulanik
asit (CTC, 30/10 ng) diskleri yerlestirilir. 35°C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra,
sefotaksim ve seftazidim diskinin klavulanik asit ile test edildiginde etrafinda gézlenen zon
capmin, tek bagina test edildiginde gozlenen zon g¢apina goére >5 mm artis gdstermesi

durumunda GSBL pozitif kabul edilir (CLSI 2012).

2.1.5.2.3. E Test Yontemi

Bu yontemde ticari olarak hazirlanmigs E test stripleri kullanilmaktadir. Bu
striplerin bir tarafinda tiglincii kusak sefalosporinlerden birisi, diger tarafinda tigiincii kusak
sefalosporinle birlikte klavulanik asit emdirilmistir. Bu amagcla seftazidim (0.5-32 pg/ml)-
seftazidim/klavulanik asit (0.5/4-32/4 pg/ml) veya sefotaksim (0.25-16 upg/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, Ho ve
ark. 1998, Vercauteren ve ark. 1997). Sefalosporin/klavulanik asit igeren E testte saptanan
MIK degerinde sadece sefalosporin igeren E testte saptanan MIiK degerine gore >8 kat

azalma GSBL iiretimini dogrular (Ocal 2012).

2.1.5.2.4. MikrodiliisyonYdntemi

Fenotipik dogrulama broth mikrodiliisyon testi seftazidim (0.25-128 pg/ml),
seftazidim/klavulanik asit (0.25/4-128/4 ng/ml), sefotaksim (0.25-64 pg/ml) ve sefotaksim/
klavulanik asit (0.25/4-64/4 pg/ml) kullanilarak yapilir.  Sefalosporin/klavulanik asit
kombinasyonu ile yapilan testte sadece sefalosporinle yapilan teste gore MIK degerinde >3

diliisyonluk azalma fenotipik olarak GSBL varligini1 dogrular (CLSI 2012).
2.1.5.2.5. U¢ Boyutlu Test
Disk diffiizyon esasina dayali bir testtir. Test edilecek mikroorganizma MHA

besiyerinin yiizeyine yayildiktan sonra agarda bir yarik agilir. Yarigm igi test edilen

mikroorganizmanin siispansiyonundan otomatik pipetle 200 pl alinarak doldurulur. Bu
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yariktan 30 mm uzak olacak sekilde seftazidim (30 pg), sefotaksim (30 pg) ve aztreonam
(30 pg) diskleri yerlestirilir ve 35 °C'de 18-20 saat inkiibe edilir. Yariga bakan tarafta
antibiyotik disklerinin inhibisyon zonlarinda bozulma veya kesintiye ugrama olmasi
antibiyotigin yogun inokiilasyon bdlgesinden gecerken inaktive edildigini gosterir ve
GSBL olumlu olarak degerlendirilir (Vercauteren ve ark. 1997, Thomson ve Sanders
1992).

2.1.5.2.6. Otomatize Sistemler

“BD Phoenix” otomatize sistemleri ve Vitek ESBL (GSBL) kart testleri otomatize
sistemlere Ornek olarak verilebilir. “Phoenix Becton Dickinson” ID sistemleri, GSBL
diren¢ mekanizmasini, CLSI standartlarini temel alarak, broth mikrodiliisyon metoduyla
tespit etmektedir. “Phoenix” cihazinda yogunlugu ayarlanmis bakteri siispansiyonu
besiyeri panellerine bir noktadan verilmekte, besiyerlerine inokiilasyon ve inkiibasyon
cihazda otomatik olarak yapilmaktadir. Panellerdeki sefpodoksim (8 pg/ml), seftazidim (8
ug/ml), seftriakson-klavulanik asit (2-4 pg/ml), sefotaksim-klavulanik asit (2-4 pug/ml) ve
seftazidim-klavulanik asit (2-4 pug/ml) i¢eren katyonu ayarlanmis Mueller-Hinton buyyonu
besiyerindeki iiremelere ve algoritmaya gore sonug¢ cihaz ¢iktisinda, GSBL negatif veya
GSBL pozitif olarak goriilmektedir. Cihaz, GSBL pozitif suslari, penisilin, sefalosporin
(sefamisin grubu hari¢) ve aztreonama duyarli/orta duyarli olarak tespit ettiginde; otomatik
olarak “direncli” seklinde degistirmektedir. Bu sistem GSBL {irettigi genotipik olarak
dogrulanan suslarin % 90’1ndan daha biiyiik kisminda GSBL {iretimini saptayabilmekte ve
sonuglar genellikle alt1 saat iginde ¢ikmaktadir (Akyar ve ark. 2010).

Vitek 2’de de calisma sistemi benzerdir. GSBL belirlenmesinde GN13 Kkartlar
kullanilmaktadir. Bu kartlarda sefepim (klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz), sefotaksim
(klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz), seftazidim (klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz)
olmak iizere 6 kuyudaki antibiyotik konsantrasyonlart1 degerlendirilerek sonug

verilmektedir (Mehli ve ark. 2007).
2.1.5.2.7. Molekiiler Yontemler

GSBL saptanmasinda kullanilan molekiiler yontemler DNA problari, Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PZR), oligo tiplendirme, PZR-Restriction Fragment Length
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Polymorphism (RFLP) analizi, PZR-Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)
analizi, Ligase Chain Reaction (LCR) ve niikleotid analizidir. DNA problar1 gen ailesi igin
0zgiil olmasia ragmen, genislemis spektrumlu olanlar1 olmayanlardan ayiramaz, ayrica
uygulamasi ¢ok emek istemektedir (Ocal ve ark. 2012).

PZR uygulamas1 dar spektrumlu olanlar1 olmayanlardan ayiramaz fakat uygulamasi
daha kolaydir. Oligotiplendirme 6zgiil TEM tiirlerini saptayabilmektedir. PZR-RFLP kolay
uygulanir, niikleotidlerdeki 6zgiil degisiklikleri saptayabilir. PZR-SSCP 6zel elektroforez
kosullarin1 gerektirir ve ¢esitli SHV tiirevlerini ayirt edebilmektedir. LCR’de ¢esitli SHV
tiirevlerini ayirt edebilmesinin yaninda ¢ok sayida oligoniikleotid primerine gereksinim
gostermektedir. Nikleotid dizi analizi yogun emek gerektirir ve teknik olarak zordur.

Fakat, altin standarttir ve tiim tiirevleri saptayabilmektedir (Ocal 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg¢
3.1.1. Rektal Svab Ornekleri

Hatay ili merkez ve ilgelerine ait yerlesim yerlerindeki siit sigirciligi yapilan
isletmelerden alinan 172 ve besi sigir yetistiriciligi yapilan isletmelerden alinan 140 olmak

tizere toplam 312 rektal svab 6rnegi ¢alismanin materyalini olusturdu.

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Antibiyotik ve Antibiyotik Diskleri

Rektal svab 6rneklerinin alinmasinda 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), selektif
izolasyon saglamak iizere sefotaksim (Sigma, Almanya); izolatlarin antimikrobiyallere
olan duyarhiliklarinin belirlenmesinde Mueller-Hinton Agar (MHA) (Merck, Almanya),
antibiyotik diskleri (Oxoid) [ampisilin (10 pg, AMP), amoksilin/klavulanik asit (20 ug+10
nug, AMC), sefoksitin (30 ng, FOX), sefotetan (30 pg, CTT), sefalotin (30 ng, KF),
seftriakson (30 pg, CRO), aztreonam (30 pug, ATM), imipenem (10 ug, IMP), gentamisin
(10 pg, CN), streptomisin (10 ug, S), nalidiksik asit (30 pug, NA), siprofloksasin (5 pg,
CIP), sulfametaksazol/trimetoprim (1.25 pg+23.75 pg, SXT), tetrasiklin (30 pg, TET),
kloramfenikol (30 pg, C), sefoperazon (30 pg, CFP), kanamisin (30 pg, K)] kullanildi.
Izole edilen GSBL sentezleyen suslarin saklanmasida %20 oraninda (v/v) gliserin iceren

Tryptic Soya Broth (TSB) (Merck, Almanya) kullanildi.
3.1.3. PZR’da Kullanilan Buffer, Soliisyon, Primer ve Enzimler

GSBL sentezleyen izolatlarda GSBL genlerinin PZR ile saptanmas1 ve filogenetik
gruplarin belirlenmesi amaciyla Taq Polimeraz (Fermentas, Litvanya), 10x PZR Buffer
(Fermentas, Litvanya), 25 mM MgCl, (Fermentas, Litvanya), 10 mM dNTP miks
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(Fermentas, Litvanya), 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Litvanya), Agaroz (Sigma,
Almanya), 6x Loading dye (Fermentas, Litvanya ), Ethidium Bromide (Merck, Almanya),
10x TBE Buffer (Fermentas, Litvanya) ve primerler kullanildi.

3.1.4. PZR’da Kullanilan Alet ve EKipmanlar

Thermal Cycler (Techne T-312), elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Thermo), jel
dokiimantasyon sistemi (UVP), sogutmali santrifiij (Hettich), steril kabin (Bioair), vorteks

(Velp Scientifica), hassas terazi (Presica) kullanild1.

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

ve Identifikasyonu

Alman rektal svab ornekleri Stuart Transport Medium igerisinde soguk zincire
uyularak laboratuvara getirildi ve 2 pg/ml sefotaksim igeren EMB agara ekilerek 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tipik metalik refle veren kolonilerden
biri secilerek Kanli Agar’da pasajlandi ve klasik metotlarla (Gram boyama, katalaz,
oksidaz, indol, MR-VP, sitrat ve iireaz) identifikasyonlar1 yapildi. Izolatlar kullanilincaya
kadar —20 °C’de %20 gliserol igeren (v/v) TSB igerisinde saklandi.

3.2.2. GSBL Sentezinin Fenotipik Olarak Belirlenmesi

3.2.2.1. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Disk diffiizyon yontemine uyularak MHA’da ekim yapildi. Merkeze amoksisilin-
klavulanik asit (10+20 pg) diski yerlestirilerek ¢evreye merkezden uzakligi 25 mm olacak
sekilde aztreonam (30 pg), seftazidim (30 pg) ve sefotaksim (30 pg) diskleri konuldu ve
35 °C'de 18-20 saat inkiibe edildikten sonra sonuglar degerlendirildi. Antibiyotiklere ait

inhibisyon zonlarmin klavulanik asit diskine dogru genislemesi veya iki inhibisyon zonu
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arasindaki bakteri tireyen alanda iremenin olmadig: bir bolgenin goriilmesi GSBL pozitif
olarak kabul edildi (CLSI 2012).

3.2.2.2. Kombine Disk Yontemi (KDY

GSBL sentezleyen E. coli suslarinin fenotipik konfirmasyonu ¢ift disk difiizyon
yontemi ile gerceklestirildi. Bu amagla, test edilecek E. coli suslar1t MHA ekilerek
besiyeri yiizeyine seftazidim (30 ng), seftazidim (30 pg)+klavulanik asit (10 pg),
sefotaksim (30 pg), sefotaksim (30 pg)+klavulanik asit (10 pg) ve sefpodoksim (30 pg) ,
sefpodoksim (30 pg)+klavulanik asit (10 pg) diskleri konularak 37 °C’de 18-24 saat
inkiibe edildi. Sefalosporin diskinin etrafindaki inhibisyon zonunun klavulanik asit

varhiginda 5 mm ve tizerinde artis géstermesi GSBL pozitif kabul edildi (CLSI 2012).

3.2.2.3. GSBL Sentezleyen izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

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

CLSI (2012) kriterlerine gore yapildi ve degerlendirildi.

3.2.2.4. Kontrol Suslar:

GSBL tarama ve dogrulama pozitif kontrol susu olarak K. pneumoniae ATCC

700603, negatif kontrol susu olarak ise E. coli ATCC 25922 kullanildi.

3.2.3. Molekiiler Analiz

3.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu
Izolatlardan DNA ekstraksiyonu kaynatma yontemi ile yapildi (Ahmed ve ark.

2007). Bu amagla izolatlar bir gece 5 ml TSB icinde 37 °C’de inkiibe edildikten sonra
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ependorf tiip iginde 200 pl kiiltiir 800 ul steril su ile karigtirildiktan sonra kaynar su
banyosunda 10 dk tutuldu ve 13 000 rpm/dk’da 10 dk santrifiije edildi. Siipernatant
molekiiler analizlerde kullanilmak {izere baska bir ependorf tiipiine aktarilarak -20 °C’de

saklandi.

3.2.3.2. E. coli izolatlarimin Molekiiler Konfirmasyonu

E. coli izolatlarinin molekiiler konfirmasyonu E. coli 16S rRNA geninin 401 bp’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

prosediirleri uygulanarak yapildi. GSBL genlerinin belirlenmesinde ve sekans analizinde

kullanilan primerler Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. GSBL genlerinin belirlenmesinde ve sekans analizinde kullanilan primerler

Gen Sekans (5 - 3%) Amplikon Kaynak
Biiyiikliigii (bp)
blatem+ ATAAAATTC TTG AAG ACG AAA 1080
GAC AGT TACCAATGC TTAATC
blagp+ TTATCT CCCTGT TAG CCACC 797
GATTTGCTGATT TCG CTC GG
blaspy = CGG CCT TCA CTC AAG GAT GTA 927
GTG CTG CGG GCC GGATAAC Ahmed ve ark. (2007)
blaoxa** TCA ACT TTC AAG ATC GCA 610
GTG TGT TTA GAATGG TGA
blagx s« GGC AAT CCA GCC GGG GCC AA 891
CGG GCCTGT TCC CGG GTT AA
blacrxm=  CGCTTT GCG ATG TGC AG 551
ACCGCGATATCGTTGGT
blactx.v=+ CCA GAA TAA GGAATCCCATG 948

GCC GTC TAA GGC GAT AAAC

*PZR ve sekanslamada kullanilan primer

**Sadece PZR i¢in kullanilan primer

***Sadece sekanslama igin kullanilan primer

3.2.3.4. DNA Dizi Analizi

GSBL pozitif izolatlarda blasyy, blatem, blactxm, blaoxa genlerine ait PZR

driinlerinin DNA dizi analizi ¢ift yonlii olarak hizmet alim1 (Refgen) seklinde yaptirildi.

Elde edilen

DNA dizileri gen bankasindaki

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ve

http://www.lahey.org/Studies/) veriler ile karsilagtirilarak TEM, SHV, CTX-M, OXA beta

laktamaz tipleri belirlendi.
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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.

belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge 3.2’te verilmistir.

Cizelge 3.2. Filogenetik gruplarin belirlenmesinde kullanilan primerler

Filogenetik gruplarin

Gen Sekans (5’ - 3%) Amplikon Kaynak
Biiyiikliigi (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 TAA TGT CGG GGC ATT CA 152

CGC GCC AAC AAAGTATTACG
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4. BULGULAR

4.1. Selektif GSBL Sentezleyen E. coli izolasyon Sonuclar

Incelenen 312 rektal svab &rneginin 26’sindan (%8.3) fenotipik yontemlerle GSBL
pozitif E. coli izole edildi. Siit ineklerinin %5.8’1 (10/172), et¢i besi sigirlarinin ise
%11.4°1i (16/140) GSBL sentezleyen E. coli yoniinden pozitif saptandi. Izolatlarin tamami
E. coli spesifik 16S rRNA primeri ile yapilan PZR’da pozitif bulundu (Sekil 4.1).

401 bp

Sekil 4.1. E. coli spesifik 16S rRNA primerleri kullanilarak yapilan PZR bulgulari. M: Marker; Kuyucuk 1-
8: E. coli pozitif bantlar

4.2. GSBL Sentezleyen izolatlarin Fenotipik Konfirmasyonu

4.2.1. Cift Disk Sinerji Testi (CDST)
Diskler aras1 25 mm olacak sekilde yapilan c¢ift disk sinerji testinde izolatlarin
tamami GSBL yoniinden pozitif bulundu. Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de CDST’de pozitif suslar

gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. CDST ile belirlenen GSBL pozitifligi

Sekil 4.3. CDST ile belirlenen GSBL pozitifligi

4.2.2. Kombine Disk Yontemi (KDY)

Disk Kombinasyon Yontemi ile her bir izolat ¢evresinde farkli inhibisyon zon

caplar1 bulunmakla birlikte izolatlarin tamami pozitif olarak bulundu (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. KDY ile belirlenen GSBL pozitifligi
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4.3.GSBL Sentezleyen Izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

GSBL pozitif izolatlarin tamami sefotetan ve imipeneme duyarli, ampisilin ve
seftriaksona direngli bulundu. Bunu sirasiyla sefalotin (%96.2), sefaperozon (%88.5),
streptomisin  (%80.8), siilfametoksazol/trimetoprim  (%76.9), tetrasiklin  (%73,1),
kloramfenikol ve kanamisin (%50), nalidiksik asit ve amoksisilin/klavulanik asit (%46.2),
aztreonam (%38,5), siprofloksasin (%34.6), gentamisin (% 11,5) ve sefoksitin (%3.8)
izledi.

GSBL pozitif izolatlarin filogenetik grup, GSBL genleri ve antimikrobiyal direng

fenotipine gore dagilimlar1 Cizelge 4.1 te verilmistir.
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Cizelge 4.1. GSBL pozitif izolatlarin filogenetik grup, GSBL genleri ve antimikrobiyal direng fenotipine gore dagilimi

Filogenetik Genotip
Sus No Grup blacTx blatem blapxa | Fenotip
22 A CTX-M-15| TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, ATM, S, CN, TET, SXT, C
37 A TEM-1b AMP, KF, FOX, AMC, S, TET, C
38 D CTX-M-15| TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, ATM, S, TET, SXT, C
40 D CTX-M-15| TEM-1b AMP, CRO, S, K, TET, SXT
44 A CTX-M-15| TEM-1b OXA-1 |AMP, KF, CFP, CRO, AMC, ATM, CIP, NA, S, CN, K, TET, SXT
57 Bl CTX-M-15 AMP, KF, CFP, CRO
60 D CTX-M-15| TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, ATM, NA, S, K, TET, SXT
76 Bl CTX-M-3 AMP, KF, CFP, CRO
78 A CTX-M-15| TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, ATM, S, SXT
80 Bl CTX-M-3 AMP, KF, CFP, CRO
88 D CTX-M-15 AMP, KF, CFP, CRO, ATM
192 A CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, S, TET, SXT
197 A CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, S, TET, SXT
221 A CTX-M-15 AMP, KF, CFP, CRO, ATM, S, CN, TET, SXT, C
224 D CTX-M-15| TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, ATM, S, TET, SXT, C
242 D CTX-M-15| TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, ATM, CIP, NA, S, SXT, C
246 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, CIP, NA, S, K, TET, SXT, C
257 Bl CTX-M-15| TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, ATM, S, K, TET, SXT
276 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, NA, S, K, TET, SXT, C
277 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CRO, CIP, NA, S, K, TET, SXT, C
279 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, CIP, NA, S, K, TET, SXT, C
280 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, CIP, NA, S, K, TET, SXT, C
282 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP,KF, CFP, CRO, AMC, CIP, NA, S, K, TET, SXT, C
23 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, CIP, NA, S, K, TET, SXT, C
286 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, CIP, NA, K
287 Bl CTX-M-1 | TEM-1b AMP, KF, CFP, CRO, AMC, CIP, NA, S, K, TET, SXT, C

30




4.4. PZR ile GSBL Enzim Tiplerinin Belirlenmesi ve DNA Dizi Analizi

Izolasyonlar1 ve fenotipik konfirmasyonlar1 yapilan 26 E. coli susunun TEM, SHV,
CTX-M ve OXA primerleri kullanilarak yapilan PZR analizleri sonucunda 25’i CTX-M,
21’i TEM ve 1’1 de OXA yoniinden pozitif bulunurken, SHV yoniinden ise negatif bulundu
(Sekil 4.5.6).

Sekil 4.5. blatgy pozitif izolatlar

Sekil 4.6. blacrx pozitif izolatlar

CTX-M ve TEM tipi GSBL 20 6rnekte birlikte saptanirken; 5 6rnek CTX-M ve 1
ornekte de sadece TEM tipi GSBL yoniinden pozitif bulundu. Sekans primerleri (TEM
primeri hari¢) kullanilarak elde edilen PZR friinlerinin yapilan DNA dizi analizi
sonuglarinin BLAST analizleri sonucunda CTX-M pozitif izolatlardan 12’si CTX-M-15,
2’si CTX-M-3 ve 11’1 CTX-M-1 alt tiplerine yiiksek oranda benzerlik gosterdigi, TEM
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pozitif izolatlarin ise tamaminin TEM-1b alt tipi ile yiliksek oranda benzerlik gosterdigi
tespit edildi. OXA yoniinden pozitif bulunan izolatin ise DNA dizi analizi sonucunda
OXA-1 tipine ait oldugu belirlendi. GSBL genlerinden blactx-m-15 Ve blartem-1n 8, blactx-w-
1 ve blarem-1p 11, blactx-m-1s, blatem-1o Ve blaoxa-1 1 izolatta birlikte belirlenirken; blatgm-

1b 1, blactx-m-15 3 ve blactx-m-3 2 izolatta tek olarak tespit edildi.

4.5. Tripleks PZR ile GSBL pozitif E.coli suslarimin filogenetik tiplerinin belirlenmesi

GSBL pozitif izolatlardan 13’ B1, 9’u A, 4° de D filogenetik grubunda yer aldi
(Sekil.4.7).

Sekil 4.7. GSBL pozitif E. coli suslarinda tripleks PZR belirlenen filogenetik gruplar
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5. TARTISMA

Insan ve veteriner hekimliginde antimikrobiyallerin bilingli kullanimi ciddi
infeksiydz hastaliklarin basarili bir sekilde tedavi edilmesi i¢in 6n kosuldur. Ugiincii kusak
sefalosporinlerin (seftiofur gibi) hayvanlarda bilingsiz kullanimi GSBL sentezleyen
Enterobactericeae iiyelerinin seleksiyonuna neden olmustur. Bu durum GSBL pozitif
bakterilerin zoonotik bulagma riskini de atirmaktadir (Ewers ve ark. 2012).

Hayvanlarda ilk GSBL tespiti Japonya’da 1988 yilinda bir laboratuvar kopeginden
izole edilen E. coli izolatinda saptanmistir (Matsumoto ve ark. 1988). Bu tarihten sonra
diinyada farkli hayvan tiirlerinin mikrobiyotalarindan veya klinik materyallerinden izole
edilen Enterobactericeae familyasinda yer alan bakterilerde degisik GSBL tiplerinin
varligl artan oranda bildirilmistir (Ewers ve ark. 2012). Tirkiye’de insanlardan izole
edilen klinik E. coli suslarinda GSBL varliginin fenotipik veya genotipik belirlenmesine
yonelik yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen (Copur Cicek ve ark. 2013,
Bayraktar ve ark. 2010, Giir ve ark. 2008), evcil hayvan tiirlerinin mikrobiyotalarindan ve
klinik materyallerinden izole edilen bakterilerde GSBL varlig1 iizerine yapilmis c¢alisma
sayist olduk¢a siirlidir.  (Ding ve ark. 2012, Kiigiikbasmaci ve ark. 2008).

Bu c¢alismada GSBL sentezleyen E. coli prevalansi Hatay ilinde yetistirilen
sigirlardan alinan orneklerde %8.3 olarak tespit edildi. Farkli iilkelerde mezbahada kesilen
ve ciftlikte yetistirilen sigirlarda GSBL pozitif E. coli fekal tasiyiciligini belirlemede
birgok iilkede arastirmalar yapilmis ve prevalans oranlarinin 6nemli diizeyde farklilik
gosterdigi goriilmistiir. Polanya’da mezbahada kesilen sigirlarda GSBL pozitif E. coli
varligi tespit edilmezken (Wasyl ve ark. 2012), Fransa’da %5.8 (Madec ve ark. 2008),
Japonya’da %31.3 (Hiroi ve ark. 2011), Hong Kong’da %48.6 (Ho ve ark. 2011),

Isvigre’de %16 (Geser ve ark. 2011) olarak tespit edilmistir. Ciftliklerde yetistirilen
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sigirlardan alinan 6rneklerde Giiney Kore’de %0.2 (Tamang ve ark. 2013), Japonya’da etgi
sigirlarda %1.8 (Shiraki ve ark. 2004) ve siit¢ii sigirlarda %3.1 (Ohnishi ve ark. 2013),
Almanya’da karisik ciftliklerde %39.6 ve et¢i sigir ¢iftliklerinde %18.9 (Schmid ve ark.
2013), Cin’de %5.7 (Zheng ve ark. 2012) olarak bildirilmistir. Bununla birlikte, bu
calismalarda elde edilen sonuglar1 ihtiyatla karsilamak gereklidir. Ciinkii bu ¢alismalarda
kullanilan 6rnekleme yoOntemleri, Orneklenen hayvan sayilari, izolasyon metodlar
(zenginlestirme besiyerinin, farkli selektif besiyerlerinin kullanilmasi) agisindan 6nemli
farkliliklar bulunmaktadir.

Tiirkiye’de saglikli hayvanlarda GSBL sentezleyen bakterilerin belirlenmesine yonelik
ilk calisma Kiiciikbasmaci ve ark. (2008) tarafindan yapilmistir. Bu calismada Istanbul ve
Tekirdag illerindeki 3 mezbaha ve bu illerdeki 2 ¢iftlikten toplanan saglikli koyun (n=72)
ve buzagilardan (n=38) alinan rektal svab ve sigirlardan (n=239) alinan gaita 6rneklerinde
GSBL sentezleyen Enterobactericeae iiyelerinin varligi arastirilmigtir.  GSBL pozitif E.
coli orant % 1.2 (3/239) olarak belirlenirken; ¢iftliklerden alinan &rneklerde, koyun ve
buzagilarda GSBL tireten E. coli tespit edilmemistir. Ding¢ ve ark (2012) tarafindan
yapilan mastitis vakalarindan izole edilen E. coli suslarinda fenotipik GSBL sentezinin
arastirildigi bir ¢alismada ise suslarin tamami negatif olarak bulunmustur.

Bu galismada, plazmid kaynakli ESBL genlerinin biiyiikk ¢ogunlugunun blargy ile
birlikte blactx-m familyasina ait oldugu ve bu genlerden blactx-m-15"in dominant oldugu ve
bu geni sirasiyla blacrx.m-1 Ve blactx-m-s takip ettigi goriildii. Farkli tilkelerde yapilan
caligmalar bu genlerin saglikli veya hasta sigirlarda yaygin oldugunu dogrulamaktadir
(Hordjik ve ark. 2013, Schmid ve ark. 2013, Geser ve ark. 2012, Horton ve ark. 2011,

Madec ve ark. 2008). Bununla birlikte Cin’de sigirlarda dominant gen blacrx.m-14 0lmakla

birlikte blactx-m-ss, blactx-m-ss, blacTx-m-27, blactx-m-15, blactx-m-es, blacrtx-m-3 ve blacrx-
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m-24 genlerine onemli diizeyde rastlandigi (Zheng ve ark. 2012), Japonya’da blacrx-m-2
geninin dominant oldugu (Hiroi ve ark. 2012, Shiraki ve ark. 2004), Hong Kong’da
mezbahada kesilen sigirlarda tespit edilen yegane GSBL geninin blacrx-m-13 (Duan ve ark.
2006) oldugu rapor edilmistir. Bu durum GSBL sentezine neden olan genlerin
prevalansinda cografik olarak farkliliklar olabilecegini gostermektedir.

GSBL sentezinden sorumlu genleri tasiyan plazmidler beta-laktam antibiyotikler
disindaki  antimikrobiyallere de (aminoglikozidler, trimetoprim-sulfametoksazol,
kloramfenikol, tetrasiklin, kinolonlar) dirence neden olan genleri de yapilarinda
tagiyabildiklerinden ¢ogul dirence ve bu suslardan kaynaklanan infeksiyonlarin tedavisinde
tedavi segeneklerinin azalmasina neden olmaktadir (Perez ve ark. 2007). Bu galismada
GSBL pozitif izolatlarda saptanan ¢ogul direnglilik bu a¢idan 6nem tagimaktadir. Ciinkii
cogul direngli GSBL pozitif E. coli suslarinin gida yonlii yetistirilen hayvanlarda varligi
hem insan hem de hayvan sagligi agisindan biiytik risk teskil etmektedir. Diger 6nemli bir
husus ise, beta-laktam olmayan antimikrobiyallerin kullanimida GSBL direng¢ genlerinin
seleksiyonuna neden olmasidir. Bu antimikrobiyallerden herhangi birinin kullanim1 diger
genlerin de ko-seleksiyonuna neden olabilir. Beta-laktam antimikrobiyallerin
kullanilmadigr ciftliklerde GSBL diren¢ genlerinin belirlenmesi bu duruma kanit
gosterilebilir (Schmid ve ark. 2013). Ayrica, antimikrobiyal diren¢ genlerini tasiyan
plazmidler, dezenfektanlar ve agir metallere direng, virulens ve metabolizma ile iligkili
genleri de yapilarinda tasiyabilirler ve bu nedenle bu genler birlikte ortak olarak selekte
olabilirler (Barbosa ve Levy 2000).

Filogenetik analizlere gore E. coli suslar1 dort filogenetik gruba (A, B1, B2 ve D)
ayrilmaktadir. Virulent ekstra-intestinal suslar genellikle B2 ve daha az oranda da D

grubuna ait iken, kommensal suslarin biiyiik kism1 A grubunda yer almaktadir. Filogenetik
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gruplandirma, filogenetik grup ve virulens oOzellikleri arasinda baglanti kurmada ve
potansiyel patojenik suslarin belirlenmesinde tarama amacli olarak kullanilmaktadir
(Clermont ve ark. 2000). Valat ve ark. (2012) Fransa’da 5 yillik bir periyotta farkli klinik
vakalardan izole edilen sigir suslarinin (n=204) biiyiik oranda A (n=113, %55.4), daha az
oranda da D (n=52, %25.5), B1 (n=32, %15.6) filogenetik gruplarinda yer aldigini, B2
filogenetik grubunun ise ¢ok diisiikk oranda (n=1, %0.5) oldugunu tespit etmislerdir. Ben
Sallem ve ark. (2012) gida amagh yetistirilen hayvan tiirlerinden alinan fekal 6rneklerden
izole ettikleri 11 GSBL pozitif E. coli susunun sirasiyla B1 (n=5), D (n=3), A (n=2) ve B2
(n=1) filogenetik gruplarina ait oldugunu tespit etmislerdir. Asai ve ark. (2011) hasta
sigirlardan izole edilen 72 E. coli susundan GSBL pozitif olan 6’sinin sirasiyla A (n=3),
Bl (n=2) ve D (n=1) filogenetik grubunda yer aldigini saptamiglardir. Bu calismada
GSBL pozitif izolatlarin B1 (n=13), A (n=9) ve D1 (n=4) filogenetik grubunda yer aldig:
goriildii. Yukaridaki arastirma sonuglari dikkate alindiginda GSBL genlerinin kommensal

E. coli izolatlar1 arasinda daha fazla yayilim gosterdigi ileri siiriilebilir.
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6. SONUC

Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de ilk kez sigirlarda CTX-M-15, CTX-M-11, CTX-M-3 ve
OXA-1 iireten fekal E. coli tasiyicihigi tespit edilmistir. Ayrica, mevcut calismanin
sonuglar1 Hatay ilinde yetistirilen gerek siit ve gerekse de besi sigirlarinin GSBL
sentezleyen E. coli yoniinden potansiyel rezervuar oldugunu gostermektedir. Bu nedenle,
GSBL sentezleyen bakteriler dahil antimikrobiyal direngli bakteriler hayvanlarda siirekli
olarak izlenmeli ve GSBL pozitif bakterilerin klonal yayiliminin O6nlenmesi ig¢in

antibiyotikler bilingli olarak kullanilmalidir.
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