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OZET

PERAKENDE OLARAK SATISA SUNULAN KIRMIZI ETLERDE GSBL, AMP-
C VE KARBAPENEMAZ URETEN ESCHERICHIA COLI SUSLARININ
ANTIMIKROBIYAL DIRENCININ MIC, KLASIK PCR VE LAMP PCR

ANALIZLERI ILE ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana Bilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Sibel KIZIL
Ocak 2023, 73 sayfa

Antibiyotikler; insanlar ve hayvanlarda, bakteriyel hastaliklara yol acan patojenlerin
bertaraf edilmesi i¢in kullanilan ajanlardir. Antibiyotik kullanimiyla birlikte,
bakteriyel enfeksiyon kaynakli 6lim sayilarinin azaldigi belirlenmis, yillar i¢inde
antibiyotikler enfeksiyon kaynakli hastaliklarda kullanilan normal bir ilag haline
gelmistir.  Antibiyotiklerin  giderek artan kullanimi, antibiyotige direngli
mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu c¢alismada; perakende
satisa sunulan kirmizi etlerden izole edilen GSPL, Amp-C ve karbapenemaz lireten
Escherichia coli (E. coli) suslarinin, fenotipik olarak antibiyotik direng 6zelliklerinin
disk diflizyon ve E-Test ile; antibiyotik diren¢ genlerinin ise Klasik PCR ve LAMP
PCR metotlariyla belirlenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda alinan 120 adet kirmizi
etten, 12’sinde E. coli izole edilmis ve hizli idendifikasyon sistemi (BBL Crystal) ile
dogrulanmustir. Izolatlarm disk difiizyon test sonuclart European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ve Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)’a gore degerlendirilmis ve GSPL aktivitesi 10 izolatta
belirlenmistir. Disk diflizyon test sonuglarina gore; ampisiline ve tetrasikline %91,6,
sefotaksime %83,33, kloramfenikole, siprofloksasine ve nalidiksik asite %75,
sulfametoksol/trimetopirim ve azitromisine %66, gentamisine %41,6, seftazidime
%41,6 ve tigesikline %33,3 oraninda diren¢ goriilmiis; meropeneme karsi direng
goriilmemistir. Ayrica izolatlarin hepsi (%100) sefoksitine direngli bulunmustur.
Izolatlarin E-Test sonuglart EUCAST, CLSI ve E European Union Reference
Laboratory-Antimicrobial Resistance (EURL-AR)’a gore degerlendirilmis ve 1 adet
izolatta GSPL bulunmus; Amp-C ve karbapenemaz aktivitesi izolatlarin higbirinde
saptanmamustir. Antibiyotik direng genlerinin tespiti i¢in, DNA’lar izole edildikten
sonra Klasik PCR ve LAMP PCR testleri yapilmistir. Klasik PCR ile izolatlar GSBL,
Amp-C ve karbapenemaz genleri yoniinden analiz edilmistir. PCR sonrasinda, agaroz
jel elektroforezde olusan bantlar degerlendirilmistir. LAMP PCR metodunda ise



DNA lar, izotermal sartlarda (65°C), yaklasik 40 dakika amplifiye edildikten sonra,
agaroz jel elektroforezde yiiriitillerek sonuglar degerlendirilmistir.

Klasik PCR sonucunda, GSBL aktivitesi yoniinden incelendiginde 4 izolatta (12B,
1D, 12A, 9D) CTX-MI1 geni ve izolatlarin tamaminda SHV geni tespit edilirken;
Amp-C ve karbapenemaz geni tespit edilmemistir. LAMP PCR ile karbapenemaz
genleri incelendiginde, 2 izolat (14D ve 24D) karbapenemaz pozitif tespit edilmis ve
incelenen karbapenamaz genlerinin hepsi (NDM, OXA-48, IMP, VIM, KPC) tespit
edilmistir. Ayrica bu ¢alismada kirmizi etlerin Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS)’da
24 saatlik 6n zenginlestirmesinden, etken izolasyonuna gerek kalmadan, direkt direng
genlerini tespit etmek amaglanmig; Klasik PCR sonucunda, 4 numunede (12B, 1D,
12A, 9D) CTX-M1 ve SHV genleri; diger numunelerde sadece SHV geni tespit
edildigi goriilmistiir. Yapilan LAMP PCR’da ise iki numunede (24D ve 14D), tiim
karbapenemaz genleri (NDM, OXA-48, IMP, VIM, KPC) tespit edilmistir.
Piyasadan toplanan kirmizi etlerden izole edilen E. coli’ lerin GSPL, Amp-C ve
karbapenemaz genleri halk sagligi ve hayvan saglig1 acisindan riskli olabilecegi ve
bu konu ile ilgili olarak antibiyotik direngliligin ve diren¢ genlerinin izlenilmesi
gerektigi kanaatine varilmistir. Ozellikle tiiketicileri direkt etkiledigi icin kirmizi
etlerde tespit edilen antibiyotik direng genlerinin izlenmesi Tek Saglik konsepti
acisindan oldukg¢a dnemlidir. Antibiyotik kullaniminin veteriner sahada uygulanma
sikliginin ve hem hayvanlarda hem de insanlarda olusabilecek antibiyotik direng
yayiliminin da azaltilmasi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir.

Bu calisma, Kirikkale Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje Numarasi: 2020/077 dir.

Anahtar Kelime: Antimikrobiyal direng, E. coli, PCR, LAMP PCR, GSBL, Amp-C,
Karbapenemaz



ABSTRACT

RESEARCH OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF ESCHERICHIA COLI
STRAINS PRODUCING GSBL, AMP-C AND CARBAPENEMAS IN RETAIL
RED MEATS BY MIC, CLASSIC PCR AND LAMP PCR ASSURANCES

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology, Doctoral Thesis
Supervisor: Asst. Prof. Sibel KIZIL
January 2023, 73 pages

Antibiotics are agents used to eliminate pathogens that cause bacterial diseases in
humans and animals. It has been determined that the number of deaths due to
bacterial infections has decreased with the use of antibiotics, and antibiotics have
become a normal drug used in infectious diseases over the years. The increasing use
of antibiotics has led to the emergence of antibiotic-resistant microorganisms. In this
study; GSBL, Amp-C and carbapenemase-producing Escherichia coli (E. coli) strains
isolated from red meats offered for retail sale were determined phenotypically by
disk diffusion and E-Test for antibiotic resistance properties; Antibiotic resistance
genes were determined by Classical PCR and LAMP PCR methodsln this context, E.
coli was isolated in 12 of 120 red types of meat and confirmed by a rapid
identification system (BBL Crystal). The disk diffusion test results of the isolates
were evaluated according to the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) and the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), and GSBL activity was determined in 10 isolates. According to disk
diffusion test results; 91.6% resistance to ampicillin and tetracycline, 83.33% to
cefotaxime, 75% to chloramphenicol, ciprofloxacin and nalidixic acid, 66% to
sulfamethoxazole/trimethoprim and azithromycin, 41.6% to gentamicin, 41.6% to
ceftazidime and 33.3% to tigecycline seen; No resistance to meropenem was
observed. In addition, all (100%) isolates were resistant to cefoxitin. E-Test results of
the isolates were evaluated according to EUCAST, CLSI and European Union
Reference Laboratory-Antimicrobial Resistance (EURL-AR) and GSBL were found
in one isolate; Amp-C and carbapenemase activity were not detected in any of the
isolates. Classical PCR and LAMP PCR tests were performed after the DNAs were
isolated for the detection of antibiotic resistance genes. By classical PCR, isolates
were analyzed for GSPL, Amp-C and carbapenemase genes. After having PCR,
bands formed in agarose gel electrophoresis were evaluated. In the LAMP PCR
method, the DNAs were amplified under isothermal conditions (65°C) for
approximately 40 minutes, and the results were evaluated by conducting them in
agarose gel electrophoresis. As a result of classical PCR, when examined in terms of
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GSPBL activity, the CTX-M1 gene was detected in 4 isolates (12B, 1D, 12A, 9D) and
the SHV gene was detected in all isolates; Amp-C and carbapenemase gene could not
be detected. When carbapenemase genes were examined by LAMP PCR, two
isolates (14D and 24D) were found to be carbapenemase positive, followed by all of
the carbapenemase genes examined (NDM, OXA-48, IMP, VIM, KPC). In addition,
this study, it was aimed to determine the resistance genes directly from the 24-hour
pre-enrichment of red meats in Buffered Peptone Water (BPW) without the need for
agent isolation. As a result of classical PCR, CTX-M1 and SHV genes in four
samples (12B, 1D, 12A, 9D); only the SHV gene was detected in other samples. In
LAMP PCR, all carbapenemase genes (NDM, OXA-48, IMP, VIM, KPC) were
detected in two samples (24D and 14D). It has been concluded that GSPL, Amp-C
and carbapenemase genes of E. coli isolated from red meat collected from the market
may be risky in terms of public health and animal health, and antibiotic resistance
and resistance genes should be followed in this regard. Monitoring of antibiotic
resistance genes detected in red meat is very important in terms of Single Health
concept, especially since it directly affects consumers. Necessary measures should be
taken to reduce the frequency of antibiotic use in the veterinary field and the spread
of antibiotic resistance that may occur in both animals and humans.

This study was supported by Kirikkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit. Project Number: 2020/077.

Keywords: Antimicrobial resistance, E. coli, PCR, LAMP PCR, GSBL, Amp-C,
Carbapenemase
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1.GIRIS

Kirmizi et, dengeli beslenmenin zorunlu bir bileseni ve diinyadaki en iyi protein
kaynaklarindan biridir. Ayn1 zamanda, ¢inko, demir, selenyum, fosfor, A vitamini ve
B kompleks vitaminleri kaynagidir. Kirmizi et, sosyal ve kiiltiirel degeri yiiksek olan
bir gidadir. Bu nedenle kirmizi et, insanlar i¢in 6nemli bir besin kaynagi olmasinin

yani sira, hayatimizin vazgeg¢ilmez parcalarindan biridir.

Boylesine 6nemli bir besin maddesinin iiretilmesinde biiyiik rol oynayan veteriner
hekimlerin; enfeksiydz hastaliklarinin sagiltiminda tercih ettikleri ajanlardan en ¢ok
kullanilanlar antibiyotiklerdir. Antibiyotiklerin kullanimiyla birlikte, enfeksiy6z
hastaliklarin  sagaltiminda iyilesmelerin artmasi, son 30 yildir beraberinde
antibakteriyel direncin olugmasimmin en biiylik nedenlerinden biri olarak

vurgulanmaktadir.

Antibiyotikler; insanlar ve hayvanlarda, bakteriyel hastaliklara yol agan patojenlerin
bertaraf edilmesi i¢in kullanilan ajanlardir. Antibiyotik kullanimiyla birlikte,
bakteriyel orjinli 6liim sayilarin azaldigi belirlenmis, sonrasinda tiim bakteriyel

enfeksiyonlarda kullanilan normal bir recete haline gelmistir.

Antibiyotiklerin giderek artan kullanimi, antibiyotige direngli mikroorganizmalarin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur ve bu sebeple hastaliklarin tedavisinde sorunlar
yasanmaya baslanmis; antibiyotiklerin yanlis kullanimi, hastane vakalarini artirmais,
yogun bakim {initelerinde enfenksiyona bagli, direncli bakterilerinin yol agtig1

oliimlerde artiglar gézlemlenmistir (Mathur ve Singh, 2005).

Insanlarda ve hayvanlarda hastaliklarin tedavisinde antibiyotik kullaniminin giderek
artmast ile birlikte; hastane ve toplum orjinli enfeksiyonlarda 6nemli bir yere sahip
Gram negatif bakteriler, ¢iftlik hayvanlarinda ve besi hayvanlarinda da siklikla
hastaliklara neden olmaktadir. Cilinkii hayvanlarda insanlarda oldugu gibi
enfeksiyonlara karsi antibiyotik kullaniminin giderek artmasi sonucunda hayvan
hastaliklarinin ~ tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin etkinliginin azalmasi,

hayvanlarda da artan bir antibiyotik direncine isaret etmektedir.



Hayvanlarda, gelisimi etkili bir sekilde artirmak amaciyla da iireticiler tarafindan
antibiyotikler yaygin olarak tercih edilmistir (Gyles, 2008; Hendriksen vd., 2008).
Hayvanlarda antibiyotikler hastaliklar1  onlemek ve besi hayvanlarinda

performanslarini gelistirmek i¢in kullanilmistir.

Bu sekilde antibiyotigin bilingsizce kullanimi, beraberinde hayvan ve insanlarin
mikrobiyotasina zarar vererek, bagisiklik sistemini inhibe eden bir problem haline
gelmektedir. Yararli mikroorganizmalarin antibiyotik kullanilarak yok edilmesi,
patojen mikroorganizmalarin antibiyotiklere karst diren¢ olusturmasimna sebep
olmaktadir. (Ammor, Florez ve Mayo, 2007). Antibiyotige kars1 direngli bakterilerin,
hayvanlarin diskilariyla dogrudan temasla veya bu hayvanlardan iiretilen et ve
stitlerden insanlara gegtigi; insanlarda kullanilan antibiyotigin etkisinin azaldig:
goriilmektedir. Bu durum antibiyotiklerin bilingsiz ve anabolik amagh
kullanilmasimin neticesinde olusmaktadir (Jensen, Hammerum, Poulsen, Westh,

1999; Harada ve Asai, 2010; Jong, Stephan ve Silley, 2011).

Antibiyotik direnci insan ve hayvan hekimligi hizmetlerinde karsilagilan 6nemli
sorunlardan biri olmaya devam etmektedir. Yeni antibiyotiklerin arastirilma ve
gelistirilmesinde azalma s6z konusu oldugundan, antibiyotik direnci hayvan sagligini
dolayist ile insan sagligini tehdit eden bir unsur haline gelmistir. Bu nedenle
toplumda siklikla gozlenen hastaliklarin tedavisi gittikge zorlagmakta ve antibiyotige
direngli bakteriler, hastanede yatis siiresinin uzamasi, ekonomik kayiplar gibi

istenmeyen sonuglara neden olmaktadir (Butler vd., 2006).

Mikroorganizmalarda antibiyotige karsi diren¢ olusturan birgok mekanizmanin
oldugu bilinmektedir. B-laktam grubu antibiyotikleri hidrolize eden B-laktamaz

enzim iiretimi, direng mekanizmalarinda goriilen en 6nemli etmenlerden biridir.

B-laktam grubu antibiyotiklerin yayginlagsmasiyla birlikte birden fazla f-laktamaz
meydana gelmistir. Genislemis Spektrumlu B-laktamazlar (GSPL), bu enzimlerin

onemli bir boliimiinii olusturmaktadir.

Penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlar gibi [-laktam antibiyotikler, hem
insanlarda hem de hayvanlarda en yaygin kullanilan antibakteriyellerdir ve GSBL
tireten Gram negatif bakterilerin (E. coli gibi) ¢ogu pB-laktami hidrolize etme
yetenegine sahiptir. P-laktam antibiyotikleri inaktive eden GSPL ve Amp-C pB-

laktamazlar, plazmidler ile bakteriler arasinda aktarilabilmektedir. E. coli, Klebsiella



spp., Enterobacter spp., gibi tiirler en sik p-laktamaz {ireten mikroorganizmalar

olarak kabul gortir.

B-laktamaz inhibitorlii antibiyotik kombinasyonlarinin kliniklerde kullanilmasiyla
plazmid kaynakli Amp-C f-laktamaz sentezleyen mikroorganizmalarda artis

gozlendigi vurgulanmaktadir (EFSA, 2011).

Enterobacteriaceae ailesinden olan Gram negatif bakteriler, -laktam antibiyotiklere
karst olusturdugu B-laktamaz enzimiyle inhibe edici rol oynamaktadir. Yaklagik
400’e yakin B-laktamaz enzimi tespit edilmistir. Bunlarin 200’e yakint GSBL olup,
direng genleri, plazmidler aracilig1 ile bakteriler arasinda transfer edilebilmektedirler.
Diinya genelinde B-laktam ve genislemis spektrumlu sefolasporin antibiyotiklerin
kullanimi yaygin olmakla birlikte bu durum GSPL ireten Enterobacteriaceae
ailesinin {yelerinden basta E. coli ve Klebsiella pneumoniae olmakla birlikte
Citrobacter, Pseudomonas, Salmonella, Proteus, Serratia, Acinetobacter,
Morganella, Kluyvera, Enterobacter’lerin yayginlasmasini kolaylastirmistir (Celebi,
Yiice, Cakir, Hacimustafaoglu, Ozkaya, 2009; Yetkin, Kuzucu, Caliskan, 2006;
Giiler, Aktag, Uslu, 2008).

Antibiyotiklerin hayvanlarda yaygin kullanimmin, GSBL ve Amp-C gibi antibiyotik
diren¢ genlerinin olusumuna neden olabilecegi ve direngli suslarin besin zinciri,
direkt temas ya da kontamine su kaynaklar ile de yayilabileceginin altt dnemle

cizilmistir (EFSA Journal, 2011).

Antimikrobiyal direng¢ (AMR), ozellikle birka¢ antibiyotige es zamanli direnci
(Coklu Ilag Direnci, MRD), 21. yiizyilda kiiresel halk sagligma yénelik en biiyiik
tehditlerden biri olmustur (Nadeem vd., 2020). Kiiresel olarak 2050 yilina kadar,
yilda 10 milyon insanin antibiyotige direncgli bakterilerden kaynaklanan

hastaliklardan 6lecegi tahmin edilmektedir (O'Neil, 2016).

Tiirkiye’de de tiim diinyada oldugu gibi antibiyotik direnci {izerinde Onemle
durulmakta olup, caligmalar devam etmektedir. Ancak, gida olarak tiiketilen

besinlerden olan hayvansal {iriinler ile ilgili arastirmalar sinirli sayidadir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)'niin antibiyotik direnci ile ilgili kiiresel eylem planinda
5 hedeften bahsedilmektedir. Bunlar (WHO, 2015):

-Egitim ve etkin iletisim ile antibiyotik direnci hakkinda farkindalik olusturmak, -

Izleme ve arastirma calismalar ile veri toplamak,



-Koruyucu tedaviler, sanitasyon ve hijyen kosullarinin saglanmasi ile enfeksiyon

insidansini azaltmak,
-Insan ve hayvan sagliginda antibiyotik kullanimini optimize etmek,

-Ulke gereksinimlerini géz dniinde bulundurarak yeni ilaglar, tan1 araclari, asilar ve

diger yatirimlar i¢in gerekli ekonomik alt yapiy1 olusturmaktir.

Planlanmis bir sekilde hastaliklarin iyilestirilmesi, komplikasyonlarin ve hastaligin
seyrinin olumlu gitmesi ve antibiyotik kullanimininin yeterli olmasi igin biz

hekimlere biiyiik sorumluluk diismektedir.

1.1 Enterobacteriaceae

1.1.1. Enterobacteriaceae Ailesinin Genel Ozellikleri

Bakteriler arasinda bahsedilen en Onemli aile Enterobacteriaceae’dir.
Enterobacteriaceae ailesine ait bakteriler, diinya genelinde, ¢evrede, insan ve
hayvanin normal bagirsak florasinda bulunan mikroorganizmalardir. Uriner sistem
enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari, sindirim sistemi enfeksiyonlari, menenjit,
pnomoni gibi birgok hastaligin baslica kaynagidir. Enterobacteriaceae ailesi yapisal
olarak Gram negatif comak, sporsuz, fakiiltatif anaerob, glikoz ve diger sekerleri
fermente eden basillerdir. Katalaz pozitif ve oksidaz negatifdir (Tham, 2012).
Enterobacteriaceae 6nemli tiirleri arasinda E. coli, Klebsiella spp, Salmonella spp.,
Citrobacter spp., Shigella spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Serratia spp.,
Kluyvera spp., yer almaktadir.

GSBL ve Amp-C iireten Enterobactericeae iiyelerinin diren¢ kodlayan genetik
elemanlariin, kendilerine has mekanizmalar araciligiyla, tiirdes ve/veya farkl tiir
bakteriler arasinda tasindiklar1 ve buna bagli olarak diinya capinda hizli sekilde
yayilis gosterdikleri anlasilmistir. GSPL enzimleri, Enterobacteriaceae ailesinin
¢ogu tiyesi tarafindan olusturulur ve cefuroxime, cefotaxime, ceftriaxone,
ceftizoxime, ceftazidime, cefpirome ve aztreonam gibi oksiimino-sefalosporinleri
hidrolize aztreonami hidroliz edebilen ve genellikle klavulanik asit, sulbaktam ve

tazobaktam gibi -laktamaz inhibitorleri ile inhibe olan enzimlerdir (WHO, 2013)



1.1.2. E. coli Genel Ozellikleri

Escherichia cinsi i¢inde E. adecarboxylata, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulnaris,
E. blattae, E. albertive, E. coli tiirleri yer almaktadir (Bergey*s Manuel of Systematic
Bacteriology, 1984). E. coli, 1885 yilinda Alman Bakteriyolog Theodore Escherich
tarafindan kesfedilmistir. Enterobacteriacea ailesinden, Gram negatif, sporlanmayan,
flagellali, gomak ya da basil seklinde, kolaylikla iireyen, glukoz, mannitol ve laktozu

fermente eden bir bakteridir (Vandekerchove, 2014; Wasteson, 2001).

E. coli, insanlarda ve hayvanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olmasi ve aym
zamanda farkli konakg¢ilarin mikrobiyotasinin nemli bir bdlimiinii temsil etmesi
nedeniyle, mikrobiyoloji diinyasinda 6zel bir yere sahiptir. Dogrudan temas, hayvan
digkis1 ile temas veya besin zinciri gibi ¢ok sayida yolla hayvanlar ve insanlar
arasinda virulent ve/veya direngli E. coli' nin olas1 bir bulasmasi biiylik endise

kaynagidir.

E. coli ayrica hem insan hem de hayvanlarda tedavi basarisizliklarindan sorumlu
olabilecek 6nemli diren¢ genleri kaynagini temsil eder. E. coli'de artan sayida direng

geni tanimlanmugtir (Poirel vd., 2017).

1919 yilinda, Dr. Escherich’e ithafen; Castelli ve Calmer tarafindan etken,
Escherichia coli olarak adlandirilmigtir (Toreci, 2002). Bu mikroorganizmay1
smiflandirmak i¢in somatik ‘O’, flagellar ‘H’> ve kapsiler ‘K’ antijenleri alt
gruplandirma yapmak icin kullanilmaktadir (Zanella, 2017; Demby ve Cunningham,
1986). O antijeni hiicre zarmni olusturan, bes ya da daha fazla polisakkaritin
meydana gelmesiyle ortaya ¢ikan, lipopolisakkaritlerden olusmus, 1siya direngli
ylizey antijenidir. 1945 yilinda, Kaufmann ve Vahlne, kapsiil antijenini simgeleyen
‘K antijeni’ terimini kullanmislardir. K antijeni, bir depo polisakkarit olan N-asetil-
neuramik asit yapisinda olup, 60 farkli ‘K’ antijeni ¢esidi oldugu bildirilmektedir.
(Kaufmann ve Vahlne, 1945). ‘H’ antijeni ise hareket organeli ile flagellanin bir
parcasi olup; hareketli E. coli suslarinda gozlemlenebilir. Yaklagik 56 farkli ‘H’
antijeni varligindan s6z edilmektedir (Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology,
1984). Fimbrial antijen olan ‘F antijeni’ ise daha onceleri ‘K’ antijeni olarak
nitelendirilmis, protein yapisinin ¢dziimlenmesiyle beraber ‘K’ antijeninden ayrilmis

ve ‘F’ antijeni olarak tanimlanmistir. ‘F antijeni’ ise suslarin identifikasyonunda



kullanilmaktadir (Parreira ve Gyles, 2003). E. coli patotipleri intestinal ve

ekstraintestinal olmak {izre 2 gruba ayrilmaktadir.

1.1.2.1. intestinal E. coli patotipleri

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): Bagirsak yapisinin igerisinde enterotoksin
olusturarak hafif seyreden hastaliktan agir seyreden hastaliga kadar gidebilmektedir.
Ozellikle 2 yas altindaki gocuklarda, bakteriyel diyarenin &ncelikli nedenidir
(Bilgehan, 2000; Erdem, 1999).

Enteropatojenik E. coli (EPEC): Siit ¢cagindaki ¢ocuklarda agir ishallere neden
olmaktadir. Salgin yapma potansiyeli vardir. Patogenezi heniiz anlasilamamistir

(Bilgehan, 2000; Erdem, 1999).

Enterohemorajik E. coli (EHEC): E. coli O157, H7 suslar1 hastalik sebebidir. Gida
ve su ile bulasarak ishal yaparlar. Cocuklarin ishalinde kan goriilmesi, ileri

asamalarda anemi ve bobrek yetmezligine neden olurlar (Bilgehan, 2000).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC): Mukozada iilserli, salgili lezyonlara neden olurlar
(Bilgehan, 2000). Bagirsak dis1 hastaliklarinda ise iiriner sistem enfeksiyonlarinin,

hastane kaynakli pndmonilerin, yeni dogan menenjitinin en énemli sebebi E. coli’dir

(Bilgehan, 2000; Erdem, 1999).

Diffuz Adherent E. coli (DAEC): Diyareye neden olmakla birlikte, HEP-2 (Human
Epitelial Tip-2) hiicrelerine difuz olarak yapigmaktadir (Nataro ve Kaper, 1998).
Cocuklarda siklikla gortiliir. Hep-2 adheziv varligt nedeniyle mikrokoloni
olusturmamaktadir (Dho ve Lafont, 1984). Bu tipte adhezin geni ve intimin varlig

ortaya konulmaktadir (Halkman, Noveir ve Dogan, 2001).

Enteroagregativ E. coli (EAEC): ilk olarak hayvanlarda tespit edilmistir. Tropikal
bolgede yasayan ¢ocuklarda sik rastlanmaktadir (Halkman, Noveir ve Dogan 2001).
AIDS"le baglantili oldugu tespit edilmis; AIDSte kronik ve yolcu ishalinin ortaya
cikmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Huang, Mohanty, Dupont, Okhuysen,
Chiang, 2006). Yapilan arastirmalar neticesinde, iki sinifa ayrildigi, etkenin agregatif
veya diffuz yapigsma gergeklestirebildigi bildirilmistir (Nataro, Kaper, Robins, Prado
ve Levin, 1987)



1.1.2.2. Ekstra intestinal E. coli patotipleri

Septisemik E. coli: Septisemiden sorumlu olup, invazyonun ilk adimi bagirsak
epiteline adhezyondur. Adhezyon; yani tutunmayi, fimbrial adhezinler gerceklestirir.
Septisemik tiim suslar Colisin V’y1 kodlayan bir COL V plazmidi tasimakta olup,
ayni zamanda tip IV pilusunuda ifade etmektedir. Bu pilus Salmonella Typhi’de
olduk¢a onem tagimaktadir. COL V plazmidi, bu gruptaki E. coli suslarinin, canli

kalmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Moulin-Schouleur vd., 2007)

Uropatojenik E. coli: Képek, kedi ve insanlarda idrar yollar1 enfeksiyonuna neden
olmaktadir. Képeklerde daha sik gozlenmektedir (Vanessa ve Carly, 2015). Virulens
genlerinin ¢ogunlugu biiylik multigenik kromozomal segment tagimaktadir (Jann K
ve Jann BJ, 1977). Viriilens faktorleri adhezin, hemolizin, acrobaktin ve sitotoksik

nekrotizan faktordiir (Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017).

Avian Patojenik E. coli: Kanatli havanlarda g¢ogunlukla oOliimle sonuglanan
koliseptisemiye neden olan bir patojendir. Broylerde seliilitisde gozlenebilir ve ciddi
ekonomik kayiplar1 beraberinde getirir. Viriilens faktorleri adhezin, sicakliga duyarlt
hemagliitinin, kolisin, demir kazanim sistemi, serum direnci ve toksinlerdir. UPEC
ve ‘newborn meningitis-causing E. coli’nin sebep oldugu yeni dogan meningitis
hastaliginda, APEC suslarinin potansiyel zoonotik etken olabilecegini belirtilmistir

(Omerovic, Miistak ve Kaya, 2017; Nagy ve Fekete, 2005).

1.2. Antibiyotiklerin Kesfi

Antibiyotik kullanimi giiniimiiz ilaglarinin kesfinden ¢ok daha uzun zaman 6ncesine
dayanmaktadir. Eber papiriisleri (M.O. 1550), antibiyotikleri anlatan en eski
dokiiman olarak bilinmektedir. Antik Misir ve Cin'de, lizerinde mantar olusmus
ekmegin yara ve yanik tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (Hutchings, Truman ve
Wilkinson, 2019). 19. yiizyilda Sir John Scott Burden-Sanderson, tizeri kiif kaplamis
stv1 kiiltlirlinde bakteri bulunmadigini fark etmistir. Antibiyotik kullaniminin tarihi

Cizelgesi 1'de gosterilmistir.

Selman Waksman, ilk defa antibiyotigi ‘Bir bakteri tarafindan diger bakterileri yok
etmek icin olusturulmus bilesik’ olarak betimlemis ve antagonizma tanimini

yapmuistir.



Clardy, Fischbach ve Currie, 2009). Waksman'in ¢alismalarinda, 1940-1960 yillari
arasini, antibiyotikler i¢in altin ¢ag olarak bildirmektedir (Hutchings vd., 2019).
Gelisen teknolojinin aksine, yeni antibiyotik tiirleri en son 1980'lerde kesfedilmistir.
Son 50 yildir yeni bir molekiil kesfedilmedigi bildirilmistir (Davies ve Behroozian,
2020). Bu durum var olan molekiillerin lizerinde degisiklik yapilarak yenilenmesini
zorunlu kilmaktadir. Bu durum antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasiyla, yeni
antibiyotik kesfi yerine kronik hastaliklarin tedavisinde kullanilacak molekiillerin
gelistirilmesine yon vermistir. 1980 yilinda antibiyotik kesfi lizerine yatirim yapan
ilag firmasi sayis1 20 iken, 2015 yilinda bu say1 S'e inmistir (Durand, Raoult ve
Dubourg, 2019).

1.3. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Antibiyotikler mikroorganizmalar iizerinde etki derecelerine, etki mekanizmalarina,
kimyasal yapilarina ve farmakokinetik 6zelliklerine gore cesitli kriterlerlerin yani
sira viicut sivilarinda olusturduklar1 konsantrasyonlara gore de gruplandirilirlar

(Aktuglu, 1997; Anonim 2, 2000; Chambers, 2001).

Antibiyotik direnci konusunda; antibiyotik gruplandiriimasinda bakilmasi gereken
simnif, mikroorganizmalar {iizerindeki etkilerine gore olan simiflandirmadir. Bu
smiflandirma; hiicre duvari sentezini (B-laktamlar, glikopeptidler), protein sentezini
(aminoglikozidler, tetrasiklinler, makrolidler, streptograminler) ve niikleik asit
sentezini inhibe edenler (Kinolonlar, siilfonamidler, rifamisinler), metabolik
yolaklarin veya bakteriyel enzimleri inhibe edenler olmak iizere 6zetlenebilmektedir
(Gangle, 2005).



Cizelge 1.1. Antibiyotiklerin kesif kronolojisi (Durand, Raoult ve Dubourg, 2019)

Y1l isim Kesif

1871  [oseph Lister Penicillium glaucum'un bakteri biiyiimesi tizerindeki inhibitor
etkisini kesfetmistir

1877  |Louis Pasteur ve [drar numunelerindeki Bacillus anthracis biiyiimesini incelemis ve
Jules Frangois Joubert [aerobik bakteriler ile ortak kiiltiire alindiginda inhibe oldugunu
kesfetmistir.

1889  Pean Paul Vuillemin [k defa ‘antibiozis’ terimini bularak ‘kendi varligini siirdiirebilmek
icin diger organizmalarin dldiiriilmesi’ anlaminda kullanmustir.
1897  [Ernest Duchesne Penicillium glacum tarafindan E. coli inhibisyonunu Fleming'den

yaklasik otuz yil dnce kesfetmistir

1909  |Paul Ehrlich [k kimyasal antimikrobiyal molekiilii kesfetmistir. Arsphenamin,
Sifilizde

Treponema pallidum'a kars: kullanilan bir molekiildiir

1928  |Alexander Fleming Staphylococcus aureus kolonilerinin sans eseri bir kiif tarafindan
inhibe edildigini kesfetmistir. Penicillium notatum'dan
saflastirilan molekiile penisilin ad1 verilmistir. Ayni zamanda bir
antibakteriyel enzim olan lizozimi kesfetmistir.

1930 [Gerhard Domagk Siilfanilamid'in antimikrobiyal etkisini kesfetmistir

1930 [René Dubos Streptococcus pneumoniae pargalayan Bacillus kaynakli bir
enzim kesfetmistir

1940  [Selman Waksman Kendi gelistirdigi Waksman Platformu ad1 verilen method ile birgok
antibakteriyel ve antifungal bilesigi kesfetmistir. Bunlar:

Aktinomisin, Streptomisin, Neomisin, Fumigasin ve Klavasindir.

1.3.1. p-laktam Antibiyotikler

B-laktam ajanlar bakterilerin hiicre duvarimi etkileyen antibiyotikler grubunda
bulunan gii¢lii organik asitlerdir (Jehl, Chomarat, Weber, Gérard, Livermore, 2004).
Penamlar, penemler, sefemler ve monolaktamlar bunlarin baslicalaridir (Coskun,
2011; Tekiner, 2016). B-laktamlar, mikroorganizmalar iizerindeki genis spektrum
etkileri ve secici toksisiteleri ile hemen hemen tiim yas gruplarinda kullanilabilir
olmakla birlikte, biitiin viicut sivilarina olan dagilim 6zellikleriyle, glinlimiizde en
cok tercih edilen antibiyotik smifindadirlar. Sekil 1.1°de B-laktam grubu
antibiyotiklerin  kimyasal yapilar1 gosterilmektedir. B-laktamlarin  yan etki
insidanslarinin diisiik olmasi, lisanshi tiim antibiyotik ajanlar arasinda kullanim

alanin1 %70’e yaklastirmigtir (Daglar ve Ongiit, 2012).



B-laktamlar, 4 atomlu B-laktam halkasmna sahiptirler (Ornek, 2013; Tekiner, 2016).
Klavulanik asit, penisillanik asit, sulbaktam ve tazobaktam [-laktamaz
inhibitdrleridir. Bu inhibitorler, dahil olduklar1 antibiyotigin f-laktamazlar tarafindan
hidrolize edilmesini engellerler ve tek baslarina bakterisid etki gostermezler.
Veteriner hekimlikte en ¢ok kullanilan p-laktam antibiyotikler; ampisilin,
amoksisilin, benzilpenisilin, kloksasilin, hetasilin, amoksisilin- klavulanat,

sefalosporinler ve karbapenemlerdir (Tekiner, 2016).
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Sekil 1.1. B- laktam grubu antibiyotikler kimyasal yapilar1 (Castanheira, Mendes,
Walsh, Gales ve Jones, 2004)

1.3.1.1. B-laktam antibiyotiklerin bakterilere etki mekanizmalar:

B-laktamlar, bakteri yapisindaki peptidoglikan tabakasinin sentezine etki ederek,
bakteriyi etkisizlestiriler. Bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan yapisi,
bakterinin yapisini korur ve zarar gelmesini engeller. Peptidoglikan (miirein)
tabakasi1 bakterilerin biitiinliiglinli saglayan, kisa peptid zincirleri ile ¢apraz baglanan

ve Gram negatif bakterilerde, kalin bir yapidir.

Miirein katmani; ¢apraz sekilde bagli olan, uzun olmayan peptid zincirlerinden
olusur ve N-asetili muramik asitin yapisindaki D-alanin D-alanin’lerin
transpeptidasyonuyla olusur (Giir, 2002a). Transpeptidaz1 gergeklestiren enzimlere
penisilin baglayici proteinler (PBP) denir. B-laktam antibiyotiklerde ana etki,
penisilin baglayict proteinleredir (Giir, 2002). B-laktam antibiyotiklerde D-alanin D-

alanin molekiilityle benzerlik bulunur. Buna bagli olarak p-laktam antibiyotiklerinin,
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PBP ile etkilesimlerine ve D-alaninlerin yerini almasiyla transpeptidasyonu
engellerler (Giir, 2002a). Boylece bakteride ozmotik direng kaybi gelisir, hiicre duvar
yapisi bozulur ve sonug olarak bakterinin lizisi gergeklesir (Giilay, 2003). B-laktam
antibiyotikler  bakterisidial  etki  gOstermektedirler.  Bakteriler, p-laktam
antibiyotiklere karsi savunma mekanizmasi olarak [B-laktamaz tipi enzimleriyle,

antibiyotikleri inaktive ederler (Aktas, 2004).

1.4. Bakterilerin Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Gelisimi

Penicillium'un 1928'de (Flaming, 2001; Chain vd., 1940) insan saglig1 alanindaki
diger bakterilerin biiylimesini engelledigi kanitlandigindan beri, antibiyotik
endiistrisi hizla gelisti ve binlerce hastanin hayatin1 basariyla kurtardi ve bu nedenle
insan saglhigindaki en biiylik kesiflerden biri olarak kabul edilmektedir. Takip eden
yillarda, bir¢ok farkli antibiyotik tiirii tanimlanmis ve klinik tedavide basarili bir
sekilde uygulanmistir. Ancak Penisilinin kesfinden birka¢ yil sonra, bakteri direnci
olgusu ortaya ¢ikmaya basladi. 1972'de Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri ve
diger iilkelerde Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) saptand: (Lee vd.,
2018). 2008 yilinda K. pneumoniae’ de bir metallo-B-laktamaz geni olan NDM-1’nin
hidrokarbon antibiyotiklere direngli oldugu tespit edilmistir (Yong vd., 2009). 2015
yilinda, gliney Cin'de domuzlardan alman orneklerden elde edilen
Enterobacteriaceae iiyelerinden, polimiksinlere karsi dirence sahip, yeni bir direng

geni mcr-1 tammmlanmustir (Liu vd., 2011).

2017'de  WHO, antibiyotiklere diren¢ gelistirmis 12 tehlikeli bakteri ailesini
kapsayan, insan saghigini tehdit eden, en Olimciil siiper mikroplarin ilk listesini
yayimladi; burada yer alan ‘kritik> boliim, ti¢ bakteriye atifta bulunmaktadir:
karbapenem direngli Acinetobacter baumannii, karbapenem direngli Pseudomonas
aeruginosa ve karbapenem diren¢li ve GSPL iireten Enterobacteriaceae’dir
(Klebsiella, E coli, Serratia ve Proteus dahil). Hepsinde ¢oklu ilag direngliligi
goriilmekte ve bir dizi ciddi enfeksiyona neden olabilmektedir (WHO., 2017)

Giliniimiizde antimikrobiyal direng, antibiyotik tedavilerinde basarisiz olma veya
uzun siireli maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan ‘modern’ bir mikrobiyal 6zellik olarak
karsimiza g¢ikmaktadir. Bununla birlikte, eski permafrost (donmus toprak), izole

magaralar ve mumyalarda antimikrobiyal diren¢ o&zelliklerinin tanimlanmast,
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antimikrobiyal 6zelliklerin ¢ok eski zamanlardan beri var oldugunu gostermekte ve
antimikrobiyal 6zellikler dogustan gelen ve edinilmis AMR olarak ayrilmaktadir.
Birincisi, mikroorganizmalarin degisen c¢evre kosullarina uyum saglamak igin
gerceklestirdikleri yavas ve wuzun bir evrim silirecinin  sonucudur; ikincisi,
antimikrobiyal tedavi ile temsil edilen ani bir se¢ici basinca ‘hizli’ bir adaptasyonun
sonucudur (Giedraitiené, Vitkauskiené, Naginien¢ ve Pavilonis, 2011; Perry,
Waglechner ve Wright, 2016).

1.4.1. Bakterilerin Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerin antibiyotiklere kars1i diren¢ mekanizmalart 9 sekilde ozetlenmistir

(Zhang ve Cheng, 2022). Bunlar:

-Hedef Degistirme veya Mutasyon: Antibiyotiklerin antibakteriyel etki gdstermesi igin,
hedef bolge ile birlesmesi gereklidir; burada hedef bolgedeki mutasyon veya
modifikasyon normal kombinasyona miidahale edecek ve bdylece antibiyotikleri
etkileyecektir. Penisilin Baglayici Proteinler (PBP'ler) (Miyachiro, Contreras-Martel ve
Dessen, 2019), B-laktam antibiyotiklerin hedefi olarak hareket eden, hiicre duvari
peptidoglikaninin sentezinde rol oynayan, bakteriyel sitoplazmik membran {izerinde
bulunur. Mutasyon meydana geldiginde, B-laktam antibiyotikler ile bunlarin hedef
PBP'leri arasindaki afinite ortadan kalkacak ve buda antibiyotiklerin hedefe

baglanamamasina ve bakteriyel direncin indiiklenmesine neden olacaktir.

-Gecirgenlik azaltma: Gram negatif bakterilerde, hiicre duvari esas olarak,
hidrofilik bilesiklerin lipit ¢ift tabakasindan ge¢mesinin zor oldugu ve porin kanallar
veya dig zar porinleri (Omps) tarafindan kolaylastirilmasi gereken proteinler ve

lipopolisakkaritlerden olusur (Nikaido, 2003; Chevalier vd., 2017).

Antibiyotiklere maruz kaldiktan sonra, edinilen ila¢ direnci, bakterilerin zar
gecirgenligini azaltmak icin, porin 6zellikleri ve miktart degistirilerek iiretilebilir.
Normal olarak, bakteriyel dis zarin kanal proteinleri, OmpF ve OmpC ile spesifik
olmayan transmembran kanallar1 olusturarak, antibiyotik ve diger ilag molekiillerinin
bakterilere girmesine izin verir (Moya-Torres vd., 2014; Ziervogel ve Roux., 2013,
Bafna vd., 2020). Fakat bakteriler antibiyotiklere daha sik maruz kaldiginda, OmpF
proteinini kodlayan yapisal gende mutasyonlar indiiklenecek, bu da OmpF kanal
proteininin azalmasimna veya kaybina neden olacak ve boylece B-laktamlar veya

kinolonlar gibi antibiyotiklerin bakterilere girmesi engellenecektir.
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-Aktif disa atim pompalar: Bakterilerde gelisen, bakteriyel disa atim pompasi
sistemi (Amaral., 2014), bu zararli molekiilleri bakterilerin disina pompalayabilen,
toksik bilesiklerin hiicrelerde birikmesini onleyen, kendini koruma mekanizmasidir.
Bakterilerin plazma zarinda bulunan bakteriyel akis pompalar1i (Eps), cesitli
substratlari, sitoplazmadan aktif olarak ¢ikarmak i¢in tastyict olarak gorev yapar

(Blanco vd., 2016).

-Hidrolaz veya inaktive edici enzim: Hidrolazlar veya inaktive edici enzimler gibi,
bakteriler tarafindan firetilen etkisizlestirici enzimler, hiicreye giren antibiyotikleri
hedef bolgeye ulagsmadan once etkisiz hale getirmek i¢in hidrolize edebilir veya
degistirebilir. Bakterilerde, antibiyotiklerin yapisinm1 doniistiirmek igin sirasiyla
asetilat, fosforilat veya adenilat aminoglikozit antibiyotikleri olan N-asetiltransferaz,
O-fosfotransferaz ve O-adenosiltransferaz gibi bol miktarda aminoglikozit degistirici
enzim vardir. Bakteriler tarafindan iiretilen inaktive edici enzimler baslica sunlari
igerir:  B-laktamaz, aminoglikozit inaktive edici enzimler, kloramfenikol
asetiltransferaz, vb. (Tooke vd., 2019). B-laktamaz, antibiyotigin siklik yapisim
bozmak i¢in karbonil kismina kovalent olarak baglanabilir ve hedefe ulasmadan 6nce
B-laktam antibiyotiginde bozulmaya neden olur. Ayrica hidroliz yapmama yoluyla -
laktam antibiyotiklere hizli ve siki bir sekilde baglanabilir ve antibiyotiklerin hedef
bolgeye baglanarak ilag direnci gostermesini Onler. PB-laktamazlar bircok bakteri
tarafindan her biri spesifik -laktam halkalarini hidrolize edebilen sekiz farkli tipte
salgilanir (Ghafourian, Sadeghifard, Soheili ve Sekawi, 2015). Karbapenemazlar ve
GSBL'ler, en oOnemli iki [-laktamazdir. Karbapenem antibiyotiklerine karsi
Enterobacter direncinin ana mekanizmasi, karbapenemi hidrolize eden enzimlerin
tiretilmesidir. Karbapenemaz enzimleri {iretebilen Enterobacteriaceae bakterilerine,

karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae (CPE) adi verilir.

GSPBL'ler, penisilin ve sefalosporinler gibi ¢cogu B-laktam antibiyotigi yok edebilir;
ancak karbapenem antibiyotiklerini yok edemez ve genellikle E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii ve diger bakteriler tarafindan iretilir
(Sawa, Kooguchi ve Moriyama, 2020; Skold, 2021).

-Metabolik degisiklik veya oksotrofi: antibiyotik direnci mutasyonlari
metabolizmanin antibiyotik direncine aktif olarak katkida bulundugu gosterilmis
olsada, yalnizca metabolik genlerde tanimlanir ve metabolik diizensizlik, yaygin

olarak bahsedilen bir antibiyotik direnci mekanizmasi olarak tanimlanmaz. 2021'de,
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baz1 metabolik yollarda, genlerdeki mutasyonlarin, Klinik olarak patojenik E. coli
genomunda yaygin olarak bulunan antibiyotik direncini indiikleyebilecegini ilk kez
bulmustur (Zampieri, 2021). Bu mutasyona sahip gen, antibiyotikler tarafindan
ortaya ¢ikan trikarboksilik asit dongisiiniin aktivitesini inhibe ederek, metabolik
toksisitenin olugmasini 6nleyerek, antibiyotiklerin 6ldiiriicii etkisini inhibe ederek ve

sonunda antibiyotik direncine yol agarak bazal solunumu azaltir (Mee, Collins,

Church ve Wang, 2014).

-Hedef koruyucu proteinler: Bakteriyel proteinler, bazi antibiyotik hedeflerini bir
antibiyotik birlesimlerinden koruyarak, antibiyotiklerin bakteriyostatik etkilerini
ortadan kaldirir. Daniel N. Wilson (Sharkey, Edwards ve O’Neill, 2016) hedef
korumay1 etki tarzina gore ¢ tiire aywmustir. Tip | hedef koruma, tetrasiklin
ribozomal koruma proteinlerinin (TRPP' ler) ribozomlara baglanmasinin yanisira,
bozulmus ribozomal yapiyr tersine c¢evirerek ribozom konfigiirasyonunda
degisikliklere yol acabilir ve tetrasiklin D-halkasi ile 16S rRNA bazi C1054'in
etkilesimine dogrudan miidahale edebilir. Tetrasiklin smifi ilaglar bu yapiaya
baglanamaz ve baglanma yerinin 30S alt biriminden ayrilarak, 13 TRPP sinifinin
tanimlandigi ribozomu korur (Zampieri, 2021; Mee vd., 2014). Tip 1l hedef
korumada, antibiyotikler hedef birimlerl ile yapilan uyumlu degisikliklerle dolayli
olarak uzaklastirilir. Antibiyotige direngli ABC-F proteinlerinin aracilik ettigi protein
grubu, linkomisinler, makrolidler, azadonlar, fenoller, pleuromutilinler ile A ve B
gruplarinin  stroopograminleri dahil olmak iizere ribozom 50S alt birimlerinin
antimikrobiyallerine kars1 birincil klinik direng kaynagidir (Su vd., 2018). Tip I
hedef koruma proteinleri, hedef yapisindaki degisikliklere neden olur; bdylece

antibiyotiklere baglanma durumunda etkinlesebilir.

-Kendi kendini onaran sistemlerin baslatilmasi: Enterik bakterilerin ¢oklu
antibiyotik direnci operonu, antibiyotik direncini artirmaya katkida bulunan DNA
onarimini ve dig zar biitiinliigiinii manipiile eder. E. coli ¢oklu antibiyotik direnci
lokusu, tetrasiklinler, kinolonlar ve [-laktamlara karsi ¢apraz direncin bir
belirleyicisi olarak kabul edilmistir (Zhang ve Cheng, 2022). Kendi kendini onaran
sistemlerin baslatilmas1 sonucunda 1ilgili genlerin regiile edilerek; genlerin
ekspirasyonunun azaltilmasi ile, hiicrelere giren antibiyotik oranmi azalir boylece

antibiyotigin, hiicre yapisi ile hiicre metabolizmasi iizerindeki etkisini azaltir. Bu
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yontem antibiyotiklerin bakteriyostatik etkisini tamamen ortadan kaldiramaz, ancak

bakterilerin antibiyotiklere karsi toleransini artirmasini saglayabilir.

-Hiicre morfolojisindeki degisiklikler: Hiicre hacmindeki artis bakterilere giren
antibiyotiklerin azalmasma katkida bulunurken hem biikiilme hem de genisleme
ylizey hacim oranimi diisiirerek, bakterilerin yiizeyinden daha az antibiyotik
gegmesini saglayabilir. Bakterilerin antiyotiklerin hedefi olmaktan kagimak icin sekil
degistirdigi bildirilmistir (Zhang ve Cheng, 2022). Tek hiicre deneyleri ve teorik
modeller kullanarak, hiicre morfolojisindeki degisikligin, hiicrenin antibiyotik
ortamina uyum saglamasina ve hayatta kalmasina olanak taniyan bir geri bildirim
stratejisi  oldugunu saptamiglardir. Hiicre morfolojideki degisiklerden sonra
bakterilerin, antibiyotiklerin baskisini yenebildigi ve hizli biiylime durumuna geri

donebildigi bildirilmistir (Banerjee., 2021).

-Biyofilm korumasi: Bakterilerin biiyilk c¢ogunlugu, biyofilm korumasini,
antibiyotiklerin etkilerine karsi toplu bir sekilde bulunmasiyla saglarlar. Bakteriyel
biyofilm, tibbi malzemeler gibi nesnelere veya proteinin bir otokrin polimer matrisi
ile cevrelendigi, viicut mukozasinin yiizeyine adsorbe edilen bakteriler tarafindan
olusturulan, 6zel bir hayatta kalma formudur (Heiby vd., 2010). Yogun biyofilmler,
antibiyotiklerin; bakteri poplilasyona yayilmasini smirlamak ve antibiyotik
inaktivasyonu ile saglanan korumay: arttirmak i¢in fiziksel engeller olusturarak

bakterilerin antibiyotiklere maruz kalmasini engeller.

Bakteriyel topluluklar, tiirler arasi etkilesim yoluyla antibiyotik maruziyetinden

kurtulabilir:

a) Kolektif ilag direnci; topluluk igindeki etkilesimi, antibiyotiklerin biiylimeye
devam etmesine kars1 diren¢ gosterme yetenegini artirabilir; bdylece bakteri

toplulugunun MIC'ini yiikseltebilegi bildirilmistir.

b) Kolektif tolerans; topluluk i¢indeki etkilesimleri MIC'yi arttirmadan, antibiyotik
tedavisi sirasinda hiicre oliim oranimi gecici olarak azaltarak metabolizmay1

yavaglatmak gibi hiicresel durumlar1 degistirebilegi bildirilmistir.

c) Topluluktaki etkili antibiyotik konsantrasyonunu azaltarak, bakterilerin
etkilesimini korumak i¢in temas kurdugu bildirilmistir (Vega ve Gore., 2014; Orazi
ve O’Toole., 2017)
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1.5. Antibiyotik Direncinin Yayilim

fla¢ direncinin hizli ve genis sekilde yayilmasinda, bakterilerin yatay gen transfer
yetenegi vardir. Antibiyotik direng genleri, transpozonlar, integronlar ve plazmidler
gibi ayni tiir i¢inde veya farkli tiirler arasinda transfer i¢in vektér gérevi goren, mobil
genetik materyallar lizerinde tasinir; konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon

ile gergeklesir. (Maiden., 1998; Beceiro, Tomas ve Bou., 2013)

1.6. peta-Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Sayist gittikge artan P-laktamazlarin tanimlanmasi, protein, niikleotit ve sekans
bilgileri ile birlestiginde, bu enzimlerin tek bir homojen grup icermedigini, bunun
yerine bir¢ok sinifa ayrildigini ortaya koydu. Farkli B-laktam substratlarina karsi
enzim aktivitesi bildirilmeye basladikga, P-laktamazlarin bir¢ok biyokimyasal
ozelligi de saptandi. Sekans bilgilerinin artmasiyla birlikte, tanimlanan f-
laktamazlarin sayis1 daha da artmistir (Tooke vd., 2019). B-laktamazlarin veri

tabaninda (www.bldb.eu ), 4300'den fazla enzim oldugu bildirilmistir.

Enzim dizilerini siniflandirmak igin iki sistem kullanilmaktadir: dizi bilgisine dayali

Ambler sistemi ve Bush-Jacoby-Medeiros’un, aktivite tabanli sistemidir.

1.6.1. Ambler Simiflandirma

1980 yilinda, Ambler tarafindan yapilan, amino asit ve enzimleri kodlayan niikleotid
dizilerine dayali molekiiler smiflandirmadir (Ambler, 1980). Amino asit dizilerine
temel alarak yapilan bu molekiiler gruplandirmada, B-laktamazlar A, B, C ve D
olarak dort grupta toplanmistir. A, C ve D gruplar serin enzimleri igermekte, B
grubunda ise ¢inko enzimleri yer almaktadir. Biitiin gruplarin kromozomal ve
plazmid esaslhi temsilcileri bulunmaktadir (Livermore, 1998). A smifi serin
penisilinazlari, B sinifi metalloenzimleri, C sinifi serin sefalosporinazlari ve D sinifi

oksasilini hidrolize eden serin B-laktamazlar1 igermektedir (Ambler, 1980).
Bu siniflamaya gore B-laktamazlar dort gruba ayrilir:
A Sinifi: Penisilinleri hidrolize eden, genel olarak plazmid kontrollii penisilinazlar,

B Smifi: Karbapenemazlardan olusan metallo-f3-laktamazlar,
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Sinif C: Kromozomal Amp-C geni tarafindan kodlandiklari i¢in, Amp-C enzimleri

olarak da adlandirilan, sefalosporinazlardan olusan enzimler,

D Sinifi: Oksasilinazlar.

1.6.2. Bush — Jacoby — Medeiros Fonksiyonel Simiflandirmasi

Bu smiflandirma yonteminde enzimin etkiledigi yiizey, diger bir ifadeyle substrat-
inhibitér yapisi ve fonksiyon benzerliklerine gore 4 ana gruba ve bunlarin alt

gruplarina ayrilmistir (Gorgeg, 2012).

1995 yilinda Bush, Jacoby ve Medeiros tarafindan yapilmistir. Substrat sekilleri ve
B-laktamaz inhibitorlerine hassasiyet gibi biyokimyasal 6zelliklere dayandirilan bir

siniflandirmadir. Giiniimiiz i¢in en gilincel siniflandirma olarak goriilmektedir (Bush,

Jacoby ve Medeiros, 1995).
Bu siniflandirma dort grupa ayrilmistir:

Grup 1. Molekiiler siniflandirmada C sinifindadirlar; bir¢ogu kromozomal olarak
kodlanmis sefalosporinazlardir. FOX-1, LAT-1, MIR-1 ve BIL-1 gibi kromozomal
Amp-C enzimleri ve plazmid kontrollii B-laktamazlar da bu gruba dahildir
(Livermore, 1995).

Grup 2. Bu grup, serin B-laktamazlarin en biiyiik kategorisidir. Hepsi molekiiler
simiflandirmaya goére A ve D smiflarina girer. Penisilinler, sefalosporinler,
kloksasilin, karbenisilin, karbapenem ve monobaktamlarin hidroliz olusuna gore alt
gruplara ayrilmaktadirlar (Medeiros, 1997). GSBL'ler tiirler arasinda kolaylikla
iletilebilen en kalabalik boliimii olusturur. Gram negatif bakterilerde, p-laktam
antibiyotiklere direng, biiylik oranda plazmid kontrollii B-laktamazlarla ilgilidir (Giir,
1997).

Grup 2a: Bu grup penisilini hidrolize eder ve klavulanik asit vasitasiyla inhibe
ederler. Bu grup enzimler S.aureus, Bacillus cereus ve Fusobacterium nucleatum'da
bulunur (Bush, Jacoby ve Medeiros, 1995)

Grup 2b: Penisilin ve sefalosporinleri hidrolize ederler ve klavulanik asit, sulbaktam
ve tazobaktam gibi B-laktamaz inhibitorlerine duyarhdirlar (Giir, 1997). TEM-1,
TEM-2 ve SHV-1 bu grupta yer alir ve ‘genis spektrumlu enzimler’ olarak

adlandirilir. Bu B-laktamazlar genellikle Enterobacteriaceae familyasinda bulunur.
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Bu enzimler Klebsiella spp., suslarinda yaygindir (Livermore., 1995; Podschun ve
Ullmann., 1998).

Grup 2be: TEM veya SHV [-laktamazlardan kaynaklanan GSPL'leri iceren gruptur.
Dar spektrumlu sefalosporinlerin (sefuroksim, seftriakson, seftazidim, sefpirome,
sefotaksim) yani sira, 2b grubundaki penisilin tirevleri de oksi imino
sefalosporinlere diren¢ olusturur. Sefamisinler ve karbapenemler bu enzimlere
direnglidir. Klebsiella spp. ve E. coli’de yaygindirlar (Bush, Jacoby ve Medeiros,
1995; Livermore ve Woodford., 2006).

Grup 2br: Yapisal olarak grup 2b enzimleri TEM veya SHV B-laktamazlardan kdken
alan ve klavulanik asit gibi B-laktamaz inhibitorlerine karsi diistik afinite gosteren
GSBL enzimleridir. TEM-30'dan TEM-36'ya kadar, TEM ve TRC-1 enzimi bu
gruptadir (Bush, Jacoby ve Medeiros, 1995; Shah, Hasan, Ahmed, Hameed, 2004).

Grup 2c: Benzil penisilinlere ek olarak karbenisilinleri de hidrolize ugratarak, grup
2b enzimlerinden ayrilirlar. Klavulanik asit tarafindan inhibe edilirler. PSE-1, PSE-3
ve PSE-4 bu gruptadir (Bush, Jacoby ve Medeiros, 1995; Shah vd., 2004).

Grup 2d: Kloksasilini penisiline gore daha hizli hidrolize eden pB-laktamazlar igerir. OXA
enzimleri bu gruptadir. Klavulanik asit tarafindan inhibisyonlar1 degiskendir. 2. grubun
diger alt gruplarindaki tiim enzimler, A molekiiler sinifindayken, sadece bu alt grup, D

molekiiler sinifindadir (Bush, Jacoby ve Medeiros, 1995; Shah vd., 2004).

Grup 2e: Sefalosporin olmalarina ragmen monobaktamlar1 da hidrolize ederler ve

klavulanik asit tarafindan inhibe edilirler (Shah vd., 2004).

Grup 2f: Karbapenemleri inaktive eden metallo enzim olmayan serin 3-laktamazlar
barindirir ve hepsi indiiklenebilirdir. Klavulanik asit vasitasiyla zayif bir sekilde
inhibe edilirler. Enterobacter cloacae kromozomal NMC-A enzimi ve Serratia
marcescens'in SME-1 enzimi bu gruptadir (Bush, Jacoby ve Medeiros, 1995; Shah
vd., 2004).

Grup 3. Molekiiler siniflandirmada B siifindadirlar. Penisilinleri, sefalosporinleri ve
karbapenemleri hidrolize ederler. Aktif olmalar1 i¢in ¢inko iyonlarna ihtiyaglari
vardir. B-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezler ve EDTA ile inaktive olurlar

(Bush, Jacoby ve Medeiros, 1995)
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Grup 4. Klavulanik asit ve inhibe edilmemis penisilinazlar igerir. Heniliz molekiiler
olarak simiflandirilmamusglardir. Burkholderia cepacia‘daki (B.cepacia) p-laktamazlar

bu grubun iiyeleridirler (Bush, Jacoby ve Medeiros, 1995).

1.7. GSBL ve Diren¢ Mekanizmalari

GSBL'ler, benzil penisiline esit veya %10 daha fazla oksi imino-sefalosporinleri
hidrolize edebilen, aktif bolgelerinde serin igeren, plazmidler tarafindan kodlanan ve
klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi B-laktamaz inhibitorleri tarafindan
inhibe edilen enzimlerdir. GSPL iireten bakteriler amino penisilinler, karboksi
penisilinler ve asiliireido penisilinlere direngli iken; karbapenemlere ve sefamisinlere
(sefoksitin ve sefotetan) duyarlidirlar. Dig zarda porin proteininin kaybi ile direng
gelisir (Martinez-Martinez vd., 1996). GSBL; penisilinleri, genis spektrumlu
sefalosporinleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilen B-laktamazlar olarak
tanimlanir ve klavulanik asit tarafindan inhibe edilirler. Bu 6zellikleri, GSBL’leri,
genis spektrumlu sefalosporine direngli, Gram negatif bakterilerden izole edilen

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

GSBL tipi enzimler, Ambler'in molekiiler siniflandirmasinda, A sinifinda ve Bush
Jacoby Medeiros siniflandirmasinda 2be grubundadir (Bush, Jacoby ve Medeiros,
1995). GSPL'lere en yaygin olarak Klebsiella spp. ve E. coli’de yaygindir; ancak
diger bircok enterik bakteride de oldugu bildirilmistir.

B-laktamazlarin aktif bolgesi etrafindaki amino asit konfigiirasyonunu degistiren
mutasyonlar yoluyla, TEM-1, TEM-2 veya SHV-1 genlerinden tiirerler. Bu olay, bu
enzimler tarafindan hidrolize duyarli olan B-laktam antibiyotiklerin spektrumunu

genisletir.

Son zamanlarda, TEM veya SHV soyundan olmayan, fazla sayida GSBL
tanimlanmistir. GSBL'lerin varligi klinik olarak énemlidir. GSBL'ler siklikla plazmid
tarafindan kodlanir. GSBL {iretiminden sorumlu olan plazmidler, siklikla diger ilag
smiflarina (6rnegin aminoglikozidler) direnci kodlayan genler tasirlar. Dolayisiyla
GSBL {ireten organizmalarin tedavisinde, antibiyotik segenekleri olduk¢a smirlidir
(Paterson ve Bonoma, 2015). B-laktamlarin ve B-laktamazlarin bulunma zamanlari

cizelgesi Sekil 1.2°de verimektedir.
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raporlanmasi

Ampisiline direngli H. influenzae’nin ilk kez
raporlanmasi

Ureidopenisilin kullanimi

Sulbaktamin kesfi

Ceftriakson'un Kesfi

Amoksisilin-Klavulanat kullanimi
Imipenem-Cilastatin'in
kullanimi

Beta-laktamaz inhibitér Proteinin (BLIP) Kesfi
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Avibaktam'in Gelistirilmesi
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Sekil 1.2. B-laktamlarin ve B-laktamazlarin Bulunma Zamanlari
(Eiamphungporn ve Warawan, 2022)

1.7.1. GSBL Tipleri

1.7.1.1. SHV grubu GSBL

SHV tipi GSPL'ler, klinik izolatlarda, diger GSPL’lardan daha fazla oranda
bulunabilecegi bildirilmistir (Jacoby, 1997). SHV simgesi, siilfat hidril degiskenini

ifade ettigi ve SHV aktivitesinin p —kloro civa benzoat tarafindan inhibisyonunun

substratla 1iligkili oldugu

icin  kullanilan
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distintildiigiinden dolay1 bu isim verilmistir (Gorman ve Morin, 1982). Almanya’da
1983 yilinda, sefotaksimi ve daha az derecede seftazidimi etkili bir sekilde hidrolize
eden, B-laktamaz igeren Klebsiella ozaenae kesfedilmistir (Knothe, Shah, Krcmery,
Antal ve Mitsuhashi, 1983). Bu enzimin kesfedilmesinden sonraki 15 sene siiresince,
yerlesik her kitada SHV-2 igeren organizmalar bulunmustur (Paterson vd., 2003). Bu
durum, kullanimlarmin ilk on yilinda, tclincii kusak sefalosporinlerin fazla
kullanilmasindan kaynaklandig1 bildirilmistir. SHV tipi GSPL'ler ¢ok cesitli
Enterobacteriaceae iiyesinde tespit edilmistir (Huang, Mao, Chen, Wu ve Wu, 2004;
Poirel vd., 2004).

1.7.1.2. TEM grubu GSBL

TEM-1 geni, ilk olarak Temoneriae isimli hastadan izole edildigi i¢in, kisiye ithafen,
TEM olarak anilmaktadir. Basta E. coli olmak iizere Enterobacteriaceae familyasinda
bulunan bakterilerde gézlenmektedir (Gorgeg, 2012). Ampisilin, penisilin ve sefalotin

gibi, birinci nesil sefolosporinlere karsi direng geni 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 i¢in TEM-1’den farklidir. Bununla birlikte, substrat profili, yani etki
ettigi yiizey, TEM-1 ile ayn1 oldugundan, TEM-2 bir GSBL olarak kabul edilmez
(Rupp ve Fey, 2003).

1.7.1.3. CTX-M grubu GSpL

1989 yilinda Almanya’da E. coli’de ilk kez CTX-M enzimi tespit edilmis; daha sonra
ise Salmonella spp. ve bir¢ok Enterobacteriaceae susunda kaydedilmistir. GSBL
genlerinden CTX-M, sefotaksimi yiiksek miktarda lize eder ve bu nedenle
Cefotaximase-Munih, yani CTX-M olarak adlandirilir (Diizgiin ve Saral, 2018).
Diger GSPL genlerinden farkli olarak CTX-M siklikla E. coli tarafindan
taginmaktadir (Qi, Pilla, Yu, ve Reed, 2010). CTX-M beta laktamazlar1 bulunduran
E. coli izolatlar1 genellikle aminopenisilinlere (ampisilin ve amoksisilin), karboksi
penisilinlere (karbenisilin veya tikarsilin), lireidopenisilinlere (piperasilin) ve dar
spektrumlu sefalosporinlere (sefaloridin, sefalotin ve sefuroksim) fazla oranda
direnclidir. Tiirkiyede en yaygin GSBL geninin CTX-M oldugu yapilan ¢aligsmalarla
ortaya konulmustur (Diizgiin ve Saral, 2018). CTX-M iireten E. coli’nin ¢oklu ilag

direncine sebep olmasit nedeniyle, antimikrobiyal diren¢ ve enfeksiyonlarin
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kontroliinde dikkat edilmesi gereken bir konudur (Mathers, Peirano ve Pitoutb,
2015). Giiniimiize kadar, 50’den fazla CTX-M enzimi belirlenmistir. CTX-M-2,
CTX-M-3, CTX-M-14 en yaygin bulunan enzimler olup; plazmid yoluyla
iletilmektedirler. CTX-M hastane enfeksiyonu, SHV ve TEM toplum enfeksiyonu
olarak bildirilmektedir (Bonnet, 2004).

CTX M-1 grubu (CTX-M-1, 3, 10, 11, 12, 15, 22, 23, 28, 29, 30, 32, 33, 36, 54,
UOE-1)

CTX M-2 grubu (CTX-M-2, 4, 6, 7, 20, 31, 44) onceden TOHO-1 olarak
adlandirilmigtir ve FEC-1),

CTX M-8 grubu (CTX-M-8 ve CTX-M-40),

CTX M-9 grubu (CTX-M-9, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 24, 27, 45 (énceden TOHO-2
idi), 46, 47, 48, 49 ve CTX-M-50) ve

CTX M-25 grubu (CTX-M-25, 26, 39 ve CTX-M-41) olarak 6zetlenebilir (Canton ve
Coque, 2006).

1.7.1.4. OXA grubu GSBL

OXA grubu, amino asit dizilerindeki evrimlesme sonucunda; OXA grubu oksiimino

sefalosporin antimikrobiyallerini sentezleyen, genis etki alanina sahip enzim boyutuna

donigmiistiir. OXA-11, 14, 15, 16, 33, 34 gruplar seftazidim direnci olustururken,
OXA-17 sefotaksime direngli olup, OXA-24 ise karbapenemaz aktivitesi
gostermektedir. OXA-31 sefepime direngli, seftazidime duyarli gruptur (Aubert,
Poirel, Chevalier, Leotard ve Pages, 2001).

1.7.1.5. Diger GSBL gruplar

PER grubu GSBL, ilk defa Fransa’da Tiirk bir hastadan izole edilmis ve P.
aeruginosa susunda belirlenmistir. PER-1 enzimi penisilin ve sefasporinleri hidrolize
eder, klavulanik asitle inhibe olur (Nordmann, 1993) VEB-1 ilk defa Vietnam’da bir
E. coli’de saptanmistir. Seftazidim, sefotaksim ve aztreonama 6nemli dercede direng
gosterir, klavulanik asit ile inhibe olurlar (Poirl vd., 1999). Bu grupta yer alan GES-
1, ilk kez Fransa’da Enterobacteriaceae ailesinden olan K. pneumoniae’da
goriilmistiir (Poirl vd., 2000). BES, BES-1, TLA, TLA-1, TOHO-1, 2, SFO ve IBC
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gibi genis spektrumlu sefolosporinleri hidroliz edebilen GSBL’ler olarak

tamimlanmistir (Naas, Poirel ve Nordmann, 2008).

1.8. Karbapenemazlar ve Diren¢ Mekanizmalari

Karbapenemazlar, karbapenemleri hidrolize etme 6zelligi gosteren B-laktamazlardir.
Ambler smifi A, B ve D' ye aittirler. Karbapenemler, dogal olarak kromozom
kokenlidir ya da sonradan edinilirler. Karbapenemleri hidrolize eden
karbapenemazlar, karbapenem recetelendirilmesindeki artisa paralellik gostererek

son yillarda yiikselen sekilde artmaya devam etmektedirler (Poirel vd., 2004).

Edinilmis karbapenamazlar muhtemelen, karbapenemlerin (varsa) az miktardaki
secicilik baskisinin sonucudur: Ciinkii bu antimikrobiyal maddeler, veteriner
hekimler tarafindan regete edilmez; insan tiiketimi i¢in kullanilmayan hayvanlarda,
nadir durumlarda regete edilirler. Bununla birlikte, son yillarda karbapenemaz iireten
E. coli dahil olmak iizere, bu bakteriler diinyada birgok hayvandan izole edilmistir

(Kock vd., 2018; Woodford, Wareham, Guerra, Teale, 2014).

Hayvandan elde edilen ilk E. coli izolatinda tanimlanan, ilk karbapenemaz
determinanti, Almanya'da bir domuzdan elde edilen VIM-1’dir (Fischer, 2012). O
tarihten beri, ayni iilkede, farkli domuz ciftliklerinde, baska VIM-1 iireten E. coli
izolatlar1 da tanimlanmistir (Fischer vd., 2017; Guerra vd., 2014).

Karbapenemazlar, Ambler Molekiiler Siniflandirmasi’na gore dort ayr1 grupta

incelenmektedir. Bu gruplar A, B, C, D gruplaridir.

A, B grubu karbapenemazlar, aktiviteleri i¢in, serin aminoasiti i¢erirken, D grubu
karbapenemazlar ¢inko igerir ve etkinligini bu maddelere bagli olarak ortaya

koyarlar. Bu nedenle ‘Metallo p—laktamazlar’ adin1 alirlar (Bush, 1998).

A grubu karbapenemazlar: Kromozomal kokenli Serratia marcescens enzimi, non-
metallo enzim karbapenemaz, imipenem yikici, hidrolize edici B-laktamaz enzimi
bulunmaktadir (Walther-Rasmussen ve Hoiby, 2006). KPC ve GES enzimleri
plasmidle kodlanirken, diger enzimler kromozomal kokenlidir (Diene ve Rolain,

2014).
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B grubu karbapenemazlar: Dogal olarak iiretilebilen metalo B-laktamazlar ve bir

tiirden baska bir tiire plasmidler vasitasiyla aktarilabilen enzimleri icerir. Bunlar

IMP, VIM, GIM, SIM, NDM-1 enzimleridir.

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

Enterobacteriaceae ailesine dahil olan, Ambler siniflandirmasina gére A grubu
karbapenemaz enzimlerinden KPC ve GES smifi; B grubu genlerinden VIM ve

NDM smifi; D grubu enzimlerinden ise OXA-23, OXA-24 (OXA-48, OXA-58
kullanim1 uygundur (Karaaslan ve Soysal, 2017).

Bu gruplandirmayla birlikte, karbapenemazlar, hedef metaryalin yikimi ve
engellenmesi 6zelliklerine gore de gruplandirilir. Bu gruplandirma Cizelge 1. 2°de

gosterilmis; Karen Bush gruplandirmasi adini almistir (Rasmussen ve Bush, 1997).

Cizelge 1.2. Karen Bush gruplandirmasi (Rasmussen ve Bush, 1997).

Hedef Yikim Ozelligi Enggllenme
Enzim ozelligi
Molekiiler| Islevsel ads Klavulanik
Simf Kiime Penisilin| 1.SS | GSS | Azitroneam | Karbapenem EDTA asit
NMC + + + + + - +
SME + + + + + - +
A 2f KPC + + + + + - +
IMI + + + + + - +
GES + + + - + - +
IMP + + + - + +
SPM + + + - + +
Bl 3
GIM + + + - + +
VIM + + + - + +
D 2d OXA + + + - + - +

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

Gram negatif bakterilerde, karbapenemlere diren¢ kazandiran dort ana mekanizma
tanimlanmistir. Bunlar, karbapenemazlarin tiretimini, diger B-laktamazlar ve porin

modifikasyonlar1 arasindaki sinerjiyi, akis pompalarini ve PBP'lere yonelik
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modifikasyonlar1 icerir. Bu mekanizmalar karbapenemlere bu mekanizmalardan

herhangi biri ile direngli olabilen, genis karbapenem direngli Enterobacteriaceae

kategorisi ile daha spesifik karbapenemaz {ireten Enterobacteriaceae grubu

arasindaki ayrimin temelini olusturur (Anderson ve Boerlin, 2020).

Cizelge 1.3. Ambler siniflandirmasina gore karbapenemaz gruplar1 (Karaaslan ve
Soysal, 2017)

Karbapenemaz Genleri

En sik 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
A sinifi K.pneumonae
Karbapenemaz [KPC-1, KPC-2, KPC3,
KPC- K.oxytoca, Enterobacter spp.,
A P.aeruginosa, Plazmid
C.freundii
GES 2,4,5,6 P. aeruginosa,
K. pneumoniae, E. coli Plazmid
P. aeruginosa,
IMP (Imipenemases) A. baumannii, Enterobacteriaceae|Plazmid
VIM  (Verona integro
metalo- P. aeruginosa, Enterobacteriaceae
-lactamase) Plazmid
SPM-1
Sao Paulo metalo-f- P. aeruginosa Plazmid
B sinifi lactamases)
Karbapenemaz (GIM (German
imipenemase) P. aeruginosa, S. marcescens, E.  [Plazmid
cloacae
SIM-1 (Seoul
imipenemase) P. aeruginosa, A. baumannii Plazmid
NDM
New Delhi metalo-§3- Enterobacteriaceae, A. baumannii [Plazmid
lactamase)
Kromozom
OXA-51 A. baumannii
D sinifi kokenli
Karbapenemaz OXA-23,0XA-24(0XA40,
(en sik goriilenler)
OXA-48, OXA-58 A. baumannii, Enterobacteriaceae [Plazmid
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1.9. Amp-C’ler ve Diren¢ Mekanizmalari

Penisilini yok ettigi bildirilen ilk bakteriyel enzim, 1940'ta, bu haliyle
adlandirilmamasina ragmen, E. coli'nin Amp-C p-laktamaz'h idi. Amp-C, Bush-
Mederios-Jcoby smiflandirmasinda, Grup 1’de yer almaktadir. Amp-C f-
laktamazlar, E. coli gibi, bircok Enterobacteriaceae ailesine ait bakterinin
kromozomlarinda bulunan bir sefalosporinazdir. Ayn1 zamanda sefazolin, sefoksitin,
sefalotin ve [-laktamlar1 baskilayan; p-laktam ve [-laktamaz baskilayici
kombinasyonlara ve bir¢cok penisilin tiirevine kars1 direng gdosterir (Jacoby, 2020).
Amp-C B laktamazlar, Ambler siniflandirmasina gére C grubunda yer almaktadir. A,
C, D gruplar1 gibi olmayip; bir B-laktam grubu olan sefoksitine kars1 aktiftir. Ancak
A smifi enzimleri i¢in, inhibitor etkisi gosteren klavulanik asit tarafindan inhibe
edilemezler (Bush ve Jakoby, 2010; Njage ve Buys 2015). Amp-C kromozomal ve
plazmid kokenli olup; plasmid kdkenli olan grup indiiklenebilme 6zelligi gdstermez
(Mezzatesta, Gona ve Stefani, 2012). Plasmidlerde bulunan Amp-C B-laktamaz
genleri ise 6 aileye ayrilmislardir ve bunlar; ACC, CIT, DHA, EBC, FOX ve MOX
olarak kodlanmiglardir (Pehlivanoglu, 2019). Plasmid kokenli Amp-C tipi B-
laktamazlar, 6zellikle GSBL’ler ile birlikte ortaya ¢ikmaktadir (Fadare, Adefisoye ve
Okoh, 2020; Thomson, 2010). Porin modifikasyonlari, antibiyotiklerin Gram negatif
dis zar boyunca difiizyon hizinda, GSBL'lerin ve Amp-C enzimlerinin kalan
antibiyotigi yeterince parcalayarak tamamen direncli bir fenotip ile sonuglanmasina

izin verdigi oranda azalmaya neden olabilir (Logan ve Weinstein, 2017).

Akis pompalarindaki modifikasyonlar, ilag PBP'lere baglanamadan 6nce, hiicreden
antibiyotik atiliminda artisa neden olabilir, boylece hiicreye zarar veremez hale

getirir (Logan ve Weinstein, 2017).

Son olarak, PBP'lerin kendi ig¢indeki modifikasyonlar, B-laktamlarin hedeflenen
proteinlere uygun sekilde baglanmasin1 engelleyerek onlar1 ise yaramaz hale getirir

(Logan ve Weinstein, 2017).

1.10. p-laktamaz inhibitérleri

B-laktamlardaki kullanimlarin artisina paralel olarak bu antibiyotiklerin -laktamaz
inhibitorleri ile kombinasyonlari, B-laktamaz aracili direngle miicadelede en 6nemli

noktadir (Dwarz ve Bonomo, 2010). Klavulanik asidin en genis dagilima sahip A
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smifi enzimlerin (6rnegin TEM, SHV and CTX-M siniflar1) geri dondiiriilemez bir
inhibitor olarak kesfedilmesi ve gelistirilmesinden bu yana, penisilin-inhibitor
kombinasyonlar1 (amoxicillin— clavulanate, ampicillin—sulbactam, piperacillin—
tazobactam) hem toplum hem de 6zellikle saglik hizmetleri ile iliskili B-laktamaz
iireten organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde genis uygulama
alant bulmustur (Tooke vd., 2019). KPC'yi icermeyen A sinifi enzimlerin bir alt
kiimesiyle sinirlt olan klinik olarak faydali spektrumlari, duyarli olmayan B-laktamaz
tiplerinin ortaya c¢ikmast ve yayilmasi ile birlestiginde, p-laktamaz iireten
organizmalar i¢in daha iyi tedavi segenekleri gerektirmektedir (Papp-Wallace vd.,
2010). Daha yaygin olarak etkili B-laktamaz inhibitorleri arayisina, Gram negatif
bakteriler i¢in antibiyotik kesfinin devam etmesi ek bir ivme kazandirmaktadir
(Falagas, Mavroudis ve Vardakas, 2016; Theuretzbacher vd., 2019). Son yillarda,
klinikte yeni inhibitor sinifinin temsilcileri ve gelistirilmekte olan baska bilesikler ve

kombinasyonlari ile bu siire¢ basarili olmustur (Tooke vd., 2019).

1.11. GSBL, Amp-C ve Karbapenemaz Direncinin Diinyadaki

Durumuna Genel Bakis

GSBL iireten organizmalar, 1980'lerin baslarinda, Avrupa'da tanimlanmalarindan bu
yana, diinya capinda giderek daha fazla rapor edilmektedir (Canton vd., 2008).

GSBL'lerin varlig1 ve bunlarin birlesik direnci, ciddi bir halk sagligi sorunudur.

GSBL enzimlerinin sagladig1 dirence ek olarak, diger antibiyotik siniflarma kars
ortak direng siklikla goriilmektedir; bu da mevcut terapotik segenekleri biiyiik 6lgiide

sinirlandirir ve insan sagligini tehlikeye sokar (Miiller vd., 2019).

Ayrica bu fenomen, karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae iiyelerinin daha fazla
yayllmasini destekleyerek, karbapenem kullaniminin artmasina yol agabilir (Adler,

Anjum, Andersson ve Sandegren, 2016).

Hayvanlarda bu direngle iliskili en yaygin genler blaCTX-M-1 , blaCTX-M-2 ,
blaCTX-M-14 , blaCTX-M-15 ,blaTEM-52 ve blaSHV-12"dir (Silva vd., 2019).

Sekil 1.3 ve Sekil 1.4 *de sirasiyla, Avrupa'da domuz, sigir ve kiimes hayvanlarinda
tespit edilen GSBL enzimlerinin dagilimin1 ve hayvanlardan iiretilen gidalardan elde
E. coli izolatlarinda en sik tespit edilen GSPL enzimlerinin, kiiresel dagilimini

gostermektedir.
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DOMUZLAR SIGIRLAR KUMES HAYVANLARI
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Sekil 1.3. Avrupa'da hayvansal gidalardan elde edilen izolatlarda GSBL enzimlerinin
dagilimi (Ramos vd., 2020)
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Sekil 1.4. Hayvansal gidalardan elde edilen E. coli izolatlarinda siklikla (koyu)
saptanan GSBL enzimlerinin kiiresel dagilimi (Ramos vd., 2020)

Genisletilmis spektrumlu sefalosporinlere direngten sorumlu genlerin diinya
dagilimma bakildiginda, Avrupa ilkelerinde CTX-M-1 grubu (CTX-M-1 ve -15)
baskindir. Ek olarak, CTX-M-9 grubu (CTX-M-9 ve -14) Ispanya, Portekiz ve
Birlesik Krallik'tan gelen hayvanlarda siklikla tanimlanmigtir. CTX-M-2 grubu esas
olarak Giiney Amerika ve Japonya'da tanimlanirken, Cin'de CTX-M-9 grubunun
enzimleri yaygindir, Amerika Birlesik Devletleri veya Kuzey Afrika'da CTX-M
enzimleri yaygindir. CTXM-1 grup siklikla tanimlanir. Bu genel bakisin disinda,
CTX-M-15 ve CTX-M-14, hayvansal gidalarda ve insanlarda yaygin olarak
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dagildiklar1 ve klinik olarak énemli patojenlerde yaygin olarak tespit edildikleri i¢in

en onemli olanlardir (Day vd., 2019).
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Sekil 1.5. Farkli tilkelerde saglikli hayvansal gidalarda bildirilen GSBL {ireten E. coli
suslarinin yiizdesi (Ramos vd.,2020).

Sekil 1.5 de Farkli tilkelerde saglikli hayvansal gidalarda bildirilen GSBL iireten E.
coli suslarinin yilizdesi verilmistir. Veriler arasinda goriilen farkliliklar, hayvancilik
uygulamalari, antibiyotik kullanim1 ve hatta deneysel metodolojilerdeki farkliliklarla
aciklanabilir. Bununla birlikte, ¢cogu raporda, antibiyotik kullanimina iliskin veriler
dahil edilmemistir; bu durum konu ile ilgili sonuglarin ortaya konmasin
engellemektedir (Ramos vd., 2020). Ayrica, izolasyon yontemleri (6rnek olarak;
farkli zenginlestirme sivilarinin ve/veya secici ortamlarin kullanimi) ve ornek
bliyiikliikleri, tilkeler arasinda biiyiik farkliliklar géstermekte ve bu da farkli tarama
hassasiyetleriyle sonuglanmaktadir. Bu nedenle, bazi durumlarda verilerinin
karsilastirilmasi, dikkatli bir sekilde yapilmalidir. Ornegin, EFSA'nmn 2019 tarihli
raporunda, iilkelerde sefotaksim ve seftazidime karst genel direng seviyeleri hem
domuzlarda hem de sigirlarda genel olarak disiktir (<%4) (EFSA, 2019).
Avrupa'daki bir arastirmda (Cassini vd., 2019), GSBL {reten E. coli
enfeksiyonlarinin 300.000 civarinda oldugu ve 9.000 6lime neden oldugu tahmin

edilmektedir.
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Ayrica, GSPBL iireten bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlar, hastanelerdeki yatis
stirelerindeki  yiikselise ~ve saglik  hizmetlerinin  yiiklinlin ~ artmas1 ile
iligkilendirilmistir (Schwaber ve Carmeli, 2007). Ciftlik hayvanlarinda GSBL tireten
E. coli enfeksiyonlarmin genel kiiresel yiikii heniiz tahmin edilmemistir; ancak
insanlar icin bu mikroorganizmalarin bir rezervuar olarak potansiyel rolleri
nedeniyle, kontrol altinda tutmak i¢in Tek Saglik konsepti ile birlikte disiplinler arasi

bir yaklasim gerektirmektedir (Mughini-Gras vd., 2019).

Giiniimiizde, E. coli 'deki CTX-M enzimlerinin kiiresel yayilimi ve yiiksek
prevalanst hem beseri hem de veteriner ilaglarin kullannmi konusunda endise
yaratmaktadir. CTX-M'lerin baskin varyantlar1 cografi olarak farkli olabilsede
insanlarda CTX-M-15 ve CTX-M-14, klinik olarak 6nemli patojenlerde, diinya
capinda saptanan en yaygin varyantlar arasindadir (Ewers, Bethe, Semmler,
Guenther, Wieler, 2012; Day vd., 2019). Genel olarak, hayvansal gidalarda, en
yaygin olarak bildirilen genler CTX-M tipi enzimler (6rnegin, CTX-M-1, -2, -9, -14,
-15, -32 ve - 55), ardindan SHV-12 ve TEM-52 GSPBL'lerdir (Ewers vd., 2012; Silva
vd., 2019). Ozellikle CTX-M-1, Avrupa'da hayvansal gidalar arasinda genis capta
yayilmistir. Ancak, diger bolgelerde ve ortamlarda nadiren bildirilmektedir (Day vd.,
2019). CTX-M-15, insanlarda pandemik tarzda yayilmasina ragmen, Avrupa
tilkelerinde, kiimes hayvanlarinda tesadiifen tespit edilmis; evcil hayvanlarda %15,
sigir ve domuzlarda %8 siklikla bu enzim tipiyle iliskilendirilmektedir (Ewers vd.,
2012). Ayrica, GSBL iireten bakterilerin zoonoz olmasi ve CTX-M ekspresyonunun
siklikla diger ‘kritik onemli antibiyotiklere’ karsi birlikte direnge yol agmasi
nedeniyle, tedavi seceneklerini azaltarak insan sagligi iizerine dogrudan etkili

olmaktadir (Ramos vd., 2020).

Sepp vd. tarafindan (2019), yaninlanan bir ¢alismada, Estonya, Letonya, Litvanya,
Norveg ve St. Petersburg’da hastanelerden toplanan 6rneklerden GSPL, Amp-C ve
kapbapenamaz iireren E. coli suslarinin genel prevalansinin, fenotipik teste gore
%4,7 ve sekanslamaya gore %3,9 oldugu bilirilmistir. St. Petersburg ve Letonya'da
diger iilkelerden daha fazla GSPL/Amp-C fenotipi ve genotipi bulduklarim1 ve
fenotipik E. coli suslarinin %85' inin dogrulanmig GSBL (blaCTX-M, blaTEM-29,
blaTEM-71 dahil), Amp-C (blaCMY-59, blaACT-1215-20, blaESC—6, blaFEC-1,
blaDHA-1) veya Kkarbapenemaz genleri (blaNDM-1) igerdigi belirtilmistir.
blaCTX-M-1, blaCTX-M-14 ve blaCTX-M-15’in tiim iilkelerde bulundugu; ancak
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blaCTX-M-15 yaygmliginin, Letonya, St. Petersburg (Rusya), Estonya, Norveg ve
Litvanya'dakinden daha yiiksek oldugu saptanmastir.

Gauthier vd. (2018) tarafindan yayinlanan bir diger ¢alismada, 2012-2013 tarihleri
arasinda, hastanedelerden alinan orneklerde, 140 karbapenemaz iireten E. coli
saptanmig ve bunlarin %74' iintin OXA-48 benzeri karbapenemaz ve %21'inin NDM

karbapenemaz iireten E. coli oldugu bildirilmistir.

Li vd. (2019) tarafindan, Cin’in 12 kdyilinde yapilan bir arastirmada, insanlardan ve
hayvanlardan digki Ornekleriyle birlikte ortamdaki sineklerden de numuneler
toplanmistir. 746 haneden 65'inde; insanlarin 17’sinde, domuzlarin 44’{inde,
tavuklarin 12’sinde, sigirlarin 1’inde ve kopeklerin 2’sinde olmak {izere toplam
88’inde karbapenamaz iireten E. coli (NDM) izole edildigi ve kalan 12 E. coli 'ninde
bahgedeki sineklerden oldugu bildirilmistir. Ayrica, bu calismanin karbapenamaz
tireten E. coli’nin insanlar ve hayvanlar arasinda dogrudan bulastigina dair kanitlar

ilk defa gosteren ¢alisma oldugu bildirilmektedir.

Bu calismada; kirmizi etlerden izole edilen GSBL, Amp-C ve karbapenemaz iireten
E. coli suslarinin antibiyotik direng o&zelliklerinin; disk difiizyon ve E-test
yontemleriyle fenotipik olarak belirlenmesi ve klasik PCR, LAMP PCR ile
molekiiler olarak antibiyotik diren¢ genlerinin tespiti amaglanmaktadir. Calismada
ayrica, numuneler TPS’da 24 saat 6n zenginlestirmeden sonra, etken izolasyonu
yapilmadan, direkt PCR ve LAMP PCR yapilarak diren¢ genlerinin analizi

hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kirmuzi1 Et Numunelerinin Toplanmasi

Corum [li’nde, perakende olarak satis yapan kasaplardan, birer haftalik periyotlarla,
dana (n=62) ve kuzu (n=58) etlerinden, toplam 120 adet (n=120) numune alind1 ve
steril numune torbalar1 i¢ine koyularak, 4°C soguk zincirde, en kisa siire i¢erisinde
laboratuvara ulastirildi. 100 adet kirmiz1 et numunesi, ayni yerlerden TPS’dan klasik

PCR ve LAMP PCR analizi i¢in toplandi.

2.2. Kullanilan Ekipmanlar

Inkiibatorler,

Vortex cihazi,

Dansitometre,

Magnet baliklar,

LAMP PCR (Nova Amp, Cin),

Klasik PCR (Boeco, Almanya),

Nano-Drop Spektrofotometre (Inovia, Turkiye),
Isiticili blok,

Elektroforez cihazi.

2.3. Kullanilan Besi Yerleri ve Soliisyonlar

Mac Conkey Agar (Oxoid, ingiltere),
Sefotaksim icen Mac Conkey Agar,
Meropenem i¢ceren Mac Conkey Agar,

Miiller Hinton Agar (BD, Almanya),
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Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere),

BHI (Brain Heart infiizyon) Buyyon,

Agaros (Molekiiler Grade) (Biomax, Avrupa),
Tamponlanmig Peptonlu Su (TPS),

Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Diskleri (Oxoid, Ingiltere),
E-Test Stripleri (Bioanalyze, Tiirkiye),

TE (Tris-Edta) ve TAE (Tris-Asetat-Edta) kullanildi.
2.3.1. Soliisyonlarin ve Besi Yerlerinin Hazirlams1

2.3.1.1. 50X TAE stok solusyonu (Tris-Asetat-Edta) hazirlamsi

TS DaASC. ..ot 242 gram
Glicial asetik asit...........c.coveveiiiiiiieiiinnne 57.1 ml
EDTA (0,5mOl)...cviniiiiiiiiiiii 100 ml

Erlen igerisine, toplam hacim 11t olana kadar disitle su ile tamamlandi. Manyetik
karistirict ve balik yardimi ile ¢ozeltideki maddelerin homojenizasyonu saglandi.
Otoklavda 121°C’de, 1 atm. basingta, 15 dakika sterilizasyonu yapildi. Agaroz jel
hazirlanmasinda ve elektroforez buffer olarak 1X TAE kullanildi.

2.3.1.2. Agaroz jelin (%2) hazirlamisi

2 gram agaroz tartildi ve 100 ml olacak sekilde 1X TAE soliisyonu ile tamamlandi.
Tampon i¢indeki agaroz iyice ¢dziinenceye kadar mikrodalgada kaynatildi. Agaroz
cozeltisi yaklasik 40°C’ye kadar sogumasi i¢in bekletildi. Soguduktan sonra %10
oraninda ethidium bromide katilarak kaliba dokiildii.

2.3.1.3. TE (Tris-Edta) (Primerleri sulandirmak i¢in)

Tris (I mol)....ooiii e 10 ml

Edta (0,5mol)......cooviiniii i, 2 ml

Distile su ile 1000 ml ye tamamland: ve otoklavda sterilize edildi.

Tris base hazirlanisi:

Trisbase (1 mol).........coeiiiiiiiii e 121 gram



DISHIE SU. ...uitiiti e e 800 ml  eklenerek, pH

7,4 e ayarlandu.

2.3.1.4. Mueller Hinton Agar (MHA)

34 g toz Mueller Hinton Agar (Merck-1.05437) 1 litre distile su ile karigtirilir.
Manyetik 1siticili karistiricr ile topaklanmasi engellenir. Cozelti otoklavda 115°C’de,
10 dk bekletilir. Steril ¢cozelti 45°C’ ye sogutulup, tek kullanimlik steril plastik petri

kaplarina aktarilir. 4°C’de buzdolabinda saklanir.

2.4. Kullamilan Antibiyotikler

2.4.1. Antibiyotik Diskleri

Izolatlarm fenotipik direncini test etmek (Kirby-Bauer disk diffiizyon testi) amaciyla;
Ampisilin (AM, 10 pg), Azitromisin (AZM, 15 pg), Kloramfenikol (CHL, 30 ug),
Siprofloksasin (CIP, 5 pg), Gentamisin (CN, 10 pg), Meropenem (MEM, 10 pg),
Nalidiksik Asit (NA 30 pg), Tetrasiklin (TE 30 pg), Tigesiklin (TGC, 15 ng),
Trimetoprim/sulfametakzol (SXT, 25 pg), Sefoksitin (FOX, 30 ng), Sefotaksim
(CTX, 30 png), Sefotaksim/Klavulanik Asit (CTC, 40 ng), Seftazidim (CAZ, 30 pg),
Seftazidim/Klavulanik Asit (CZC, 40 pg) olmak iizere, 15 tane antibiyotik diski

kullanilmistir.

2.4.2. E-Test Stripleri

[zolatlarm minimum inhibisyon degerini (MIK) belirlemek amaciyla ise (E-Test)
Meropenem (MP, 0,02-32 pg), imipenem (IMP, 0,02-32 ng), Colistin (CO, 0,016~
256 pg), Sefoksitin (FX, 0,016-256 png), Sefotaksim (CT, 0,016-256 pug),
Sefotaksim/Klavulanik Asit (CT+CLA, 0,016-1 pg), Seftazidim (TZ, 0,016-256 pg),
Seftazidim/Klavulanik Asit (TZ+CLA, 0,064-4 pg) olarak toplamda 8 tane E-test

stribi kullanilmustir.
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2.4.3. Klasik PCR Primerleri

Cizelge 2.1’de GSBL, Amp-C ve karbapenemazlar i¢in primerlerin listesi verilmistir.

Cizelge 2.1. GSBL, Amp-C ve karbapenemazlar i¢in PCR primerleri (Dallenne,
Costa, Decre, Favier ve Arlet vd., 2010).

Gen ad1 (GSBL i¢in) 5°- 3" primer

blaCTXM-9 (F) TCAAGCCTGCCGATCTGGT
blaCTXM-1 (F)TTAGGAARTGTGCCGCTGYA
blaSHV (F) AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC
blaTEM (F) CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
blaOXA-1 (F) GGCACCAGATTCAACTTTCAAG
Gen adi1 (Amp-C icin) 5°- 3' primer

blaFOX (F) CTACAGTGCGGGTGGTTT

Gen ad1 (Karbapenemaz icin) [S™- 3" primer

blakPC (F) CATTCAAGGCTTTCTTGCTGC
blaNDM1 (F)\GATGCCGACACTGAGCACTA
blaOXA-48 (F)GCTTGATCGCCCTCGATT
blaVIM (F) GATGGTGTTTGGTCGCATA
blalMP (F) TTGACACTCCATTTACDG

2.4.4. LAMP PCR Primerleri

Cizelge 2.2.°de GSBL, Amp-C ve karbapenemazlar icin LAMP PCR primerlerinin

listesi yer almaktadir.

Cizelge 2.2. LAMP PCR primer dizileri (Lahiri vd., 2019)

Gen ad1 Gen Dizisi
NDM1 F3 GCTTGCCCCGCAAGAG
NDM1 B3 AGCCACCAAAAGCGATGTC
NDML1 FIP CGGTTGCTGGTTCGACCCATTTTGGTTGCGGCGCAACAC
NDM1 BIP GCCCAACTTTGGCCCGCTCATTTTTGCCGTCGATCCCAACG
NDM1 FLP GCGGCGAAAGTCAGGCT
NDM1 BLP GGTATTTTACCCCGGCCCCG
KPC F3 TGGGCAGTCGGAGACAA
KPC B3 GTTGACGCCCAATCCCTC
KPC FIP ATAGGTGCGCGCCCAGTGGTTTTCGGAACCTGCGGAGTGT
KPC BIP CGTCTACACCCGGGCGCCTATTTTAGCGCGAGTCTAGCCG
KPC FLP GGCATAGTCATTTGCCGTGC
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Cizelge 2.2. (Devam). LAMP PCR primer dizileri

KPC BLP ACAAGGATGACAAGCACAGCG

OXA-48 like F3 AATAGCTTGATCGCCCTC

OXA-48 like B3 CCATAATCGAARGCRTGYAGC

OXA-48 like FIP GATTCCAAGYGGCGATATCRCTTTTGGCGTGGTTAAGGATGAAC
OXA-48 like BIP TAATYACCGCGATGAARTAYTCAGTTTTYTTRCTCATACGTGCCTC
OXA-48 like FLP TGTCCATCCCACTTAAAGACTTG

OXA-48 like BLP TGCCTGTTTATCAAGAATTTGCCCG

VIM F3 CCTGTAACGCGTGCAGTC

VIM B3 GCAGCACCAGGATAGAAGAG

VIM FIP GATGCGTACGTTGCCACCCCTTTTTCCACGCACTTTCATGACG
VIM BIP GGAACGAGATTCCCACGCACTTTTTTCTACTGGACCGAAGCGC
VIM FLP ACATCAACGCCGCCGAC

VIM BLP CTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCG

IMP F3 GCAGAGTCTTTGCCAGAT

IMP B3 GTCGCTATGAAAATGAGAGG

IMP FIP GCCCCACCCGTTAACTTCTTTTTTGAAAAGCTTGATGAAGGCG

IMP BIP TGCTGAGGCTTACCTAATTGACACTTTTTATAGCCACGCTCCACAA
IMP FLP CAAACGAAGTATGAACATAA

IMP BLP CGGCTAAAGATACTGAAAAGTTAG

PCR ve Lamp PCR analizleri i¢in negetif kontrol sus olarak E. coli ATCC 25922

kullanilmustir.

2.5. Yontem

Tim analizler, steril kosullarda calisildi. Numune almak i¢in kullanilan kesici, pens
ve spatula gibi biitiin araglar, dikkatli bir sekilde %70’ lik etanol (24102 Sigma-
Aldrich) icine daldirilarak, bek alevinde yakilarak, sterilize edildi. Laboratuvara

analize getirilen numuneler 25 g olacak sekilde tartildi.
2.5.1. izolasyon ve Identifikasyon

2.5.1.1. izolasyon

EUARL-AR protokolii (Isolation of ESBL-, AmpC-, carbapenemase- producing E.
coli from fresh meat, December 2019, version 7) dogrultusunda, 6n zenginlestirme
i¢cin, 1/10 oraninda; 25 gr numune, 225 mL TPS icgerisinde, stomacher posetlerine

koyularak homojenize edildikten sonra 37°C’de 18-22 saat inkiibasyona birakildi.

GSPBL aktivitesini belirlemek amaciyla sefotaksim (1mg/L) iceren Mac Conkey
Agar’a ekimi gergeklestirilerek, 44°C’de 18-22 saat inkiibasyona birakildi. Daha

sonra metodun Onerdigi sekilde, 3 kez antibiyotik igceren Mac Conkey Agar’a
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37°C’de 18-22 saat inkiibasyonda kaldi ve E. coli’ye ait koloniler goriiliinceye kadar

pasajlanmustir.

On zenginlestirmeye tabi tutulan numunelerden bir 6ze dolusu alinarak,
karbapenemaz aktivitesinin tespiti i¢in meropenem (0,5 pg/ml) iceren Mac Conkey
Agar’a ekim yapildi ve 44°C’de 18-22 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Protokol
geregi, tekrar antibiyotikli Mac Conkey Agar’a, 37°C’de 18-22 saat inkiibasyona
birakildi ve bu islem 3 kez tekrar edildi (EUARL-AR).

2.5.1.2. identifikasyon
» Gram Boyama

Bakteriler yayma teknigi ile preparat hazirlanir. Preparatin {izerine kristal viyol boya
¢ozeltisi (iizerini kapsayacak sekilde) eklenir 1 dakika sonra suyla yikanir. Uzerine
Lugol soliisyonu eklenir ve 1 dakika ardindan distile suyla yikanir ve iizerine
%95°1lik etanol veya asit-alkol karisimi eklenerek 10-15 saniye sonra tekrar distile
suyla yikanir; preparata sulu fuksin veya safranin boya ¢ozeltisi eklenerek kaplanir.
Preparat havada ya da kurutma kagidi ile kurutulur. Mikroskopta incelenir. Mor
renkte goriilen mikroorganizmalar gram pozitif, pembe-kirmiz1 renkte goriilenler ise
gram negatif olarak degerlendirilir. 12 adet siipheli izolatin gram negatif comak

oldugu tespit edildi.
» Oksidaz Testi

Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enziminin varliginin gostergesidir. NA’da 24 saat sonra
tireyen kolonilerden steril swab ile, bir filtre kagit1 iizerine siiriilerek, bir damla %1°lik
oksidaz ayiraci (TMpPD, N, N, N’, N’-tetra-metil-p-fenilen diamin dihidroklorid)
eklenir, 10-15 saniye igerisinde kolonilerin koyu mor renge doniismesi oksidaz (+),
doniismemesi oksidaz (-) olarak degerlendirilmistir (UMS, 2015). izolatlarin 12
adedinin oksidaz (-) oldugu tespit edildi.

> BBL Crystal Hizh Identifikasyon Sistemi

Tipik E. coli karakteristik 6zelligi gosteren, siipheli 12 izolat, identifikasyon i¢in
37°C’de 18-22 saat inkiibasyona tabi olmus ve Enterik-Non fermentatif bakterilere
uygun kit ile identifikasyonu yapildi. Daha sonra kullanilmak tizere E. coli izolatlar1,
%350 Gliserinli Brain Heart Inflizyon Buyyon’da, -20°C’de, derin dondurucuda

saklanda.
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2.5.2. Fenotipik Olarak Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

2.5.2.1. Disk difiizyon testi ve E-test (Elipsomer test)

Agarda olusan saf koloniden pamuklu ekiivyon ¢ubukla alinarak, steril % 0,85’lik, 5
ml fizyolojik tuzlu suya, (NaCl2), siispansiyon yogunlugu 0,5 Mc Farland (BBL

McFarland Turbidity Standard) (108 kob/ml) olacak sekilde aktarildi. Siispansiyon

yogunlugu dansitometre kullanilarak ayarlandi. Mueller Hinton Agar ylizeyine
slispansiyon, petrinin her yerine esit yayilacak sekilde, steril pamuklu c¢ubukla

stirtildii. 3-5 dk besiyerinin s1viy1 absorbe etmesi i¢in beklendi.

Steril pensle c¢ikarilan diskler ve E-Test stripleri, Mueller Hinton Agar lizerine,
antibiyotik disk etrafinda olusacak zonlar birbirini engel olmayacak sekilde, disk
kullanim talimatlarina uyularak yerlestirildi. Disklerin konumlandirildigi petriler,
37°C'de, 18-24 saat inkiibasyonda birakildi ve inkiibasyon sonrasi disk etrafinda
olusan zonlar cetvelle dlgiilerek kaydedildi. Diak difiizyon 6l¢tim sonuglart EUCAST
ve CLSI (Cizelge 2. 3.) kriterlerine gore degerlendirildi.

Inkiibasyon sonunda, E-Test’te eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi 6l¢iit, MIC
sonucunu bildirir. MIC okunarak EUCAST ve CLSI kriterlerine (Cizelge 2.4.) gore
degerlendirildi (Bioanalyzer Protokolii, 2020). Cizelge 2. 5.’te EURL-AR’ye gore
MIC sonuglarinin GSBL degerlendirmesi yapildi.

Olgiim sonuglari, 6ncelikle EUCAST kriterlerine gore degerlendirildi. EUCAST te

kriteri olamayanlar, CLSI kriterlerine gore degerlendirildi.
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Cizelge 2.3. Disk Difiizyon degerlendirme zon ¢aplar1 (EUCAST 2021),

Antibiyotik Disk

Kodlar1 Antibiyotik Isimleri Disk Difiizyon Zon Limitleri
AM Ampisilin S>14 R<14
AZM* Azitromisin S>13,R< 12
C* Kloramfenikol S>18 I=13-17 R<12
CIP Siprofloksasin S>25 R<22
CN Gentamisin S>17, R<17
MEM Meropenem S>22, R<16
NA* Nalidiksik Asit S>19, I=14-18, R<13
TE* Tetrasiklin S>15, I=12-14, R<11
TGC Tigesiklin S>18, R<18
SXT Trimetoprim/Sulfametokzol S>14, R<11
FOX Sefoksitin S>19, R<19
CTX* Sefotaksim S>26 [=23-25 R<12
CAZ* Seftazidim S>21 1=18-20 R<17

*CLSI zon gaplar1 degerlendirme M100-ED 32

Cizelge 2.4. EUCAST e gore MIC degerleri,

MP (Meropenem)
CT (Sefotaksim)
TZ (Seftazidim)
IPM (Imipenem)
CO (Kaolistin)

FX (Sefoksitin)*
CT+CLA

E-Test Stripleri

(Sefotaksim-Klavulanik Asit)
TZ+CLA (Seftazidin-Klavulanik Asit)

icerdigi
Antibiyotik

Miktari

(ng/ml)
0,02-32
0,016-256
0,016-256
0,02-32
0,016-256
0,016-256

0,016-1
0,064-4

MIC Degerleri

(mm)
S< 2 R >8
S< 1 R >2
S<1 R >4
S< 2 R >4
S <2 R>8

S<8 16=1 R>32

*CLSI zon caplari degerlendirme M100-ED 32

Cizelge 2.5. EURL-AR’ye gore MIC sonuglarinin GSBL degerlendirmesi

GSBL

Pozitif

Negatif

Degerlendirilemiyor

MIC Degeri Dregerlendirme
IGSBL pozitif
CT>0.5ve CT/CTL>8 veyaTZ>1ve TZ Tiim penisilin, sefolosporin
TZL > 8 ve
veya PM > 0.25 ve PM (PML > 8 hzitroneoma karsi
direnglidir.
ICT <0.5veya CT /CTL <8veTZ < 1veya .
TZ/TZL < g y IGSBL negatif
CT>16veCTL>1;TZ>32veTZL > 4;PM >
16 ve Degerlendirme yapilamiyor.
PML > 4

Disk difiizyon testinde, CTX ve CTX-CLA ve CAZ ve CAZ-CLA kombinasyonlari

arasindaki  zon

farki, Smm ve daha
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degerlendirilmektedir. FOX’a karst var olan direng, Amp-C pozitifligini
gostermektedir (EUCAST, 2021). E-Test’te ise MEM’e kars1 direnglilik mevcutsa,
karbapenemaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmektedir (EUCAST, 2021).
Ayica arastirmada ¢oklu antibiyotik direngliligi (Multy-Drug Resistance-MRD)
indeksi de hesaplanmistir. MDR indeksi, test organizmalarinin direngli oldugu
antibiyotik sayisimin toplam kullanilan antibiyotik sayisina orani ile bulunmustur.
Hesaplanan MDR indeksi sonucunda 0,2’den daha biiyiik olan suglarin 3’den fazla
antibiyotige direng gostermesi MDR pozitif olarak degerlendirilmistir (Krumperman,
1983).

2.5.3. Molekiiler Yontemlerle Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

2.5.3.1. E. coli izolatlarindan DNA izolasyonu

Bakterilerden DNA izolasyonu kaynatma metodu ile yapilmistir. Bu metoda gore,
her bir sus icin, 2 ml’lik eppendorflara, 100 ul steril distile su konulmustur. Ekim
yapilan petrideki taze kiiltiirlerden, 1 koloni bakteri alinarak, steril distile suda

homojenize edildi (Kaur ve Aggarwal, 2013).

Bakteri 6rneklerinin her biri 95°C’de 10 dakika kaynatildi; daha sonra 10.000 rpm’de
ve 2 dk. santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe alind1 ve nano-drop spektrofotometre
ile elde edilmis DNA’larin miktarlar1 ng/mL olarak 6l¢iildii (Dallenne vd., 2010).
Mililitrede 1 ng /mL olacak sekilde; nano-drop spektrofotometre’de 6l¢iilen DNA’lar
hazirland1 (Dallenne vd., 2010). Bu hazirhlk M1.VI=M2.V2 kiitle ve hacim

denkleminden ¢ikan degere gore yapildi.

2.5.3.2. E. coli izolatlarimin klasik PCR ile GSBL, Amp-C ve karbapenemaz

genlerinin belirlenmesi

GSBL ireten E. coli izolatlarinin; GSBL enzimlerini kodlayan, (blaCTXM-9,
blaCTXM-1, blaSHV, blaTEM, blaOXA-1) Amp-C iireten E. coli izolatlarinin
genlerine ozgii (bla FOX), karbapenemaz iireten E. coli’nin; genlerine 6zgi,
(blaOXA-48, blalIMP, blaVIM, blaKPC, blaNDM-1) enzimlerin, primerleri
kullanilarak klasik PCR ile tarandi. Klasik PCR yonteminde 25 ul PCR reaksiyon
hacmi; 12,5 pl master mix, 1 pl DNA, Sul primer ve 6,5 pul steril distile su

bilesenlerinden elde edildi.
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PCR protokolii; ilk denatiirasyon 94°C’de 10 dk, denatiirasyon 94°C’de 40 sn,
annealing (baglanma) 60°C’de 40 sn, elongasyon (uzama) 72°C’de 1ldk olacak
sekilde, 30 siklus olarak gergeklestirildi. Devaminda ise; 72°C’de 7 dk. olarak
protokol tamamland1 (Dallenne vd., 2010). Elektroforez i¢in %2’lik agaroz jel kaliba
dokiildii, taraklar yerlestirildi ve baloncuk olusturmamaya dikkat edildi. Jelin
katilagsmasi i¢gin 30 dakika kadar beklendi.

Yiikleme islemi: Elektroforez tanki, yeterli miktarda 1XTAE ile dolduruldu. Rulo
parafilm {izerine amplifikasyon iirtinii 5 pl ve 1 pul 6XLoading Dye (Jel yiikleme
boyasi) pipetaj yontemiyle homojenizasyonu saglandi ve ilk kuyucuga 10 pl DNA-
Ladder, sonraki kuyucuklara amplikon DNA 5 ul ve 1 ul 6XLoading Dye ytiklendi.
Yiikleme tamamlandiktan sonra, 100 Volt’ta, 1 saat elektroforez islemine tabi

tutuldu.

Jelin Goriintiillenmesi: Jel UV 15181 altinda jel goriintiileyici cihaza yerlestirildi ve

jelin goriintiileri kayit altina alind.

2.5.3.3. E. coli izolatlarmmin LAMP PCR karbapenemez genlerinin belirlenmesi

Karbapenemez iireten E. coli izolatlarinin karbapenemaz enzimlerini kodlayan

primerler kullanilmistir. LAMP PCR’da sadece karbapenemaz varligi test edildi.

LAMP PCR yonteminde toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde; 15 pl master
mix, 5 ul DNA, 5ul primer ile hazirlanmistir.

LAMP PCR asamalart; Isiticilt blokda, 65°C’de 30 dakika kadar bekletildi ve
elektrorez iglemine tabi tutuldu. Elektroforez tanki, yeterli miktarda 1XTAE ile
dolduruldu. Rulo parafilm iizerine amplifikasyon {iriinii 5 pl ve 1 pl 6XLoading Dye
(Jel yiikleme boyasi) pipetaj yontemiyle homojenizasyonu sagland: ve ilk kuyucuga
10 ul DNA-Ladder, sonraki kuyucuklara amplikon DNA 5 pl ve 1 pl 6XLoading
Dye yiiklendi. Yiikleme tamamlandiktan sonra, 100 Volt’ta, 1 saat elektroforez
islemine tabi tutuldu. Jelin Goriintiilenmesi: Jel UV 15181 altinda jel goriintiileyici

cihaza yerlestirildi ve jelin goriintiileri kayit altina alindu.

2.6. TPS’den DNA izolasyonu

Aragtirmada, ayrica E. coli tespit edilen numunelerden, 9 ml TPS*ye; 1 gr numune

tartilarak 37°C’de 18-22 saat inkubasyona tabi tutulduktan sonra, TPS’den, direkt
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DNA izolasyonu yapildi. Enzim aracili izolasyon i¢in, ependorf tiiplerinel pl enzim,
10 pl buffer ve 20 pl ilgili numuneye ait TPS’dan alind1 ve iizerine 69 pl steril distile
su konularak, bilesim 100 pl’ye tamamlandindiktan sonra, 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.

2.7. Istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan yontemlerin GSBL, Amp-C ve karbapenemaz genleri agisindan
fenotipik ve genotipik analiz sonuclarinin karsilastirilmasinda KAPPA testi

kullanildi. Cizelge 2.6’ya gore degerlendirilmesi yapildi.

Cizelge 2.6. Mc Hugh’a gore istatistik degerlendirmesi (2012)

Degerler Sonug

0,00-0,20 Uyum yok

0,21-0,39 Minimal diizeyde uyum
0,40-0,59 Zayif diizeyde uyum
0,60-0,79 Orta diizeyde uyum
0,80-0,90 Giiglii diizeyde uyum
0,90< Nerdeyse miikemmel uyum

42




3. BULGULAR

Calismada kullanilan 120 6rnekten (62 dana ve 58 kuzu) 14 adedinde stipheli GSBL,
Amp-C ve karbapenemaz iireten E. coli izole edildi. Izolasyondan sonra uygulanan
gram boyama, oksidaz testi ve BBL kristal hizli test sistemi ile identifikasyon
sonucunda 2 6rnegin E. coli olmadigi; 12 (5 dana ve 7 kuzu) tanesinin E. coli oldugu

tespit edildi.

3.1. Disk Difiizyon Test Sonuclar1

Disk difiizyonda kullanilan antibiyotikler ve sonuclar1 Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
Disk Difilizyon ve E-Test uygulamalar1 sekil 3.1 de gdosterilmektedir. Sonuclar
degerlendirildiginde GSPL direncinin CTX-CA (sefotaksim/kalvilanik asit)’a 9
izolatta (4 izolat kuzu etinden, 5 izolat dana etinden), CAZ-CA
(seftazidim/klavikuanik asit)’a ise 1 izolatta (kuzu etinden) ortaya ciktig1 tespit
edilmistir. Amp-C direncini belirlemek i¢in kullanian sefoksitin antibiyotigine ise
tim izolatlarin (5 kuzu eti ve 7 dana eti) direncli oldugu tespit edilmistir.
Karbapenemaz direnci i¢in kullanilan meropeneme karsi ise hicbir izolatta direng
goriilmemistir;  fakat 2  izolat ise  kriter aralifinda  olamadigindan
degerlendirilememistir (Cizelge 3.1). MDR indeksine gore arastirmada izolatlarin
kullanilan antibiyotiklere direglilik, hassasiyet durumlar1 degerlendirlmis olup 11
izolatin MDR indeksi 0,2’nin iizerinde oldugu; 1 izolatin (OXA18=0,15) 0,2’nin
altinda oldugu hesaplanmistir. Yani izolatlarin fenotipik olarak %91,6’sinda ¢oklu

antibiyotik direnci mevcuttur.

Ampisiline %91,6, azitromisine %66, kloramfenikole ve siprofloksasine %75,
gentamisine %41,6, nalidiksik asite %75, tetrasikline %91,6, tigesikline %33,3,
sulfametoksol/trimetoprime %66, cefotaksime %83,33 ve seftazidime %41,6

oraninda direng goriildii.
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Sekil 3.1. Disk Difiizyon ve E-Test uygulamalari

Cizelge 3.1. Disk Diflizyon Testi Sonuglari

Kuzu | Kuzu| Kuzu| Dana|Kuzu | Dana| Kuzu | Dana| Dana|Kuzu| Kuzu | Dana
eti eti eti eti eti eti eti eti eti eti eti eti

22B 124D [13A |1D  pxAa18|14D |12A P /C |18 7D 12B
AM  P/R 0O/R |0/R [O/R [4/S |O/R |O/R 0/R |O/R P/R [0/R 0/R
AZM* B/R 0O/R [O/R |O/R P/R |0O/R [20/S [24/S |25/S P/R [27/S |O/R
C* O/R 0O/R [O/R [27/S BO/S |O/R |O/R 0/R [O/R P/R [30/S |O/R
CIP  P/R 17/R |12/R |22/R B5/S [10/R |9/R 12/R |27/S P/IR |25/S |O/R
GM  P/R 21/S |20/S |24/s Pp1/S |[10/R [23/S |20/S |[13/R P/R |24/S |[O/R
MEM |21/ [20/- [22/S |25/S P5/S |23/S ([24/S [22/S [22/S 3/S [23/S |30/S
NA*  0/R 0O/R [O/R [181 PR1/S |O/R |O/R 0/R [20/S P/R [O/R 0/R
TE* [/R 0O/R [O/R [O/R J13/1 |O/R |O/R 0O/R [O/R P/R [OR 0/R
TGC [18/S |17/R |20/S |17/R [18/S [20/S |[19/S |18/S |18/S [I6/R |17/R [30/S
SXT P/R 19/ |0/R |O/R BO/S [30/S |O/R 0/R [23/S P/R [O/R 0/R
FOX P/R 0O/R [11/R [8/R [JIO/R |18/R [10/R [16/R |O/R P/R [0/R 01/R
CTX* P/R 20/R |8/R |8/R PB5/S [11/R [O/R 9/R [22/R P5/S |13/R [O/R

CTX+
CA

CAZ*

CAZ+
CA

12 16 18 27 20 15 17 18 11 21 0

*CLSI M100 -DT32, * -* degerlendirmesi yapilamayan, ‘R’ direncli, ‘S’ duyarli ve ‘I’ orta derecede duyarli
olarak belirtilmistir

3.2. E-Test Sonuclari

MIC degerlerinin arastirildigi  E-Test’te; GSPL  aktivitesinin  belirlenmesinde
kullanilan CTX-CA (sefotaksim/kalvilanik asit)’a kars1 diren¢ bulanamazken, CAZ-
CA (seftazidim/klavikuanik asit)’a ise 1 izolatta direng tespit edilmistir. Amp-C ve

Karbapenemez aktivitesi ise higbir izolatta tespit edilememistir (Cizelge 3.2).

44



Cizelge 3.2. E-Test sonuglari

g Kuzu | Kuzu | Kuzu | Dana | Kuzu |Dana | Kuzu | Dana | Dana | Kuzu | Kuzu | Dana

= eti eti eti eti eti eti eti eti eti eti eti eti

>

o)

E 22B 24D | 13A | 1D |OXAI18| 14D | 12A 9 7C 18 7D | 12B

co 0,75 0,75 1075 (075 | 0,75 | 0,75 | 24 | 0,75 | 0,75 i 0,75 | 0,75
S S S S S S R S S S S

MP 0,032 | 0,047 | 0,047 0,023 | 0,016 |0,032|0,032 | 0,032 |0,032 | 0,023 | 0,032 {0,002
S S S S S S S S S S S S

IMP 0,094 [ 0,094 | 0,094 10,125 | 0,032 |0,094 0,125 [ 0,094 (0,094 | 0,064 (0,094 |
S S S S S S S S S S S

EX* 3 i 15 3 2 1 16 1 24 i 2 12
S S S S S | S S S S

6 0,125 1,25 1

CT| - R | ~ | - s |l | s | s | |-

CT/

CA |1,064 - 1,0123]1 1,19 | 1,042 (1,094 1,125 | 1,01 |1,032 - 1,064 | 1,032

12 8 3 1,50 2 5 3 3 4 1,75 4

TZ10S | o | g | s S s | rR|s |s|s|s|s

TZ/

CA 1,094I-1,064 1,19 | 1,125 | 1,19 | 1,19 | 1,06 | 1,064 1 1,125 11,094

*CLSI kriterine gore degerlendirilenler,, Digerlerinin EURL-AR kriterlerine gore yapilmstir. ‘-* degerlendirmesi
yapilamayanlar, ‘R’ direngli, ‘S’ duyarlt

Sekil 3.2. E-test caligmalar1 uygulamalari

3.3. Klasik PCR ve LAMP PCR Sonugclan

Yapilan Klasik PCR ve LAMP PCR caligmalar1 ile molekiiler yontemlerle GSBL,

Amp-C ve karpenemaz varligimi saptanmistir. Klasik PCR ile direnglilik genleri
arastirildiginda, 4 izolatta (12B, 1D, 12A, 9D) CTX-M1 geni ve izolatlarin

tamaminda SHV geni tespit edilirken; karbapenemaze geni ve Amp-C geni tespit
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edilmedi (Cizelge 3.3). LAMP PCR ile karbapenemaze genleri incelendiginde, 2
izolat pozitif olarak tespit edildi (Cizelge 3.4).

Direkt TPS’dan alinan 6rneklerden (n=10) klasik PZR sonuglarinda ise, 4 numunede
(12B, 1D, 12A, 9D) CTX-M1; 10 numunede (12B, 1D, 12A, 9D, 7D, 7C, 24D, 14D,
13A, 22B) SHV geni tespit edildigi goriildi. LAMP PCR ile ise 2 numunede tiim
karbapenemz genleri tespit edildi (Cizelge 3.5).

Arastirmada uygulanan testlerin karsilagtirilmasi Cizelge 3.7°de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Klasik PCR GSBL, Amp-C ve karpapenemaz sonuglari

izolatlar GSBL Genleri Age;:ic Karbapenemaz Genleri
CTX- |CTX- OXA-
w1 | Mo | SHY |TEM [OXA-1f FOX |NDM <% | IMP | VIM |KPC
22B YOK_[YOK YOK | YOK | YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK
24D YOK [YOK YOK | YOK | YOK [ YOK | YOK | YOK | YOK [ YOK
13A YOK [YOK YOK | YOK | YOK [ YOK | YOK | YOK | YOK [ YOK
10 NERlYoK YOK | YOK | YOK [ YOK [ YOK | YOK [ YOK [ YOK
OXA18 | YOK [YOK YOK | YOK | YOK [ YOK | YOK | YOK | YOK [ YOK
14D YOK |[YOK YOK | YOK | YOK [ YOK | YOK | YOK | YOK [ YOK
12A YOK YOK | YOK | YOK [ YOK | YOK | YOK | YOK [ YOK
9D YOK YOK | YOK | YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK
7C YOK [YOK YOK [ YOK | YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK
18 YOK [YOK YOK | YOK | YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK [ YOK
7D YOK [YOK YOK | YOK | YOK [ YOK [ YOK | YOK [ YOK [ YOK
12B YOK YOK | YOK | YOK | YOK | YOK | YOK | YOK [YOK

Cizelge 3.4. LAMP PCR karbapenemaz sonuglari

izolatlar NDM OXA-48 Karbapenemaz Genleri
IMP VIM KPC
22B YOK YOK YOK YOK YOK
24D
13A YOK YOK YOK YOK YOK
1D YOK YOK YOK YOK YOK
OXAl8 YOK YOK YOK YOK YOK
14D
12A YOK YOK YOK YOK YOK
9D YOK YOK YOK YOK YOK
7C YOK YOK YOK YOK YOK
18 YOK YOK YOK YOK YOK
7D YOK YOK YOK YOK YOK
12B YOK YOK YOK YOK YOK
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Cizelge 3.5. TPS’den Klasik PCR sonuglari

Klasik PCR (GSBL) AmpC KLASIK PCR (Karbapenemaz)
O)iA' FOX | NDM Oi(é'*' IMP | VIM | KPC
YOK | YOK | YOK | YOK [YOK]| YOK | YOK
YOK | YOK | YOK | YOK [YOK]| YOK | YOK
YOK | YOK | YOK | YOK |[YOK][ YOK | YOK
YOK | YOK | YOK | YOK |[YOK]| YOK | YOK
YOK | YOK [ YOK | YOK [YOK ]| YOK [ YOK
YOK | YOK | YOK | YOK [YOK ]| YOK [ YOK
YOK | YOK [ YOK | YOK [YOK ]| YOK | YOK
YOK | YOK [ YOK | YOK [YOK ]| YOK | YOK
YOK | YOK | YOK | YOK [YOK ]| YOK | YOK
YOK | YOK | VAR | VAR [VAR]| VAR [ VAR
Cizelge 3.6. TPS’den LAMP PCR sonuglar1
LAMP PCR (Karbapenemaz)
izolatlar NDM OXA-48 IMP VIM KPC
12B YOK YOK YOK YOK YOK
1D YOK YOK YOK YOK YOK
12A YOK YOK YOK YOK YOK
9D YOK YOK YOK YOK YOK
D YOK YOK YOK YOK YOK
7C YOK YOK YOK YOK YOK
24D
14D
13A YOK YOK YOK YOK YOK
228 YOK YOK YOK YOK YOK

Cizelge 3.7. Arastirmada Uygulanan Tiim Testlerin Karsilagtirilmasi

. TPS
DISK PCR PCR LAMP TPS
DIFUZYON E-TEST | GseL |karBA| PCR PCR "PAC'\QP
12B GSBL+Amp-C GSBL GSBL
1D GSBL+Amp-C GSBL GSBL
12A GSBL+Amp-C GSBL GSBL
9D GSBL+Amp-C GSBL GSBL
7D GSBL+Amp-C GSBL GSBL
7C GSBL+Amp-C GSBL GSBL
24D GSBL+Amp-C GSBL GSBL Karba GSBL Karba
14D GSBL+Amp-C GSBL Karba GSBL Karba
13A GSBL+Amp-C GSBL GSBL
22B GSBL+Amp-C GSBL GSBL
OXA18 Amp-C GSBL
18 Amp-C GSBL
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3.4. Istatistik Sonuclar1

SPSS programinda yapilan, Kappa testinin sonuglar1 (Mc Hugh, 2012)
degerlendirildi (Cizelge 3.8). Disk Difiizyon ve PCR (GSBL) arasinda minimal
diizeyde uyum, disk difiizyon ve klasik PCR (CTXM1-GSBL) arasinda neredeyse
miilkemmel uyum, disk difiizyon ve klasik PCR (SHV-GSBL) arasinda neredeyse
milkkemmel uyum tespit edilirken, diger karsilastirmalarda uyum olmadig:
belirlenmistir. Genler yoniinden bakildiginda disk difiizyon test sonuglari ile klasik

PCR sonuglari arasinda neredeyse mitkemmel uyum olmasi dikkat ¢ekicidir.

Cizelge 3.8. Kappa testi sonugalari

Testler K Degerlendirme
DD-E-Test (GSBL) 0,05 Uyum yok
DD-PCR (GSBL) 0,32 Minimal diizeyde uyum
DD-PCR (CTXM1-GSBL) 1,52 Neredeyse mitkemmel uyum
DD-PCR (SHV-GSBL) 1 Neredeyse mitkkemmel uyum
DD-E-Test (Amp-C) 0 Uyum yok
DD- LAMP PCR (Karba) 0 Uyum yok
E-Test-PCR (GSBL) 0 Uyum yok
E-Test-PCR (CTXM-1-GSBL) 0,05 Uyum yok
E-Test-PCR (SHV-GSBL) 0 Uyum yok
E-Test-PCR (Amp-C) 0 Uyum yok
E-Test- LAMP PCR (Karba) 0 Uyum yok
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4. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotikler diinyada, hayvancilik sektoriinde 2010 yilinda yaklasik 63.000 ton
olarak kullanildig1 tahmin edilmektedir; bu saymm 2030 yilinda, 105.000 tona
cikmasi beklenmektedir. Bu uygulamalar insanlarda, sigirlarda ve ¢evrede AMR’li
patojenlerin asir1 artmasina, daha uzun siireli hastanede yatislara, toplum {izerinde
mali bir ylike ve 6liimciil sonuglara sebebiyet vermektedir (Van Boeckel vd., 2015).
Ilaca direngli Enterobacteriaceae etkenlerinin neden oldugu hastaliklar, diinya
capinda ciddi bir tehdit haline gelmistir. Ozellikle, B-laktam antibiyotiklere direng,

Tip ve Veteriner Hekimlikte 6nemli bir risk yaratmaktadir.

Bu tez c¢alismada, kirmizi etlerden izole edilen GSPL, Amp-C ve karbapenemaz
ireten E. coli suslarinin fenotipik olarak antibiyotik direng 6zellikleri; disk difiizyon
ve E-Test yontemleri ile belirlendi. Klasik PCR ve LAMP PCR ile antibiyotik direng
genlerinin tespiti hedeflendi. Ayrica TPS’de 24 saatlik 6n zenginlestirmeden sonra,

etken izolasyonuna gerek kalmadan, direkt direng genlerini tespit etmek amaglandi.

Elde edilen sonuglara gore; 12 E. coli susunun disk difiizyon yontemi ile 10
tanesinde; E-Test yontemi ile de yalnizca 1 tanesinde GSBL aktivitesi goriildii.
blaCTX-M1, blaCTX-M9, blaSHV, blaTEM, blaOXA-48 genlerinin Klasik PCR ile
genotipik olarak GSPL aktivitesi incelenmis ve 12 izolatin tamaminda blaSHV ve 4
izolatta ise blaCTX-M1 geni bulunmustur. CTX-M gen grubunun sefotaksimi yiiksek
oranda lize ettigi ve CTX-M fireten E. coli’nin ¢oklu ila¢ direncine sebep oldugu
bildirilmistir (Mathers, Peirano ve Pitoutb, 2015). TEM ve SHV genlerinin
GSBL’lerin ampisilin, karpenisilin, sefalotin ve genisletilmis spektrumlu
sefalosporinlere karsi direngten sorumlu oldugu bildirilmistir (Helfand ve Bonomo,
2005). Calismada genotipik olarak 12 E. coli GSBL pozitif izolatin; disk difiizyon
testinde, 10 adedinin, E-Testte ise 1 adedinin pozitif oldugu tespit edilmistir.
Fenotipe GSBL pozitif olarak yansimamasinin olast nedeni, mevcut genlerin yeteri
kadar eksprese edilmemesi, yani fenotipe etki edecek kadar ifade edilmemeleri
olarak agiklanabilir. GSPL iiretimi i¢in fenotipik olarak pozitif olan, ancak GSBL

genleri yoniinden negatif olan E. coli izolatlarinin da GSBL {ireticisi olarak kabul
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edilebilecegi bildirilmistir. Ciinkii fenotipik olarak pozitif izolatlarin ¢ogunun,

mevcut tiim direng genlerini barindirmadig: bildirilmistir (Schmid vd., 2013).

12 adet E. coli izolatinin tamaminda disk difiizyon yontemi ile Amp-C pozitifligi
bulunmus; ancak E-Test yontemi ile Amp-C pozitifligi bulunamamistir. Genotipik
olarak ise klasik PCR’da Amp-C (blaFOX) genine rastlanamamistir. Amp-C’nin
genotip olarak yansimamasinin nedeni, Amp-C’nin farkli bir gen grubu ile ifade
edilmesi olasiligidir. Yani ¢alismada Amp-C aktivitesi, arastirilan blaFOX geninden

farkli bir genle ifade edilmis olabilir.

Karbapenemaz aktivitesi; disk difflizyonda, E-Test’te ve klasik PCR’da; higbir
numunede, tespit edilmemis; LAMP PCR’da ise 14D ve 24D nolu izolatlarda pozitif
olarak goriilmiistiir. Iki izolatta da blaNDM, blaOXA-48, blalMP, blaVIM, blakPC
genlerinin hepsine rastlanilmistir. Karbapenemez genlerinin LAMP PCR’da
bulunmasinin nedeni, bu yontemin klasik PCR’dan daha 06zgiil olmas1 olarak

aciklanabilir (Parida vd., 2008).

TPS’den etken izolasyonu yapilmadan diren¢ genlerinin tespitinde ise 4 numunede
(12B, 1D, 12A, 9D) CTX-M1 ve SHV genleri; diger numunelerde sadece SHV geni
tespit edildigi goriildi. LAMP PCR’da ise 2 numunede (24D ve 14D), tiim
karbapenemz genleri (NDM, OXA-48, IMP, VIM, KPC) tespit edildi. TPS’den elde
edilen bu sonu¢ etken izolasyonuna gerek olmadanda, daha kisa siirede direng
genlerinin  saptanabilecegini  gdstermektedir. Belirlenen direng genlerinin
Enterobactericae ailesine ait (primerler nedeniyle) olan herhangi bir bakteriden

kaynaklanabilecegi sonucuna varilmstir.

Bu sonuglar, belirli bir fenotipik direng modeline sahip olmanin bir diren¢ geni ile
her zaman dogru bir sekilde iliskili olmadigin1 gostermektedir. Antibiyotik direng
genleri mutasyona ugramis veya ifade edilmemis olabilir; ¢oklu ilag akis pompalari,
dis zar porinlerindeki mutasyonlar veya diger bilinmeyen direng genleri gibi diger
direng¢ mekanizmalar, fenotipik direnci etkileyebilir (Davis vd., 2011; Smith vd.,
2014).

Burdur’da saglikli sigir ve koyunlardan alinan fekal orneklerinden yapilan bir
calismada, fenotipik olarak sigir 6rneklerinin %15,5’inde, koyun orneklerinin ise
%1,5’inde GSBPL varlig1 tespit edildigi bildirilmistir. Ayrica genotipik olarak
incelendiginde arastirmacilar rastladiklart genlerin blaCTX-M, blaTEM, blaSHV
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oldugunu bildirmislerdir. Calismada ayrica antibiyotik direngliliklerine bakildiginda
E. coli izolatlarinda, aminoglikozitler, fenikoller, kinolonlar, folat yolu inhibitérleri
ve tetrasiklinler dahil olmak {izere bir¢ok antibiyotik smnifina birlikte direng

gosterdigi bildirilmistir. (Pehlivanoglu, Turutoglu, Ozturk ve Yardimei, 2016).

Hatay’da (Aslantas, Elmacioglu ve Yilmaz, 2017) sigirlardan alinan rektal swap
ornekleri iizerine yapilan bir arastirmada, GSBL ve/veya Amp-C iireten E. coli’nin
fenotipik olarak GSBL varlig1 %8,3 (26 izolat) olarak bildirilmis ve genotipik olarak
da 12 adet blaCTX-M-15, 11 adet blaCTX-M-1,2 adet blaCTX-M-3 ve 1 adet bla
CMY-2 genleri bildirilmistir.

Bu ¢alismada ise GSPL varliginin genotipik olarak blaSHV geninde %100, blaCTX-
M1 geninde ise %33; fenotipik olarak disk difiizyonda %83,3 belirlenmistir.
Burdur’da ve Hatay’da yapilan ¢alismalarla karsilagtirildiginda, antibiyotik
kullaniminin ve fenotipik olarak GSPL direncinin giderek arttigir goriilmektedir.
Genotipik olarak ise CTX grubu genlerin varligi ve SHV geninin varligi bu

caligmayla benzer sekildedir.

Amasya’da (Saat, 2017) yapilan bir arastirmada Enterobactericae ailesine ait
bakterilerin GSBL orani1 %68 olarak belirlenmis, %35,29' unda CTX-M tipi, %23,52'
sinde SHV tipi B-laktamaz varligina rastlanmustir. izolatlarin higbirinde TEM tipi B-
laktamaz varli§ina rastlanilmamistir. Bu ¢aligmayla karsilastirildiginda uyumlu olan
sonuclarin, illerin birbirine yakin olmasit ve Veteriner Hekimlerin uyguladiklari

antibiyotiklerin ayni1 grup olmasiyla agiklanabilir.

Burdur ili’nde (Yildirim ve Pehlivanoglu, 2017), buzagilarin diski érneklerinden
alinan numunelerde, 44 adet GSBL iireten E. coli bulunmus ve bunlarin 36 adedinde
fenotipik olarak GSPL varligi bildirilmistir. Ayrica genotipik olarak CTX-M (grup 1)
genleri tiim izolatlarda belirlenmis ve TEM geni 33 izolatta tespit edillirken, SHV

genine izolatlarin hi¢birinde rastlanmadigi rapor edilmistir.

Bursa, Tekirdag ve Yalova’dan toplanan 110 adet ¢ig kirmizi et numunelerinde (65
dana ve 45 koyun), GSPL iireten Enterobakterilerin fenotipik olarak 23 adedinde
(%20,9) GSBL tespit edilmistir. Izole edilen baslica mikroorganizmalarin E. coli
(%30), C. braakii (%22), E. cloacae (%17), K. pneumoniae (%9), C. freundii (%9),

S. fonticola (%4), K. intermedia (%4) ve Moellerella wisconsensis (%4) oldugu
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bildirilmistir (Ondes, 2015). Bu tez ¢alismasinda ise izole edilen GSBL iireten E. coli

orant %10°dur.

Tiirkiye'de (Pehlivanlar Onen, Aslantas, Yilmaz ve Kiirekci, 2015) perakende satisa
sunulan etlerde (tavuk ve sigir eti) GSBL ve/veya Amp-C iireten E. coli'nin varligimi
arastiran bir ¢calismada; kirmizi et 6rneklerinden elde edilen 7 sefotaksim (2 pg/mL)
direngli E. coli izolat1 (n = 100) bulunmus; hepsinin de disk difiizyon yontemiyle
GSPL  ozelligi gosterdigi  belirtilmistir. BlaCTX-M-3 (n = 1), blaCTX-M-
15/blaTEM-1b (n=1) ve blaTEM-1b/ blaCMY-2 (n = 1) genlerine 3 izolatta
rastlanirken; 4 fenotipik GSPL-pozitif susta ise test edilen genleri bulamamislardir.
Sigir etinden izole edilen GSBL iireten E. coli’lerde (n=7/100) sefuroksim (%85,7),
nalidiksik asit (%85,7), tetrasiklin (%100), streptomisin (%2100) ve trimetoprim-
stilfametokzol (%85,7) diren¢ gézlenmistir. Tiim izolatlarin amikasin, imipenem ve
sefepime duyarli oldugu rapor edilmistir. Aymi sekilde bu ¢alismada da imipeneme
karst diren¢ bulunanamamus; tetrasikline, nalidiksik aside, trimetoprim-
stilfametoksazole, yiiksek oranda direng goriilmiistiir. Arastirmada Amp-C direncinin
tiim izolatlarda pozitif oldugu ve genotipik olarak bulunmamasinin sebebi, blaCMY-
2 geninin bu arastirmada kullanilmamasi, Amp-C’nin genotipik olarak blaFOX

geniyle ifade edilememesi olabilir.

Cin'in Sichuan-Chongqing Boélgesi'nde, saglikli besi sigirlarindan alinan 222 rektal
siriintiiden 102 E. coli izolati (%45,9) GSBL fenotip gdstermistir. PCR ile ayrica
GSBL iireten tiim suslarda, blaCTX-M, blaSHV ve blaTEM genlerinin oldugu tespit
edilmistir (Zhang vd., 2021). Benzer sekilde bu ¢alismada da tiim izolatlarda blaSHV
geni ve 4 izolatta da blaCTX-M1 geni tespit edildi.

Endonezya’da yapilan bir arastirmada, 10 adet geleneksel pazardan 60 adet sigir eti
numunesi toplandig1 bildirilmistir. Izole ve identifiye edilen E. coli izolatlar:
sefotaksim, seftazidim, seftriakson ve aztreonam kullanilarak dort disk difiizyon testi
ile GSBL aktivitesinin saptanmasi i¢in incelenmistir. MIC degerleri 6l¢iilmiis, GSPL
tireten E. coli oran1 %43,3 bulunmus; izolatlarin en yiiksek direncinin sefotaksim
(%46,1), seftazidim (%23,1), seftriakson (%19,2) ve aztreonam (%38.4) i¢in
gozlendigi bildirilmistir (Wardhana vd., 2021). Bu ¢alismada MIC degeri, E-Test ile
degerlendirildiginde %8,3 oraninda GSPL tespit edildi ve GSPL’nin kullanilan
antibiyotiklerden CAZ-CA (seftazidim/klavulanik asit)’te oldugunu tespit edilmistir.
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Misir’da yapilan bir arastirmada, perakende koyun eti orneklerinden elde edilen
toplam 101 bakteri izolatindan 93'd E. coli, 6 adedi Enterobacter cloacae ve 2
adedinin Proteus mirabilis oldugu ve 100 izolatin %17’sinin GSBL iireten E. coli

oldugu tespit edilmistir.

Genotipik olarak incelendiginde ise blaCTX-M, blaCTX-M-15, blaCTX-M-14,
blaTEM, blaSHV bulunmustur (Abdallah vd., 2022). Genotipik olarak calisilan gen

gruplari bu ¢alismada da mevcuttur; ancak blaTEM geni bulunamamustir.

Yine Misir’da yapilan baska bir arastirmada (Nossair vd., 2022), GSBL iireten
Enterobacteriaceae prevalansi insanlarda, sigirlarda ve kiimes hayvanlarinda
sirastyla %30, %20 ve %25 oldugu ve genotipik olarak baskin genin blaSHV oldugu
tespit edilmistir. Ayrica GSBL {iireten Enterobacteriaceae ailesine ait bakterilerin
cogunun, coklu ilaca direng gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada da genotipik
olarak baskin genin blaSHV oldugu, ayrica g¢oklu antibiyotik direnci de tespit

edilmistir.

Iran’da yapilan bir arastirmada (Rajaei, Moosavy, Gharajalar ve Khatibi, 2021), ¢ig
kebap ve hamburgerden alinan numunelerde, gida kaynakli patojenler ve antibiyotik
dire¢ genleri arastirilmustir. E. coli’nin kebap numunelerinde %70 ve hamburger
orneklerinde %48 oraninda oldugu ve incelenen patojenik bakteriler arasinda en
yiiksek prevalansi gosterdigi tespit edilmistir. E. coli (%52,54) ve Salmonella
izolatlarinda en yaygin direng geninin blaTEM (%44,11) oldugu bulunmus; ayrica 14
izolatta (%23,72) E. coli ve 10 izolatta da (%29,41) Salmonella spp.’nin blaSHV geni

oldugu saptanmustir. Bu ¢alismada ise blaTEM genine rastlanilmamstir.

Gana’da (Dsani vd., 2020) yapilan bir arastirmada, ¢ig etten elde edilen 98 E. coli
izolatindan 14 izolatta, kombine disk testinin sonuglarina gére GSBL iirettigi tespit
edilmistir. Bunlardan 4 E. coli izolatinin blaTEM genine sahip oldugu bulunmus ve
blaTEM genine (3/4) sahip oldugu saptanan E. coli izolatlarinin biiyiik gogunlugunun
ampisilin, amikasin, tetrasiklin, sulfometakzol/trimetoprim ve sefuroksime karsi
fenotipik diren¢ gosterdigi bildirilmistir. izolatlarda blaSHV ve blaCTX-M geni
saptanmamistir. Bu caligmada ise benzer sekilde 10 adet GSPL aktivitesi disk
difiizyonda, 1 adet de E-Test’te elde edilmistir ve izolatlarimizin en ¢ok direng
gosterdigi antibiyotikler ampisilin ve tetrasiklin (%91,6) olarak tespit edilmistir. Bu
durum, hayvansal kaynakli gidalarda %50' den fazla B-laktam antibiyotik direnci
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oranlarmin yaygin olarak rapor edildigini onaylamistir (Trongjit, Angkittitrakul ve

Chuanchuen, 2016).

Tetrasiklinler, insanlarda ve ciftlik hayvanlarinda tedavi icin, hayvanlarda ise yem
yoluyla biiyimeyi desteklemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Palmieri, Di Cerbo
ve Laurino, 2014). Ciftlik hayvanlarinin bagirsak bakterilerinde tetrasiklin direnci
belirleyicilerinin yiiksek diizeyde aktarilabilirliginin, ¢ig et, et iirlinleri ve ¢evreden
izole edilen E. coli'lerde gozlemlenen tetrasiklin direncini artirdigi belirtilmistir
(Shin, Shin, Jung, Belaynehe ve Yoo, 2015).

Musul’da yapilan bir aragtirmada (Mahmood ve Ahmed, 2017) GSBL ve Amp-C
tireten E. coli’lerin varligimi arastirmak igin koyunlardan ve kuzularindan siit, diski
Ornegi ve mastitisli siit toplanmis; orneklerde toplam %31 GSPL aktivitesi tespit
edilmis ve ampisiline diren¢ bildirilmemistir. Bu c¢alismayla karsilastirildiginda
GSBL aktivesinin varligi ve Amp-C direncinin genotipik olarak bulunamamis olmasi

ayni dogrultudadir.

ABD'de Kuzey Karolina'da (Atlaw vd., 2021) saglikli koyunlardan ve onlarin
mezbaha ortamlarindan alinan 6rneklerden izole edilen E. coli etkenleri, genotipik
(WGS) ve fenotipik (Cift disk diffiizyon testi) olarak incelenmistir. Koyunlardan (n =
65) ve onlarin mezbaha ortam &rneklerinden (n = 48) toplam 113 GSBL E. coli
izolatr tespit edilmis ve tam genom dizilemesine (WGS) tabi tutulmustur.
Koyunlardan ve mezbaha ortamlarindan elde edilen 113 ESBL E. coli'den 7 tane
CTX-M-tipi GSBL geni rapor edilmistir. Bunlar CTX-M-1 (%28,3, 32/113), CTX-
M-14 (%1,8, 2) /113), CTX-M-15 (%11,5, 13/113), CTX-M-27 (%2,7, 3/113), CTX-
M-32 (%25,7, 29/113), CTX-M- 55 (%13,3, 15/113) ve CTX-M-65 (%12,4, 14/113)
genleridir. Baskin genin CTX-MI1 geni oldugu vurgulanmustir. Tespit edilen diger -
laktamaz genleri, TEM-1 (%46,9, 53/113), CARB-2 (%14,2, 16/113) ve Amp-C B-
laktamaz geni ise, CMY-2 (%9,7, 11/113)’dir. Hemen hemen tiim izolatlarin (%98,2,
111/113), c¢oklu antibiyotige direngli olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismayla
karsilastirildiginda, CTX-M1 geni bu g¢alismada bulunmus ve baskin gen olarak
ikinci sirada yer almaktadir. Coklu antibiyotik direnci ise izolatlarimizin neredeyse

tamaminda vardir.

Kuzey Ispanya’da (Tello, Ocejo, Oporto ve Hurtado, 2020) saglikli sigirlardan ve
saglikli koyunlardan elde edilen verilere gore GSBL/Amp-C ireten E. coli siit sigir

stiriilerinin %32,9'unda, besi sigir1 siiriilerinin %9,6'sinda ve koyun siiriilerinin %7,0'inda
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izole edilmistir. Karbapenemaz iireten E. coli izole edilememistir. En yaygin bulunan
genler sirastyla CTX-M-14 CTX-M-1 CTX-M-15 CTX-M-32 dir. SHV geninin sporadik
olarak bulundugu tespit edilmistir. Amp-C genleri ise CMY-2 ve CMY-4 oldugu tespit
edilmistir.  Broth  mikrodiliisyon yontemi ile tetrasiklin, siilfametoksazol,
trimetoprim/siprofloksasine karst yaygin bir diren¢ tanimlanmistir. Bu calismayla

karsilastirildiginda ise iilkeler arasi baskin genlerin benzer oldugu agikca goriilmektedir.

Bu c¢alismada Amp-C direncinin fenotipik olarak bulunup, genotipik olarak
bulunamamasinin sebebi kullandigimiz farkli primerlerden kaynaklanabilecegini

diistindiirmektedir.

Solanki vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, geleneksel PCR ve mevcut
fenotipik yontemlerle karsilagtirmali olarak karbapenem direngli Gram negatif
bakteriler arasinda blaNDM-1 ve blaKPC genlerinin tespitiicin LAMP testi
kullanilmigtir. LAMP testi, geleneksel PCR tarafindan kacirilan dort izolatta bla
NDM-1 ve blaKPC genlerinden birini veya her ikisini saptadigi belirtilmistir. Bu
caligmayla karsilastirildiginda, fenotipik olarak ve klasik PCR’da belirleyemedigimiz
karbapenem direncinin LAMP PCR yoluyla belirlenmis olmasidir. LAMP PCR’da
14D ve 24D nolu numunelerimizde karbapenemaz direnci tespit edilmistir (VIM,
IMP, KPC, OXA-48, NDM genlerinin hepsi).

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda kirmiz1 et kaynakli E. coli’ye kars1 yiiksek oranda
coklu antibiyotik direngliligi (%91,6) ile bir¢ok antibiyotige karsi artan direng
oranlar1 tespit edilmistir. EURL-AR’nin protokoliine gore ilk defa kirmizi etlerden
izole edilen E. coli izolatlarmin GSPL, Amp-C ve karbapenemaz aktivitesi
incelenmis ve yiiksek oranda (%83,3) GSPL aktivitesi saptanmigtir. Calismada
GSBL, Amp-C ve karbapenemaz aktivitesi yoniinden fenotipik ve genotipik olarak
farkli yontemler kullanilmis; istatistik sonuclarina gore disk difiizyon testi ile klasik
PCR testleri sonuglar1 arasindaki iliski anlamli bulunmustur. Karbapenemaz
aktivitesi yoniinden yapilan testlerde LAMP PCR testinin, daha duyarli oldugu tespit
edilmistir. Karbapenemaz aktivitesi yoniinden tiim genler agisindan pozitif tespit
edilen bir 6rnek olmasi, karbapenemaz aktivitesinin ileri zamanlarda risk teskil
edebilecegini gostermektedir. Genler bazinda incelendiginde ise Tiirkiyede SHV ve
CTX-MI1 geninin yaygin oldugu saptanmustir. Ayrica TPS’dan yapilan 1 giinlik 6n
zenginlestirmeden sonra direng genlerinin saptanabilecegi ve bu nedenle daha kisa

siirede direng genleri yoniinden test edilebilecegi sonucuna varilmastir.
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Antibiyotik direng genleri Tiirkiye’de diger iilkelere gore daha az oranda olmakla
birlikte artan bir egilim gostermektedir. Ulke olarak antibiyotik direngliliinin
yayilliminit 6nlemek i¢in gerekli olan tedbirlerin alinmasi halk sagligi ve hayvan

saglig acisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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