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ONSOZ

Gerek Veteriner Hekimlikte gerekse Tip alaninda E.coli infeksiyonlari, giderek
artan antibiyotik direnci, GSBL {ireten suslarin yayilmasi ve gesitliliginin artmasi
nedeniyle ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insanlarin, ¢iftlik hayvanlari
ve pet hayvanlariyla yakin temasta olmalar1 ve direng genlerinin transfer edilebildigi
gz Oniine alinarak iilkemizde genis kapsamli siirveyans programlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu Calismada atlarin fekal florasindan izole edilen E.coli
izolatlarinin 16 ¢esit antibiyotige duyarliliklar1 Disk Diflizyon yoOntemiyle
belirlenirken GSBL tayini ise fenotipik dogrulama testi ile yapildi.

Yiiksek Lisans Tez caligmasinin her asamasinda degerli yardim ve ilgilerini
esirgemeyen, tez konumun belirlenmesinde ve yiiriitiilmesinde deneyimlerinden
yararlandigim, damgmanim Saymn Yrd. Dog. Dr. Nilgiin UNAL’ a, sagladiklari
imkanlarla arastirmanin yapilmasina katkida bulunan, desteklerini eksik etmeyen
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Degerli Hocam Saymn Prof. Dr. Murat
YILDIRIM’ a, ayrica zor anlarimda destegini esirgemeyen Anneme ve Babama,

Esime ve ikiz ¢ocuklarima tesekkiir ederim.



KISALTMALAR

AM : Ampisilin

AMC : Amoksisilin / Klavulanik asit
ATCC : American Type Culture Collection
AN : Amikasin

ATM : Aztreonam

C : Kloramfenikol

CAZ : Sefotaksim

CAZ/CLA : Sefotaksim / Klavulanik asit

CIP : Siprofiloksasin
CLSI : Clinical Laboratory Standart Institue
CTX - Seftazidim

CTX/CLA : Seftazidim / Klavulanik asit

EMB : Eozin Metilen Blue

ESBL : Extented-spectrum beta-lactamase (genislemis spektrumlu beta
laktamaz)

FAO : Food and Agriculture Organization (Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii)

FOX : Sefoksitin

GM : Gentamisin

GSBL (ESBL) : Genislemis-spektrumlu beta-laktamaz (Extended-spectrum beta-
lactamase)

IPM : Imipenem

NA - Nalidiksik asit

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standarts

NN : Tobramisin

OIE : World Organisation for Animal Health

OMP : Outer membrane protein (dis membran proteini)

PBP - Penisilin baglayan protein
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WHO

: Streptomisin

: Trimetropim/Sulfametaksazol

: Tetrasiklin

- Triple Sugar Iron Agar (ii¢ sekerli besiyeri)

: World Health Organisation (Diinya Saglik Orgiitii)
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OZET

Atlarin Diskilarindan izole edilen Escherichia coli izolatlarlpda
Antimikrobiyal Diren¢ ve Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz Uretiminin
Fenotipik Olarak Arastirilmasi

E. coli infeksiyonlarinin tedavisinde siklikla beta-laktam grubu antibiyotiklerin
kullanilmasi ile birlikte bakterilerde antimikrobiyal diren¢ olusmakta, olusan direng
yayillmakta ve prevalansi artmaktadir. Bu antibiyotiklere karsi olusan direngte beta-
laktamaz tretimi 6nemlidir. Son yillarda E. coli’lerde beta-laktam antibiyotikleri
hidrolize eden genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iiretimi halk sagligi ve

havyan sagligi agisindan 6nemli bir konudur.

Bu c¢alismada Ankara’daki Hipodrom ve Konkur atlarindan alinan digki
orneklerinden izole edilen E. coli suslarinin ¢esitli antibiyotiklere direng durumlarini
belirlemek ve GSBL varligini arastirmak amaglanmistir. Bu amagla elde edilen 100
E. coli (konkur: 63, hipodrom: 37) izolatinin 16 antibiyotige karsi duyarliliklari
Disk Difiizyon yonteminden yararlanarak, GSBL varligi fenotipik olarak analiz
edildi. Hipodrom grubu ve Konkur grubu arasinda antibiyotik direng prevalansi

karsilastirildi.

Calismada konkur tesisindeki atlardan izole edilen 63 adet E. coli izolatinda en
yiiksek direng tetrasikline %20.6 (13), Hipodromdaki atlardan izole edilen 37 adet E.
coli izolatinda da en yiiksek direng tetrasikline %81.1 (30) kars1 tespit edildi.

Toplam 100 E. coli izolatinin tiim antibiyotiklere duyarlilik oran1 %22 (22)
olarak tespit edildi, bunlardan %31.7 (20)’si konkurdan, %35.4 (2)’tii hipodromdan
elde edildi.

Atlardan izole edilen 100 E. coli izolatininin 6’sinda GSBL {iretimi fenotipik
dogrulama testi ile belirlendi. GSBL pozitif olarak belirlenen 6 izolat hipodromdaki
atlardan izole edildi. Hipodrom atlarinda GSBL iiretimi %16,2 (6) olarak belirlendi.
Toplam 100 attaki GSBL prevalans1 %6 (6) olarak tespit edildi.



Sonug¢ olarak ¢alismamizda kullanilan atlarin fekal florasindan elde edilen E.
coli izolatlarinda GSBL iiretimi tespit edildi. Bu etkenlerin ekosisteme bulagmasi

halk saglig1 ac¢isindan da potansiyel bir risk olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: E. coli, GSBL, Disk Difilizyon, Antibiyotik Direnci, Fenotipik

Dogrulama Testi



SUMMARY

Research of Antimicrobial Resistance and Production of Extended Spectrum
Beta- Lactamases phenotypicly in Escherichia coli’s which are isolated from
Equine Feces.

In the treatment of E. coli enfections, frequently used beta-lactamase group
antibiotics causes bacterial antimicrobial resistance. This resistance increases the
prevalance and out spread. The production of beta-lactamase is important in the
resistance against these antibiotics. In the last decades, the production of extended
spectrum beta-lactamase (ESBL) which hydrolysis beta-lactam antibiotics in E. coli

became important for public and animal health.

In this study, it is aimed to research the existance of ESBL and determine the
resistance of E. coli strains isolated from feces examples obtained from horses
located in Ankara Race Track and from show jumping horses in Ankara, against
various antibiotics. In this aim, the sensitivity of 100 E. coli isolates are analysed
against 16 antibiotics by using the Disc Diffusion method and also the ESBL
existance has been analysed phenotypicly. The antibiotic resistance prevalence has
been compared between race track group horses and show jumping group of horses.

In this study, in 63 of E. coli isolates isolated from show jumping horses, the
highest resistance against tetracycline is determined as 20.6% (13), whereas in 37 E.
coli isolates isolated from race track horses, the highest resistance against

tetracycline is determined as 81.1% (30).

The study about the sensitivity against all antibiotics which includes 100 E.coli
isolates is determined as 22% (22) and 31.7% (20) of these isolates have been
obtained from show jumping horses and 5.4% (2) of these isolates have been
obtained from race track horses.



In 6 isolates among 100 E. coli isolates obtained from horses, the ESBL
production has been determined by using fenotypic confirmatory test. The 6 isolates
which are ESBL positive have been isolated from the horses in race track. The ESBL
production ratio in race track horses has been determined as 16,2% (6). The total

prevalance of ESBL in 100 horses has been determined as 6% (6).

As a result, ESBL production was determined in the isolates obtained from
fecal flora of the horses used for this study. The contamination of these agents in

ecosystem causes a potential risk factor for public health.

Key words: E. coli, ESBL, Disc diffusion, Antibiotic resistance, Fenotypic

confirmatory test



1.GIRIS

Enterobacteriaceae familyasinin {iyesi olan Escherichia coli, insan ve
hayvanlarin normal bagirsak florasinin 6nemli bir pargasidir. Escherichia coli evcil
hayvanlarda kolibasillozis, lirogenital sistem infeksiyonlar1 (sistit, piyelonefritis),
mastitis, pndmoni, septisemi ve yara infeksiyonlarina neden olmaktadir (Arda ve ark.
1999).

Antibiyotikler insanlarda bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde, hayvanlarda
ise tedavinin yani sira infeksiyonlardan korunma ve biiyiimeyi gelistirmek amacl
kullanilmaktadir. Ayrica kullanilan antibiyotikler patojenler ile birlikte flora
bakterilerine de etki etmektedir. ilk olarak 1929 yilinda A. Fleming’in penisilini kesfi
ile bakteriyel hastaliklarin tedavisinde yeni bir ddnem baslamistir. Ancak penisilinin
klinik uygulamaya girmesini takip eden yillarda penisiline direncli bakteriler de izole

edilmeye baslanmistir (Cizman 2003, Hirsh 2004).

Enterobacteriaceae ile gelisen infeksiyonlarda en sik kullanilan antibiyotikler
beta-laktamlardir. Yaygin olarak kullanilmalar1 sonucu beta-laktam antibiyotiklere
direng giderek artmaktadir. Enterobacteriaceae’da beta-laktam antibiyotiklere karsi
olusan direngte en Onemli mekanizma beta-laktamazlardir. Beta-laktamazlarin
prevalans1 iilkeden iilkeye, sehirden sehire ve hatta hastaneden hastaneye

degismektedir (Yorgancigil 1999).

Veteriner Hekimlik alaninda kullanilan antibiyotiklerin bakterilerde direng
olusumuna ve gida zinciri ile de bu direngli suslarin insanlara aktarilmasina neden
oldugu pek ¢ok bilimsel ¢alisma ve uluslararasi bilim kuruluslar1 (FAO, OIE, WHO)
tarafindan bildirilmektedir (Harada ve Asai 2010).

Gida iiretimi amaciyla yetistirilen hayvanlarda gelismenin hizlandirilmasi
amactyla antimikrobiyal ilaclarin kullanimi 1940’11 yillarin ortalarinda baglamistir.
Ticari yemlerde antibiyotik kullaniminin ise 1950’li yillarin basinda baslanmasiyla

duyarli bakterilerde direng gelisimi kaginilmaz olmustur.



Kisa bir siire sonra da bu antimikrobiyal ilaglarin uzun siireli kullaniminin
etkileri bilimsel olarak inceleme altina alinmistir (Hinton ve ark. 1986, Hammerum
2009). Bu nedenle Avrupa’daki kararlara paralel olarak Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan “Yem katkilar1 ve Premikslerin Uretimi, Ithalati, ihracati, Satis1
ve Kullanimi1 Hakkinda Tebligde Degisiklik Yapilmasina Dair Teblig (Teblig No:

2006/1) ile tiim antibiyotiklerin yem katki ve premikslerde kullanim1 yasaklanmustir.

Son yillarda antibiyotiklere kars1 giderek artan diren¢ sorunu tiim diinyayi
tehdit eder hale gelmistir. Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek etkisizlestiren
beta-laktamaz enzim iiretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere birgok

bakteri tiirliniin en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan biridir (Akg¢am ve ark. 2004).

Yeni antibiyotikler gelistirildikce, bakteriler de aynmi hizla yeni direng
yontemleri gelistirmektedir. Bu direng mekanizmalarinin en Onemlilerinden biri
genislemis spektrumlu beta-laktamazlardir (GSBL). E. coli tiim beta-laktam
antibiyotiklere duyarl iken, ilk olarak 1987’de genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) iireten E.coli suslar1 bildirilmistir. Onceleri 600’iin iizerinde farkli beta-
laktamaz enzimi bildirilmistir (Bauernfeind ve ark 1987, Jacoby ve ark. 2005). Bu
say1 hizla artmaktadir ve 2010 yilinda bakteriyel izolatlardan identifiye edilen beta
laktamaz sayisi1 890’1 iizerindedir (Bush 2010). Son yillarda, insanlarda klinik
orneklerden izole edilen E. coli izolatlarinda GSBL iireten sus sikliginda bir artis
gozlenmis ve bilim diinyasinin bu konuya ilgisini artirmigtir. (Hawkey ve Jones
2009).

Ciftlik hayvanlarinda antibakteriyel diren¢ genlerini tasiyan kommensal
bakterilerin izole edilmesi ve direng mekanizmasinda rol oynayan GSBL enzimlerin
varhigi nedeniyle, farkli c¢evrelerden izole edilen E. coli suslarinda GSBL
aktivitesinin arastirildig1 epidemiyolojik ¢alismalar 6nem kazanmaktadir. Hayvansal
gida iiretiminde antimikrobiyal ilaglarin yogun kullanimi nedeniyle etler siklikla

antibiyotik direngli E. coli ile kontamine olmaktadir (Hammerum 2009).



Hayvan orijinli antibiyotik direncli bakteriler halk saglig1 agisindan 6nemli bir
tehdit olusturmaktadir (Kou-Zou ve ark. 2011). Gida tiikketiminde kullanilan
hayvanlar ile insanlar arasinda ¢ogul ilag direncinin taginabilirligi bilinmektedir.
Insanlarn antibiyotik direncli bakteri ya da bakterilere ait genleri alabilmeleri sadece
gida tiikketiminde kullanilan hayvanlardan degil, ayn1 zamanda birlikte yasadiklar1 pet

hayvanlarindan da alabilmeleri miimkiindiir (Ewers ve ark. 2011).

Enterobactericeae’da  beta-laktam  direncinin  hizla yayilmasi alarm
seviyesindedir ve ciddi bir halk sagligi tehdidi olusturmaktadir. Gittik¢e ¢ok az
sayida antibiyotik grubu kullanilabilir duruma gelmektedir (Gazin ve ark 2012).

Avrupa Hastaliklarin Onlenmesi ve Kontrol Merkezi (ECDC), antibiyotiklerin
gelecekte de giivenle kullanilabilmesi i¢in saglik ¢alisanlarinda ve toplumda akilet
antibiyotik kullanimi1 konusunda farkindalik yaratilmasi amaciyla, Avrupa Birligi

tiyesi ve aday iilkelerle birlikte, 18 Kasim’t Avrupa Antibiyotik Farkindalik Giinii

olarak ilan etmistir (Onciil 2011).

Atlar, c¢iftlik hayvanlar1 ile pet hayvanlar1i arasinda bir kategoride
bulunmaktadir. Insanlarin atlarla yakin temas1 goz 6niine alinarak, atlarda kullanilan
antimikrobiyal ilaglar ve bu ilaglara karsi olusan diren¢ arasindaki baglantiyr
anlamak sadece at hekimligi acisindan degil ayn1 zamanda halk saglig1 a¢isindan da

onemli bir noktadir (Dunowska ve ark. 2006).

Bu calismanin amaci1 Yaris ati ve Konkur at1 olarak degerlendirilen atlarin
digki Orneklerinden izole edilen E.coli suslarinin c¢esitli antibiyotiklere direng

durumlarin belirlemek ve GSBL varliin1 arastirmaktir.


http://www.antibiyotikfarkindalik.org/Anasayfa/antbiyotikfarkindalik
http://www.antibiyotikfarkindalik.org/Anasayfa/antbiyotikfarkindalik

1.1. E.coli ’ nin Genel Ozellikleri

Enterobactericeace iiyeleri; dogada toprak, su, insan ve hayvan diskisinda
bulunmakla birlikte, gerek toplumda gerekse hastane ortaminda sik izole edilen
mikroorganizmalar arasindadir. Enterobakteriler gram negatif, ¢ogu hareketli,
fakiiltatif anaeropturlar. Bu aile 40’dan fazla cins ve 180’in {izerinde tiir igermektedir
ve Escherichia cinsi i¢inde en oOnemli tiir E. coli’dir. Enterobactericeace
familyasinin bir iiyesi olan Escherichia coli, insan ve hayvanlarin normal bagirsak
florasinda bulunmakla birlikte, bir¢ok hastalik olgusundan primer veya sekonder
etken olarak izole edilmektedir. Enterobakteriler ile gelisen infeksiyonlarda en sik
kullanilan antibiyotikler beta-laktamlardir. Bunlarda gelisen, yayilan ve artan

antibakteriyel direng de bu nedenle 6nemlidir (Paterson 2000, Quinn ve ark. 2011).

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin %5-10'unu peptidoglikan olusturur.
Hiicre duvarinin en disinda fosfolipid ve lipopolisakkaritten olusan dis membran
bulunur. Bu nedenle gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda yogun bir lipid
hakimiyeti vardir. Antimikrobiyallerin gecisine izin veren por proteinleri (porinler)
de buradadir; bazi biiyiik molekiillii antimikrobiyallerin hiicre igine gecisi
engellenebilir. Gram negatif hiicre duvar yapisinda distan i¢e; dis membran, gram
pozitiflerden daha ince peptidoglikan tabakasi, periplazmik aralik ve plazma
membrani bulunur. Gram negatif bakterilerde dis membran ile sitoplazmik membran
arasinda kalan araliga periplazmik aralik denilmektedir ve bu aralikta; beta-laktamaz
gibi diren¢ enzimleri bulunmaktadir. Bu bolgede ayrica, bakterinin peptidoglikan
tabakasindan bu bosluga dogru uzanan ve penisilinlerin baglanma bdolgesi olan
transpeptidaz, endopeptidaz ve karboksipeptidaz gibi protein yapilar (penisilin
baglayan proteinler- PBP) da bulunmaktadir (Atlas 1996).



p-lactam antibiotics

Outer membrane

e Petiplasr:n
. 1 Cytoplasmic membrane

Sekil 1.1: Gram negatif bakteri hiicre duvar yapisi
(http://www.ivytech.net/twmwphy/text pg/pro=cell.htm’den alinmistir.)

Penicillin- bindlng proleins —rd

Cesitli antibiyotiklere karsi olusan direng Gram-negatif bakterilerde giderek
yayginlagmakta, direngli bakterilerin neden oldugu infeksiyoz hastaliklarin
tedavisinde antibiyotik se¢imi ve etkinliginde sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. E. coli
infeksiyonlarinin tedavisinde siklikla beta-laktam grubu antibiyotiklerin kullanilmasi
ile birlikte bakterilerde antimikrobiyal diren¢ olusmakta, olusan diren¢ yayilmakta ve
prevalansi artmaktadir. Bu antibiyotiklere karsi olusan direngte beta-laktamaz tiretimi
onemlidir. E. coli’lerde beta-laktam antibiyotikleri hidrolize eden genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iiretimi de giincelligini yitirmeyen 6nemli bir
konudur (Weese 2008).

1.2. Antibiyotikler

Antibiyotikler elde edilisine gore dogal, sentetik ya da yar1 sentetik, uygulanig
sekillerine gore de oral, topikal ve parenteral olarak siniflandirilir. insan ve hayvan
hastaliklarinin tedavisinde ve de evcil hayvanlarda gelismeyi artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Antibiyotik direnci antibiyotikler kadar eskidir (Phillips ve ark.
2004).


http://www.ivytech.net/twmwphy/text_pg/pro=cell.htm'den

Stafilokoklar tizerinde ¢aligma yapan A. Fleming (1929) Penicillium notatum
adli mantar kiiflinden dolayi, kiiltiir ortaminda Staphylococcus aureus kolonilerinin
iireyemediklerini gormiis ve bundan esinlenerek etkili maddeye ‘penicillin’ adini
vermistir. Sonraki yillardan itibaren, Florey, Chain ve Abraham (1940), penisilinin
farelerde olusturulan streptokok infeksiyonlardaki yiiksek etkinligini deneysel olarak
kanitlamig, 1941 yilinda ise insanlarda infeksiyonlara karsi ilk kez penisilini
kullanmislardir (Ligon 2004, Dokmeci 2007). Bununla birlikte penisilinin kullanima
girdigi  1940°lh yillardan itibaren bakteriyel diren¢ de giindeme gelmistir.
Antimikrobiyal ilaglarin kullaniminin artmasina paralel olarak direngte artmis, bu
durum yeni ilaglarin kesfini zorunlu hale getirmistir (Krause 1992, Tenover 2006).
Penisilinin kesfinden sonra sulfonamid (1938), kloramfenikol (1945), tetrasiklin
(1948), eritromisin (1952), vankomisin (1956), gentamisin (1963), sefalosporin
(1966), ampisilin (1966), amikasin (1969), imipenem (1984)  gibi birc¢ok
antimikrobiyal ajan infeksiyonlarin tedavisinde kullanima sunulmustur (Prescott ve
ark. 2000). Kesfedilen her yeni ilaca hizla direng gelisimi olusmasi sorunun giderek

biiylimesine neden olmustur (Tenover 2006).

Beta-laktam ajanlar Gram-negatif infeksiyonlarda diinyada en sik kullanilan
antibiyotiklerdir. Beta-laktam antibiyotiklere, Gram-negatif patojenlerde iiretilen

beta-laktamazlar onemli diren¢ mekanizmasini olusturmaktadir (Pithout ve ark.

2005).

1.2.1. Beta-Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler, 5 grupta toplanirlar; penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, karbapenemler, beta-laktamaz inhibitorliler. Bu gruptaki
antibiyotiklerin ortak ozellikleri, yapilarinda beta-laktam adi verilen 4 atomlu halka
tasimalaridir (Yao ve Moelering 2007). Beta-laktamaz inhibitorleri aslinda birer
beta-laktam antibiyotik olmakla birlikte, pratik olarak tek baslarina antibakteriyel
ozellikleri yoktur (Y1ildirim 1999).
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Beta-laktam antibiyotikler yan etkilerinin azligi ve bakterisid olmalar
nedeniyle giinlimiizde en sik kullanilan antibiyotik grubudur. Bakterilerin
peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak etki ederler. Peptidoglikan tabakasi
capraz baglanan kisa peptid zincirleri ile saglamlasmistir. Bu ¢apraz baglanti N-asetil
muramik asitin yapisinda yer alan D-alanin D-alanin molekiillerinin transpeptidasyon
reaksiyonu ile birlesmeleri sonucu olusur. Transpeptidaz reaksiyonu olusturan
enzimlere penisilin baglayan proteinler (PBP) ad1 verilir. Beta-laktam antibiyotikler,
etkilerini peptidoglikan sentezinde gorevli olan karboksipeptidaz ve transpeptidazlari
inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak gosterirler. Bir bakteride ¢ok sayida
PBP bulunur. Beta-laktam antibiyotikler hiicre duvar1 sentezi yapilan, yani iireyen
bakterilere etkilidir (Giir 2002, Toreci 2008).

Beta-laktam antibiyotiklerin hedeflerine baglanmalar1 ve etkinlik gostermeleri
icin Gram-negatif bakterilerde porin ad1 verilen i¢i su dolu protein kanalciklarindan
gecmeleri, sitoplazmik membranla dis membran arasindaki periplazmik boslukta yer

alan beta-laktamazlardan etkilenmemeleri gerekmektedir (Kfoury ve ark. 2003).
1.3. Beta-Laktam Antibiyotiklere Diren¢ Gelisimi

Beta-laktam antibiyotiklere karsi olusan direng, beta-laktamaz iiretimine
baglidir. Enzim, beta-laktam halkasindaki amid bagmin ayrilmasmna yol agarak
antibiyotigi inaktive eder. Bir ¢ok beta-laktamaz enzimi, kromozomal olarak ya da
plasmid veya transpozonlarda lokalize olan transfer edilebilir genlerce kodlanir
(Medeiros 1997).
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Gram-negatif bakteriler baslica iic yolla beta-laktam antibiyotiklere karsi
direng gelistirirler:

Birinci yol ‘dis membran proteinlerinde (OMP) olusan degisiklikler ile ilacin
hiicre igine girisinin Onlenmesi’dir. Gram-negatif bakterilerde beta-laktam
antibiyotikler, dis membrandaki porlar yolu ile hiicreye girmektedir. Porlarin
ozellikleri ve sayilari ile antibiyotigin 6zellikleri (ylik, ¢oziiniirliik, biiytikliik) hiicre
igine giris hizin1 belirlemektedir (Livermore 1995). Beta-laktam antibiyotikler dis
membrandan Porin F ve Porin C adi verilen iki kanal araciligi ile gegerler. Gram-
negatif bir bakteri Porin F ve Porin C proteinlerini mutasyona ugratarak beta-laktam

antibiyotiklere direng gelistirebilir (Sanders ve ark. 1992).

Bir diger yol ‘beta-laktam antibiyotikleri inaktive eden beta-laktamaz
enzimlerinin sentezlenmesi’ seklindedir. Beta-laktamazlar, beta-laktam
antibiyotiklerdeki beta-laktam halkasinin amid baglarini hidrolizle pargalamakta ve
antimikrobiyellere kars1 en 6nemli direng¢ mekanizmasini olusturmaktadir (Fridkin
1997).

Diger yol ‘penisilin baglayict protein’de olusan degisiklikler ile antibiyotigin
hedefine baglanmasinin engellenmesi’ seklindedir. PBP’de degisiklikler; PBP’nin
beta-laktam antibiyotige afinitesinin azalmasi, PBP sayisinda azalma olmasi veya
beta-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gosteren yeni PBP’lerin sentezlenmesi
sonucu olugabilmektedir. Bu durum en ¢ok Gram-pozitif koklarda ve Pseudomonas
spp.’de gozlenmistir. Gram-negatif bakterilerde, her ii¢ mekanizma direngten
sorumlu olabilir. Cogu zaman bir bakteride birden fazla mekanizma direngten

sorumludur (Sanders ve ark 1992, Li ve ark. 2007).

Beta-laktam grubu antibiyotiklere diren¢ yukarida anlatilan yollar ile
gelismektedir. Ancak bu yollar arasinda en Onemlisi beta-laktamaz {retimidir

(McManus 1997).
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1.4. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasindaki siklikamid bagini pargalayarak
beta-laktam ajanlarin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir (Sanders ve ark. 1992).
Beta-laktamaz enzimi ilk kez 1929 yilinda A. Fleming tarafindan farkedilmistir.
1960’larin sonlarinda ampisilin ve diger aminopenisilinlere karsi E. coli’nin direng
gelistirmesi problem olmaya baslamistir. Gram-negatif bakterilerde cok daha fazla
cesit beta-laktamaz bulunmasi ve plazmid kontroliinde sentezlenmesi, ¢ok kisa
siirede direng artisina yol agmistir (Ozsoy ve ark. 2001). Gram-negatif bakterilerde
plazmid kaynakli ilk beta-laktamaz enzimi 1960’lhi yillarda Yunanistan’dan
bildirilmistir (Bradford 2001).

Penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler, beta-laktamaz
ailesindeki enzimlerden biri veya birka¢i tarafindan inaktive edilebilirler. Beta-
laktamazlar, hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilerce iiretilmelerine
karsin, beta-laktamaz tliretimi basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere Gram-
negatif bakterilerin beta-laktam direncindeki en 6nemli mekanizmadir. Gram-negatif
bakteri tiirlerinde beta-laktamazlara bagli direncte siklikla ila¢ gecirgenligi ile ilgili

mekanizmalar rol almaktadir (Cornaglia ve ark. 2000, Bush ve Jacoby 2010).

Onceleri sadece Gram-negatifler ile sl kalan bu enzimler beta-laktam
siniflarmin gelismesi ve kullaniminin daha da yayginlasmasi sonucu daha fazla

mikroorganizmada ve daha fazla gesitte goriiliir hale gelmistir (Medeiros 2000).

Beta-laktam antibiyotiklere direng esas olarak beta-laktamaz {iretimine
baghdir. Beta-laktamazlar1 kodlayan genler, bakteri kromozomlarinda, plazmidlerde
veya transpozonlarda yerlesmis olabilirler. Son yillarda pek ¢ok bla geni (beta-
laktamaz geni) integronlar {izerinde tanimlanmislardir. Gram-negatif bakterilerde
direng genleri, genellikle plazmidler araciligi ile konjugasyonla yayilmaktadir

(Endtz ve ark. 1997, Weldhagen 2004).

13



Bunun oOnemini dogrular sekilde Dolejska ve ark. (2011)’de Cek
Cumhuriyeti’nde at klinigi ve binicilik merkezinde yaptiklar1 ¢caligma ile GSBL geni
tasiyan E.coli‘lerin birbirleriyle temas halde yasayan atlar, insanlar ve sinekler

(Musca domestica) arasinda plazmidlerle transfer edilebildigini bildirmislerdir.

Gram-negatif bakterilerde enzim periplazmik boslukta bulundugundan bu
bakterilerde az miktarda enzim bile antibiyotiklerin etkisiz hale getirilmesi ig¢in

yeterli olmaktadir (Livermore 1995).

1.4.1. Beta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Beta-laktamazlar “Ambler” siiflandirmasi olarak bilinen amino asit dizilerine
dayanilarak A, B, C ve D olmak iizere 4 molekiiler sinif icerisinde toplanirlar. A, C
ve D smifinda serin enzimleri ve B sinifinda da metallo beta laktamazlar bulunur. A
siifinda aktif bolgelerinde serin aminoasit tagiyan, penisilinleri hidroliz eden beta-
laktamazlar, B sinifinda aktivite gdsterebilmeleri igin ¢inkoya bagl tiyol gruplari
gerektiren metallo beta-laktamaz yer alir, C simifinda kromozomal AmpC geni
tarafindan kodlanmasi nedeniyle AmpC enzimler olarak da adlandirilan
sefalosporinazlardan olusan enzimler, D simifinda ise oksasilini hidrolize eden serin

beta-laktamazlar bulunur (Li ve ark. 2007).

Bush, Jacoby ve Mederios ise 1995 yilinda biyokimyasal 6zellikleri ve substrat
profillerine gore beta-laktamazlar1 Grup 1, 2, 3, 4 olmak iizere 4 gruba ayirmiglardir

(Bush ve ark. 1995).
1.4.2. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

Artmis aktivite spektrumlarindan dolay1 (6zellikle oksiimino sefalosporinlere
kars1) plazmid kontroliindeki beta-laktamazlardan bir kism1 Genislemis Spektrumlu
beta-laktamazlar (GSBL) olarak adlandirilmistir (Bradford 2001). GSBL'ler

sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim, sefpirom ve sefepim
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gibi oksiimino sefalosporinleri hidroliz edebilen, aktif bolgelerinde serin bulunan ve
genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleri ile inhibe olan beta-laktamazlardir (Bush ve ark. 1995, Stiirenberg ve

ark. 2003).

GSBL’ler ilk kez 1983 yilinda Almanya’da Klebsiella pneumoniae’de (SHV-2)
saptanmig olmasma ragmen ilk olarak Fransa’da klinik problem yaratmistir.
Oksiimino-sefalosporinleri, monobaktamlari hidrolize etmelerine karsin sefamisin ve
karbepenemleri hidrolize edememislerdir. Ancak son yillarda nazokomiyal
enfeksiyonlardan izole edilen Acinetobacter baumannii suslarindaki karbapenem
direnci tedavide zorluk yasanmasina neden olmustur. Klinik olarak tanimlanmig
GSBL’lerin ¢ogu TEM ve SHV tiirlerinden koken almistir (Emery ve ark 1997,
Pitout ve ark. 2005, Abbott ve ark. 2013). Tiirkiye’de GSBL sentezleyen izolatlar ilk
kez 1992 yilinda Tip Hekimligi alanindan bildirilmistir (Giir 2000). GSBL’nin
hayvan kokenli bir bakteriden ilk tespiti ise Japonya’daki bir laboratuvar kopeginden
izole edilen E.coli’de 1988 yilinda rapor edilmistir (Matsumoto ve ark. 1988).
Genisletilmis spektrumlu beta-laktamazlar1 en ¢ok iireten suslar K. pneumoniae,
diger Klebsiella tiirleri (K. oxytoca gibi) ve E. coli’dir (Stiirenberg ve ark 2003). Son
birkag yil igerisinde GSBL enzimleri arasinda CTX-M beta-laktamaz sayisinda artis
olmustur (Livermore ve ark. 2007). Son yillarda hayvan ve insan populasyonunda
TEM ve SHV tip GSBL yerine CTX-M hizla artisiyla diinya genelinde dikkat
cekmektedir. CTX-M enziminin 80’in iizerinde varyant1 varken, glinlimiizde CTX-
M-15 diinya genelinde hastane ve toplumda en sik izole edilen GSBL enzimidir.
CTX-M-15 in sefotaksim ve seftazidim’i hidrolize etmesi nedeniyle tedavi zorlugu

vardir (Ewers 2010).
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1.4.3. GSBL Tipleri ;

SHV : Ilk GSBL ¢alismalarinda klinik izolatlardan en sik izole edien GSBL
tiiri SHV’dir. Aktif bolgelerinde siilthidril degil serin bulunmaktadir. Once
Klebsiella pneumoniae’de (1983) daha sonra da Enterobakterilerde belirlenen tiglincii
kusak sefalosporinleri hidrolize eden plazmid kaynakli bu beta-laktamaz, SHV-1 den
mutasyonla gelisen SHV-2 enzimidir (Peterson ve ark. 2005).

TEM : TEM tipi GSBL tiirleri TEM-1 ve TEM-2 den koken almislardir. TEM-
1 beta-laktamaz enzimi ilk kez 1965 yilinda Yunanistan’da (Atina) Temoneira adli
bir hastadan izole edilen E. coli susunda tespit edilmistir. Genislemis spektrumlu
TEM-1 beta-laktamaz ise ilk kez 1980’lerin sonlarina dogru Amerika’da salgin
haldeki K. pneumoni suslarindan SHV-5 ile birlikte identifiye edilmistir. Yiizden
fazla TEM tipi beta-laktamaz isimlendirilmistir (Bush 2008).

CTX-M : Ismi sefotaksime giiclii hidrolitik etkisinden gelir. Onceki adt MEN-1
olan ilk CTX-M varyantr, 1991 yilinda Fransa’dan rapor edilmistir. CTX-M
enzimleri Kluyvera spp. kokenli olup, son zamanlarda ozellikle Enterobactericeae
ailesinde (Siklikla Salmonela spp., ve E. coli’de) 6nem kazanmis ve yakin zamanda
Avrupa, Asya, Afrika, Kuzey ve Giliney Amerika’da rapor edilmistir. Su ana kadar
40’1 askin CTX-M beta-laktamaz tiplendirilmistir. Karbapenemler CTX-M tipi
enzimlere karsi dayanikli olmasina ragmen CTX-M-15 iireten bir K. pneumoniae
susunda dig membran kaybinin ardindan karbapenem tedavisi sirasinda direng ortaya
ciktig1 bildirilmistir. CTX-M-15 Ingiltere’de ilk kez 2003’te rapor edilmistir. CTX-
M-15 enziminin pandemik olarak yayilmasindan sorumlu E. coli susunun O25:H4-
ST131 oldugu diisiiniilmektedir (Coque 2008, Pitout ve ark. 2005, Peterson ve ark.
2005).
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OXA : Oksasilini hidrolize edebilme yeteneklerinden dolay1 bu ismi almislardir.
P. aeruginosa’da ve birgcok Gram-negatif bakteride tespit edilmistir. En yaygin tipi
OXA-1’dir ve E. coli izolatlarinda %1-10 oraninda tespit edilmistir. OXA tipi GSBL
ilk olarak Ankara Hacettepe Universitesi Hastanesi’'nde P. aeruginosa susundan
izole edilmistir (Pitout ve ark. 2005, Peterson ve ark. 2005).

Plazmidlerce kodlanan PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiye’de nazokomiyal (hastane)
infeksiyonlardan elde edilen izolatlarda, P. aeruginosa ve Acinetobacter spp.
suslarindan bildirilmistir (Weldhagen ve ark. 2003).

1.5. GSBL Tam Yontemleri

GSBL tayini fenotipik ve genotipik olarak yapilabilmektedir. GSBL tayininde
fenotipik yontemler; fenotipik tarama testi ve dogrulama testi olarak iki kisimda

incelenmektedir (CLSI 2011).

1.5.1. GSBL Tarama Testleri: CLSI onerilerine gore; disk difiizyon veya
dilisyon yoOntemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya

sefpodoksime karst duyarliligin azaldiginin saptanmast halinde dogrulama testleri

uygulanir (CLSI 2002).

1.5.2. GSBL Dogrulama Testleri: Dogrulama testleri klavulanik asit ve
indikator sefalosporin ve/veya monobaktam arasindaki sinerjinin gosterilmesi
temeline dayanmaktadir. Siklikla kullanilan yontemler; (Giilay 2004)

1. Kombine disk sinerji yontemi
2. Cift disk sinerji yontemi

3. E-test yontemi

4. Mikrodiliisyon yontemi

5. Ug boyutlu test
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1.5.2.1. Kombine Disk Sinerji Yontemi:

Sefotaksim (30 pg) veya seftazidim (30 pg) disklerine 10 pg klavulanik asit
eklenir. McFarland 0.5 bulaniklifinda olacak sekilde hazirlanan bakteri
stispansiyonundan Mueller-Hinton Agar (MHA) plaklarina yayilir, {izerine
klavulanik asit igeren ve igermeyen sefotaksim ve seftazidim diskleri yerlestirilir. Bir
gece 35 °C’de inkiibasyondan sonra klavulanik asit iceren ve icermeyen disklerin
etrafindaki inhibisyon zonlar1 o6lgiilerek karsilastirilir. Kombinasyon diskleri
etrafindaki zon, klavulanik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla >5 mm

daha genigse izolat GSBL iiretimi agisindan pozitif kabul edilir (CLSI 2011).

1.5.2.2. Cift Disk Sinerji Yontemi:

McFarland 0.5 bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton
Agar (MHA) plagina yayilir. Plagin ortasina bir amoksisilin-Klavulanik asit diski
(AMC 20/10Mg) ile disk merkezleri arasindaki uzaklik 30 mm olacak sekilde
seftazidim (CAZ), seftriakson (CRO) veya sefotaksim (CTX), aztreonam (ATM)
veya sefpodoksim (POD) diskleri yerlestirilir. Bir gece 35 °C ’de inkiibasyondan
sonra sefalosporin veya aztreonam (ATM) etrafindaki inhibisyon zonunun
amoksisilin / klavulanik asit (AMC) diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin

tiremedigi bir sinerji alaninin bulunmas1 GSBL varligin1 gosterir (Giilay 2004).

1.5.2.3. E-Test Yontemi:

Kati besiyerinde difiizyon yoluyla MIK (minimum inhibitér konsantrasyon)
degerlerinin saptanmasina olanak saglayan yontemdir. Test stripleri bir ucunda
seftazidim, diger ucunda seftazidim ve klavulanik asit icerecek sekilde
hazirlanmistir. Disk diflizyon i¢in bildirilen standartlarda hazirlanan plaklarda
inkiibasyondan sonra, eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi deger MIiK degerini
vermektedir. Seftazidim ve seftazidim / klavulanik asit MIK degerleri birbirine

oranlandiginda MIK degerinde 8 kat fazla azalma olmas1 GSBL varligin1 gosterir.
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Benzer sekilde sefotaksim ve sefotaksim-klavulanik asit iceren E-test stripleri

de bulunmaktadir (Giilay 2004).

1.5.2.4. Mikrodilusyon Yontemi:

Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek basina hem de klavulanik asit
varliginda saptanir. Klavulanik asit varliginda MIK degerlerinde > 3 log, (8 kat)
azalma GSBL gostergesi olarak kabul edilir (Giilay 2004).

1.5.2.5. U¢ Boyutlu Test:

Test edilecek mikroorganizma 0.5 McFarland bulanikliina ayarlandiktan sonra
Mueller-Hinton Agar yiizeyine yayilir ve agarda bir yarik agilir. Yarigm igi test
edilecek mikroorganizmanin {retildigi sivi besiyeri ile doldurulur. Antibiyotik
diskleri bu yariktan 30 mm uzak olacak sekilde yerlestirilir. Yariga bakan tarafta,
disklerin etrafinda inhibisyon zonunda bozulma, daralma pozitif olarak

degerlendirilir.

Bunlarin disinda GSBL saptamada baz1 otomize sistemler kullanilmaktadir;
Vitek-2 (bioMerieux), Walk Away (Dade Behring) ve Phoneix (Becton Dickinson)
bunlar arasindadir (Giilay 2004).

19



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Diski Ornegi Alinan Atlar

Arastirma i¢in Ankara ilinde bulunan Konkur tesisinden engel atlama ve
Tirkiye Jokey Kuliibli (TJK) Ankara 75.Y1l Hipodrom’unda diiz yaris ati1 olarak
yetistirilen atlardan Mayis - Temmuz 2012 tarihleri arasinda digki 6rnekleri alindi.
Degisik 1rk, yas ve cinsiyetteki 100 attan rektal swab ve direkt diskidan swab ile

ornekler alind.

Konkur tesisindeki ¢gogunlugu Alman menseili West Falen, Holsteiner, Alman,
Hannoveraner, Zangersheide, Springdeere Oldenberg, Sachsen Anhaltiner ve Pony
k1 4-20 yas araligina sahip 31’1 disi, 32’°si erkek olmak iizere 63 attan, Tiirkiye
Jokey Kuliibii 75.Y1l Hipodromundaki Arap ve ingiliz irk1 2-6 yas aralifma sahip
21’1 erkek, 16°s1 disi olmak tizere 37 attan, toplam 100 diski 6rnegi alindi.

Omekler Cary-Blair transport medium (Oxoid) besiyeri iceren swablar ile
rektumdan ya da taze diskidan olmak tizere iki yolla alindi. Alinan 6rnekler +4°C’de

muhafaza edilerek soguk zincir altinda en kisa siirede laboratuvara getirildi.

Alman 100 6rnekten E. coli izolasyonu ve identifikasyonu yapildi. Yiiz attan
100 o6rnek alindi. Her ornekten bir izolat olmak {izere toplam 100 izolat ¢alisildi.
Izole ve identifiye edilen E. coli izolatlariin cesitli antibiyotiklere karsi
duyarliliklar1 Kirby-Bauer Disk Difiizyon metodu ile belirlendi. Orneklerden izole ve
identifiye edilen 100 E. coli izolatinda GSBL iiretimi fenotipik dogrulama testi ile

arastirildi.

Yetistirilis amaglar1 ve idman kosullarindan dolayr Orneklerin alindig
hipodrom atlarinda konkurdakilere gore daha sik infeksiyon goriilmekte ve ayni
zamanda koruma amacli daha sik antibiyotik kullanilmaktadir. Yogun kullanimi
olmamakla birlikte konkur tesisinden Ornek alinan atlarda son alti ay iginde

penisilin/streptomisin ve gentamisin kullanildig bildirilmistir.
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Hipodromdaki  atlarda  ise  tetrasiklin,  enroflaksasin,  gentamisin,
penisilin/streptomisin, trimetropim/sulfametaksazol, seftiofur sodyum’un sik

kullanilan antibiyotikler arasinda oldugu gézlemlenmistir.
2.2. izolasyon ve identifikasyon
2.2.1. Kullanilan Besiyerleri

E. coli izolatlarinin, izolasyon ve identifikasyonu i¢in Eozine Metilen Blue
Agar (EMB, Merc-Almanya), %5 Sheep Blood (Oxoid-ingiltere), Tryptic Soy Agar
(TSA, Merc-Almanya) ve Tripticase Soy Broth (TSB, Merc-Almanya) besi yerleri
kullanild1. Besi yerleri iiretici firmanin onerileri dogrultusunda hazirlandi. Hazirlanan
besi yerleri sterilite kontrolii icin bir gece 37°C’de bekletildikten sonra kullanilincaya

kadar + 4 °C‘de saklandx.

[zolatlarin  antibiyotik ~ direnglerinin ve GSBL iiretiminin  fenotipik
dogrulanmasi i¢in Kirby-Bauer Disk Difiizyon yontemi kullanildi. Bu amagla iiretici
firmanin onerileri dogrultusunda hazirlanan Mueller-Hinton Agar (Merc-Almanya)
15 cm c¢apindaki petrilere kalinligi 4mm olacak sekilde, Klinik Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) kriterlerine gore hazirlandi. Hazirlanan besi yerleri
sterilite kontrolii igin bir gece 37 °C’de bekletildikten sonra kullanilana kadar + 4 °C’
de saklandu.

Izole ve identifiye edilen izolatlarin muhafazasi igin %20 gliserol katilan

Mueller-Hinton Broth kullanildi.

2.2.2. E. coli izolasyonu

Bu amagla laboratuvara getirilen digki ornekleri hem 2 pg/ml sefotaksimli
EMB agarlara hem de sefotaksimsiz EMB (Eosine Metilen Blue) agarlara ekilerek
37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Ureyen koloniler morfolojik olarak incelendi.
EMB agarda metalik rofle (yesil renk) veren E. coli siipheli koloniler igne uglu 6ze
ile %5 Sheep Blue agara pasajlanarak saflastirildiktan sonra alinan bir koloni TSB’ye

(Tripticase Soy Broth) inokule edildi.
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Kanli agarda iireyen kolonilerin morfolojileri ve Gram boyanma o6zellikleri

degerlendirildi. Izole edilen etkenlerin identifikasyonu yapild.

4 =

Sekil 2.1: EMB agarda metalik rofle goriiniimii

2.2.3. identifikasyon

E. coli izolatlarin identifikasyonunda Gram boyanma 6zelligi, oksidaz, indol,
MR/VP, sitrat (IMVIC) gibi biyokimyasal testlerle konvansiyonel metotlar
kullanilarak yapildi. Kisaca IMViC (indol, metil red, voges proskauer, sitrat) olarak
isimlendirilen bu test sonuglari indol pozitif, metil red pozitif, voges proskauer
negatif, sitrat negatiftir. Gram-negatif ve oksidaz negatif sonuglar E. coli olarak

degerlendirildi.
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2.2.3.1. Oksidaz Testi

Bu test sitokrom oksidaz enziminin etkinliginin saptanmasi temeline dayanur.
Trypticase Soy Agar (TSA)’da lireyen 24 saatlik kolonilerden steril swab yardimiyla
alinip, temiz bir filtre kagidi iizerine siiriildii. Daha sonra filtre kagidi iizerindeki
bakteriye bir damla oksidaz soliisyonu %0.5’lik tetrametil-p-fenilendiamin
damlatildi. On-onbes saniye igerisinde kolonilerin koyu mor renge donlismemesi

oksidaz negatif olarak degerlendirildi.

Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa laboratuvar susu, negatif kontrol olarak
da E. coli ATCC 25922 susu kullanild1 (Koneman 1997).

Sekil 2.2: Pozitif kontrol ile oksidaz testi.

2.2.3.2. indol Testi

Mikroorganizmalarin triptofan1 ayristirarak indol meydana getirebilme
yeteneginin belirlenmesi esasina dayanan test i¢in, Kovaks ayiract (Saf amil ya da
isoamil alkol 150 ml, P- Dimetilaminobenzaldehit 10 g, HCI konsantre 50 ml)
kullanildi.
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Bu Test, prospektiisiine uygun olarak TSB (Tripticase Soy Broth) Tiiplerde
boliinerek hazirlandi ve steril edildi. Tiipte hazirlanan steril TSB’lere taze E. coli
kiiltirlerinden ekimler yapilarak 35-37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Tiplere 100 pl
kovaks aywract tiip kenarndan ilave edilerek triptofanin triptofanaz enzimi ile
ayristirilarak indol meydana getirme yetenegi belirlendi. Tiipiin iistiinde kirmizi renk
olusumu indol pozitif olarak degerlendirildi. Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC
25922 susu, negatif kontrol olarak K. pneumoniae kullanildi (Bilgehan 2002).

2.2.3.3.Voges-Proskauer deneyi (Asetoin testi)

MR/VP (Clark-Labs Oxoid) besi yerine (polipepton 7 g, glukoz 5 g, K;HPO,
5 g, saf su ile 1000 mI’ye tamamlanarak pH: 6,9) ekimi yapilan izolatlar 35-37°C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiir siispansiyonun (1ml) iizerine énce
0.6 ml %5°1ik alfa naftol ayiracindan ve hemen arkasindan 0.2 ml KOH (10 g KOH,
100 ml distle su) ayiracindan damlatildi. Besi yerinin hava ile temas etmesi i¢in
calkaland1 ve dik olarak 10- 15 dakika bekletildi. Bu siire sonunda kirmizi rengin
olugmasi glikozun fermente edilerek asetoin olusturdugu seklinde degerlendirildi.
Voges Proskauer testinde negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu, pozitif

kontrol olarak K. pneumoniae susu kullanildi (Bilgehan 2002).

2.2.3.4.Metil Red Testi

Glikozun fermentatif metabolize olmas1 sonucu besi yerinde organik asitlerin
meydana geldigini ve pH nin diistiigiinii ortaya koymak icin yapilan bu testte MR/VP
besi yerine ekimi yapilan izolatlar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra 5-6 damla metil red ayiract (Metilen kirmizis1 0.050 ml, etil alkol 150 ml, saf
su 100 ml) damlatilarak glikozun fermantasyonu sonucunda organik asitlerin
olusumu ile pH’nin degisimi gozlendi. pH nin diigmesi kirmiz1 halka olusumunu ve
testin pozitifligini gosterdi. Pozitif kontrol olarak E .coli ATCC 25922 susu, negatif
kontrol olarak K. pneumoni susu kullanildi (Arda 1999).
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2.2.2.5. Sitrat Testi

Sitratlar1 tek karbon kaynagi olarak kullanma yetenegindeki bakterilerin
incelenmesinde kullanilan bu test i¢in Simmons Citrate (Merck-Almanya) besi yeri
kullanildi ve besi yeri ticari firmanin Onerileri dogrultusunda hazirlandi.
Otoklovlanan besi yerleri tiiplerde yatik olarak katilastirildi. Igne uglu bir oze
yardimiyla EMB agardaki 24 saatlik taze ve saf bakteri kiiltiirlerinden alindi. Yatik
Simmons Citrate besiyerine ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Sitrati
kullanan bakteriler besiyerinde mavi renk olusturur. Renk degisiminin olmamasi test
sonucunun negatif oldugunu gosterdi. Negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922
susu, pozitif kontrol S. aureus susu kullanild1 (Bilgehan 2002).

Sekil 2.3: IMVIC testleri
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2.3. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

izole edilen E. coli izolatlarinin direng profilleri Kirby-Bauer Disk Difiizyon
metodu ile CLSI standartlarina gore yapildi ve degerlendirildi. Bakteri
kolonilerinden bir iki koloni 6ze yardimiyla alinarak steril 2 ml fizyolojik su iceren
tiplerde McFarland cihazi (Biosan McFarland densitometre DEN-1) ile 0.5
McFarland bulanikligima ayarlandi. McFarland 0.5 bulanikligindaki bakteri
stispansiyonundan steril swab yardimiyla, Mueller-Hinton Agar besi yerinin

yiizeyine uygun sekilde yayildi.

Ampisilin -~ (AM:10ug), amoksisilin/klavulanik  asit  (AMC:20+10ug),
sefoksitin (FOX:30ug), seftazidin (CTX:30ug), sefotaksim (CAZ:30ug), gentamisin
(GM:10ug), aztreonam (ATM:30ug), imipenem (IPM:10ug), amikasin (AN:30ug),
tobramisin  (NN:10ug), streptomisin  (S:10ug), nalidiksik asit (NA:30ug),
siprofloksasin ~ (CIP:5ug), trimetropim/sulfametaksazol  (SXT:12.5+23.75ug),
tetrasiklin (TE:30ug), kloramfenikol (C:30ug) antibiyotiklerinin diskleri (Oxoid) her
bir ornek i¢in 4 agar kullanilmak {iizere Mueller-Hinton agar yilizeyine CLSI
standartlarina uygun olarak yerlestirildi. Plaklar ters ¢evrilerek 35°C’de bir gece

inkiibasyona birakild.

Inkiibasyondan sonra antibiyotik disklerinin gevresinde olusan zonlar cetvel
ile olgiildii. Olgiim yapilirken zon kenarmdaki ince iiremeler de dikkate alindi. Zon
caplar1 Klinik Laboratuar Standartlar Enstitiisii’niin (Clinical Laboratory Standart
Institue / CLSI) standart sinir degerleri dikkate alinarak yorumlandi. Test Kalite
kontrolii olarak E .coli ATCC 25922 susu kullanildi.

26



Sekil 2.4: GSBL iiretiminin belirlenmesi i¢in fenotipik tarama ve dogrulama testi

Tiim izolatlara CLSI kriterlerine gore fenotipik tarama ve dogrulama testi igin
‘Kirby-Bauer Disk Difiizyon Metodu’ kullanildi. E. coli suslarinda GSBL taramasi
amaciyla yapilan duyarlilik testlerinde sefotaksim zon ¢apt < 27 mm ve/veya
seftazidim zon ¢ap1 < 22 mm bulunanlar dahil, tiim suslarda fenotipik dogrulama
testi gergeklestirildi. Bunun igin seftazidim (CTX:30ug), sefotaksim (CAZ:30ug),
seftazidim/klavulanik  asit (CTX/CLA:30/10ng), sefotaksim/klavulanik  asit
(CAZ/CLA:30/10pg) antibiyotik diskleri kullanildi (Bauer ve ark. 1996, CLSI 2007).

FTS (fizyolojik tuzlu su)’de McFarland 0.5 bulanikligina gore ayarlanan
bakteri siispansiyonu, Mueller-Hinton agar (Oxoid) iizerine yayildi. CLSI’nin
Onerdigi dort antibiyotik uygun araliklarla yerlestirildi. Plaklar ters cevrilerek
35°C’de bir gece inkiibasyona birakild1. Inkiibasyondan sonra antibiyotik disklerinin

¢evresinde olusan zonlar cetvel ile Ol¢tildii.
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CLSI'nin kriterleri dogrultusunda klavulanik asit igeren diskin inhibisyon
zonunun diger diskin inhibisyon zonundan 5 mm veya daha biiyiik olmast GSBL

varhig: yoniinde yorumlandi.

Sekil 2.5: Fenotipik dogrulama testi

Sekil 2.6: Fenotipik dogrulama testi
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2.4. istatiksel Analiz

Hipodrom ve konkur atlarindan izole edilen E. coli izolatlarinin antibiyotiklere
diren¢ oranlart arasindaki farkin 6nem analizi ki-kare (y?) testi ile yapildi, n sayisi

5’den az olan gruplarda karsilastirmada Fisher ki-kare (y?) testi kullanildi.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada Ankara ili’nde bulunan Konkur tesisindeki atlardan 63’iliniin ve
Tirkiye Jokey Kuliibii (TJK) Ankara 75.Y1l Hipodrom’undaki atlardan 37’sinin digki
orneginden, her attan bir 6rnek, her 6rnekten de bir izolat olmak tizere toplam 100 E.

coli izole ve identifiye edildi.
3.1. Antimikrobiyal flaclara Diren¢ Sonuglar

Calismada konkur tesisindeki atlardan izole edilen 63 adet E. coli izolatinin
direng yiizdeleri sirasiyla tetrasikline %20.6 (13), streptomisine  %9.5 (6),
trimetorpim/sulfametaksazole %9.5 (6), amoksisilin/klavulanik asite %3.6 (2),
sefoksitine %3.6 (2) ve en diisiikk ampisiline %1.6 (1) ile kloramfenikole %1.6 (1)
olarak bulunmus olup, seftazidim, sefotaksim, gentamisin, aztreonam, imipenem,

amikasin, tobramisin, nalidiksik asit ve siprofiloksasine karsi diren¢ saptanmadi

(Cizelge 1).

Hipodromdaki atlardan izole edilen 37 adet E. coli izolatinin antibiyotik direng
yiizdeleri sirasiyla tetrasikline %81.1 (30), streptomisine %62.1 (23) ampisiline
%48.6 (18), trimetropim/sulfametaksazola %45.9 (17), aztreonama %35.1 (13),
gentamisine %32.4 (12), nalidiksik asite %32.4 (12), seftazidime %29.7 (11),
tobramisine %29.7 (11), amoksisilin/klavulanik asite %27.0 (10), amikasine %27.0
(10), siprofiloksasine %27.0 (10), imipeneme %?24.3 (9) kloramfenikole %21.6 (8),
sefataksime %18.9 (7) ve en diisiik direng sefoksitine %13.5 (5) kars1 tespit edildi.

Hipodrom ve Konkur atlarindan izole edilen E. coli izolatlarinin antibiyotik

direng farklari istatistiki olarak énemli (p<0.001) bulundu (Cizelge 3.3).
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Toplam 100 attan izole edilen E. coli izolatlarinin tetrasikline, streptomisine

trimetropim/sulfametaksazole, ampisiline, aztreonama, amoksisilin/klavulanik asite,

gentamisine, nalidiksik asite, seftazidime, tobramisine, amikasine, siprofiloksasine,

imipeneme, kloramfenikole ve en diisiik direng olarak da sefoksitin ile sefotaksime
direng oranlar sirasiyla; %43(43), %29(29), %23(23), %19(19), %13(13), %12(12),
%12(12), %12(12), %11(11), %11(11), %10(10), %10(10), %9(9), %9(9), %7(7),
7%(7) olarak bulundu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: Tiim izolatlarin antibiyotiklere duyarlilik oranlari

Konkur (n=63) Hipodrom (n=37) TOPLAM (n=100)
Antibiyotik | Direngli | Orta | Duyarh | Direngli | Orta | Duyarh | Direncli | Orta | Duyarh
adi Say1 Direncli Say1 Say1 Direngcli Say1 Say1 Direncli Say1
n(%) Say1 n(%) n(%o) Say1 n(%o) n(%o) Say1 n(%o)
n(%o) n(%o) n(%o)
AM 1(1.6) 1(1.6) 61(96.8) | 18(48.6) | 3(8.1) 16(43.2) | 19(19.0) | 4(4.0) 77(77.0)
AMC 2(3.2) 1(1.6) 60(95.2) | 10(27.0) | 5(13.5) | 12(32.4) | 12(12.0) | 6(6.0) 72(72.0)
FOX 2(3.2) - 61(96.8) | 5(13.5) | 2(5.4) 30(81.1) | 7(7.0) 2(2.0) 91(91.0)
CTX - - 63(100) | 11(29.7) | 1(2.7) 15(40.5) | 11(11.0) | 1(1.0) 88(88.0)
CAZ - - 63(100) | 7(18.9) | 4(10.8) | 26(70.2) | 7(7.0) 4(4.0) 89(89.0)
GM - - 63(100) | 12(32.4) - 25(67.5) | 12(12.0) - 88(88.0)
ATM - - 63(100) | 13(35.1) - 24(64.8) | 13(13.0) - 87(87.0)
IPM - - 63(100) | 9(24.3) - 28(75.6) | 9(9.0) - 91(91.0)
AN - - 63(100) | 10(27.0) - 27(72.9) | 10(10.0) - 90(90.0)
NN - - 63(100) | 11(29.7) - 26(70.2) | 11(11.0) - 89(89.0)
S 6(9.5) 2(3.2) 55(87.3) | 23(62.1) | 2(5.4) 12(32.4) | 29(29.0) | 4(4.0) 67(67.0)
NA - 1(1.6) 62(98.4) | 12(32.4) | 2(5.4) 23(62.1) | 12(12.0) | 3(3.0) 85(85.0)
CIP - - 63(100) | 10(27.0) | 2(5.4) 25(67.5) | 10(10.0) | 2(2.0) 88(88.0)
SXT 6(9.5) - 57(90.4) | 17(45.9) - 10(27.0) | 23(23.0) - 67(67.0)
TE 13(20.6) | 22(35.0) | 28(44.4) | 30(81.1) | 4(10.8) | 3(8.1) 43(43.0) | 26(26.0) | 31(31.0)
C 1(1.6) - 62(98.4) | 8(21.6) | 6(16.2) | 23(62.1) | 9(9.0) 6(6.0) 85(85.0)
AM:Ampisilin, AMC:Amoksisilin/Klavulanik asit, FOX:Sefoksitin, CTX:Seftazidim,

CAZ:Sefotaksim,
NN:Tobramisin,
SXT:Trimetropim/Sulfametaksazol, TE:Tetrasiklin, C:Kloramfenikol,

S:Streptomisin,
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GM:Gentamisin, ATM:Aztreonam, IPM:imipenem, AN:Amikasin,
NA:Nalidiksik asit,

CIP:Siprofiloksasin,

- 1 0(0.0)




Toplam 100 E. coli izolat1 arasinda ¢alisilan tiim antibiyotiklere duyarlilik orani
%22 (22) olarak tesbit edildi, bunlardan %31.7 (20)’si konkurdan, %5.4 (2)’i
hipodromdan elde edildi. Incelenen tiim antibiyotiklere direncli bir adet sus bulundu

ve bu izolat fenotipik dogrulama testinde GSBL pozitif olarak belirlendi.

Konkur atlarindan izole edilen 63 izolatin % 33.3 (21)’ii en az bir antibiyotige
direncli olarak belirlenirken %9.5 (6)’inde ¢cogul direng (en az iki antibiyotige veya
daha fazlasmna direng) belirlendi. Ug antibiyotige diren¢ oram1 %3.2 (2), dort
antibiyotige %3.2 (2) ve bes antibiyotige direng oran1 %1.6 (1) olarak belirlendi.

Hipodromdan elde edilen 37 izolatin %89.1 (33)’i en az bir antibiyotige
direncli olarak belirlenirken %72.9 (27)’unda cogul direng tespit edildi. Ug
antibiyotige diren¢ orant %56.7 (21), dort antibiyotige %51.3 (19), bes antibiyotige
%43.2 (16), alt1 antibiyotige %40.5 (15), yedi antibiyotige %32.4 (12), sekiz ve
dokuz antibiyotige %29.7 (11), on antibiyotige %27.02 (10), on bir antibiyotige
%24.3(9), on iki antibiyotige 21.6 (8), on ii¢ antibiyotige %16.2 (6), on dort
antibiyotige %13.5 (5), on bes antibiyotige %2.7 (1), on alt1 antibiyotige yani tiim
antibiyotiklere direng oran1 %2.7 (1) olarak bulundu.

Calismada elde edilen toplam 100 izolatin %54 (54)’i en az bir antibiyotige
direngli olarak belirlenirken, ¢ogul direng¢ orani ise (iki veya daha fazla antibiyotige)

ise %33 (33) olarak tespit edildi.

3.2. Fenotipik GSBL Tarama Sonugclar:

Atlardan izole edilen 100 E. coli izolatininin 6’sinda GSBL iiretimi fenotipik
dogrulama testi ile belirlendi. GSBL pozitif olan 6 izolatta en az bir antibiyotige

direng oran1 %100 (6) ve ¢cogul direng orani da %100 (6) olarak belirlendi.

GSBL pozitif olarak belirlenen 6 izolat hipodromdaki atlardan izole edildi.
Hipodrom atlarinda GSBL iiretimi %16.2 (6) olarak belirlendi. Toplam 100 attaki
GSBL prevalanst %6 (6) olarak tespit edildi.
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GSBL pozitif suslarda, pek ¢ok antibiyotik i¢in de diren¢ oranlari, GSBL
negatif suslardan yiiksek bulundu. GSBL pozitif suslarin ¢ogul direngli oldugu
gorildii (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2: Atlardan izole edilen GSBL pozitif E. coli izolatlarinin izole edildigi atlar ve
antibiyotik direng profilleri

Atlar/ Direncli Antibiyotikler D.Antibiyotik
Yas Sayisi

Ingiliz 3) | AM,ATM,S,SXT,TE,CTX 6

Arap (4) | AM,AMC,FOX,GM,ATM,IPM,AN,NN,S,CIP,TE,CTX, 13
CAZ

Arap (6) | AM,GM,ATM,NN,NA,CIP,SXT,TE,CTX,CAZ 10

Arap (5) | AM,FOX,GM,ATM,NN,S,NA,CIP,SXT,TE,CTX,CAZ 12

Arap (4) | AM,AMC,FOX,GM,ATM,IPM,AN,NN,S,NA,CIP,SXT,TE, 16
C,CTX,CAZ

Ingiliz (3) | AM,AMC,GM,ATM,NN,S,SXT,TE,C,CTX 10
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3.3. istatiksel Analiz Sonucu

Cizelge 3.3: E. coli izolatlarindaki antibiyotik direncinin kargilagtirmasi

Konkur (n=63) Hipodrom (n=37) P
Antibiyotik ad1 Direncli Direncli
Say1 Say1
n(%o) n(%o)
AM 1! 18
(1.58)2 (48.6) ekl
AMC 2 10
(3.17) (27.02) flolal
FOX 2 5
(3.17) (13.5) ekl
CTX 0 11
(0.0) (29.7) flolal
CAZ 0 7
(0.0) (18.9) ekl
GM 0 12
(0.0) (32.4) flolal
ATM 0 13
(0.0) (35.1) ekl
IPM 0 9
(0.0) (24.3) flolal
AN 0 10
(0.0) (27.02) Fxk
NN 0 11
(0.0) (29.7) ol
S 6 23
(9.5) (62.1) Fxk
NA 0 12
(0.0) (32.4) Fxk
CIP 0 10
0(0.0) (27.02) flolal
SXT 6 17
(9.5) (45.9) ekl
TE 13 30
(20.6) (81.1) flolal
C 1 8
(1.58) (21.6) Fkk

Direncli sus sayisi :1 . Yiizde:2

*** 1 P<0.001

Arastirmada hipodrom ve konkur atlarindan izole edilen E. coli izolatlarinda
antibiyotiklere diren¢ bakimindan gruplar aras1 karsilastirmalarda Ki-kare testi;

n sayist 5’ten az olan gruplarin karsilagtirmalarin da ise Fisher'in Ki-Kare testi

kullanilmastir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotigin kesfedilmesinden bu yana gerek insan ve gerek Veteriner
Hekimlik alaninda pek c¢ok bakteriyel infeksiyonun tedavisinde basarilar elde
edilmistir. Ancak antibiyotigin kullanima girmesi antimikrobiyal diren¢ sorununu da
beraberinde getirmistir. Antimikrobiyal direng, son yillarda Veteriner Hekimlik ve
Tip alaninda iilkemizde ve diinyada 6nemli bir sorun haline gelmistir (Avorn ve ark.

2001, Quinn ve ark. 2011).

Antibiyotiklere karsi artan direng sorunu tiim diinyay1 tehdit eder durumdadir.
Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getiren beta-laktamaz enzim
iretimi, basta Enterobacteriaceae iiyeleri olmak iizere bir¢ok bakteri tiiriiniin en

onemli diren¢ mekanizmalarindan biridir (Akg¢am ve ark. 2004).

Calismada direkt antibiyotik kullanimi ile ilgili olmasa da farkli yetistirme
gruplarindan &rnekler alindi. Iki farkli gruptan izole edilen E. coli izolatlarinda
antibiyotik diren¢ oranlar1 farkli belirlendi. Daha sik antibiyotik kullanilan hipodrom
atlarinda antibiyotik diren¢ oranlar1 % 13.5-81.1 (sefoksitin-tetrasiklin) arasinda
belirlenirken, daha az antibiyotik kullanilan konkur grubunda bu oran %1.6-20.6

(ampisilin-tetrasiklin) olarak belirlendi.

Cesitli tilkelerde farkli hayvan tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda degisik oranlarda
GSBL iireten E. coli bildirilmistir; Dunowska ve ark. (2006)’nin USA’da antibiyotik
tedavisi yapilmis (68), antibiyotik kullanilmamig (63) ve saglikli atlardan (85) izole
ettikleri 724 E. coli izolatinnn, Ahmed ve ark. (2010)’nin Ingiltere’de at
hastanesinden (66), kiralik ahirlardan (72) izole ettikleri 296 E.coli izolatinin, John’s
ve ark. (2012)’nin antibiyotik ile tedavi edilmis hospitalize (56), hospitalize
edilmeyen (14) ve tedavi edilmeyen kontrol ati (10) olarak kullandiklar1 atlardan
izole ettikleri 228 E.coli izolatinin antibiyotiklere direnglerini arastirmiglardir.
Antibiyotik kullanim1 farkli olan gruplarda antibiyotik direncinin de farkli oldugunu
belirtmislerdir. Arastiricilarin sonuglari ile bu ¢alismada bulunan sonuglar uyumluluk

gostermektedir.
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Bu ¢alismada da farkli gruplarda farkli oranlarda antibiyotik direnci belirlendi.
Bu farkliligin kesin olmamakla birlikte antibiyotik kullanim sikligr ile ilgili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Dolejska ve ark. (2011)’de Cek Cumhuriyeti’nde at klinigi ve binicilik
merkezinde yaptiklar1 ¢alismada; GSBL prevalansini, at kliniginden elde ettikleri E.
coli izolatlarinda (antibiyotik ile tedavi edilen atlarda), binicilik merkezinden elde
edilen E. coli izolatlarina gore onemli derecede yiiksek bulmuslardir. Bu ¢alismada
da benzer sekilde antibiyotik direncinin yiiksek belirlendigi hipodrom atlarinda
GSBL belirlenirken, antibiyotik diren¢ oranlarmmin disiik oldugu binicilik

merkezindeki konkur atlarinda GSBL belirlenmedi.

Amerika’da 2004 yilinda Ulusal Tan1 Laboratuvarinin antimikrobiyal direng
izleme ¢aligmalar1 sonucu, atlardan elde edilen E. coli izolatlarinda direng prevalansi
en yiiksek tetrasiklin (%44.4), sulfametaksazol (%44.4), streptomisin (%40.7) ve
gentamisin (%37.0) oraninda bulunmustur (USDA 2005). Bu c¢alisma sonucunda da
en yiksek antibiyotik direnci hem konkur (%20.6) hem hipodrom da (%81.1)

tetrasikline kars1 belirlendi.

Bu ¢alismada atlardan elde ettigimiz E. coli izolatlarinda antimikrobiyal direng
oranlar1 en  yiksek %43 tetrasiklin, %29 streptomisin, %23

trimetropim/sulfametaksazol ve %19 ampisilin olarak siralanmistir.

GSBL iireten E. coli izolatlarinin ¢iftlik hayvanlarindan izole edilmesi ile ilgili
¢ok sayida galisma yapilmaktadir. Ulkemizde bu konuda ¢ok az sayida ¢alisma
mevcuttur, Aksoy ve ark. (2005)’de sigir digkisindan elde ettikleri E. coli
izolatlarinda yaptiklar1 ¢aligmada GSBL pozitiflik saptamamislardir. Ding¢ ve ark.
(2012)’de mastitisli sigirlardan izole edilen E. coli izolatlarinda hi¢ GSBL pozitiflik

saptamamislardir.
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Yurt disinda Overderest ve ark. (2011)’de Hollanda’da tavuk etlerinden izole
ettikleri E. coli suslarinda % 79.8, Dolejska ve ark. (2011)’de Cek Cumbhuriyeti’'nde
sigirlardan izole edilen E.coli izolatlarinda %1-39 (meme i¢i sefalosporin kullanilan
ciftlik — kullanilmayan ¢iftlik), O’Keefe ve ark. (2010)’nin USA’da kedi ve kopekten
izole edilen E. coli izolatlarinda %4 (6/150), Girlich ve ark. (2007)’de Fransa’da 7
farkli bolgedeki 10 kesimhaneye getirilen saglikli kiimes hayvanlarinin digki ve
kloakal swablarindan izole ettikleri E. coli izolatlarinda %10.7 (12/112), Huber ve
ark.(2010)’da Isvigre’de kedi ve kopek iiriner sisteminden izole ettikleri E. coli
izolatlarinda ise %7.4 (8/107), oraninda GSBL pozitif E. coli bildirmislerdir.

Yurt diginda, atlarda GSBL pozitif E. coli oran1 %3 (John’s ve ark. 2012) -
%32 (Dolejska ve ark. 2011) olarak belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasi
sonucuna gore, bu tez calismasi Tiirkiye’de atlarin fekal florasindan izole edilen
E.coli’lerde GSBL {iretiminin arastirildigi ilk c¢alismadir. Arastirilan izolatlarin
%6’s1nda fenotipik olarak GSBL varlig1 belirlendi.

John’s ve ark. (2012)’de at diskilarindan elde ettikleri E. coli izolatlarinda en az
bir antibiyotige direngli E. coli izolatin1 %32 (73/228), iki antibiyotige %12 (27/228),
ic antibiyotige %4 (9/228) oraninda belirlerlerken, calismada elde edilen toplam 100
izolatin %54 (54)’1 en az bir antibiyotige direncli olarak belirlendi. Cogul direng
orani (iki veya daha fazla antibiyotige) ise %33 (33), {i¢ antibiyotige diren¢ %23 (23)
olarak tespit edildi.

Bu calismada Yaris ati ve Konkur ati olarak degerlendirilen atlarin diski
orneklerinden izole edilen E. coli suslarinin ¢esitli antibiyotiklere direng durumlarini
belirlemek ve GSBL varligini arastirmak amaglanmistir. Bu amagla elde edilen 100
E. coli ( konkur: 63, hipodrom: 37) izolatinin 16 antibiyotige kars1 duyarliliklari ile
birlikte Disk Difiizyon yonteminden yaralanarak GSBL varligi fenotipik olarak
analiz edildi. Hipodrom grubu ve Konkur grubu arasinda antibiyotik direng

prevalansi karsilastirildi.
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Yurt disinda pek ¢ok iilkede bu konuda ¢ok sayida ¢alismanin mevcut olmasina
ragmen llkemizde at kokenli izolatlardaki GSBL enzim varligin1 arastiran bir
calismaya yaptigimiz literatlir taramasinda ulasilamamistir. Atlarin florasindaki
antibiyotik diren¢li E. coli izolatlarin varlhigi, direng genlerinin ekosisteme
karismasi dolayist ile hayvan ve insan saghign agisindan 6nemlidir. Ulkemizde bu
konuda kapsamli caligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica hayvan kokenli
izolatlardaki antibiyotik diren¢ durumunu fenotipik ve genotipik olarak belirleyecek
¢ok merkezli ulusal siirveyans programlarinin olusturulmasi ile antibiyotik direncini

Onleme stratejileri gelistirilmelidir.
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