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OZET

PERAKENDE OLARAK SATISA SUNULAN KANATLI ETLERINDE GSpL,
AMP-C ve KARBAPENEMAZ URETEN E. COLI SUSLARININ
ANTIMIKROBIYAL DIRENCININ MIC, KLASIK PCR ve LAMP PCR
ANALIZLER] ILE ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Sibel KIZIL
Ocak 2022, 55 sayfa

Kanatli hayvanlarin yetistirilmesi esnasinda goriilen bazi bakteriyel
enfeksiyonlar1 baskilamak amaciyla kullanilan antimikrobiyal ajanlar; yogun bir
sekilde ve bilingsizce kullanildiginda kanatli hayvanlarda da antibiyotiklere karsi
direng olusturmaktadir. Kanatlilarda, E. coli normal bagirsak florasinda mevcut olup,

floranin bozulmasi sonucu ¢esitli enfeksiyonlar neden olmaktadir.

Bu calismada; marketlerde satilan farkli markalara ait tavuk gogiis etlerinden
izole edilen GSBL, Amp-c ve Karbapenemaz iireten E.coli suslarinin antibiyotik
direng 6zelliklerinin disk difiizyon ve E test (MIC) ile belirlenmis; antibiyotik direng
genlerinin ise Klasik PCR ve LAMP PCR metotlariyla belirlenmesi hedeflenmistir.
Bu kapsamda alinan 100 adet tavuk gogiis etinin (fileto), 7 tanesinden E.coli suslari
izole edilmis ve hizli idendifikasyon sistemi (BBL Crystal) ile dogrulanmistir.
Izolatlarin disk difiizyon test sonuclart EUCAST ve CLSI’a gére degerlendirilmis ve
tetrasikline  %2100; ampisilin, ciprofloksasin, sefoksitin, nalidiksik asit,
oksitetrasikline  %85; seftazidime %57, kloramfenikole %71, trimethoprim/

sulfomeametoksazol, sefotaksime %@42; gentamisine %14 oraninda direnglilik

iv



goriilmistiir. Ayrica izolatlarin hepsi (%100) meropeneme duyarli bulunmustur.
Izolatlarin E-Test (MIC) sonuglari EUCAST, CLSI ve EURL-AR’a gbre
degerlendirilmis ve 1 adet izolatta GSPL, 4 adet izolatta ise Amp-Cc aktivitesi
saptanmistir. Karbapenemaz aktivitesi izolatlarin higbirinde saptanmamuistir.
Antibiyotik diren¢ genlerinin tespiti igin DNA’lar izole edildikten sonra Klasik PCR
ve LAMP PCR testleri yapilmistir. Klasik PCR i¢in uygun primerler ile ¢aligiimus;
elektroforezde olusan bantlar degerlendirilmistir. LAMP PCR metodunda ise uygun
primerlerle hazirlanmis ekstraksiyonlar izotermal sartlarda (65°C), yaklasik 40
dakika uygulanmis olup, elektroforezde yiiriitiilerek sonuglar elde edilmistir. Klasik
PCR sonuglarina gore, izolatlarin hepsinde GSPL aktivitesi tespit edilmis olup;
sirastyla en ¢ok CTXM-1 (%71) ve SHV1 (%71), OXA-1 (%42,8), CTXM-9
(%28,5) ve TEM (%14,2) saptanmistir. Piyasadan toplanan kanatl etlerinden izole
edilen E. coli’lerin GSBL, Amp-c ve karbapenemaz genleri yoniinden risk teskil
edebilecegi ve bu konu ile ilgili olarak siirekli izlenmesi gerektigi sonucuna

varilmstir.

Anahtar Kelimer: Antimikrobiyal direng, E. coli, E-test, PCR, GSBL, Amp-c,
Karbapenemaz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ESBL, AMP-C, CARBAPENEMASE-PRODUCING
E. COLI STRAINS ANTIMICROBIAL RESISTANCE PROPERTIES ISOLATED
FROM CHICKEN MEAT IN RETAIL BY MIC, PCR AND LAMP ANALYSIS

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology, Master Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Sibel KIZIL
January 2022, 55 pages

Antimicrobial agents used to suppress some bacterial infections during the rearing of
poultry; When used intensively and unconsciously, it also creates resistance to
antibiotics in poultry. In poultry, E. coli is present in the normal intestinal flora and
causes various infections as a result of the deterioration of the flora. In this study;
The antibiotic resistance properties of ESBL, Amp-c, Carbapenemase producing
E.coli strains isolated from chicken breast meat of different brands sold in the
markets were determined by disk diffusion and E test (MIC); It is aimed to determine
antibiotic resistance genes by Classical PCR and Lamp PCR methods. In this
context, E. coli strains were isolated from 7 of 100 chicken breast meat (fillets) and
verified by rapid identification system (BBL Crystal). Disk diffusion test results of
the isolates were evaluated according to EUCAST and CLSI, 100% to tetracycline;
ampicillin, ciprofloxacin, cefoxitin, nalidixic acid, oxytetracycline 85%; ceftazidime
57%, chloramphenicol 71%, trimethoprim/ sulfomeamethoxazole, cefotaxime 42%;
14% resistance to gentamicin was observed.In addition all isolates (%100) were
susceptable to meropenem. E-Test (MIC) test results of the isolates were evaluated
according to EUCAST, CLSI ve EURL-AR and ESBL activity was found in 1
isolates and Amp-c activity was detected in 4 isolates. Carbapenemase activity was

not detected in any of the isolates. Classical PCR and LAMP PCR tests were
Vi



performed after the DNAs were isolated for the detection of antibiotic resistance
genes. Worked with primers suitable for classical PCR. In the LAMP PCR method,
the extractions prepared with suitable primers were applied in isothermal conditions
(65 °C) for approximately 40 minutes, and then the same results were obtained by
conducting electrophoresis again. It has been concluded that E. coli isolated from
poultry meat collected from the market may pose a risk in terms of ESBL, Amp-c,
and carbapemase genes continuous monitoring is required in this regard.

Key Words: Antimicrobial Resistance, E. coli, E-test, PCR, ESBL, Amp-
¢, Carbapenemaz,.
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1. GIRIS

Saglikli ve dengeli beslenme; hayvansal ve bitkisel kokenli tim gida
maddelerinin yeterli ve dengeli miktarda tiiketilmesiyle miimkiin olur. Tiim diinyada
ve llkemizde tavuk eti, hayvansal gidalar icerisinde Oncelikle tercih edilen besin
maddesidir. Tavuk eti, besin degeri agisindan diger et ¢esitlerine gore protein degeri
yiiksek, yag miktar1 az ve kalorisi diisiik oldugu i¢in daha ¢ok tercih edilmektedir
(Elitok ve Bingiiler, 2018).

Tim hayvanlar biiylime ve yetistirme asamasinda enfeksiyon etkenleriyle
karsilasmakta olup, kanatli hayvan yetistiriciliginde de bu durum mevcuttur. Kanatli
etinde enfeksiyon etkeni ile kontaminasyon yetistirme doneminde olusabilecegi
gibi kesim sonrasinda isleme, pigirme gibi tiikketime yonelik hazirlama sirasinda
kullanilan arag, gere¢ ve materyaller aracilifiyla c¢apraz kontaminasyonla da

gerceklesebilmektedir (Barton, Pratt ve Hert, 2003).

E. coli ise kanath yetistiriciliginde sik rastlanan enfeksiyonlardan biridir. E.
coli enfeksiyonu ‘Kolibasillozis’ olarak adlandirilmakta olup; kanatli hayvanlarin
timiinde yetistirme siirecinde ve her yas grubunda yaygin olarak gbzlenmektedir
(Nolan, Barnes, Abdul-Aziz ve Louge, 2013). Kanatli hayvanlarda E. coli
koliseptisemi, hemorajik septisemi, koligraniiloma, hava kesesi yangisi,
koligraniiloma, siskin bas sendromu, enterit gibi gesitli hastaliklara sebep olmaktadir
(Buyukcangaz, Logue, Barbieri ve Nolan, 2019). Diger canlilarda oldugu gibi kanatli
hayvanlarda ortaya ¢ikan bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde de antimikrobiyal
ajanlar kullanilmaktadir. Antimikrobiyal ajanlarin canlilar ve tiikketime yonelik
iretilen hayvanlarda kullanimi, beraberinde antimikrobiyal direncin ve direngli
suslarin ortaya c¢ikmasimi tetiklemektedir (Zhao vd., 2005). Ayrica tavuk etinde,
canliyken yetistirme doneminde meydana gelen enfeksiyon etkenine karsi olusan
bakteriyel direng, tiiketim yoluyla insanlara da aktarilabilmektedir (Gongora, 2017).

Diinya Saghk Orgiitii, antibiyotiklerin insanlar haricinde diger canlilarda



kullaniminin, insanlarda da diren¢ mekanizmasi olusturdugunu bildirmistir (Diinya
Saglik Orgiitii, 2016). Asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullanim1 hem insanlarda hem de
hayvanlarda antimikrobiyal direnci meydana getirmektedir. Antimikrobiyal direng,
hayvan ve tedaviyi lstlenen hekim acisindan olumsuz sonuglar olusturmaktadir
(Ozpmar vd., 2017). Bunlardan en &nemlisi ise tedavi maliyetini artirmasi ve
tedavide basar1 saglanamamasidir. Antimikrobiyal diren¢ hastada en az hastalik
etkeni kadar onemli olup, yliksek mortalite ve mordibite oranina neden olmaktadir
(Owens, 2008). Herhangi bir antibiyotige kars1 direng kazanan mikroorganizmanin,
stire¢ icerisinde bir¢cok antimikrobiyal ajana karsi direng gelistirmesiyle ¢oklu ilag
direnci ortaya c¢ikmakta ve bu durum tedavi siiresi ve masrafini olumsuz
etkilemektedir. Bircok tilkede ise Salmonella spp. ve Mycobacterium spp. gibi
etkenlere karsi olusan ¢oklu direngle miicadele s6z konusudur (Rowe, Wahl ve
Threlfall, 1994; Levin, Lipstich ve Perrot, 1997).

Kanath hayvanlarda sik rastlanan mikrobiyal enfeksiyonlardan biri E. coli
enfeksiyonudur. Bazi E. coli suslartysa GSBL, Ampicilin-C ve karbapenemaz olmak
lizere bazi enzimler tiretmektedir. E. coli suslar1 tarafindan tiretilen GSBL, Amp-C,
karbapenemaz enzimleri halk sagligi agisindan biiyiik bir risk olusturmaktadir (EFSA
Journal, 2011; EFSA Journal 2013). Tavuk etinde ise GSBL ve Amp-C rastlanma
sikliginin yiiksek oldugu belirtilmistir (Kurittu vd., 2021). Bu tezin amaci, kanath
etlerinden elde edilen E. coli izolatlarinda GSBL, Amp-C ve karbapenemaz varligini
MIC, klasik PCR ve Lamp PCR metotlariyla arastirmak ve elde edilen sonuglara

gore kullanilan metotlar karsilagtirmaktir.

1.1. E. coli Genel Ozellikleri

Escherichia cinsi i¢inde E. adecarboxylata, E. fergusonii, E.hermanii, E.
vulnaris, E. blattae, E. albertive, E. coli yer almaktadir (Bergey’s Manuel of
Systematic Bacteriology, 1984). 1885 yilinda Alman Bakteriyolog Theodore
Escherich tarafidan E. coli kesfedilmis olup Enterobacteriacea ailesinden, gram
negatif, sporlanmayan, flagellali, comak ya da basil seklinde, kolaylikla iireyen,
glukoz, mannitol ve laktozu fermente eden bir bakteridir (Vandekerchove, 2014,
Wasteson, 2001). Daha sonra 1919 yilinda Dr. Escherich’e ithafen; Castelli ve



Calmer tarafindan etken Escherichia coli olarak adlandirilmistir (Toreci, 2002). Bu
mikroorganizmay1 smiflandirmak ic¢in somatik ‘O’, flagellar ‘H’ ve kapsiiler ‘K’
antijenleri alt gruplandirma yapmak i¢in kullanilmaktadir (Zanella, 2017; Demby ve
Cunningham, 1986). ‘O’ antijeni hiicre zarmm1 olusturan, bes ya da daha fazla
polisakkaritin meydana gelmesiyle ortaya ¢ikan lipopolisakkaritlerden olusmus 1siya
direngli yiizey antijenidir. 1945 yilinda, Kaufmann ve Vahlne, kapsiil antijenini
simgeleyen ‘K antijeni’ terimini kullanmiglardir. K antijeni, bir depo polisakkarit
olan N-asetil-neuramik asit yapisinda olup, 60 farkli K antijeni ¢esidi oldugu ifade
edilmektedir (Kaufmann ve Vahlne, 1945). H antijeni ise hareket organeli ile
flagellanin bir pargasi olup; hareketli E. coli suslarinda gézlemlenebilir. Yaklasik 56
farkli H antijeni varligindan soz edilmektedir (Bergey’s Manuel of Systematic
Bacteriology, 1984). Fimbrial antijen olan ‘F antijeni’ ise daha onceleri K antijeni
olarak nitelendirilmis, protein yapisinin ¢oziimlenmesiyle beraber K antijeninden
ayrilmis ve F antijeni olarak tanimlanmistir. F antijeni ise suslarin

identifikasyonunda kullanilmaktadir (Parreira ve Gyras, 2003).

1.2. E. coli Patotipleri

E. coli’ler sahip olduklar1 viriilens faktorii, olusturduklari hastalik, hedef
hiicrede meydana getirdikleri degisiklikler, enterotoksin yapilari, ortaya ¢ikan klinik
tablo, O ve H antijenik yapilarina gére Enteropatojenik E. coli, Enterotoksijenik E.
coli, Enteroinvasiv E. coli, Enteroagregatif E. coli, Enterohemorajik E. coli ve Diffuz
Adherent E. coli olmak tizere patotiplere ayrilir. Diffuz adherent E. coli’ye ait yeterli
bilgi mevcut degildir. E. coli patotipleri ekstraintestinal veya intestinal
enfeksiyonlarin olusumunda etkilidir. (Carlton, John, Glenn ve Charles, 2010; Nataro
ve Kaper, 1998; Ongen, 2008).

1.2.1. intestinal Patotipler

1.2.1.1. Enteropatojenik E. coli

[k tanimlanan patotiptir. Diyareyle iliskili olup 1siya dayanikli veya duyarl
cok sayida enterotoksin olusturmaktadir. Bu suslar ince bagirsakta mikrovilluslara

tutunup, sentezledikleri enterotoksinlerle enterositlerin aktivitesini engelleyerek



kuzu, buzagi, domuz yavrularinda ve bebeklerde diyareye neden olmaktadir (Padhye
ve Doyle, 1992; Willke 2008).

Onceleri Enteropatojenik E. coli suslar, O ve H antijenine bagh olarak
identifiye edilirken, artik “Locus of Entrocit Effacement” olarak anilan patojen
varligi ve shiga toksin genlerinin bulunmamasina dayanilarak netlestirilmektedir

(Vanessa ve Karlyn; 2015).
1.2.1.2. Enterotoksijenik E. coli

Ik kez domuz yavrularinda goriilen ishallerden izole edilmistir. Patogenezinde
enterotoksinler, yapismayi saglayan fimbrialar ile afimbrial adhezinler 6n plandadir
(Nataro ve Kaper, 1998). Bu patotip bagirsak mukozasina kolonizasyon faktor
antijenleri yani adhezinler sayesinde baglanir (Nataro ve Kaper, 1998; Wilke 2008).
Enterotoksijenik E. coli suslari termolabil veya termostabil olmak {izere farkli iki
toksin grubundan birini salgilamaktadir (Nataro, Kaper, Robins, Prado ve Levin,
1987).

1.2.1.3. Enteroinvaziv E. coli

Bu etken genelde hareketsizdir ve invaze olarak ishal veya dizanterinin ortaya
ctkmasinda etkili olur. Invaze olduktan sonra fagozomdan kagarak hiicre
sitoplazmasinda aktin kamgilar1 ile hareket ederek komsu hiicreye ulasir ve hiicre
icine girer (Wilke, 2008). Plasmid tasimakta olup, kanli ishal tablosunun ortaya
cikmasinda etkilidir (Nataro ve Kaper, 1998). Patojeniteleri, fagositoza ve kapsiilleri
araciligiyla komplement sisteminden kagabiliyor olmalariyla ilgilidir. Enteroinvaziv
E. coli, Shigella spp. ile benzerlik gostermektedir (Brenner, Fanning, Miklos ve
Steigerwalt, 1973).

1.2.1.4. Diffuz Adherent E. coli

Diyareye neden olmakla birlikte, Human Epitelial Tip-2 hiicrelerine diffuz
olarak yapismaktadir (Nataro ve Kaper, 1998). Cocuklarda sik rastlanmakta olup,
Human Epitelial Tip-2 adheziv varligi nedeniyle mikrokoloni olusturmamaktadir
(Dho ve Lafont, 1984). Bu tipte adhezin geni ve intimin varligi ortaya konulmustur
(Halkman, Noveir ve Dogan 2001; Izgiir 2002).



1.2.1.5. Enteroagregativ E. coli

[lk olarak hayvanlarda tespit edilmis olup, tropikal bdlgede yasayan ¢ocuklarda
sik rastlanmaktadir (Halkman, Noveir ve Dogan 2001). AIDS’le baglantili olup;
AIDS’te kronik ve yolcu ishalinin ortaya ¢ikmasinda etkilidir (Huang, Mohanty,
Dupont, Okhuysen ve Chiang, 2006). Yapilan arastirmalar sonucunda, iki sinifa
ayrilmis olup; etkenin agregatif veya diffuz yapigsma gerceklestirebildigi ortaya
konulmustur (Nataro, Kaper, Robins, Prado ve Levin, 1987).

Enfeksiyon olusturma seklinin, etkenin kolon mukozasina agregasyonla
yapigmasi ve bunu takiben villus kaybi ve hiicre dliimiine sebep olmasi seklinde
oldugu tahmin edilmektedir (Willke, 2008; Nataro ve Kaper, 1998). Patogenezi ise
agregatif adherens fimbriya ile etkenin hiicreye tutunmasi, mukus ve toksin liretimi
ve yanginin olusmasiyla beraber, mukozalarin zarar gormesiyle bagirsaklarda
sekresyonun olusmasi seklinde agiklanmaktadir (Arslan, 2008). Etken kimi zaman
sitotoksin salgilayabilmekte ve bu toksine enteroagegatif sitotoksin adi verilmektedir.
S6z konusu toksin bir plasmid tarafindan kodlanmaktadir. Bu toksin bagirsak
kriptlerinde dilatasyon, hiicrelerde kopma veya sekil degisikligine sebep olmaktadir
(Willke, 2008; Huang, Mohanty, Dupont, Okhuysen ve Chiang, 2006).

1.2.1.6. Enterohemorajik E. coli (Vero/Shiga Toksin Ureten E. coli)

Shiga toksini tireten E. coli, ilk kez 1977 yilinda kesfedilmistir. Shiga toksin
tireten E. coli’ye sadece domuzlarda rastlanirken; diger hayvanlar iizerine olan etkisi
netlesmemistir. Shigella dysenteriae tarafindan iiretilen sitotoksin olan Shiga toksine
benzer salgisi nedeniyle shiga toksin iireten E. coli denilmektedir (CDC, 2015).
Yapismanin olusmasinda, plasmid araciligiyla kodlanan faktorler ve adhezin viriilens

faktorleri etkilidir.

E. coli 0157: H7 serotipi, insanda Hemorajik Uremik Sendrom, Trombotik
Trombositopenik Purpura ve Hemorajik Kolitis’e neden olmaktadir (Willke, 2008).
Zoonotik bir patojendir (Caprioli, Morabito, Brugere ve Oswald, 2005).



1.2.2. Ekstraintestinal E. coli Patotipleri
1.2.2.1. Septisemik E. coli

Septisemiden sorumlu olup, invazyonun ilk adimi bagirsak epiteline
adhezyondur. Adhezyon, yani tutunmayi, fimbrial adhezinler gergeklestirir.
Septisemik tiim suslar Colisin V’yi kodlayan bir COL V plazmidi tagimakta olup,
ayni zamanda tip IV pilusunuda ifade etmektedir. Bu pilus Salmonella Typhi’de
olduk¢a onem tasimaktadir. COL V plazmidi, bu gruptaki E. coli suslarinin, canl

kalmasi a¢isindan oldukg¢a 6nemlidir (Moulin-Schouleur vd., 2007)
1.2.2.2. Uropatojenik E. coli

Kopek, kedi ve insanlarda idrar yollar1 enfeksiyonuna neden olmaktadir.
Kopeklerde daha sik gozlenmektedir (Vanessa ve Carly, 2015). Virulens genlerinin
cogunlugu biiyiik multigenik kromozomal segment tasimaktadir (Jann K ve Jann BJ,
1977). Viriilens faktorleri adhezin, hemolizin, aerobaktin ve sitotoksik nekrotizan
faktordiir (Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017).

1.2.2.3. Avian Patojenik E. coli

Kanatli havanlarda ¢ogunlukla 6liimle sonuglanan koliseptisemiye neden olan
bir patojendir. Broylerde seliilitisde gozlenebilir ve ciddi ekonomik kayiplar
beraberinde getirir. Viriilens faktorleri adhezin, sicakliga duyarli hemagliitinin,
kolisin, demir kazanim sistemi, serum direnci ve toksinlerdir. Uropatojenik E. coli ve
“newborn meningitis-causing E. coli’nin sebep oldugu yeni dogan meningitis
hastaliginda, Avian patojenik E. coli suslarinin potansiyel zoonotik etken
olabilecegini belirtilmistir (Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017; Nagy ve Fekete,
2005).

1.3. Antibiyotikler

Patojen mikroorganizmalarin (bakteri, viriis, mantar vd.) neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ajanlara antimikrobiyal ajan adi1 verilmektedir.

Diger bakterilerin g¢ogalmasimi engelleyen bakteriyostatik veya onlarin Oliimiine



neden olan bakterisidal etki gosteren dogal maddelere de antibiyotik adi
verilmektedir (Saran ve Karahan, 2010).

Antibiyotikler genel olarak makrolid, tetrasiklin, aminoglikozid, glikopeptid,
siillfonamid, kinolon, okzasolidinon ve beta laktamlar olmak {izere siniflandirilabilir.
Bu calismanin asil aragtirma konusu, beta laktamlar ve alt gruplarina dahil olan

Amp-C ve karbapenemaza kars1 mevcut olan bakteriyel direngtir.

1.4. Genis Spektrumlu Beta Laktam, Amp-C ve Karbapenemaz

Beta laktamazlar; beta laktam antibiyotiklere kars1 mikroorganizma tarafindan
iretilen enzimlerdir (Yavuz, 2011). Beta laktamazlar; Bush-Jacoby-Mederios’un
fonksiyonel siniflandirmasi ve Ambler’in molekiiler siniflandirilmasi olarak 2 farkl

sekilde smiflandirilir.
1.4.1. Bush-Mederios-Jacoby Simiflandirmasi

Bush-Mederios-Jacoby tarafindan yapilan siniflandirma, enzimin etki ettigi
yiizey, bir bagka deyisle substrat-inhibitdr yapis1 ve fonksiyon benzerliklerine gore 4

ana gruba ve bu gruplarda alt gruplara ayrilmistir (Gorgeg, 2012).

1411.Grupl

Kromozomal beta laktamazlardir. Amp-C enzimleri ve plasmid kontroliindeki
(FOX-1, CMY-1, vb.) beta-laktamazlar bu grupta yer almaktadir (Bush, Jacoby ve
Medeiros, 1995). Karbapenemlere karsi duyarhidir. Molekiiler grup C’de yer
almaktadir (Yavuz, 2011).

1.4.1.2. Grup 2

Kendi i¢inde alt siniflara ayrilmistir. Molekiiler olarak degerlendirildiginde A
sinifini temsil etmektedir. Grup 2b; penisilin ve ayrica sefalosporinleri de hidrolize
eden enzimler bu gruptadir. Molekiiler sinif A’da yer alirlar. Plasmid kontroliindeki,
TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 beta-laktamaz genleri bu grupta yer almaktadir. Grup 2be;
TEM ve SHYV tiirevi enzimlerden olusur. GSBL tizerinde etkilidirler. Klavulonik asit
gibi beta-laktamaz baskilayicilarina duyarlidirlar. Grup 2br; Klavulonik aside direngli

GSBL’ler bu gruptadir. Molekiiler sinif A’da yer almakta olup plazmid kdkenlidirler.
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Grup 2c; karbenisilini hidrolize eden enzimler bu gruptadir. Molekiiler sinif A’da yer
alirlar. Klavulonik aside duyarlidirlar. Grup 2d’de ise oksasilini hidrolize eden
enzimler mevcuttur. Molekiiler sinif D’de yer alirlar. Klavulonik asit ve sulbaktama
direnglidirler. Plasmid kontroliinde sentezlenirler. Grup 2e ise sefalosporinleri inhibe
etmektedir. Molekiiler gruplandirmada A grubunda yer almaktadir. Grup 2f;
karbapenemleri hidrolize ederler. Molekiiler sinif A’da yer alirlar. Klavulonik aside

duyarhdirlar.
1.41.3. Grup 3

Metalo beta laktamazlar adin1 almakta olup klavulonik asitten etkilenmezler.
Molekiiler sinif olarak bakildiginda B grubunda yer almaktadir. EDTA ile aktifligini
kaybederler.

1.4.14.Grup4

Klavulonik asit ve diger beta-laktamaz inhibitorleriyle inhibe olmayan
penisilinaz grubundan olusur. Yapilari heniiz tam olarak saptanamadigi i¢in molekiil

smifi belirlenememistir (Yavuz, 2011).

Cizelgel.1. Ambler ve Bush-Jacoby-Medeirosmetoduna gore beta laktamazlarin gruplandirilmasi
(Kamburoglu, 2011)

Bush-Medeiros- | Onemli Alt . . . a
Jacoby Sistemi Gruplar Ambler Sistemi Belli Bash Ozellikleri
Gruol Genellikle kromozomal; karbapenemler
P . C (sefalosporinazlar) |disinda tiim B-laktamlara direng;
sefalosporinazlar TR
klavulanat ile inhibisyon yok
2a A (serin - Stafilakok penisilinazlari
laktamazlar)
b A Genis spektrumlu TEM-1, TEM-2,
SHV-1
obe A Geniglemis spektrumlu: ¢ogunlukla
Grup2 penisilinazlar TEM ve SHYV c¢esitleri
(klavulanik aside 2br A Karbenisilini hidrolize edenler
duyarli) 2¢C A Karbenisilini hidrolize edenler
Klavulanat ile inhibe olan
2e A -
sefalosporinazlar
Klavulanat ile inhibe olan
2f A
karbapenemazlar
2d D (oksasilin hidrolizi) |Oksasilini hidroliz edenler (OXA)
Grup3 metallo - 3a B (metalloenzimler) Cinko bagimli karbapenemazlar
laktamazlar (MBL) 3b B
3c B
Grup4 B-laktamazlar Smiflanmanmis Birg¢ogu dizi anallz_l yapilmamis, ¢esitli
enzimler




1.4.2. Ambler Stmiflandirmasi

Beta laktamazlara yonelik bir diger siniflandirma ise Cizelge 1.1°de goriildiigi
gibi Ambler Siniflandirmasi olup Grup A, Grup B, Grup C ve Grup D olmak lizere
dort ayr alt gruptan olusmaktadir.

1.42.1.Grup A

Ambler tarafindan beta laktamazlarin molekiil yapisinda bulunan aminoasit ve
niikleotid dizilimi benzerligi dikkate alinmis ve penisilinleri hidrolize edebilen grup
olarak nitelendirilmistir. TEM-1 bu grup icin verilebilecek bir 6rnektir. Penisilin-

sefalosporinazlar, GSBL ve karbapenemazlari igermektedir.
e Genis Spektrumlu Beta Laktamazlar

E. coli tarafindan ve diger gram negatif bakteriler tarafindan iiretilebilen beta
laktamaz enzimi; plasmidler ya da transpozonlar sayesinde sentezlenerek beta laktam
antibiyotiklerdeki amid baglarin1 parcalayabilen enzimlere GSPL adi verilir
(Livermore, 1997; Sanders, Thomson ve Bradform, 1993). Ayrica 200’den fazla
GSPL enzimi bulunmaktadir (Paterson ve Bonomo, 2005). GSBL; penisilinleri, genis
spektrumlu sefalosporinleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilen beta laktamazlar
olarak tanimlanir ve klavulanik asit tarafindan inhibe edilir. Bu 6zellikler, GSBL’leri,
genis spektrumlu sefalosporine direncli Gram negatif bakterilerden izole edilen baska

bir enzim grubu olan Amp-C tipi B-laktamazlardan ayirir (Rupp & Fey, 2003).

H
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Sekil 1.1. Beta laktamin kimyasal yapisi (Yalgin, 2018)



GSBL genleri ¢ogunlukla plasmidlerle iliskilidir ve bu 6zelligi sayesinde diger
bakterilere de genleri aktarabilirler. Bu sebepten dolay1 antimikrobiyal direng

yayilabilir ve bunun i¢in tagiyici bakterinin patojenik olmasi gerekliligi yoktur.

GSBL enzimi genlerinden en bilinenleri TEM, SHV, CTX-M seklindedir
(Paterson ve Bonomo, 2005; Cantén ve Coque, 2006). GSBL genleri bakteri ¢esitleri
arasinda ve bakteri icinde aktarim yapabilen plasmidler i¢inde yer alir (Overdevest
vd., 2011). Baska bir grup arastirmaci ise GSBL enzimi genleri olarak TEM, SHV,
CTX-M yani sira; TEM genini de eklemis ve Ambler grubu A (Cizelge 1.1) siifina
dahil etmistir (Bush ve Jacoby, 2010). Onceleri daha sik rastlanan gen cesidi TEM
iken, giiniimiizde yerini CTX-M genine birakmistir. Belirtilen baska GSBL genleri
ise GES, VEB, PER seklindedir (Paterson ve Bonomo, 2005). GSBL enzimleri
bir¢ok antimikrobiyal ajanin par¢alanmasina yol acarak bu ilaglar etkisiz hale getirir

ve karbapenem kullanim1 gereklidir (CDC, 2021).

CTX-M: GSBL genlerinden CTX-M, sefotaksimi yiiksek oranda lize eder ve
bu nedenle Cefotaximase-Munih, yani CTX-M seklinde adlandirilirlar (Diizgiin ve
Saral, 2018). Diger GSPL genlerinden farkli olarak CTX-M siklikla E. coli
tarafindan tasinmaktadir (Qi, Pilla, Yu, ve Reed, 2010). CTX-M beta laktamazlari
bulunduran E. coli izolatlar1 genellikle aminopenisilinlere (ampisilin ve amoksisilin),
karboksi penisilinlere (karbenisilin veya tikarsilin), tireidopenisilinlere (piperasilin)
ve dar spektrumlu sefalosporinlere (sefaloridin, sefalotin ve sefuroksim) yiiksek
diizeyde direnglidir. Tiirkiye’de en yaygin GSBL geninin CTX-M oldugu yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (Diizgiin ve Saral, 2018). CTX-M iireten E. coli’nin
coklu 1ilag direncine sebep olmasi nedeniyle, antimikrobiyal direng ve
enfeksiyonlarin kontroliinde dikkat edilmesi gereken bir konudur (Mathers, Peirano
ve Pitoutb, 2015).

CTX-M beta laktamaz ailesinin 50°den fazla ¢esidi olup; CTX-M-1 grubu,
CTX-M-2 grubu, CTX-M-8 grubu, CTX-M-9 grubu ve CTX-25 grubu dahil olmak
lizere 5 gruba ayrilir (Qi, Pilla, Yu, & Reed, 2010).
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Cizelge 1.2. CTX-M gruplarn (Gorgeg, 2012)

Grup 1 (CTX-M-1) CTX-M-1, -3, -10, -12, -15

Grup 2 (CTX-M-2) CTX-M-2, -4, -4L, -5, -6, -7, -20

Grup 3 (CTX-M-8) CTX-M-8

Grup 4 (CTX-M-9) CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -19, -21, -27
Grup 5 (CTX-M-25) CTX-M-25, -26

CTX-M-1 ve CTX-M-2 gruplarmin enzimlerini kodlayan genlerin ilk olarak,
Kluyvera ascorbata suslarinda tespit edilmistir. CTX-M-8 ve CTX-M-9 grubunun

enzimlerini kodlayan genlerin 6nciileri Kluyvera georgiana suslarinda bulunmaktadir

(Qi, Pilla, Yu ve Reed, 2010).

TEM: TEM-1 geni ilk olarak Temoneriae isimli hastadan izole edildigi i¢in,
kisiye ithafen, TEM olarak anilmaktadir. Basta E. coli olmak {izere
Enterobacteriaceae familyasinda bulunan bakterilerde gozlemektedir (Gorgeg,
2012). Ampisilin, penisilin ve sefalotin gibi birinci nesil sefolosporinlere karsi direng
tasimaktadir (Rupp ve Fey, 2003). E. coli 'nin ampisiline olan direnci, genelde TEM-
1’den koken almaktadir (Gorgeg, 2012). Tanimlanan ilk varyant olan TEM-2, 39.
pozisyonda glutamin yerine, lizin geldigi icin TEM-1’den farklidir. Bununla birlikte,
substrat profiliyani etki ettigi yiizey, TEM-1 ile ayn1 oldugundan, TEM-2 bir GSBL
olarak kabul edilmez (Rupp ve Fey, 2003).

SHV: Ag¢ilimi Sulfhidril Variant’tir. Kromozomal veya plasmidlerle kodlanir.
TEM-1’e gore daha az varyant1 vardir. Monobaktam ve sefolosporinleri yapisinda
mevcut olan blasyy.: yapisinda meydana gelen mutasyonlardan kanakli oldugu

diistiniilmektedir (Rupp ve Fey, 2003).

e Karbapenemazlar

Karbapenemler, 1990’11 yillarda ortaya ¢ikarilmis olup, Enterobacteriaceae ve
diger bakteri grubundaki etkenleri de igine almig ve tiim diinyada bir risk faktorii
olarak degerlendirilmistir (Paterson ve Doi, 2007). Karbapenemler, gram negatif
etkenlerde rastlanan (Or: E. coli) GSBL’lere karsi etki eden ve bu etkenlerden
kaynakli olarak ortaya ¢ikan enfeksiyonlara karsi kullanilan bir antimikrobiyal ajan

cesitidir. Karbapenemler, beta laktam smifinin bir lyesidir (Basaran ve Korten,
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2010). Son yillarda ise GSBL ve Amp-C iireten bakteri kaynakli enfeksiyonlara karsi
kullanilmakta ve direng gelisimini de beraberinde getirmektedir. Karbapenemler,
GSBL ireten, Ozellikle ¢oklu ilag direnci goézlemlenen Enterobacteriaceae
familyasinda yer alan tiirlerde diger segenekler denendikten sonra iyilesme
gozlenmemisse kullanilabilecek gii¢lii bir antibiyotik grubudur (Nordmann, Naas ve
Poirel,2011).

Karbapenemaz olarak s6z edilen karbapenemi lize eden enzimler; karbapenem
grubu antibiyotiklere karsi bakteri tarafindan {tretilmekte olup, s6z konusu
antibiyotiklere karsi olusabilecek herhangi bir direnglilikten de sorumludur
(Karaaslan ve Soysal, 2017). Bir baska deyisle; karbapenemazlar; en genis
spektrumlu bakteriyel etkinlige sahip beta laktam sinifi {iyelerden olan
karbapenemlerden birini (imipenem veya meropenem) hidrolize eden beta laktamaz
olarak da bilinmektedir. Uretmis olduklar1 enzim ise sadece karbapenemlere degil

diger beta laktamlara kars1 da son derece etkilidir (Rasmussen ve Bush, 1997).

COOH

Sekil 1.2. Karbapenemazin kimyasal yapist (Wikipedia, 2021)

Karbapenemazlar ‘Ambler Molekiiler Siiflandirmasina’ gore dort ayr1 grupta

incelenmektedir. Bu gruplar A, B, C, D gruplaridir (Bush, 1998).
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Cizelge 1.3. Ambler simflandirmasina gore karbapenemaz gruplar (Karaaslan ve Soysal, 2017)

Karbapenemaz Genleri

En si1k bulundugu etken

Gen yerlesimi

SME-1, SME-2, SME-3 | S. marcescens Kromozom
kokenli
IMI-1, IMI-2 E. cloacae Kromozom
kokenli
NMC E. cloacae Kromozom
kokenli
K.pneumonae
A siifi KPC-1, KPC-2, KPC3, | K. oxytoca, Enterobacter spp.,
KPC-4 E. coli, .
Karbapenemaz . aeruginosa, Plasmid
C. freundii
GES 2,456 P. aeruginosa,
K. pneumoniae, E. coli Plasmid
P. aeruginosa,
IMP (Imipenemases) A. baumannii, Plasmid
Enterobacteriaceae
VIM (Verona integro P. aeruginosa,
metalo-B-lactamase) Enterobacteriaceae Plasmid
SPM-1
(Sao Paulo metalo-f- P. aeruginosa Plasmid
lactamases)
GIM (German P. aeruginosa, S. marcescens, E. Plasmid
B sinifi imipenemase) cloacae
Karbapenemaz SIM-1 (Seoul P. aeruginosa, A.baumannii Plasmid
imipenemase)
NDM
(New Delhi metalo-p- | Enterobacteriaceae, A. Plasmid
lactamase) baumannii
D simifi OXA-51 A. baumannii KL%rEZﬁﬁm
Karbapenemaz OXA-23.0XA-
(ensik 24/0XA40, OXA-48, | A. baumannii, Plasmid
goriilenler) OXA-58 Enterobacteriaceae

A, B grubu karbapenemazlar, aktiviteleri i¢in etkin boliimlerinde serin

aminoasiti icerirken, D grubu karbapenemazlar ¢inko icerir ve etkinligini bu

maddelere bagli olarak ortaya koyarlar. Bu nedenle Metallo Beta Laktamaz adini

alirlar (Bush K, 1998).

A grubu karbapenemazlar; kromozomal kokenli Serratia marcescens enzimi,

non-metalloenzim karbapenemaz, imipenem yikici, hidrolize edici beta-laktamaz

enzimi bulunmaktadir (Walther-Rasmussen ve Hoiby, 2006). KPC ve GES enzimleri

plasmidle kodlanirken, diger enzimler kromozomal koékenlidir (Diene ve Rolain,

2014).
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B grubu karbapenemazlar, dogal olarak iiretilebilen metalo beta laktamazlar ve
bir tiirden baska bir tiire plasmidler vasitasiyla aktarilabilen enzimleri igerir. Bunlar

IMP, VIM, GIM, SIM ve NDM-1 enzimleri seklindedir.

D grubu karbapenemazlar ise oksasilini lize edebilirler. Bu nedenle OXA tip
enzim olarak da anilirlar. Kromozomal kékenli olan OXA-51; plasmidler araciligiyla
taginabilenler ise OXA-23, OXA24/40, OXA-48, OXA-58 seklindedir (Walther-
Rasmussen ve Haiby, 2006).

Enterobacteriaceae  familyasina dahil olan E. coli igin, Ambler
simiflandirmasina goére A grubu karbapenemaz enzimlerinden KPC ve GES sinifi; B
grubu genlerinden VIM ve NDM sinifi; D grubu enzimlerinden ise OXA-23, OXA-
24/40, OXA-48, OXA-58 kullanimi1 uygundur (Karaaslan ve Soysal, 2017).

Bu gruplandirmanin yaninda karbapenemazlar hedef metaryalin yikimi ve
engellenmesi 6zelliklerine gore de gruplandirilir. Bu gruplandirma 2f, 2d, 3 olarak

adlandirilmigtir. Karen Bush gruplandirmasi adini alir (Rasmussen ve Bush, 1997).

Cizelge 1.4. Karen Bush siniflandirmasi (Karaaslan ve Soysal, 2017)

Hedef Yikinu Ozelligi En.gelle‘rvl'm ¢
MolekiilerIslevsel | Enzim ozelligi :
Smif | Kiime adt | penisilin |1.5S| GSS | Azitroneam | Karbapenem EDTA Kla\;l;iI?mk
NMC + + | o+ + + N
SME + + + + + +
A 2f KPC + + + + + +
IMI + |+ + N "
GES + + |+ + N
IMP + + | o+ N +
B1 3 SPM + + |+ N +
GIM + + | o+ N N
VIM + + |+ N +
D 2d OXA + + + + +

SS: Birinci kusak sefalosporin, GSS: Genis spektrumlu sefalosporinler.

Karen Bush siniflandirmasi incelendiginde ise E. coli i¢in VIM, IMP, KPC,
GIM, SPM, IMI, NMC ve SME genlerinin kullanimi uygun olup; OXA ve GES geni

de mevcut duruma gore degerlendirilmelidir (Rasmussen ve Bush, 1997).
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1.42.2.Grup B

Penisilinleri, sefalosporinleri ve karbapenemleri hidrolize ederler; fakat
monobaktamlar1 hidrolize edemeyen ve Bush-Jacoby-Medeiros simiflandirma

sisteminde 3a alt grubuna denk gelen Bl alt simifidir. 3 adet alt sinifi vardir

(Pehlivanoglu, 2019).

1.423.GrupC

Bu smiftaki enzimler, Amp-C beta-laktamazlar olarak da bilinirler.
Cogunlukla kromozomlarda bulunan genler tarafindan kodlanmalarina ragmen,
plasmidlerde bulunan Amp-C beta-laktamaz genleri de vardir. Bush-Jacoby-

Medeiros siniflandirmasinda, Grup 1’de yer alirlar (Pehlivanoglu, 2019).

e Amp-C

Bush-Mederios-Jcoby siniflandirmasinda Grup 1°de yer almaktadir. Amp-C
beta laktamazlar, E. coli gibi birgok Enterobacteriaceae’nin kromozomlarinda kodlu
olan bir sefalosporinazdir. Ayn1 zamanda sefazolin, sefoksitin, sefalotin ve beta
laktamlar1 baskilayan; beta laktam-beta laktamaz baskilayici kombinasyonlara ve
birgok penisilin tirevine karsi direng gosterir (Jacoby, 2020). Amp-C beta
laktamazlar, Ambler smiflandirmasina gére C grubunda yer almaktadir. A, C, D
gruplar1 gibi olmayip; bir beta laktam grubu olan sefoksitine kars1 aktiftir. Ancak A
sinift enzimleri i¢in, inhibitor etkisi gosteren klavulanik asit tarafindan pasifize
edilemezler (Bush ve Jakoby, 2010; Njage ve Buys 2015). Amp-C kromozomal ve
plazmid kokenli olup; plasmid kdkenli olan grup indiiklenebilme 6zelligi gostermez
(Mezzatesta, Gona ve Stefani, 2012). Plasmidlerde bulunan Amp-C, beta-laktamaz
genleri ise temel olarak 6 familyaya ayrilmis olup: ACC, CIT, DHA, EBC, FOX ve
MOX olarak kodlanmisglardir (Pehlivanoglu, 2019).

Plasmid kokenli Amp-C tipi beta laktamazlar, 6zellikle GSBL’ler ile birlikte
ortaya ¢ikmaktadir (Fadare, Adefisoye ve Okoh, 2020; Thomson, 2010).

1.4.2.4. Grup D

OXA Tip Beta Laktamazlar olarak adlandirilabilirler. Kromozomal olarak

gorev yapan tipler OXA-51 olup, plasmidler araciligiyla islevini yerine getirenler ise
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OXA-23, OXA-24/0XA40, OXA-48 ve OXA-58 scklinde siralanabilir (Walther-
Rasmussen ve Heoiby, 2006). Klavulanik asitle inhibe olmazlar. Oksasilini hidrolize

ederler. Sefalotin ve ampisiline kars1 direnglidirler (Kamburoglu, 2011).

1.5. Antimikrobiyal Diren¢

Direng; bir bakterinin antibiyotik veya bir antimikrobiyal etkenin, o6ldiiriicii
veya ilremeyi durdurucu etkisine karst koyup bu maddelerden etkilenmemesi
anlamina gelmektedir. Antibiyotiklere kars1 direng gelisimi, bliyiik 6l¢lide fazla ve
bilingsiz antibiyotik kullanimiyla ortaya c¢ikmaktadir. Ancak 1940’Ii yillarda,
antibiyotigin kullanilmadigi yerlerde, bazi antibiyotiklere karsi direngli bakteriler
tespit edilmistir. Bu durum bize, direnglilik olusumunda sadece fazla miktarda
antibiyotik kullaniminin rol almadigin1 géstermektedir. Buradaki direncin nedeni ise,
bakterinin olumsuz ¢evre sartlarinda, bir savunma mekanizmasi olarak direng
olusturmasidir. Ayrica antibiyotik direnci giin gectikge gelismekte ve coklu ilag
direncine yerini birakmaktadir (Teenover ve Hugles, 1996; Gold ve Moellering,

1996).
1.5.1. Dogal Diren¢

Bakteriler sahip olduklari genetik veya tiir Ozelliklerinden dolayr bazi
antibiyotiklere kars1 direngli olabilirler. Bu direng tiirii; antibiyotik ajanin bakterinin
etkinligini ortadan kaldirmak i¢in etki edecegi yapiyr bakterinin tagimiyor olmasi
veya antibiyotigin sahip oldugu bir 6zellikten dolayi, bakteri iizerinde hedeflenen
etkiyi gosterememesi sonucu ortaya ¢ikar (Jawetz, Melnick ve Adelberg, 1995;
Eliopoulos, 1992).
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Cizelge 1.5. Antimikrobial diren¢ olusumu ve hayvanlardan insanlara ge¢is mekanizmast
(Khachatourians’dan modifiye edilmistir, 1998; Anonym, 2004; Korhonen 2010)

Bakteri popillasyonu <

Antibiyotik kullamlmass:

¢ Hastahk tedavisi
* Hastahklardan koruma
o Geligimi destekleyici

|
-

Antibiyotigin baskilanmasi

Direngli bakterinin segilimi

I

Direngli genin diger bakterilere transferi

l

> Direngli bakterilerin yayilmasi

i | o b\

Grda |l Digky/gilbre =»| Kanalizasyon, toprak Beslenme
Yiizey sulars
Meyve/sebze

| Insan | ’ Kolonizasyon * | Enfeksiyon veya llaglara direng

1.5.2. Kazanilmis Direng¢

Bakterinin sahip oldugu genetik o6zelliklerde geri doniisiimsiiz degisimler
(mutasyon vb.) meydana gelirse, bakteri daha 6nceden duyarli oldugu antimikrobiyal
etkene kars1t diren¢ kazanip antimikrobiyal ajandan etkilenmez. Kromozom veya
kromozom harici organellerde meydana gelebilir (Yiice, 2001).
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1.5.2.1. Kromozomal Direng

Bakteri kromozomunda olusan mutasyonlara bagl gerceklesir. Bu mutasyonlar
bakteri yapisinda meydana gelen kalic1 degisikliklerdir. Kimyasal, sicaklik veya
fiziksel degisimler sonucu ortaya ¢ikabilir. Bunun sonucunda bakteri veya
mikroorganizma hiicresinin antimikrobiyal ajana karsi permeabilitesi azalir. lag
hiicre i¢inde istenen bolgeyi etkisi altina alamaz. Streptomisin, aminoglikozid,
eritromisine kars1 olusan direng bu bashiga d6rnek verilebilir. Ancak bu tipteki direng

az gozlemlenir (Jawetz, Melnick ve Adelberg, 1995).

1.5.2.2. Ekstrakromozomal Direnc

Cesitli yollarla aktarilan plasmid, transpozon, integron adi verilen elemanlarla

gerceklesir.
e Plasmidler:

Bakterilerde varolan kromozomdan bagimsiz gorev yapan DNA birimleridir.
“R” ile simgelenen “Rezistans Faktorleri” bulunur. Bu faktor sayesinde
antimikrobiyal ajanlara kars1 diren¢ gelistirebilirler. ilaglarm etkisini inhibe eden

enzim tretirler (Yiice, 2001).
e Transpozonlar:

Sigrayan genler olarak da tabir edilmektedir. Plasmidten plasmide, plasmidten
DNA’ya veya bakteriyofaja, kromozomdan plasmide gecis yapabilen sadece kendi
basina replikasyon ozelligi olmayan DNA dizileridir. Bakteride diren¢ genlerini
tasiyan genetik yapit ve plasmidler bir bakteriden digerine konjugasyon,
transdiiksiyon, transformasyon ve transpozisyon olaylarindan biriyle aktarilir.
Kromozom veya plasmid iizerindeki direng genleri bakteri boliinmesiyle yavru
hiicrelere geger. Iki bakterinin temas etmesiyle genetik materyalin birinden digerine
gecisi konjugasyon olarak tanimlanir. Konjugasyon yoluyla plasmid aktarimida
gbzlemlenebilir. Transpozon adi verilen kisa DNA parcalarinin aktarilmasina da
transpozisyon adi verilmektedir. Son zamanlarda diren¢ genleri ¢ogunlukla
transpozonlar vasitasiyla tasinmaktadir. Transformasyonda ise; ortamda serbest halde
bulunan DNA’nin, bakteri hiicresi i¢ine alinmasiyla gergeklesir. Bu yolla da direng

genleri aktarilmis olur. Direng genlerinin bakteriyofajlar aracilifiyla aktarilmasina
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transdiiksiyon adi  verilmis olup, genel itibariyle labaratuvar ortaminda
gerceklesmektedir. Direng genleri genel olarak kromozom veya plasmid iizerine
konumlanmistir ve birbiriyle baglantili oldugu noktalar vardir. Bu baglanti
noktalarina 6zel integrasyon birimi bulunur ve birimler integron olarak isimlendirilir.
Rekombinasyonda biiyiik 6nem tagimaktadir (Jawetz, Melnick ve Adelberg, 1995;
Eliopoulos, 1992).

1.5.2.3. Capraz Direncg

Mikroorganizmalar genetik yapisi itibariyle bazi antimikrobiyal ajanlara karsi
direnglilik gosterebilmektedir. Buradan yola ¢ikarakbakteriler bir antibiyotige karsi
direnclilik sergiliyorsa; aynt mekanizma ile etki gosteren bir bagka antibiyotige karsi

da direng gosterebilir (Jawetz, Melnick ve Adelberg, 1995; Eliopoulos, 1992).

Antibiyotikler

Genel olarak, kullamildiklannda flaca direncli bakteriler Sonug olarak, ilaca direngli
[ ontibiyotkleredirengi |\ [ hostahganedenolan |\ [ hayattakalrvecodalirlar |\ [ bakteriler egemen hale
[ bakterilerin sayisi ok o bakterileri aldirtrler; | | gelirve yaylrlar
| azdrr I — ancak vilcudu — —
| \ /7 | | enfeksiyondankorugen || p, ) [
= ' - / iyi bakterileri deF = ! fams)

‘ "” \-. oldjrirler | ‘ -"’ \ | '

Sekil 1.3. Antimikrobiyal direng olusumu (CDC, 2021)

1.6. Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari

Gilinlimiizde ¢ok ¢esitli antimikrobiyal diren¢ mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Her mikroorganizmanin sahip oldugu direng mekanizmasi farkli olabilecegi gibi; her
antibakteriyel = ajanda  bircok  farkli  mekanizmayr  kullanarak  direng

gelistirebilmektedir.

1.6.1. Makrolit Grubu Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmasi

S6z konusu grupta antimikrobiyal diren¢ olusumunun {i¢ yolu vardir.

Bunlardan biri; antibiyotigin ribozomal yapiya baglanmasinin onlenmesidir. Bu
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baglanti metilasyon veya mutasyon ile antibakteriyel ajanin, bakteri hiicresinde
tutunacagi bolgede modifikasyon meydana gelmesiyle gerceklesir. Diger secenekler
ise antibakteriyel ajanin akisi veya ¢esitli metotlarla inaktive edilmesi seklindedir.
1950’li yillarda yapilan c¢alismalar sonucunda makrolit bir antibiyotik olan
eritromisine kars1 ortaya cikan direngliligin; ribozomal metilasyonla Metisilin-
Linkozamid-Streptogramin B’de ¢apraz direnglilik olusturdugu gozlemlenmistir
(Weisblum, 1995). Sonrasinda ise eritromisin ribozomal metilaz geni olan erm
genine, direng Ozelligi gosteren mikroorganizmalarda rastlanmistir (Roberts vd.,
1999). Patojen bakterilerde erm proteinleri, biiyiik ribozomal alt grubun (50S)

parcasi olan 23S rRNA da bulunan adenini dimetilasyona ugratir.

Makrolit grubu antibakteriyel ajanlar; bakteri RNA’sinda A2058 ve A2059 adi
verilen bolgelere etki eder. Bu hedef bolgesinde olusan kalici degisiklik olarak da
tanimlanan mutasyonlar sonucu makrolitlere kars1 direng gelisimi ger¢eklesmektedir
(Vester ve Douthwaite, 2001). Makrolitlerde akis1 saglayan proteinler; plasmidlerden
koken alan msr (A) genlerinden olusan ABC adli tasiyicilardir. Akis sistemi
kromozomal genler ve msr (A) geni sayesinde gorev yapar (Ross vd., 1990). Bir

diger metod ise antibakteriyel ilacin bakteri tarafindan modifikasyona ugratilmasidir

(Leclercq, 2002).
1.6.2. Glikopeptid Yapisindaki Antibiyotiklerde Diren¢ Mekanizmasi

Bu grupta yer alan antibiyotikler bakteri hiicresinde mevcut olan
peptidoglikanin yapisinda yer alan peptidil-D alaninin u¢ kismina baglanarak
bakterinin hiicre duvari sentezini engeller. Gram negatif bakteriler bu yapidaki
antibiyotiklere karst dogal direnglidir. Gram pozitif bakterilerde ise direng
gozlenmektedir. VAN-A, VAN-B ve VAN-C fenotipleri mevuttur. Bu fenotiplerin
olusumuna katki saglayan gen grubu ve bazi bagka genler bir araya gelerek; D-ala-D-
ala ligaz enzimi araciligiyla D-ala-D-laktat ile sonlanan peptid zinciri olusumunu
saglar. Glikopeptitler ise D-ala-D-laktat peptid =zincirine baglanarak direng
olustururlar (Gold ve Moellering, 1996).
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1.6.3. Kinolon Grubu Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmasi

Kromozomal kaynakli direng gozlemlenmektedir. Plasmid kaynakli direngler
dogrulanmamustir (Mayer, Opal ve Medeiros,1995). Florokinonlara karsi direng
mekanizmasini giraz enziminde olusan gyrA ve gyrB genlerindeki mutasyonlarla
gerceklesir. Alt birimi kodlayan gyrA geni tiim bakterilerde kinolonlara karsi
direngten sorumludur. E. coli de ise gyrB geni mutasyonuyla diren¢ gelisimi

gbzlemlenir (Acar ve Goldstein, 1997).

1.6.4. Kloramfenikol Grubu Antibiyotiklere Karsi1 Direng

Temel mekanizma plazmid kontroliinde sentezlenen ve hiicre i¢i enzim olan
kloramfenikol asetil transferaz enzimi sayesinde gergeklesir. Enzim, kloramfenikol
molekiiliindeki hidroksil grubunu asetil ile yikimlar. Bu sekilde kloramfenikol grubu
ilag yapis1 degisir. Ribozomlara baglanamaz ve protein sentezi devam eder (Davies,

1994; Mayer, Opal ve Medeiros,1995). Direng gelisimi bu yolla tamamlanir.

1.6.5. Tetrasiklin Grubu Antibiyotiklere Kars1 Direng

[lacin hiicre i¢ine alimminin engellenmesi, aktif pompa sistemi, ribozomal
korunma seklinde ortaya cikar. Bakteri de kromozomal mutasyon sonucu hiicre
membraninda gegirgenlik azalir. Buna bagli olarak ilacin igeri alinimi1 da azalarak
direng geligir. Dirence sebep olan diger bir mekanizmada aktif pompa sistemiyle
hiicre i¢ine alinan ilacin hizla disar1 atilmasidir. Tetrasiklinde tasimadan sorumlu
olan gen grubu tetA-G, tetK, tetL’dir. E. coli gibi bakterilerde marRab operonu
tetrasiklinin disar1 atilmini saglar (Nikaido, 1994; Davies 1994).

1.6.6. Rifampisin Grubu Antibiyotiklere Karsi Diren¢

DNA’ya bagimli olarak RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB gen bdlgesini
tasimaktadir. Bu gen bolgesinde meydana gelen kalici degisiklikler, yani
mutasyonlar direncin ortaya ¢ikmasinda etkilidir (Abbasoglu ve Celikbas 2011,
Spratt 1994).

1.6.7. Siilfonamid-Trimetoprim Grubu Antibiyotiklere Karsi Direng

Olusan direng, kromozomal veya plasmid kaynaklidir. Direngte en sik

rastlanan mekanizma ise; bakterinin siilfonamidlere diisiik ¢cekim ya da baska bir
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deyisle az duyarlilik gésteren dihidro pteroat sentazin sentezlenmesi olup; bu olay
plasmid kontroliindedir. Kromozomal yapinin degisimi de direnci beraberinde getirir

ancak 6nemi distiktiir (Huovinen, 1997).

1.6.8. Beta Laktam Grubu Antibiyotiklere Kars1 Diren¢

Beta laktam sinifi antibiyotiklere karsi diren¢ olusumunda ¢ok cesitli
mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalar: beta laktamaz enzimi, penisilin
baglayan proteinlerde meydana gelen degisiklikler, dis membran proteinlerinde

olusan degisimler seklinde siralanabilir.

Direncin olugsmasinda akillara gelen ilk enzim beta laktamazdir. Beta laktamin
halka seklinde bir yapist olup; yapisinda karbonil grubu bulunmaktadir ve Sekil 1.1°
de beta laktamin kimyasal yapis1 verilmistir. Beta laktamazlar ise halka seklindeki
yapida bulunan karbonil grubuyla bag kurarak, var olan amid bagimi kirar ve
antibiyotigin etkinligini olumsuz etkiler. Molekiiler olarak siniflandirilmis olup A, B,

C ve D gruplarmi icermektedir.

Simif A beta laktamazlar penisilin, birinci kusak sefalosporin ve
karbapenemleri etkisiz hale getirmektedir. GSBL tizerine olan etkisi kisithidir. Bunlar
azitreonam, sefotaksim seklinde siralanabilir. TEM ve SHV enzimlerini igerir ve bu
enzimler vasitasiyla iglevini yerine getirir. Bilingsiz antibiyotik kullanim1 sonrasinda,
bu enzimlerin yapisinda bulunan genlerin bazi boliimlerinde mutasyonlar olugmus ve
antibakteriyel etki sergileyen yeni enzimler ortaya ¢ikmistir. Bunlar ise GSBL olarak
isimlendirilmistir. E. coli de ¢ok sik rastlanmaktadir (Philippon, Arlet ve Lagrange,

1994; Jones, Baquero ve Privitera, 1997).

Smif B karbapenemazlar ise sinif A’ya benzer sekilde karbapenem, penisilin ve

sefalosporinleri baskilar (Hauskey, 1997).

Sinif C beta laktamazlar; sadece sefalosporini parcalayabilen ve yalnizca gram
negatif bakterilerde tespit edilebilen bir enzimdir. Klavulanik asitle baskilanamaz.

Kromozoma konumlanmistir (Mayer, Opal ve Medeiros,1995; Medeiros,1995).

Simif D beta laktamazlar; oksasilinleri parcalama yetenegine sahiptirler.
Klavulanik asit etkinliklerini baskilar. Cogu plasmid veya transopozon kokenlidir.

Konjugasyonla bir bagka bakteriye direng genlerini aktarabilirler. Direng genleri ayni
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zamanda gentamisine karsi da direng sergilemektedir (Moellering, 1998; Sahm ve

Gilmore, 1994).

Bir diger direng faktorii ise, penisilin baglayan proteinlerde meydana gelen
degisimlerdir. Bu mekanizma da bakterinin hiicre zarinda bulunan bu proteinler
peptidoglikan sentezinden sorumludur. Karboksipeptidaz ve transpeptidaz bunlara
ornek verilebilir. Hedef alinan bdlge ise penisilin baglayan protein 2a iiretimi sonucu,
antimikrobiyal ajanlara baglanmayan veya yetersiz oranda baglanan farkh

proteinlerdir (Ayliffe, 1997; Spratt 1994).

Gram negatif bakterilerde porinlerin gegirgenliginin azalmasma bagli dis
membran olan hiicre zar1 gecirgenliginde degisim meydana gelir. E. coli’de Ompf,
Ompc degisimleri buna Ornektir. Aktif pompa sistemiyle de antibiyotigin bakteri
hiicresi icerisinde birikimi engellenebilir (Nikaido, 1994; Mayer, Opal ve
Medeiros,1995).

1.7. E. coli’ye Kars1 Olusan Antimikrobiyal Direncin Diinya ve
Tiirkiye’deki Durumu

Diger bakterilerde oldugu gibi E. coli’de de antimikrobiyal ajanlara karsi
direng, giin gectikce degismekte ve farkli tablolarla karsilagiimaktadir.

Almanya’da tavuk karkasi ve sekum Ornekleri kullanilarak yapilan bir
calismada, farkl iki ¢iftlikten, tavuk sekumu ve karkas numuneleri alinmistir. Karkas
numunelerinde yaklasik % 92 oraninda GSBL iireten E. coli tespit edilmistir. CTX-
M enzimini kodlayan blactx.v geni % 87, blargm % 27, blaspy ise % 47 oraninda
pozitiflik saptanmigtir. Sonug olarak 70 adet karkasin % 88’inde GSPL pozitif, %
52,9’unda ise Amp-C pozitif olarak gézlenmistir. 51 sekum izolatinin % 72,5 GSBL
pozitifligi, % 56,9 Amp-C pozitif olarak saptanmistir (Reich, Atanassova ve Kelin,
2013).

Antimikrobiyal direng durumunun arastirildigt baska bir c¢alismada,
Amerika’da, 2012 yilinin ilk alt1 ayinda, bir ya da birden ¢ok karbapeneme direngli
enterobakteri ile enfekte olmus hastalarda % 18 oraninda direng gozlenmistir. Ayrica

Asya, Afrika ve Latin Amerika iilkelerinin sahip oldugu (Sekil 1.4) antimikrobiyal
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direng genlerinin, diinya {izerinde direngli genlerin yayilmasi ig¢in bir rezervuar
gorevi tstlendigi belirtilmistir. GSPL iireten E. coli suslar arasinda ¢oklu ilag¢ direnci
gelistiren suslarin oraninin % 80’den fazla oldugu bildirilmistir. Avrupa’da
karbapenem direnci gézden gegirildiginde, % 3’ten % 50’ye kadar degisen oranlarda

direnglilik tespit edilmistir (Theuretzbacher, 2013).
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Sekil 1.4.Diinya iizerinde GSPL tireten E. coli ve metisiline direngli S. aureus goriilme sikligi. (The

Center for Disease Dynamics, Economics & Policy (http://www.resistancemap.org)

2012 yilinda, Hollanda’da yapilan bir arastirmada, baska iilkelerden gelen
tavuk eti, sebze, meyve, et ve deniz friinlerinde GSPL ve Amp-C iireten
Enterobacteriaceae grubu bakterilerden E. coli ve Klebsiella pneumonia insidensini
belirlemek amaglanmistir. Toplamda 200 diger gidalar ve 40 adet de pili¢ eti 6rnegi
olmak tizere, 240 numune alinmistir. 200 numuneden, 14 tanesi GSBL ve Amp-C
tireten E. coli ve K. pneumonia yoniinden pozitif olarak saptanmistir. GSBL veya
Amp-C iireten E. coli sebze 6rneklerinin % 3’tinde; sebze oOrneklerinin % 1’inde
pozitif olarak goézlenmistir. Bu pozitif 6rnekler Malezya’dan ithal edilmis olan kisnis
ve aci biberdi. GSBL ve Amp-C iireten E. coli; Litvanya menseili ¢ig pili¢ eti
orneklerinde ise % 17 oraninda saptandi. Ayrica GSPL ve Amp-C direten K.
pneumonia; ¢ig pili¢ etinde % 1 oraninda; Polonya’dan ithal edilmis olan hindi

etinde ise % 3 oraninda saptanmustir (Kurittu vd., 2021).
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Hollanda’da yapilan farkli bir ¢alismada ise tavuk, biftek, domuz ve karigik
orijinli etler ve bagka numuneler kullanilarak GSPL iireten E. coli miktarimi tespit
etmek hedeflenmistir. GSBL iireten E. coli orani; 89 adet tavuk eti numunesinden %
79,8’inde, 85 biftek numunesinin % 4,7’sinde, 57 domuz eti numunesinin %
1,8’inde, 22 karma orijinli olarak hazirlanan etlerin ve 9 diger et numunesinin %
14’tinde GSPL iireten Enterobacteriaceae saptanmistir. GSPL geni pozitifliginin
diger gruplara gore tavuk etinde oldukca yiikksek oldugu goriilmiistiir.
Enterobacteriaceae grubu bakterilerden ise 68 adet tavuk eti numunesinde GSPL
tireten E. coli oran1 % 76,8 olup en yiiksek prevalansa sahip olmustur. 6 adet tavuk
eti numunesinde ise GSPL iireten K. pneumnia identifiye edilmistir (Overdevest vd.,
2011)

Giliney Afrika’nin bagkentlerinden biri olan Cape Town’in dogusunda, 150
yatakli bir hastanenin atik suyunu igeren yapidan 2 litre atik su 6rnegi, steril bir cam
siseye alinmustir. Farkli selektif agarlar kullanilarak yapilan 44 adet inokulasyondan,
4 tanesi Moraxellaceae ve 35 tanesi Enterobacteriaceae olarak saptanmistir. Diger
kalan 5 oOrnekte farkli bakteri smiflariyla anlamli bir eslesme olmadigi icin
calismadan ¢ikarilmistir. Calismada Enterobacteriaceae ailesinden tespit edilen 6 alt
smiftan birinin E. coli oldugu ve izolatlarin % 10°una karsilik geldigi belirtilmistir.
Yapilan antimikrobiyal test sonuglarina gore E. coli izolatlar1 kloramfenikole duyarls;
tetrasiklin, doksasiklin, ampisilin, sefotaksim, norfloksasin, kolistin, nalidiksik asit,
trimetoprim-siilfametoksazola  karst  direngli ~ olarak  tespit  edilmistir.
Enterobacteriaceae ailesinden tespit edilen 35 izolatin 31’inde beta laktamaz
pozitifligi, E. coli izolatlarinin ise 3 tanesinde GSBL, 1 izolatta ise Amp-C pozitifligi
belirlenmistir. GSPL direng genleri analiz edildiginde ise blactx-m geni % 51,6 ile ilk
sirada olup, devaminda ise blargm geni % 32,3 ile takip etmektedir. Amp-C genlerine
bakildiginda ise blacir geni % 12,9 ile en yiiksek oranda tespit edilen Amp-C geni
olmustur (Fadare ve Okoh, 2021).

Banglades’de; igme suyu olarak kullanilan kaynak ve ev tipi sular iizerinde
GSPBL iireten E. coli prevalansi ve direng genleri arastirilmistir. Calisma igin 203 adet
ev tipi ve 181 adet kaynak suyu test edilmistir. E. coli ile kontamine kaynak
sularinda % 14 oraninda GSPL iireten E. coli saptanmustir. Ev tipi sularda ise bu

oraan % 19 seklinde olmustur. Izolatlarn % 71’inde ise coklu ilag direnci gelistigi
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tespit edilmistir. Antibiyotiklere karsi direng gosteren E. coli izolatlarinin plasmid
kokenli oldugu da belirtilmis olup; izolatlarin % 7’sinde farkli E. coli suslarina ait
virulens faktorlerinden en az birini tagidigr gézlemlenmistir. GSBL direng genleri
degerlendirildiginde ise; CTX-M-1, CTX-M-15, CTX-M-15 ve CTX-M-1 gen
birlikteligine karsi, ortalama olarak % 65 direnglilik tespit edilmistir. TEM ve gnrS
genlerinde ise bu oran ortalama % 35 civar1 olmustur. En diisiik direnglilik ise qnrB
ve CTX-M-15, CTX-M-1 ve TEM genleri kombinasyonlarina kars1 elde edilmistir
(Mahmut vd., 2020).

Tiirkiye’de gergeklestirilen ¢alismalardan birinde, perakende olarak satisa
sunulan cesitli tavuk etlerinde tireyen, Enterobacteriaceae familyas: iiyesi olan,
Salmonella spp. suslarmin antimikrobiyal direnci arastirilmistir. Toplamda farkli
cesit tavuk etlerinden (but, nugget, fileto, sosis, baget, kanat vd.) 100 adet humune
ornek alinmistir. 100 adet numunenin 35 tanesinde Salmonella spp. pozitif olarak
tespit edilmistir. Tiim suslarin amikasin, sefaleksin, tobramisin, gentamisin ve
enrofloksasine karsi direngli oldugu; amoksisilin-klavulanik asite karsiysa duyarh
oldugu saptanmustir. En yiiksek antimikrobiyal diren¢ ise % 82,75 oraniyla
tetrasiklin-nitrofurontoina kars1 gozlenmistir (Babacan ve Karadeniz, 2019).

Sakarya-Istanbul ¢evresinden toplanan 109 tavuk eti, 135 ¢ig siit, 83
paketlenmemis peynir olmak iizere 327 gida numunesi toplanmistir. Genel olarak 80
izolatta GSPLve/veya Amp-C pozitif olarak bulunmustur. En yaygin sus % 68,8 ile
E. coli iken bunu % 8,8 ile K. pneumonia takip etmektedir. GSBLve Amp-C
enzimlerinin Disk Diffiizyon ve MIC degerlerinin, CLSI Kriterlerine gore
degerlendirildigi ¢alismada, 75 izolatta GSBL pozitif bulunmus ve % 68,8 ile E. coli,
en ¢ok rastlanan Enterobacteriaceae olmustur. 10 izolatta ise GSPL ve Amp-C
pozitif bulunmus olup, 7’sinin E. coli’ye ait oldugu belirtilmistir. Amp-C agisindan
pozitif olan numune sayisi 5 olup E. coli’ye ait pozitiflik saptanmamistir. Elde edilen
bu sonuglarin ise diinya genelinde Belgika, Almanya, Cin, Hollanda, Danimarka ve

Polonya ile benzer olduguda vurgulanmustir (Ozpinar vd., 2017).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Materyal

Ankara ve Kirikkale II’lerinde, perakende olarak satisa sunulan farkli iki
markaya ait, farkls siiriilerde yetistigi bilinen, tavuklarin fileto 6rneklerinden 100 adet
(n=100) numune alinmis ve soguk zincir ile laboratuvara incelenmek iizere
ulastirilmistir.

2.1.1 Kullanmilan Besi Yerleri ve Materyaller

Mac Conkey Agar (Oxoid, Ingiltere),

Miiller Hinton Agar (BD, Almanya),

Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere),

Agaros (Biomax, Avrupa),

Tamponlanmig Peptonlu Su (TPS)

Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Diskleri (Oxoid, Ingiltere)

E-Test Stripleri (Bioanalyze, Tiirkiye)

2.1.2 Kullanilan Gerecler:

Vortex cihazi,

Mc Farland Olger-Dansitometre,

LAMP PCR (Nova Amp, Cin),

Klasik PCR (Boeco, Almanya),

Nano-Drop Spektrofotometre (Inovia, Turkiye),

Isiticil1 blok,
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1 uL’den 1000 pL’ye kadar mikropipetler,

Mikrodalga firmn.

2.2. Yontem

2.2.1. izolasyon ve identifikasyon

2.2.1.1. izolasyon

EUARL ve EFSA kriterleri dogrultusunda, 1/10 oraninda olacak sekilde, 25 gr
numune, 225 mL TPS igine alinarak, numuneler stomacher posetleri igerisinde,

37°C’de 18-22 saat inkiibasyona birakilmustir.

On zenginlestirmeye tabi tutulan &rneklerden, 0,5 pg/ml olacak sekilde,
karbapenemaz aktivitesini gézlemlemek i¢in meropenem igeren Mac Conkey Agar
hazirlanmis ve 100 adet 6n zenginlestirmeden ekim yapilmistir. Petriler, 44°C’de 18-
22 saat inkiibasyona birakilmistir. Yine ayn1 sekilde GSBL aktivitesini gézlemlemek
amactyla sefotaksim iceren Mac Conkey Agar’a, 100 adet 6n zenginlestirmeden
ekimi gerceklestirilerek, 44°C’de 18-22 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
metodun Onerdigi sekilde, 3 kez Mac Conkey Agar’a E. coli’ye ait koloniler
goriiliinceye dek pasajlanmistir (EUCAST, 2021).

Sekil 2.1. Selektif Agar’a yapilan ekimler
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2.2.1.2. identifikasyon

BBL Crystal hizli identifikasyon sistemi ile tipik E. coli karakteristik 6zelligi
gosteren, siipheli 16 izolat identifikasyona alinmistir. 37°C’de 18-22 saat
inkiibasyona birakilmis ve Enterik-Non fermentatif bakterilere uygun kit ile
identifikasyon yapilmistir. Daha sonra kullanilmak {izere E. coli izolatlari, Gliserinli

Brain Heart Inflizyon Buyyon’da, -20°C’de, derin dondurucuda saklanmuistir.

Sekil 2.2. BBL Crystal’de izolatlarin degerlendirmesi

2.2.2. Disk Diffiizyon ve E-Test

Izolatlar, Nutrient Agar’a pasajlanmis; antimikrobiyal direnglilik testi i¢in disk
diffiizyon testine (Kirby-Bauer), minimal inhibisyon konsantrasyonunu belirlemek
iizere E-Test’e tabi tutulmustur. izolatlardan 0,5 Mc Farland olacak sekilde, steril 1
mL fizyolojik tuzlu su ile siispansiyon hazirlanmistir. Siispansiyondan alinarak disk
diffiizyon testi i¢in, Miiller Hinton Agar’a ekim yapilmistir. Disk diffiizyonda
kullanilan diskler, ¢izelge 2.1° de belirtilmis olup; antibiyotik direngliliginin
belirlenmesi i¢in, agarlar 37°C’de 18-22 saat inkiibasyona birakilmis; olusan zon
caplar Olgiilerek EUCAST veya CLSI Kiriterleri’ne gore degerlendirme yapilmistir.
Pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanilmistir (EURL-AR Protokolii,
2020).
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Cizelge 2.1. Disk difflizyon testi degerlendirme kriterleri

DISK DIFFUZYON ANTIBIYOTIK ISIMLERI EUCAST’E GORE DISK
ANT_IBIYOT}K DIFFUZYON DIRENCLILIK
DISKLERI ZON CAPLARI
TE* Tetrasiklin S>15, I=12-14, R<11
Cc* Kloramfenikol S$>18, I=13-17, R<12
oT* Oksitetrasiklin S>15, I=15-18, R<14
CAZ-CLA Seftazidim-Klavulanik Asit S$>22, R<19
CAZ Seftazidim $>22, R<19
CTX Sefotaksim $>20, R<17
CTX-CLA Sefotaksim-Klavulanik Asit $>20, R<17
GM Gentamisin S>17, R<17
MEM Meropenem S$>22, R<16
CIP Siprofloksasin S>25, R<22
FOX* Sefoksitin S>18, I=15-17, R<14
AM* Ampisilin S>17, I=14-16, R<13
NA* Nalidiksik Asit $>19, I=14-18, R<13
SXT Trimetoprim/Sulfametoksazol S>14, R<11

(*) EUCAST te degerlendirme kriteri olmayan, CLSI’e gore degerlendirmesi yapilanlar.

Disk diffiizyon testinde, CTX ve CTX-CLA ve CAZ ve CAZ-CLA
kombinasyonlar1 arasindaki zon farki, 5mm ve daha fazlaysa GSBL pozitif olarak
FOX’a kars1 var
gostermektedir (EUCAST, 2021). E-Test’te ise meropeneme karsi duyarlilik

degerlendirilmektedir.

mevcutsa, karbapenemaz aktivitesi negatif olarak degerlendirilmektedir (EUCAST,

2021).
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Sekil 2.3. Disk diffiizyon ve E-Test

Cizelge 2.2. E-Test’te (MIC) kullanilan antibiyotikler ve direnglilik-duyarlilik degerleri (EUCAST ve

Klavulanik Asit)

CLSI, 2021)
ICERDIGI EUCAST’E GORE | EUCAST’E GORE
E-TEST STRI . ANTIBIYOTIK DIRENCLILIK DUYARLILIK
-TEST STRIPLERI MIKTARI ZONE CAPI ZONE CAPI

(ng/ml) (mm) (mm)
MP (Meropenem) 0,02-32 >8 <2
CT (Sefotaksim) 0,016-256 >2 <1
TZ (Seftazidim) 0,016-256 >4 <1
IPM (Imipenem)** 0,02-32 >0,5 <0,5
CO (Kolistin) 0,016-256 >2 <2
FX (Sefoksitin)* 0,016-256 >32 <8
CT+CLA*(Sefotaksim-
Klavulanik Asit) 0.016-1 >2 =1
TZ+CLA (Seftazidin- 0,064-4 -4 <11

*EUCAST e gore degerlendirilme kriteri mevcut olmayan, CLSI’a gore degerlendirilenler.

**EUCAST ve CLSI’da degerlendirilme kriteri olmayan, EURL-AR’ye gore degerlendirilenler.
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Seftazidin-Klavulanik Asit (TZ-CLA) ve Sefotaksim-Klavulanik Asit (CT-CLA)
kombinasyonunda, aralarindaki korelasyona gére GSBL pozitif veya negatif olarak
yorumlanmaktadir (EURL-AR, 2021).

Cizelge 2.3. EURL-AR’ye gore GSBL yorumu

GSBL MIC DEGERI Yorum

Pozitif CT>0.5ve CT/CTL>8veyaTZ>1 ve GSBL pozitif
TZ/TZL > 8 veya PM > 0.25 ve PM/PML >8 | Tiim penisilin,

sefolosporin ve
azitroneoma karsi

direnglidir.
Negatif CT <0.5veya CT/CTL <8veTZ <1 veya GSBL negatif
TZITZL <8
Degerlendirilemiyor CT>16veCTL>1;TZ>32veTZL >4; PM | Degerlendirme
>16ve PML >4 yapilamiyor.

2.2.3. Molekiiler Yontemler

2.2.3.1. DNA izolasyonu

Molekiiller yontem olan Klasik PCR ve LAMP PCR igin, pozitif numunelerden
DNA ekstraksiyonu yapildi. Ekstraksiyon amaciyla; pozitif izolatlardan 1 koloni
alinarak, 100 pl steril distile su i¢inde siispanse edildi. Tiipler 95°C’de 10 dakika
tutularak, daha sonra 10.000 rpm devirde, 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar
steril ependoflara elektronik pipet yardimiyla alindi. Daha sonra nano-drop
spektrofotometre ile elde edilmis DNA’larin miktarlar1 ng/mL olarak olgtldi
(Dallenne vd., 2010).

Mililitrede 1 ng/mL olacak sekilde; nano-drop spektrofotometre’de Olgiilen
DNA'’lar hazirlandi. Bu hazirlik agagida bulunan kiitle ve hacim denkleminden ¢ikan

degere gore yapildi (Dallenne vd., 2010).

M1 V1=M; V,
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2.2.3.2. Klasik PCR

Antimikrobiyal direncin belirlenmesi igin kullanilan genler; GSPL igin
kullanilan genler; CTXM-9, CTXM-1, SHV, TEM, OXA-1 seklindedir. Amp-C i¢in
kullanilan gen ise FOX geni olmustur. Karbapenemaz igin kullanilan genler ise
OXA-48, IMP, VIM, KPC ve NDM-1 seklindedir (Dallenne vd., 2010).

Klasik PCR testi, izolatlarda GSBL, Amp-C ve karbapenemaz varligini
molekiiler olarak test etmek amaciyla kullanildi. Klasik PCR igin; 12,5 pl master
mix, 1 pl hazirlanan DNA’dan, Sul primer ve 6,5 plsteril distile su alinarak,toplam

hacim 25 pl olacak sekilde, ependorf tiip igerisinde hazirlanmistir.

Klasik PCR’da 94°C’de 10 dk kaynatilmistir. Sonra; 94°C’de 40 sn., 60°C’de
40 sn., 72°C’de 1dk. olacak sekilde 30 siklus gergeklestirilmistir. Devaminda ise;
72°C’de 7 dk. olarak protokol tamamlanmistir (Dallenne vd., 2010).

Sekil 2.4. Thermal Cycler cihazi

2.2.3.3. Lamp PCR

Antimikrobiyal direncin belirlenmesi i¢in kullanilan genler; Lamp PCR’da ise
Karbapenemaz aktivitesi i¢in kullanilan genler OXA-48, VIM, IMP, KPC ve NDM
seklindedir.
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LAMP PCR’da ise sadece karbapenemaz primerleri literatiir bilgi olarak temin
edilebildigi i¢in karbapenemaz varligi test edilebilmistir. LAMP PCR igin; 15 pl
master mix, Sul DNA, 5 ul primer alinarak, toplam hacim 25 pl olacak sekilde
hazirlanmistir. Isiticili blokda, 65°C’de 30 dk.birakildi (Dallenne vd., 2010;

Rasmussen ve Bush, 1997).

2.2.3.4. Elektroforez

PCR c¢alismalar1 sonrasinda, agaroz jel i¢in, 100 ml 1XTAE’ye, 1 gr agaroz
eklenerek, % 1’lik agaroz hazirland1. % 1’lik agaroz, mikrodalga firinda berrak hale
getirildi ve tarakli jel tankina dokiilerek, jel haline gelmesi saglandi. Elektroforez
tanki, yeterli miktarda 1XTAE ile dolduruldu. ilk kuyucuga 10 pul DNA-Ladder ve
lug 6XLoading Dye karigtirilarak, her kuyucuga pozitif numune DNA’sindan 5 pl
ve 1 ul 6XLoading Dye karistirilarak yerlestirildi. Yerlesme islemi tamamlandiktan
sonra, 100 Volt’ta, 1 saat yiiriitiildii. Olusan bantlar, UV 1s1k altinda GSBL, Amp-C

ve karbapenemaz agisindan degerlendirildi.

Ayni islemler tekrarlanarak, pozitif olan numunelerin hangi enzimleri tasidigini
belirlemek amagli, her bir gen yoniinden tek tek olacak sekilde Klasik PCR ve
LAMP PCR testleri tekrarlandi. Pozitif olan numunelerin, 5 farkli enzimden hangi

enzim/enzimler nedeniyle pozitiflik gosterdigi belirlendi.

2.2.3.5. TPS’den DNA izolasyonu

Calismada, ayrica E. coli saptanan kanatli etlerinden, 9 ml TPS’ye; 1 gr kanath

eti, her numune i¢in ayri olacak sekilde alindi.

37°C’de 18-22 saat inkubasyona birakildi ve TPS’den, direkt DNA izolasyonu
yapildi. Enzim aracili izolasyon i¢in ependorf tiiplerinel pl enzim, 10 pl buffer ve 20
ul ilgili 6rnege ait TPS’den 6rnek alindi ve iizerine 69 pl steril distile su konularak,
kartistm 100 pl’ye tamamlandi. Devaminda ise 75°C’de 15 dakika ve 95°C’de 5
dakika kaynatilarak DNA’lar izole edildi. Izole edilen DNA’lar nano-drop
spektrofotometre ile oOlgiilerek yeniden Klasik PCR ve LAMP PCR testine tabi
tutuldu.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon ve identifikasyon

Calismada, 100 adet tavuk filetosundan, EURL-AR tarafindan Onerilen
metodla, 7 adet izolat E. coli olarak identifiye edilmistir. E. coli yoniinden pozitif
olan numuneler S78, S68, S49, S42, S9, B6 ve B8 seklindedir.

3.2. Disk Diffiizyon Sonuclar:

Disk difflizyon testi sonuglarina gore sirasiyla izolatlar ve direnglilik 6zellikleri

asagidaki sekildedir:

S78: Tetrasiklin, kloramfenikol, oksitetrasiklin, sefoksitin, sefotaksim,
siprofloksasin, seftazidim, ampisiline karsi direngli; meropenem ve nalidiksik asite

mtermedier; gentamisin, trimetoprim/sulfametaksazole duyarls;

S68: Tetrasiklin, kloramfenikol, oksitetrasiklin, siprofloksasin, ampisilin,
nalidiksik asite karsi direngli; sefotaksim, seftazidim, geentamisin, meropenem,

sefoksitine kars1 duyarly;

S42: Tetrasiklin, kloramfenikol, oksitetrasiklin, sefotaksim, seftazidim,
sefoksitin, ampisiline kars1 direncli; meropenem ve siprofloksasine intermedier;

gentamisin ve sefoksitine duyarli;

S49: Tetrasiklin, oksitetrasiklin, siprofloksasin, sefoksitin, ampisilin, nalidiksik
asit, trimetoprim/sulfametaksazol’e direngli; kloramfenikol, sefotaksim, seftazidim,

gentamisin, meropeneme duyarli;

S9: Tetrasiklin, kloramfenikol, oksitetrasiklin, gentamisin, siprofloksasin,
sefoksitin, ampisilin, nalidiksik asit, trimetoprim/sulfametaksazole direngli;

seftazidim’e intermedier; sefotaksim, meropeneme karsi duyarli;
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B6: Tetrasiklin, kloramfenikol, oksitetrasiklin, siprofloksasin, sefoksitin,
ampisilin, nalidiksik asit, trimetoprim/sulfametaksazole direngli; sefotaksim,

seftazidim, gentamisin, meropeneme duyarli;

B8: tetrasiklin, sefoksitine direncli; kloramfenikol, oksitetrasiklin, sefotaksim,
seftazidim, gentamisin, meropenem, siprofloksasin, ampisilin, nalidiksik asit,

trimetoprim/sulfametaksazole duyarli olarak saptanmustir.

Izolatlarin hepsinde ayn1 zamanda multiple direnglilik (MRD) gériilmiistiir. En
cok sirasiyla multiple direnglilik S9 (9 adet antibiyotik) seklindedir.

7 adet susun tamaminda tetrasikline kars1 direnglilik durumu s6z konusudur.
Disk diffiizyon testi sonuglarina gore;

7 adet E. coli izolatindan 2’sinde GSPL ve 6’sinda Amp-C aktvitesi yoniinden

pozitiflik saptanmuastir.

Diger taraftan CAZ ve CAZ-CLA kombinasyonu ve CTX ve CTX-CLA
kombinasyonu arasindaki zon farki 5 mm ve daha fazla olan S78, S42 izolatlar1 da

GSBL pozitif olarak belirlenmistir.

FOX geni direngli olan S78, S42, S49, S9, B6 ve B8 suslar, Amp-C pozitif

olarak degerlendirilmistir.

Izolatlarin hepsi meropeneme duyarli oldugu igin karbapenemaz aktivitesi
yoniinden negatif olarak degerlendirilmistir. Disk diffiizyon degerleri Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Disk diffiizyon test sonuglar1

DIiSK DIFUZYON TESTINDE KULLANILAN ANTIBIYOTIK DiSKLER

E. coli TE | ¢ | oT |“A4 | caz|ctx | €T%| oM |[MEM| cip | FOX |AM | NA | sxT

. CLA CLA

Izolatlar1

578 OR |[O/R| O/R | 26/S | 17/R | O/R | 21/S| 22/S| 21/1 | 21/R | 8/R |O/R |17/1| 29/S
S68 O/R |O/R| O/R | 30/S | 29/S | 29/S | 28/S| 26/S| 25/S | O/R | 20/S |O/R | O/R | 30/S
a2 O/R |O/R| O/R | 28/S | 16/R | 16/R | 20/S| 26/S| 18/l | 22/1 | O/R |O/R | 8/l | 31/S
s49 O/R [27/S| O/R | 29/S | 29/S | 30/S | 28/S|23,5/S| 23/S | 19/R | 11/R [O/R [ O/R | O/R
s9 O/R [O/R| O/R | 23/S | 20/l | 22/S | 18/I | 12/R| 23/S | 10/R | O/R |O/R [O/R | O/R
B6 O/R |O/R| O/R | 28/S | 26/S | 30/S | 28/S| 22/S| 25/S | 21/R | 10/R |[O/R [ O/R | O/R
B8 10/R [26/S| 20/S | 25/S | 27/S | 32/S | 28/S| 24/S | 27/S | 33/S | 13/R (22/S|28/S| 22/S

3.3. E-Test Sonuclar

E-Test sonuclarina gore sirasiyla izolatlar ve direnclilik 6zellikleri asagidaki

sekildedir:

S78: Seftazidim, sefoksitin, imipenem, kolistine kars1 direngli; meropenem,

sefotaksime kars1 duyarly;

S68: Imipenem, kolistine kars1 direncli; meropenem, sefotaksim, seftazidim,

sefoksitine kars1 duyarly;

S49: Sefoksitin, imipenem, kolistine kars1 direncli; meropenem, sefotaksim,

seftazidime kars1 duyarh

S42: Seftazidim, sefoksitin, imipenem, kolistine karsi direngli;meropenem,

sefotaksime kars1 duyarly;

S9: Imipenem, kolistine kars1 direncli; meeropenem, sefotaksim, seftazidim,

sefoksitine kars1 duyarly;

B6: Seftazidim, sefoksitin, imipenem, kolistine kars1 direngli; meropenem,

sefotaksime kars1 duyarly;
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B8: Imipenem, kolistine karsi direncli; meropenem, sefotaksim, seftazidim,

sefotaksime kars1 duyarli olarak tespit edilmistir.

Izolatlarin hepsinde ayn1 zamanda multiple direnglilik (MRD) gériilmiistiir. En

¢ok multiple direnglilik S78 (4), S42 (4) ve B6 (4) izolatlarinda gozlemlenmistir.
E-Test sonuclarina gore;

7 adet E. coli izolatindan 1’inde GSBL ve 4’tinde Amp-C aktivitesi yoniinden

pozitiflik saptanmustir.

FOX geni direngli olan S78, S42, S49 ve B6 suslar, Amp-C pozitif olarak

degerlendirilmistir.

izolatlarin hepsi meropeneme duyarli oldugu icin karbapenemaz aktivitesi

yoniinden negatif olarak degerlendirilmistir.

TZ-CLA ve CAZ-CLA kombinasyonlarini degerlendirdigimizde sadece S68
izolat1 GSPL pozitiftir.

Tiim suglarin kolistine kars1 direngli oldugu tespit edilmistir. E-Test degerleri

asagida Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. E-Test sonuglar1

E-TEST SONUCLARI (R/S)
iin:tc;Lin MP cT CT-CLA | TZ TZ-CLA FX IPM co
S78 0,094/S 0/S 0/19 32/R 0/38 32/R 0,19/R 0/R
S68 0,064/S 0,125/S | 25/0,23 | 0,25/S | 50/0,64 8/S 0,125/R 0/R
S49 0,064/S 0,125/S - 0,38/S - 24/R 0,19/R 0/R
S42 0,047/S 64/S 0/19 6/R 0/38 12/R 0,125/R 0/R
S9 0,064/S 0,19/ - 0,38/S - 8/S 0,19/R 0/R
B6 0,064/S 1,5/S 0/0 6/R 0/0 128/R 0,19/R 0/R
B8 0,032/S 0,19/ - 0,5/S - 1,5/S 1,9/R 0/R
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3.4. Klasik PCR Sonuclari

Yapilan Klasik PCR ¢alismasi ile molekiiler yontemlerle GSBL, Amp-C ile
karpenemaz varligin1 saptamak hedeflenmistir. Klasik PCR’da Sekil 3.1° deki gibi 7

izolatin tamami1 GSPL aktivitesi yoniinden pozitif olarak gozlemlenmistir.

S68 S78 S42 S49 S9 B8 B6 PK

~ v age >
oo X0 SO
i (T S A

Pop e £ --'-;{‘:"‘:';‘. 72
S

SRSl T L

Sekil 3.1. Klasik PCR GSPBL amplikonlari ve pozitif kontroliin elektroforez sonrasi bantlari

Asagida Sekil 3. 2°de Klasik PCR’a GSBL genleri SHV, OXA-1, CTXM-9,
CTXM-1 ve TEM olacak sekilde PCR amplikonlar1 yerlestirilmistir. B6 izolatinda
CTXM-1 ve OXA-1 genleri pozitif, S9 izolatinda ise SHV, OXA-1, CTXM-9 ve
CTXM-1 genleri pozitif olarak degerlendirilmistir.

SHV OXA-1, CTXM-9 CTXM-1

Sekil 3.2. Klasik PCR B6 ve S9 izolatlarinin GSBL aktivitesi
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Sekil 3. 3’te en iist iki sira sirasiyla S68, S78 izolatlarina; alt iki sira S42, S49
izolatlarma aittir. GSBL genleri SHV, OXA-1, CTXM-9, CTXM-1 ve TEM genlerini
icerecek sekilde sirasiyla PCR amplikonlar1 yerlestirilmistir. S68 izolatinda tiim
genler pozitif olarak degerlendirilmistir. S78 i¢in SHV, S42 i¢in CTXM-1 ve S49
icin SHV ve CTXM-1 genleri pozitif olarak gézlemlenmistir.

SHV OXA1 CTXMI CTXMO TEM

Sekil 3.3. Klasik PCR S68, S78, S42 ve S49 GSBL aktivitesi

Klasik PCR’da B6 ve B8 izolatlar1 sirastyla SHV, OXA-1, CTXM-9, CTXM-1
ve TEM genlerini icerecek sekilde GSPL aktivitesini belirlemek amaciyla
calisilmigtir. B6 izolatinda CTXM-1, OXA-1 genleri; B8 izolatinda ise SHV

genlerinde bant olusumu gozlenmis olup pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.4. Klasik PCR B8 GSPBL aktivitesi
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S42 izolatinda Sekil 3.5’te gortldigi gibi karbapenemaz ve Amp-C aktivitesi

gozlenmemistir.

Sekil 3.5. Klasik PCR S42 izolat1 karbapenemaz ve Amp-C aktivitesi

Klasik PCR’da yapilan Karbapenemaz ve Amp-C genlerine kars1 pozitifligin
test edildigi uygulamada karbapenemaz genlerine karsi1 S9 ve B6 izolatlarinda
pozitiflik goriilmemistir. Ancak Amp-C geni FOX’a kars1 2 izolatta pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 3.6. Klasik PCR S9 ve B6 izolatlar1 karbapenemaz ve Amp-C aktivitesi

Klasik PCR’da S49 izolatinda karbapenemaz aktivitesinde sirasiyla
yerlestirilen NDM, OXA-48, IMP, VIM, KPC genlerinin hepsinde pozitiflik

gozlenmektedir.
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Sekil 3.7. Klasik PCR S49 izolat1 karbapenemaz aktivitesi

S68 ve S78 izolatlarinda Amp-C aktivitesini gosteren FOX geni pozitif olarak

degerlendirilmistir. Karbapenemazda pozitiflik gozlenmemistir.

Sekil 3.8. Klasik PCR S68 ve S78 Karbapenemaz ve Amp-C aktivitesi
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Cizelge 3.3. Klasik PCR, GSBL, Amp-C ve karbapenemaz genleri agisindan izolatlarin

degerlendirilmesi

KLASIK PCR, GSBL, Amp-C ve KARBAPENEMAZ GENLERI ACISINDAN IZOLATLARIN

DEGERLENDIRILMESI
KARBAPENEMAZ Amp- GSPBL
C
E.coli NDM | OXA | IMP | VIM | KPC | FOX | CTX | CTX | SHV | TEM | OXA
izolatlar1 48
S68
S78

S42

Klasik PCR sonuglarina gore 7 izolatin sadece birinde (S49) karbapenemaz

aktivitesine ait KPC geni saptanmistir. Karbapenemaz aktivitesi yoniinden S49 nolu
izolat pozitif bulunmustur. Amp-C aktivitesi yoniinden S68, S78, S9 ve B6 izolatlar
(%57) pozitif bulunmustur. 1zolatlarm hepsinde GSBL aktivitesi tespit edilmis olup;
sirastyla en ¢ok CTXM-1 (%71) ve SHV1 (%71), OXA-1 (%42,8), CTXM-9
(%28,5) ve TEM (%14,2) saptanmustir.

TPS’den enzim araciligrtyla DNA izolasyonu uygulanmis; Klasik PCR’da

yapilan GSPBL analizinde tiim izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.10. TPS’den klasik PCR’da yapilan GSBL analizi

TPS’den klasik PCR’da yapilan GSBL analizi sonucunda olugan bantlara gore
sirasiyla S78, S68, S49, S42, S9, B8’de karbapenemaz ve Amp-C pozitif olarak

degerlendirilmistir. B6 nolu izolatta karbapenemaz aktivitesi goriilmemistir.

Sekil 3.11. Tamponlanmig peptonlu sudan klasik pcr ile yapilan karbapenemaz ve Amp-C
analizi

3.5. LAMP PCR Sonugclari

Lamp PCR’da yapilan analizde tiim izolatlar karbapenemaz agisindan pozitif

olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.9. LAMP PCR’da yapilan karbapenemaz analizi.

TPS’den izole edilen DNA’larin PCR ve Lamp PCR testleri sonucunda GSPBL,

Amp-C ve karbapenemaz aktivitesi yoniinden kuvvetli pozitiflikler saptanmistir.
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4. TARTISMA

Tavuk filetolarindan izole ve identifiye edilen 7 adet E. coli izolatinin

antimikrobiyal direng 6zellikleri farkli yontemlerle saptanmis ve karsilagtirilmastir.
Calismada Disk Diffiizyon ve E-Test sonuglar1 karsilastirildiginda;

Disk diffiizyon testinde S78 ve S42 izolatlar1 GSBL aktivitesi yoniinden pozitif
bulunurken; E-Test’te sadece S68 izolat1 pozitif olarak tesbit edilmistir.

Disk diffiizyon testinde S78, S42, S49 ve B6 izolatlarina ek olarak B8 izolati
da FOX’a karsi direngli olarak saptanmis olup, Amp-C pozitif olarak

degerlendirilmektedir.

Disk diffiizyon testinde S78 ve S42 izolatlar1 meropeneme karsi intermedier;
diger izolatlar duyarli bulunmustur. E-Test’te ise tiim izolatlar meropeneme duyarli
bulunmustur. Bu nedenle karbapenemaz aktivitesi her iki testte de negatif olarak

degerlendirilmistir.
Konvansiyonel metodlarla molekiiler yontemler karsilagtirildiginda;

GSPL aktivitesi yoniinden tiim metotlarda pozitif olan izolatlar mevcuttur.
Disk Diiffiizyonda 2 adet izolat (S78 ve S42), E-Testte 4 izolat (S78, S49, S42 ve
B6), Klasik PCR’da izolatlarin tamaminda GSPBL aktivitesine ait genler pozitif olarak

tesbit edilmistir.

Amp-C aktivitesi yoniinden; disk diffiizyon testinde S68 hari¢ tiim izolatlarda
E-Testte S78, S49, S42 ve B6 nolu izolatlarda; Klasik PCR’da da S68, S78, S9 ve

B6 nolu izolatlarda pozitiflik saptanmustir.

Karbapenemaz aktivitesi yonilinden; disk diiffiizyon ve E-Test’te hi¢ pozitif
numune tespit edilmemis; Klasik PCR’da ise sadece S49 nolu izolat pozitif olarak
tesbit edilmistir. Lamp PCR’da ise izolatlarin hepsi karbapenemaz agisindan pozitif

olarak saptanmustir.
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Klasik PCR ve LAMP PCR sonuglar1 karsilastirildiginda;

Klasik PCR’da sadece S49 izolati karbapenemaz aktivitesi yOniinden
pozitifken; LAMP PCR’da tiim izolatlar karbapenemaz acisindan pozitif olarak

saptanmistir.
Genel olarak karsilastirildiginda:

Disk difiizyon ve E-Testler karsilagtirildiginda: GSBL sonuglar1 farkli, Amp-C

ve karbapenemaz aktivitesi yoniinden birbirine yakin bulunmustur.

Klasik PCR’da disk diffiizyon ve E-Test’e gore, daha fazla GSBL geni tespit
edilmis; Amp-C kismen daha uyumlu, karbapenemaz aktivitesi bir izolatta (S49)
pozitif, LAMP PCR’da tiim izolatlar pozitif bulunmustur.

TPS’den izole edilen DNA’larin PCR ve Lamp PCR testleri sonucunda GSPBL,
Amp-C ve karbapenemaz aktivitesi yoniinden kuvvetli pozitiflikler saptanmustir.
Bunun nedeni olarak, kullanilan primerlerin Enterobacteriaceae familyasina ait
olmasi ve TPS igerisinde E. coli disinda da Enterobacteriaceae familyasina ait bagka

bakterilerin de bu genleri tasidig1 diistiniilmektedir.

Diger iilkelerde yapilan ¢alismalara bakildiginda, Hollanda’da yapilan bir
calismada, 89 tavuk eti numunesinden 68’inde GSPL iireten E. coli tespit edilmis
olup, % 76,8’¢ karsilik gelmektedir (Overdevest vd., 2011). Ayrica GSBL
genlerinden en ¢ok rastlanan gen % 58 ile blactxwm-1 geni olmustur. Caligmada ise
GSBL iireten E. coli Klasik PCR test sonuglarina gore, 7 adet izolatta (% 71’inde)
goriilmiis olup en yaygin gen ise bu caligmayla paralel olarak CTX-M-1 ile birlikte
SHV’dir.

Hollanda’da, geleneksel ve organik yolla iiretilmis tavuklardan alian ¢ig et
numuneleriyle yapilan calismada, 98 tavuk etinden 163 izolat elde edilmistir.
Orneklerin % 92’sinde GSPBL iireten en az bir E. coli saptanmis olup; CTX-M-1 geni
prevalansi organik metodla tiretilmis tavuk etlerinde % 56 iken; geleneksel metodla
uretilen tavuklarda % 42 oraninda oldugu belirtilmistir. Ayni1 zamanda
siprofloksasine karsi % 14 direng tespit edilmistir. Calismamizda siprofloksasine
kars1 mevcut direng s6z konusu calismadan daha fazla olup % 71 dolaylarindadir.

Direncin yiiksek olmasinin nedeni; hayvanlarin yetistirme yonii ya da izolatlarin

47



orijinine bagli olarak degerlendirilebilir Bu ¢alismayla uyumlu sekilde prevalansi en

yiiksek tespit edilen genlerden biri CTX-M-1"dir (Stuart vd., 2012).

Insan ve kanatli hayvanlarin diski materyalinden GSPL iireten E. coli ile
yapilan aragtirmada; 140 tavuk ve 54 cocuktan rektal swap alinmistir. Tavuklarin
41’inde; c¢ocuklarin ise 33’iinde GSPL iireten E. coli’ye rastlanmistir. Tavuk
etlerinde bu oran % 29’a karsilik gelmekte olup; ¢alismamizda bu oran % 7 olarak
tespit edilmistir. Gana’da ki ¢ocuklarda goriilen E. coli enfeksiyonlarinin kaynagi
olarak kanatli kiimeslerinin olabilecegi varsayilmaktadir. insan ve kanatli rektal
orneklerinin ikisinde de yaygin gen olarak CTX-M-1 tespit edilmis ve bir¢ok
calismayla paralellik gostermistir (Falgenhauer vd.,2019).

Tiirkiye’de, Bolu II’i ve cevresinden toplanan 283 izolat arasindan 135 numune
tavuk etine ait olmakla birlikte, GSBL iireten E. coli varlig1 arastirilmistir. Yapilan
analizler ve PCR c¢alismalar1 sonucunda 135 numuneden 114’tinde (% 84,4) GSBL
tireten E. coli geni olarak blargym genine rastlanmistir (Keskin, 2019). S6z konusu
calismada, blactx.m geni higbir izolatta tespit edilememistir ve bunun nedeni
meteryallerin  orijininin  farkli olmasindan kaynakli oldugu disliniilnistir.

Calismamizda en ¢ok blactx-m-1 Ve blasyy geni tespit edilmistir.

Yapilan bir calismada, CLSI verileri kullanilarak, kesin GSPBL iireten
Enterobacteriaceae sinifindan bir bakteriyi tasidigi bilinen 29 tavuk eti, 24 ¢ig siit ve
2 adet peynir orijinli olmak {izere toplam 55 adet izolat kullanildi. 29 adet tavuk
etinden 24 tanesinde E. coli varligi bildirilmis; kalan bes izolatin ise
Enterobacteriaceae sinifindan bagka bir bakteriye ait oldugu tespit edilmistir. E. coli
suslarinda en baskin genin blargm geni oldugu, sonrasinda ise bu ¢aligma ile uyumlu
olacak sekilde blactxm geni tespit edilmistir. Ayrica GSPL iireten Enterobacteriaceae

smifindan en yaygim olan bakterinin E. coli oldugu da dogrulanmistir (Tekiner 1H,
2016).

Hatay ve c¢evresinde bulunan; 11 farkl ticari broyler ¢iftliginden toplanan 220
kloakal swap’ta Campylobacter spp. sikliginin belirlenmesi hedeflenmistir. Tim
stiriiler Campylobacter spp. yoniinden pozitif olarak gozlemlenmis olup, pozitif
numune sayist 218 olarak tespit edilmistir. Tiim izolatlar eritromisin, kloramfenikol

ve gentamisine karsi duyarlt bulumus olup; sirastyla izolatlarin tamami % 100

48



oraninda nalidiksik asite, % 86,6 oraninda siprofloksasine karsi direng gézlenmistir.
Calismada tetrasikline direngli olan 96 izolatin 85’inde tetO geninin mevcut oldugu
tespit edilmis olup 4 izolat tetO geni tasimasina ragmen tetrasikline duyarli oldugu
goriilmiistr. Calismamizda ise E. coli izolatlarinin hepsinin duyarli oldugu antibiyotik
bulunmamaktadir. Ancak tiim izolatlar % 100 oraninda tetrasikline direngli olarak
gozlemlenmistir (Aslantas, 2017). Ayrica ¢alismamizda S49 nolu izolat E-Test’te
meropeneme duyarli oldugu i¢in karbapenemaz agisindan negatif degerlendirimis
ancak yapilan Klasik PCR’da karbapenemaz genlerinin hepsini tasidigi ve

karbapenemaz ac¢isindan pozitif oldugu saptanmistir.

Siit sigirlarindan alman 172; besi sigirlarindan alinan 140 rektal siirlinti
orneklerinde GSBL, Amp-c iireten E. coli 6zelliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
312 adet 6rnekten 26 tanesinde GSPBL, Amp-c iireten E. coli varligi tespit edilmis
olup; bu oran % 8,3 olarak hesaplanmistir. Pozitif olan suslar iizerinde yapilan PCR
calismasinda 12 adet blacm-15 primeri en yiiksek oranda saptanan primer olmustur.
Bu primer CTX-M genini ifade etmekte olup paralel olarak ¢alismamizda da en ¢ok
saptanan gendir (Aslantas, Elmacioglu ve Yilmaz; 2017). Bu ¢alismada tiim izolatlar

imipenem duyarli olmastyla ¢alismamizla paralellik gostermistir.

Beta laktamaz tireten E. coli varligini test etmek amaciyla yapilan bir
calismada 100 tavuk eti, 100 sigir eti numunesi dondurulmus veya sogutulmus olarak
marketlerden toplanmistir. 100 tavuk eti numunesinden 82’sinin sefotaksime karsi
direngli olan E. coli tasidigi ve GSPL fiireticisi de oldugu belirlenmistir. Beta
laktamaz genleri acisindan da 82 izolatin 81’inde pozitiflik gozlenmistir. CTX-M
geni ile GSPL varlig1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirtilmistir (Onen,
Aslantas, Yilmaz ve Kiirekei, 2015). Bu ¢alismada tiim izolatlarin imipeneme duyarl
olmasi; caligmamizda ise tiim izolatlarin meropeneme duyarli olmasi da
karbapenemaz acisindan izolatlarin negatif oldugunun gostergesidir. Diger taraftan
calismamizda Klasik PCR ile saptanan GSBL pozitif olan izolatlarda CTX-M-1 veya
CTX-M-9 genlerinin var olmasiyla da; bu genlerin varlifinda GSBL agisindan
izolatlarin pozitif olarak degerlendirilebilecegi bir baska deyisle aralarinda pozitif bir

korelasyonun oldugu dogrulanmustir.
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Farkli bir c¢alismada Staphylococcus aureus’un antimikrobiyal direng
mekanizmasi arastirilmigtir. Klinik 6rneklerde elde edilen 97 adet Staphylococcus
aureus izolat1 kullanilmigtir. Yapilan antimikrobiyal direng testinde 97 izolatin 9
tanesinde; oran ile agiklayacak olursak izolatlarin % 9,3’ iinde kullanilan tim

antimikrobiyal ajanlara kars1 duyarlilik gézlenmistir (Yilmaz ve Aslantag; 2017).

Ticari bir kanath ¢iftligi hastalik teshis laboratuvarinda bulunan 16-41 giinliik
yasta kolibasilloz tasiyan 135 broylerin i¢ organlari alinmistir. 112 meteryalin E. coli
etkenini tasidig1 molekiiler yontemlerle dogrulanmistir. Izolatlar 7 farkli antibiyotige
kars1 disk difflizyon testi ile direng Olglimiine tabi tutulmustur. Calismada izolatlarin
% 64,3’1 ¢oklu ilag¢ direnci gdstermistir. Ancak ¢oklu ila¢ direncine neden olan
integronlar, 112 izolatin % 52,7’ sinde tespit edilmis ancak coklu ila¢ direnci
oraniyla paralellik gostermemistir (Egilmez ve Tiirkyilmaz; 2021). Calismamizda ise

izolatlarin tamaminda ¢oklu ila¢ direnci mevcuttur.

Ticari broyler ciftliginden artrit oldugu bilinen, yaslart 16-41 giin arasinda
degisen Ross 308, 152 adet broylerden sinovial sivi Ornekleri alinmistir. Artritli
hayvanlar diger hayvanlardan farkli bélmelerde tutulmus ve 40 giinliik yasta kesime
sevk edilmislerdir. Kesim Oncesi 6liim durumunda ise nekropsi yapilarak ornekler
alinmistir. Aseptik kosullar altinda swap yardimiyla 6rnekler alinmistir. Gram pozitif
ve gram negatif aerobik bakteriler identifiye edilmis olup 152 adet 6rnekten 99
tanesinde bakteriyel tireme goriilmiis olup 112 farkli aerobik bakteri identifiye
edilmigstir. 52 adet gram negatif, 60 adet gram pozitif Ozellikte aerobik bakteri
saptanmistir. En ¢ok identifiye edilen gram negatif bakteri E. coli olmustur. Aerobik
bakterilerden antibiyotik direncliligi en fazla olan mikroorganizmada gram negatif
ozellik gosteren E. coli olmustur (Sayin ve Tiirkyilmaz; 2020). Calismamizda ise E.

coli identifikasyon orani % 7 ile s6z konusu ¢alismadan daha az bulunmustur.
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5. SONUCLAR

Kolay erisilebilir protein kaynagi olarak tercih edilen kanathh etleri,
antimikrobiyal direng genleri tasimakta, bu genlerin insanlara aktarabilme 6zelliginin
olmasi yoniiyle halk sagligi acisindan risk olusturmaktadir. Diinyada oldugu gibi
tilkemizde de kanath etinde yiiksek oranda multiple direnglilik mevcuttur. Multiple
diren¢ yam sira fenotipik ve genotipik olarak GSPL, Amp-C ve karbapenemaz
aktivitesine sahip olan E. coli izolatlar1 da tespit edilmistir. Direng genleri tek basina
incelendiginde diger {iilkelerle uyumlu olarak en yiiksek prevalansin CTX-M-1 ve
SHV genine ait oldugu saptanmistir. GSBL, Amp-C ve karbapenemaz aktivitesi
yoniinden kanatli etlerinin izlenmesi ve kontrol programlarinin uygulanmasi

antibiyotik direncliliginin takibi acisindan gereklidir.
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