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KIRMIZI ET ORNEKLERINDEN GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA
LAKTAMAZ (GSBL) URETEN Enterobacteriaceae IZOLATLARINDA
ANTIBIYOTIK DIRENCLILIiK DURUMLARININ INCELENMESI

OZET

Enterobacteriaceae  Gram (-) bakterilerde Genislemis Spektrumlu Beta
Laktamazlarin (GSBL) goriilme sikligi tim Diinya’ da hizli bir sekilde artig
gostermektedir.  Antibiyotiklerin asir1  ve bilingsiz kullanimi  bu  durumun
karmasiklasarak artmasina Yol agmaktadir. Gida amagh yetistirilen hayvanlarda
ve Dbu hayvanlardan elde edilen iirtinlerde GSBL iireten enterik bakterilerin
varliklarina daha sik sekilde rastlanmaktadir. Genetik materyaller sayesinde hizla
yayilan tiirdes ya da farkli tip bakterilere transfer edilebilen beta laktamazlarin
baglica bulasma kaynaklari arasinda fekal bulasma ve yeterince pisirilmeden
tiikketilen kirmiz1 etler ve et diiriinleri gelmektedir. Bu calismada, Istanbul ili ve
Marmara Bolgesi’ nde yerlesik diger illerden toplanan (Bursa, Tekirdag, Yalova)
toplam 110 adet ¢ig kirmizi et numunelerinde (65 dana ve 45 koyun) GSBL
tireten enterobakterilerin fenotipik yontemler kullanilarak tespiti amaglanmistir.
Kirmizi et numune materyalleri Enterobactericeae buyyonda 6n zenginlestirme
islemine almarak 37°C’ de inkiibasyona alimmustir. Bu islemi takiben kromatik
GSBL selektif medya kullanarak tekrar gece asiri inkiibasyona birakilarak selektif
zenginlestirme asamasma gegilmistir.  Selektif besiyerinde gelisen siipheli
GSBL izolatlar altkiiltiir edilerek saflastirilmuslar ve VITEK®MS (bioMérieux)
cihazinda tiplendirmeleri yapilmistir. Tiplendirmesi yapilan siipheli GSBL
izolatlar GSBL varliklar1 bakimindan sirasiyla disk difiizyonu, disk difiizyonu
konfirmasyonu ve GSBL dogrulama igin antibiyogram dogrulama ve MIK tespiti
analizlerine alinmistir. Sonuglar tim numune materyallerde %20,9 (n=23) GSBL
prevelans: tespit edilirken, izole edilen baslica mikroorganizmalar 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)
olarak belirlenmistir. Bu c¢alismada, insan beslenmesinde ¢ok Onemli olan
kirmiz1 etin GSBL iireten enterik bakterilerle bulasmis oldugu ve bu durumun halk
saglig1 bakimindan 6nemli bir risk teskil ettigi goriilmiistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik Direnci, Enterobacteriaceae, Et, GSBL, Halk
Saglig.
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INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE PROFILES IN
EXTENDED SPECTRUM BETA LACTAMASE PRODUCING
Enterobacteriaceae FROM RED MEAT SAMPLES

ABSTRACT

The prevalence of extended spectrum beta lactamases (ESBLS) in the family of Gram
(-) Enterobacteriaceae has been emerging all over the World. The off-label use of
them causes severe un-anticipated adverse effects including development of
resistance in the bacteria. Hence, the presence of ESBL producing enterobacteria
within the food producing animals are increasingly detected at the present time. The
genetic elements responsible for encoding these beta-lactamases are the major
contributors for the dissemination of ESBLs among the same and/or different
bacterial species through feces and the consumption of insufficiently cooked meats
and meat-products. The objective of this study was to determine the presence of
ESBL producing Enterobacteriaceae isolated from a total of 110 raw meat samples
(65 cow and 45 sheep) in Istanbul and different districts (Bursa, Tekirdag, Yalova) of
the region of Marmara using phenotypic methods. All the samples were
homogenized in Enterobacteriaceae enrichment broth, followed by an incubation at
37°C overnight. The pre-enriched samples were subjected to selective enrichment in
Chromagar ESBL selective media with an icubation at 37°C for 18-24 hours. The
presumptive isolates were subcultured at tryptone soy agar, and identified by
VITEK®MS (bioMérieux). The identified presumptive isolates were screened for the
existence of ESBLs using a combination of CTX, CAZ and CPD antibiotic dics
with/without CLA according to the guidelines of CLSI (2013). The final
confirmation was performed by liquid microdilution method based on MIC
determination. The results showed that overall, 20,9% (n=23) of the screened isolates
were positive for ESBL. The distribution of the species were found to be E. coli
(30%), C. braakii (22%), E. cloacae (17%), K. pneumoniae (9%), C. freundii (9%),
S. fonticola (4%), K. intermedia (4%) and Moellerella wisconsensis (4%),
respectively. In summary, the meats, essentially required for the human nutrition,
were significantly contaminated with ESBL producing Enterobacteriaceae, and
therefore presented a risk for the public health.

Keywords: Antibiotic Resistant, Enterobacteriaceae, Meat, ESBL, Public Health.
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1. GIRIS VE AMAC

Antibiyotikler; yillar 6ncesinden insanlarda, enfeksiyon kaynakli hastaliklara neden
olan bakterilerin yok edilmesi i¢in kullanilan ilaglardir. Insanlarin yasam kosullarinin
kotiilesmesiyle hastaliklara karsit olusturdugu dogal direng azalmis beraberinde
antibiyotik kullanim siirekli artmistir. Antibiyotik Kullanimiyla, enfeksiyon kaynakli
Oliimlerin azaldig1 goriilmiis, beraberinde tiim enfeksiyonel hastaliklarda kullanilan
olagan bir ila¢ haline gelmistir. Antibiyotiklerin giin gectikce yogun bir sekilde
kullanilmasi, antibiyotige direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Cesitli mikroorganizmalara kars1 antibiyotiklerin diren¢ kazanmasi
nedeniyle hastaliklarin tedavisinde sorunlar yagsanmaya baslanmistir. Bu nedenle
mikroorganizmalara kars1 direngli yeni antibiyotikler gelistirilmis ve gelistirilmeye

devam edilmektedir (Ammor ve ark., 2007).

Antibiyotiklerin son on yilda yanlis kullanimi sebebiyle hastane vakalari artmus,
yogun bakim {initelerinde ve bebeklerde infenksiyona bagli direngli bakterilerin yol
actig1 Oliimlere neden olmustur. Bu durumlar géz Oniine alinarak antibiyotik
kullanimi1 ve direng faktoriine karsi, bilingsiz antibiyotik aliminin 6niine gegilmeye

calisiimaktadir (Mathur ve Singh, 2005).

Bakterilerde antibiyotige karsi diren¢ olusturan bircok mekanizmanin oldugu
bilinmektedir. Enterobacteriaceae ailesinden olan Gram (-) bakteriler, beta laktam
antibiyotiklere karsi olusturdugu beta laktamaz enzimiyle inhibe edici rol
oynamaktadir. Gliniimiize kadar 400’ e varan beta laktamaz enzimi tespit edilmistir.
Bunlarin 200 e yakini1 Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) olup direngli
genler plazmidler araciligi ile bakteriler arasi transfer edilebilmektedirler. Tim
diinyada beta laktam ve genislemis spektrumlu sefalosporin antibiyotiklerin
kullanimi yaygindir. Beraberinde GSBL iireten Enterobacteriaceae Gram (-)
bakterilerden E. coli ve Klebsiella pneumoniae basta olmak ftizere Citrobacter,
Pseudomonas, Salmonella, Proteus, Serratia, Acinetobacter, Morganella, Kluyvera,
Enterobacter tiirlerinin yayginlasmasimni kolaylastirmislardir (Celebi ve ark., 2009;
Yetkin ve ark., 2006; Giiler ve ark., 2008).
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Antibiyotiklerin kullanim1 gilinlimiizde sadece insanlar i¢in degil ¢iftlik ve besi
hayvanlarinda hastaliklara kars1 patojenik bakterilerle savagsmada kullanilip gelisimi
hizla arttirmak amaciyla da iireticiler tarafindan yaygin olarak tercih edilmektedirler
(Gyles, 2008; Hendriksen ve ark., 2008). Ayrica hayvansal gidalarin {iretiminde
anabolik madde olarak da antibiyotikler kullanilmaktadir. Bu sekilde antibiyotigin
bilingsizce kullanimi, beraberinde hayvan ve insanlarin dogal mikroflorasini bozarak
bagisiklik  sistemini ¢Okerten bir problem haline gelmektedir. Yararh
mikroorganizmalarin antibiyotik kullanilarak yok edilmesiyle ortam, patojen
mikroorganizmalara birakilarak antibiyotiklere karsi direncin hizla olusturulmasi
saglanmaktadir (Ammor ve ark., 2007). Antibiyotige karsi direngli bakteriler
hayvanlarin diskilariyla dogrudan temasla veya bu hayvanlardan tiretilen etlerden,
insanlara gectigi bilinmektedir ve insanlarda kullanilan antibiyotigin etkisinin
azaldigi goriilmektedir. Bu durum antibiyotiklerin bilingsiz ve anabolik amagh
kullanilmasimin neticesinde olusmaktadir (Jensen ve ark., 1999; Harada ve Asai,
2010; Jong ve ark., 2011).

Antibiyotiklerin, ¢iftlik hayvanlarinda biiylime ve gelisimi artirict olarak kullanilmas1
Avrupa iilkelerinde ve Tiirkiye’ de yasaklanmistir. Ancak prevelansin bu kadar
yiilksek olmasi, antibiyotiklerin kacak olarak kullanildigini diistindiirmektedir.

(Gyles, 2008; Hendriksen ve ark., 2008).

Kacak kullanimlar1 6nlemek ve bakteri direncini izlemek iizere WHO, FAO, OIE
gibi oOrgiitler bu sorunlarin tizerinde ¢alismaktadirlar. Avrupa’ da, ciftlik ve
hayvansal gidada direngli bakterilerin izlenmesi 1998 de kurulan; Hayvanlarda
Antibiyotik ~ Duyarhiligin ~ Izlenmesi ~ Orgiiti ~ (EASSA)  programi ile
gozlemlenmektedir. Briiksel’ de hayvan saghgi iizerine g¢alisma merkezi olan
(CEESA) tarafindan bu program denetlenmektedir (Jong ve ark, 2011; Harada ve
Asai, 2010). Tiirkiye’ de bu durumun 6nlenmesi i¢in, hayvansal kaynakli direngli
bakterilerin her zaman gozetimde tutulmasi gerekmektedir. Bunun igin gerekli
laboratuvarlar kurulmali, izleme prosediirleri olusturulmali, direngli bakteriler

fenotipik ve genotipik olarak arastirilmalidir (Unal, 2012).

Bu calismada, Istanbul ili ve Marmara Bolgesi’ nden toplanan kirmizi et
orneklerinde GSBL fiireten enterik bakterilerin varliginin fenotipik yontemlerle

incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enterobacteriaceae

2.1.1. Enterobacteriaceae ailesinin genel 6zellikleri ve morfolojileri

Bakteri suslar1 arasinda bahsedilen en 6nemli aile Enterobacteriaceae’ dir. insanlar
ve hayvanlarda dogal bagirsak florasinda bulunurlar. Tip alaninda enfeksiyonlariyla
en cok savas verilen gruptur. Uriner sistem enfeksiyonlari, yara enfeksiyonlari,
sindirim sistemi enfeksiyonlari, menenjit, pnémoni gibi bircok hastaligin baslica
kaynagidir. Enterobacteriaceae suslar1 yapisal olarak Gram (-), fakiiltatif anaerob,
sekeri fermente eden basillerdir. Katalaz {iretip ¢ok nadir oksidaz, nitrati nitrite

indirgeyen yapidadirlar (Tham, 2012).
2.1.2. Enterobacteriaceae 6nemli tiirleri

2.1.2.1. Escherichia coli (E. coli)

[k E. coli bakterisi 1885 yilinda, siit cag1 ¢ocuklarmin ishallerinde tespit edilmistir.
Daha sonra da bagirsak disi enfeksiyonlarinda E. coli’ nin patojen rolii ortaya
cikartilmistir. Bilim adamlar1 Chalmer ve Castellani 1919' da tiir adi olarak
Escherichia ismi kullanilana kadar Bacterium coli ismini koymustur (Unat, 1986;
Toreci ve ark., 2002).

Gram (-), fakiiltatif anaerob, sporsuz bir bakteridir. Hemen hemen her alanda goriilen
E. coli gida sektorinde de hijyen ve sanitasyon gostergesi olan bir indikator
bakteridir. Insan bagirsak florasinda dogal olarak 10° ile 10° kob/g arasinda
bulunabilmektedir. Ozellikle memeli hayvanlarin bagirsak florasinda bulunan bir
bakteridir fakat baska ortamlardan agiz yoluyla viicut ortamina girisiyle hastalik
etmeni olmaktadirlar (Tham, 2012). Escherichia coli, insan ve hayvanlarda, mide-
bagirsak sisteminde firsat¢1 patojen olarak bulunan en yaygin tiirdiir fakat ayni
zamanda tibbi bakimdan 6nemli hastaliklara da neden olmaktadir (Friedman ve ark.,
2002).



E. coli tiirlerinin bagirsaklarda olusturduklari baslica 4 farkli hastalik bulunmaktadir:

Enterotoksijenik E. coli ETEC, bagursak yapisinin igerisinde enterotoksin
olusturarak hafif seyreden hastaliktan agir seyreden hastaliga kadar gidebilmektedir.
Ozellikle 2 yas altindaki cocuklarda bakteriyel diyarenin oncelikli 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, O157H7 E. coli suslar1 hastalik sebebidir. Gida ve
su ile bulasarak ishal yaparlar. Cocuklarin ishalinde kan goriilmesi, ileri agsamalarda

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

Enteroinvaziv E. coli EIEC, mukozada {ilserli, salgili lezyonlara neden olurlar
(Bilgehan, 2000).

Bagirsak digi hastaliklarinda ise iiriner sistem enfeksiyonlarinin, hastane kaynakli
pnomonilerin, yeni dogan menenjitinin en 6nemli sebebi E. coli’ dir (Bilgehan, 2000;
Erdem, 1999).

2.1.2.2. Klebsiella spp.

Edwin Klebs, Klebsiella tiiriinii kesfedip gortildiigii tizere kendi soyadini vermis olan
19. ylizyill sonunda yasamis bir mikrobiyologtur. Spor olusturmayan, kisa uglari
yuvarlak, Gram (-), hareketsiz bir bakteridir. Fakiiltatif anaeropturlar. Optimal iireme
1s1s1 37°C’ dir (Erdem, 1999). Klebsiella pneumonia (K. pneumoniae), Klebsiella
granulomatis (K. granulomatis ), Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) ve bu cinsin en ¢ok
bilinin tiirlerindendir. K. pneumonia (Sekil 2.1) insan enfeksiyonlarindan en ¢ok
rastlanip izole edilen tiirdiir ve yayilmasi endemikten fazla epidemiktir. Insan
diskisinda Klebsiella spp. gastrointestinal sistemde 10* kob/g olarak bulunur (Tham,
2012).

Klebsiella tiirleri ¢ogunlukla plazmid aracili olup iirettigi karbapenemaz, KPC
olarak bilinir ve diger beta-laktam antibiyotiklerin disinda karbapenemleri de

hidrolize eder (Nicasio ve ark., 2008; Nordmann ve ark., 2009).



Sekil 2.1. GSBL iireten K. pneumonia organizmasinin golge teknigi ile elektron
mikroskobundan goriiniisii (CNRI, 2013).

2.1.2.3. Citrobacter spp.

Gram negatif bakteri cinsindedir. Idrar ve solunum sistemi hastaliklarinin ana nedeni

olan kommensallerdir (Gupta ve ark., 2003; Hodges ve ark., 1978).

Citrobacter spp. nin ¢ok bilinmesinin diger bir nedeni, bu cinse ait suslarin
kontamine oldugu gidalarin tiikketiminde saglikli kisilerde gastrointestinal
enfeksiyonlara neden olmasidir. En sik gida kontaminasyonu ile baglantil: olan tiirler
C. freundii ve C. braakii bakterileridir (Urbanov, 1997). Bu tiir suslarin, toksinler
ireten ve toksinleri kodlayan genler icerdigi bilinmektedir (Guarino ve ark., 1989;
Schmidt ve ark., 1997).

2.1.2.4. Enterobacter spp.

Enterobacter tiirleri, gram negatif, antimikrobiyal maddelere ve dezenfektanlara
Enterobacteriaceae ailesinin diger tiirlerine gore daha direnglidirler (Wade ve ark.,
1991). Gidada sik izole edilen 6nemli tiirleri E. aerogenes, E. cloacae ve E.
ashuriae’ dir. Enterobakterilerin, antibiyotik kullaniminin olmadig: dénemde adi pek
duyulmaz iken, 1970’ 1i yillardan itibaren antibiyotik kullaniminin baslangiciyla
enfeksiyonlarinda goriilmeye ve 6nem arz etmeye baslamistir (Ahmet ve ark., 1995;

Caglayangil ve ark., 1991).



Beta laktam icerikli antibiyotiklere, indiiklenebilen grup 1 kromozomal beta
laktamaz enzimleriyle Enterobacter spp. tiirleri direng gelistirmektedirler. Beta
laktam antibiyotigin kullanimiyla popiilasyon etkilenebilmekte ancak deprese
mutantlar seleksiyona ugrayarak c¢ogalmaktadir. Bu durum yeni direngli genlerin

olusumuna ve yayilmasina neden olmaktadir (Livermore, 1995).

2.1.2.5. Serratia spp.

Enterobacteriaceae ailesinde Klebsiella kabilesi iiyesi, gram negatif bakterilerdir. S.
marcescens, S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea ve S. odorifera tiirleri yani
sira Serratia fonticola tiiriinii  gidalardan son yillarda izole edilmektedir.
Enterobacteriaceae ailesinin diger tiirlerinden; gastrointestinal yola daha az
yerlesmesi olarak ayrilmaktadirlar. (Ustagelebi, 1999; Koneman, 1997). 1979 yilinda
ilk kez Serratia tiirii olarak Serratia fonticola susu toprak ve sudan izole edilerek
tarif edilmistir. Firsatg1 patojen bir bakteri tiiriidiir. Insanlarda intestinal sistem

hastaliklarina ve bagisiklik sistemini diisiirmeye neden olurlar (Gavini ve ark., 1979).

2.1.2.6. Kluyvera intermedia

Enterobacteriaceae ailesindendir. Basil veya kokbasilidir. Fakiiltatif aerobtur.
Glukoz fermente eder ve katalazdir. insanlara patojen bakteri tiiriidiir. Intestinal
hastaliklara neden olurlar. Igme suyu, kanalizasyon ve toprak gibi dogal ortamlardan
izole edilebilir. Bugline kadar klinik 6rneklerden izole edildigi gibi dogal ¢evreden

de daha sik izole edilmistir (Berger, 2015).

2.1.2.7. Moellerella wisconsensis

1980° 1i yillarda Amerika’ da hastaneye gonderilen kiiltiirlerden ilk kez
Enterobacteriaceae ailesinin i¢inde Moellerella susu olarak M. wisconsensis izole

edilmistir (Hickman-Brenner ve ark., 1984).

M. wisconsensis suslart enterobakteriyel ortak antijeni treten, Gram-negatif,
fakiiltatif anaerobik, nitrat diistiriicii ve oksidaz negative ¢ubuklardir. Yeni bir cins ve
insan gaitasinda karsilasilmistir. Insanlarda intestinal sisteme yerlesip ishale neden

olmaktadir (Hickman-Brenner ve ark., 1984; Ramia ve ark., 1982).



2.2. Beta Laktam Antibiyotikler

Penisilin, 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan kesfedilmistir. 1940 yilinda
Abraham ve Chain E. coli” den elde ettikleri 6ziit ile penisilinin etkisinin kesildigini
bulmuslardir. Elde ettikleri enzime “penisilinaz” demislerdir (Giir, 1997). 1960’ Ih
yillardan sonra, sentetik penisilinlerden ampisilin ve 1. kusak sefolosporinlerin
gelistirilmesiyle Gram (-) bakterilerde ¢ok gesitli beta laktamaz enzimi oldugundan
ve plazmidlerden sentezlenebildiginden kisa siirede antibiyotiklere karsi direng artisi
gozlemlenmistir. 1980 li yillarda ise beta laktamazlarla inhibe olmayan yeni beta
laktam 3. kusak sefolosporinler gelistirilmistir. Fakat 1983 yilinda bu antibiyotigi de
pargalayan yeni beta laktamazlar bulunmustur. Bu durum Gram (-) bakterilerin her
kosulda yasamlarin1 silirdiirebilmek i¢in  diren¢ genlerini tekrar tekrar

kodlayabildiginin gostergesidir (Jacoby ve Mederios, 1991).

Beta laktam antibiyotikler, yararlanilmaya baslandig: ilk tarihten itibaren giiniimiize
kadar en sik kullanilan antibiyotiklerdendir. Bakterilerin ‘penisilin baglayan protein’
adi verilen enzimlerine baglandiktan sonra peptidoglikan hiicre duvar yapisinin

sentezini inhibe ederek hiicreyi pargalarlar (Giilay, 2005).

Peptidoglikan (miirein) tabakasi bakterilerin biitiinliigiinii saglayan, kisa peptid
zincirleri ile ¢apraz baglanan ve Gram (-) bakterilerde kalin olan bir yapidadir. Bu
capraz baglanti D-alaninin transpeptidasyon reaksiyonu sonucu olusur ve bu
enzimlere penisilin baglayan protein (PBP) denir (Giir, 2002). Beta laktam
antibiyotikler bakterilerdeki bu penisilin baglayici enzimi inhibe ederek korunmasiz
kalan hiicre duvarimi parcalar ve bakteri biitlinliiglinti yitirerek oliir. Boylece
bakterilere kars1 beta laktam antibiyotikler kullanilarak tedavi yapilmis olunur (Sari,
2005). Etki mekanizmalar1 ve spektrumlari agisindan akut ve st solunum yolu
enfeksiyonlarinda daha ¢ok tercih edilmektedir. Antimikrobiyel ilaglar igerisinde
beta laktamlar en secici olanlaridir. Diger antimikrobiyal ilaglarla beraber alt

solunum yolu enfeksiyonlarininda da kullanilirlar (Aplay, 1999; Bishop, 1996).



Beta laktam antibiyotikleri 5 grupta incelersek;

I.  Penisilinler
Il.  Monobaktamlar
I1l.  Karbapenemler
IV.  Sefalosporinler
V. Beta laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam)
(Sar1, 2005).

2.2.1. Penisilinler

Penisilinlerin 6z yapisinda beta laktam halkasi, tiazolidin ve bir yan zincir

bulunmaktadir. Penisilinlerin 7 tiri vardir:

I.  Dogal penisilinler (penisilin G, kristalize penisilin G)
ii.  Penisilinaza dayanikli penisilinler (metisilin, oksasilin)
iii. ~ Aminopenisilinler (ampisilin, amoksisilin)
iv.  Amdinopenisilinler
v.  Pseudomonas’ lara etkili penisilinler (karbenisilin)
vi.  Genis spektrumlu pseudomonaslara etkili penisilinler
vii.  Kombine beta laktam inhibitorii penisilinler (amoksisilin/klavulanikli,
tikarsilin/klavulanikli, ampisilin/sulbaktamli, piperasilin/tazobaktamli)
(Sar1, 2005).

Bakterileri oldiiriicii oldugu kesfedilen ilk penisilinler, alerji etkisi haricinde tim
ilaglardan daha az tehlikelidir. Etki spektrumlari dar olmasina karsin yukarida
verildigi Qibi yar1 sentetik ampisilin, karbenisilin, amoksisilin gibi ilaglar
olusturulmustur (Kaya, 2007). Insanlarin bagirsak florasinda bulunan E. coli’ ler,
ampisilin ve amoksisilinlere duyarhidir. Fakat hastane kokenli olanlarda direncgli
plazmidlerin yayilimi1 goriilmektedir. Klebsiella spp., Serratia spp., Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp. tiirleri aminopenisilin sinifina direng gostermektedir. Gram
(-) bakterilerde pek tercih edilmemelidir (Sar1, 2005).

Giiniimiizde klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorleri ile ampisilin, amoksisilin
gibi penisilin tirevlerinin ayni ilaglarin igeriginde kullanilarak birlestirilmesi, beta
laktamaz tireticisi bakterileri etki alan1 ig¢ine alarak kombine beta laktamaz inhibitorii

penisilinler olusturulmustur. Fakat yine de beta laktamaz iireten bakterilerin tiimiinii



yok edemezler. Staphylococcus spp, Klebsiella spp ve E. coli’ nin basitce trettikleri
beta laktamazlara karsi etkilidirler (Chambers, 2005).

2.2.2. Monobaktamlar

Beta laktama bitisik bagka halka icermedikleri i¢in monobaktamlar penisilin ve
sefolosporin grubu antibiyotiklerden farklidirlar. ilk sentetik monobaktam olan
aztreonam, Gram (-) bakterilerde penisilin baglayan protein 3’ e baglanarak duvarin
yapisindaki sentezi bozar. Gram (-) patojen olan Klebsiella pneumoniae ve H.

influenzae gibi bakterilere etki gosterirler (Sar1, 2005).

2.2.3. Karbapenemler

Cift bag igeren sefalosporinlerde, halkasindaki 5 farkli tiirdeki kollarin birinde
metilenin yerine siilfiir yapisinin gegmesiyle diger beta laktam igeriklerinden
ayrilmistir. Streptomyces cattleya bakterisinin {irettigi tienamisin yapisindaki tiirevler
karbapenemleri olusturur. Bunlardan en genis etki alanimna sahip olanlar beta
laktamlardir. Karbapenemler stabil ve degismeyen, ¢ok genis antibakteriyel etkiye
sahip ve beta laktamazlara karsi olduk¢a dayaniklidirlar. Fazlasiyla genislemis
spektrumlu beta laktamaz ve AmpC iireten Gram (-) bakterilere kars1 karbapenemler

etkisini stirdiirebilmektedir (Livermore, 2000).

2.2.4. Sefalosporinler

Genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Etki bi¢imi olarak penisilin gibidirler. Penisiline
kars1 iretilen penisilinaz enzimine dayanik yapida, Gram (+) ve Gram (-) bakterilere
etki ederler (Hornis ve Kaotarski, 2002; USP, 2007b). Bakterilerdeki etki
spektrumunu gozlemleyebilmek ve tarih siralamasi agisindan da sefalosporinler

sirastyla 4 gruba ayrilirlar (Sar1, 2005).

1. kusak sefalosporin; sefazolin, sefasetril, sefaloridin, sefadroksil, seftezol,

sefaleksin, sefalotin, sefradin, sefapirin.

2. kusak sefalosporin; sefuroksim, sefamandol, sefonarid, sefmetazol, sefaklor,

sefotiam, sefoksitin, sefonisid, sefotetan.

3. kusak sefalosporin; sefotaksim sefoperazon, seftriakson, seftazidim, sefsulodin,

sefpiramid, moksolaktam, seftizoksim, sefmenoksim.

4. kusak sefalosporin; sefpirom ve sefepim (Sar1, 2005).
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2. kusak sefalosporinler, 1. kusaklara oranla Gram (-) basillere ve anaeroblara daha
cok etkilidir. Sefoksitin ajani, Enterobacteriaceae’ lar tarafindan iretilen beta

laktamazlar: oldukga iyi bir sekilde inhibe ederler (Sar1, 2005).

Ucgiincii kusak sefalosporinlerin ikinci kusak sefalosporinden klinik tedavilerdeki
onemli farki, Pseudomonas aeruginosa’ ya karsi ve diger Gram (-) lere kars1 daha
gicli etki gostermesidir. Gram (-) bakterilere karsi yaygin olarak 3. kusak
sefalosporinler kullanilmakta ve Escherichia coli, Klebsiella spp., Serratia’ ya karsi

etkili antibakteriyel rol oynamaktadirlar (Harold, 1985).

2.3. Bakterilerin Antibiyotik Direnci

Antimikrobiyal ajanlarin 6ldiiriici veya {lremeyi durdurucu etkisine Kkarsi,
bakterilerin kendini koruyabilme mekanizmasi diren¢ olarak adlandirilmaktadir

(Yiice, 2001).

Antimikrobiyal ajan olan antibiyotiklerin yasamimizda varolusu ilk kez 1930’ lu
yillara dayanmaktadir. Giinlimiize kadar birgok yeni antibiyotik c¢esidinin
kullanilmasiyla beraber Enterobacteriaceae Gram (-) bakteriler, antibiyotige karsi
farkli direngler olusturarak tedavilerde sorun yaratmaya devam etmislerdir (Levy,
1982). Alexander Fleming penisilini bularak diinyada ¢ok onemli bir bulusa imza
atmistir. Insanlar, tarihte o giine kadar bir¢ok bakteriyel enfeksiyonlara yakalanarak
Olmekte en kii¢iik bir sindirim sistemi hastaliginda bile ¢6ziime kavusamamaktaydi.
Bircok bakteriyel hastalifin tedavisinde ¢6ziim yolu olarak basvurulan bu
antimikrobiyel ajan beraberinde antimikrobiyal diren¢ mekanizmasini olusturarak
tiim diinyada onemli bir soruna da yol agmistir. Antibiyotiklerde beta laktam grubu
etken madde igerigiyle de bakterilerin antibiyotiklere kars1 olusturduklar1 direng en
onemlilerindendir. Enterbacteriaceae Gram (-) bakteri suslarinda beta laktam

antibiyotiklere kars1 direng 3 yolla saglanmaktadir:

i.  Penisilini baglayan proteinlerin yer degistirmesi
ii.  Beta laktamaz enziminin tiretimi
iii.  Penisilin baglayici proteinlere erisimin engellenmesi
olarak bu {i¢ mekanizma belirtilmistir. Gram (-) bakterilerde beta laktamaz enzimiyle

direng olusturmalari en yaygin ve bilinen tiptir (Tang, 2014).
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2.3.1. Antibiyotik direncinin tasinma yollari

Glinlimiizde antibiyotik dongiisii kaynaklari; konutlar, hastaneler (tibbi atiklar, tedavi
ve sonrasinda insan viicudundan ilacin atilmasi), kanalizasyondan su ve topraga
gecis, kiimes ve ¢iftlik hayvanlarinin besi islemleri esnasinda hayvanlara gecis
(bliylime artiricilar) ve ilag iiretim isletmeleridir (Tirkdogan ve Yetilmezsoy, 2009;
Kulis ve ark., 2003). Bu antibiyotik kullaniminin dogaya atilmasi ve dongiisii s6z
konusudur. Canlilar Ttizerinde kullanilan antibiyotikler viicutta az veya hig
degismeden dogaya atilmaktadir. Bu durumda dogaya atilan  diisiik
konsantrasyondaki antibiyotikler, diren¢ gelisimine sebep olmakta ve bu direngli
bakteriler dongiiye karigmaktadirlar (Topal ve ark., 2012). Sekil 2.2° de ¢evre,

hayvanlar, insanlar arasindaki direngli bakterilerin yayilim yolu gosterilmistir.

Hayvan

yemlerinde Hayvan yemi Evcil
antibiyotik {iretimi hayvanlar

Et ve et
iiriinleri |
. Tarimda l A4
Diska, giibre, Yeriistii sulama .
kanalizasyon sular1 islemi Insanlar Hastane

Sekil 2.2. Bakteri ile ¢evre arasindaki antibiyotik direnci tasinma yollari
(Khachatourians, 1998).

2.3.2. Hayvanlarda antibiyotik direnci olusumu ve hayvandan insana gegcisi

Hayvanlarda tedavi edici, koruyucu ve anabolik amagla kullanilan antibiyotikler,
normal ve patojen flora bakterilerinde antibiyotik direncinin olusumuna neden
olurlar. Gidalar araciligiyla insanlar, direng genlerine sahip olan bu bakterileri, kendi

bagirsak mikroflorasina kolonize olusuyla almaktadirlar (Barton, 2000).

Birgok iilkede biiyiimeyi arttirict amagla cesitli anabolik antibiyotiklerin kullanimi
yasaklanmistir ve bu tiir antibiyotiklerin yasaklanma durumlarina ait bilgiler Cizelge

2.1 de verilmistir. Antibiyotiklerin hayvan yeminde kullanilarak hastaliklarin
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Onlenmesi, biiylimenin hizlandirilmasi, toksinleri engelleyici ve besinlerin emilimini

arttirict amagli kullanimi hedeflenmistir (Arpacik, 1999; Tuncer ve ark., 1999;

Sarica, 1999).

Cizelge 2.1. Hayvanlarda anabolik hormon amagli kullanilan gesitli antibiyotiklerin

yasaklanmas1 (Tuncer, 2007).

ULKE YASAK YILI | KARAR ACIKLAMASI

Isvec 1969 Biiyiitme faktorlii antibiyotik bilimsel olarak yasakland.

AB 1970 Antibiyotik biiyiitme faktoriinde gegici sinirlamalar

Ingiltere 1970 Tetrasiklin ve penisilin tiirli antibiyotikler yasaklandi.

AB 1971 Tetrasiklin yasaklanmigtir.

Isvec 1971 Gelisimi arttiric1 antibiyotik ve tetrasiklin yasaklanmistir.

Isveg 1986 Gelisimi arttirici tiim antibiyotikler yasaklanmaistir.

AB 1997 Avoparcin ilaci kullanimi yasaklanmaigtir.

Hollanda 1998 Olaquindox kullanimi yasaklanmuistir.

Danimarka | 1998 Gelisimi arttirict antibiyotiklerin tiimii ve virginamycin
kullanimi1 yasaklanmistir.

Isvigre 1998 Gelisimi artiric1 antibiyotiklerin tiimii yasaklanmistir.

AB 1998 Tylosin phosphate, zincbacitracin, spiramysin,
virginiamycin gibi ilaglar yasaklanmistir.

Ingiltere 1999 Tylosin phosphate, zincbacitracin, spiramycin,
virginiamycin gibi ilaglar yasaklanmistir.

AB 01.01.2006 Gelisimi  arttirict  amagli  antibiyotiklerin ~ hepsi
yasaklanmuigtir.

Tiirkiye 21.01.2006 Gelisimi arttirict antibiyotiklerin hepsi iilkemizde

yasaklanmstir.

Akkan ve Karaca (2003) yaptig1 ¢alismada, veteriner hekimlik alaninda en ¢ok ve

siklikla kullanilan ilag grubunun antibiyotikler oldugunu, yapilacak sagaltima dikkat

edilmesi, antibiyotiklerin etki mekanizmasina gore tercih edilmesi gerekliligi ve

antibiyotiklerin  kombine kullaniminda uyulmasi gereken hususlar1 irdeleyerek

sunmuslardir.
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Modern kosullarin gereksinimlerinden 6tiirii ¢iftlik hayvanlarinda liimleri azaltmak
amaciyla bilingsiz antibiyotik kullanilmaktadir. Bu durum hayvanlarda olusabilecek
direngli bakterilerin insanlara yayilmasinin temelini olusturmaktadirlar. Hayvansal
gidalardan insanlara gecebilecek direngli bakteriler insanlarin dogal floralarini da
bozarak bircok hastaliga yakalanmalarmm1 ve tedavi sirasinda kullanilan
antimikrobiyal ajanlarin etkisine diren¢ gostermektedirler. Halk sagligi agisindan,
antibiyotik kullanimi, insanlarda doktor ve ¢iftlik hayvanlarinda veteriner
kontroliinde olmalidir (McEwan ve ark., 2006; Aarestrup, 2004; White ve ark., 2001,
Franklin ve ark., 2001).

2.3.3. Mikroorganizmalarin antimikrobiklere karsi diren¢ mekanizmalari

Direngler tige ayrilmaktadir:

I.  Dogal (intrensek) direng
Il.  Capraz direng

I1l.  Kazanilmis direng

Dogal Direng: Bakterilerin antibiyotiklere karsi gosterdigi yapisal direnci dogal
direng olarak tanimlayabiliriz. Bakterinin yasamini siirdiirebilmesi ic¢in ortam
popiilasyonuna karsi gosterdigi baskin rol saglayan dogal direngleri temel
ozellikleridir ve antibiyotik kullanimiyla iligkisi yoktur. Kalitsal olarak geg¢mez.
Mikroorganizmalar dogal direng gostererek antibiyotiklerin biinyelerine ge¢mesine
engel olurlar. Ornegin, Gram (-) bakterilerin dis membranindan vankomisin ilacinin

gecememesi dogal olarak direngli olmasindan kaynaklanmaktadir (Yiice, 2001).

Capraz Direng: Belli bir ila¢ grubuna karsi direng gosteren mikroorganizmalarin
benzer mekanizmalarla kendisine saldiran diger antibiyotiklere kars1t direng
gostermesi durumudur. Eritromisin, kanamisin, neomisin gibi yapilar1 benzer

ilaglarda gozlemlenmektedir (Yiice, 2001).

Insan ve hayvan tedavisinde kullanilan ilaclar arasinda ¢apraz diren¢ bulunmaktadur.
Hayvanlarin gelisiminde kullanilan antibiyotiklere kars1 direncin olusmasi
beraberinde insanlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere diren¢ olusumuna neden

olmaktadir (Emborg ve ark., 2003).
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Kazanmlmg Direng: Bakterilerin genetik kromozomal yapisinda olusan degisimler
sonucunda duyarli oldugu ilaca karsi direng gostermesi durumudur. Bu direncli
genler kromozom iginde veya disinda olabilirler. Bakteri direng genleri plazmidler,
transformasyon, konjugasyon, transpozon ve ekstrakromozomal ile kromozomal

direncin disinda da bakteriler arasi aktarilabilmektedir (Yiice, 2001).

Plazmidler, mikroorganizmalarda antibiyotiklerin kullanimindan oncede var olan
sonradan olusmamis kromozomdan bagimsiz davranabilen DNA parcaciklaridir.
Sekil 2.3’ de bir plazmid O0rnegi gosterilmistir. Agir metaller ve antimikrobiyal

ilaglara kars1 direng genlerini tasiyan yapidir (Yiice, 2001).

Transpozonlar, bakteri kromozomunda degisik yerlere yerlesen veya kromozomdan
plazmid yapisina, plazmidden tekrar plazmide, plazmidden DNA ve bakteriyofaj
yapisina aktarilabilen DNA yapisidir. Plazmid veya kromozom iizerindeki direng
genleri bakterinin boéliinerek cogalmasi ile diger boliinen hiicreye aktarilarak
gecerler. Buna dikey gecis denir. Yeni hiicrelerin olusmasiyla direngli sus ve genler

hizla yayilarak ¢ogalmaktadir. Buna da klon yayilimi denir. (Yiice, 2001).

Konjugasyon (bakteri birlesmesi), iki bakteri hiicresinin birbiriyle temasiyla
genetik aktarimda bulunmasidir. Sekil 2.4’ de iki bakteri arasinda gen aktarimi
gosterilmistir. Direng plazmidleri, Gram (+) ve Gram (-) bakteriler arasinda da
aktarilmaktadirlar. Son yillarda direng genlerinin transpozonlarca tasinip
aktarildiklart belirlenmistir. Bu tip aktarim durumunun ise diisik yogunluklu
antibiyotik kullaniminda hizlanmasidir. Bu durumdan da anlasildig1 gibi bilingsiz
yanlis dozajlarda antibiyotik kullanimi veya tedavinin tam sonug¢ vermeden
birakilmasi direncin olusumu ve aktarilmasina sebep olmaktadir (Yiice, 2001).
Mikroorganizmalarda kazanilmis antibiyotik direncinin mekanizmalar1 Cizelge 2.2’
de gosterilmistir (Toreci, 2003; Gold ve Moellering, 1996).
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Degisken

/ genler

Antibiyotik
direncli 4.
degisken gen

Kopyvalama

bitis
Kopyalama Kopyalama
bitisi kokeni

Cekirdek gen

Sekil 2.3. Antibiyotik direnci tagiyan degisken genli plazmid (Brolund ve ark.,
2014).

BAKTERIYEL BiRLESME
(KONJUGASYON)

%G}:N}ZTH{ DEGISIM ®> Alic1 Hiicre

Baglayici
koprii (Pllus)

T

Verici Hiicre

Kromozom Plasmid

Sekil 2.4. Bakteriyel konjugasyon ile gen aktarimi (Brolund ve ark., 2014).
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Cizelge 2.2. Mikroorganizmalarda antibiyotik direng mekanizmalar: (Toreci, 2003;
Gold ve Moellering, 1996).

Diren¢ mekanizmasi Etkiledigi antibiyotikler

Antibiyotigin bakterinin sentezledigi | Beta laktamlar, aminoglikozidler,

bir enzimle inaktive edilmesi yoluyla | kloramfenikol.

Antibiyotigin hedef bolgeye | Beta laktam antibiyotikler, kinolonlar,
ulasiminin engellenmesi yoluyla (igeri | kloramfenikol,
girmesini giiclestirerek veya disar | tetrasiklin, eritromisin, trimetoprim.

atilimint hizlandirarak yapilir)

Antibiyotigin etkiledigi hedef | Beta laktamlar, aminoglikozid, eritromisin,
noktanin degistirilmesi klindamisin, kinolonlar, rifampin,

siilfanamid, trimetoprim, vankomisin

2.4. Beta Laktamazlarin Siniflandirilmasi

Enterobacteriaceae suslarmin en Onemli 0Ozelligi biinyelerinde beta laktamaz
ireterek beta laktam iceren antibiyotiklere karsi direng gostermesidir. Beta
laktamazlar, beta laktam halkasin1 hidrolize ederek beta laktam igerikli
antibiyotiklere kars1 bakteriler kendilerini korumus olurlar (Yu ve Chuang, 2006). Bu
enzimler Gram (-) bakterilerde periplazmik bosluk igerisinde yer alir ve beta-laktam

halkasindaki bagi pargalarlar (Giilay, 2005).

Bugiine kadar 400 civarinda beta laktamaz enzimi tespit edilmistir. Beta

laktamazlarin siniflandirilmasinda 2 sema en sik kullanilandir:

e Ambler molekiiler siniflandirmas:

e Bush-Jacoby-Medeiros fonksiyonel siniflandirmasi
Ambler molekiiler simiflandirmasi: 1980 yilinda beta laktamazlar A, B, C, D

olarak dort sinifa ayrilmistir. A, C ve D gruplari ‘serin’ enzimlerini, B grubu ‘¢inko’

enzimlerini igermektedir (Gtilay, 2005; Giir, 1997; Vahaboglu, 1998).
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Sinif A penisilinazlari, sinmif B metallo enzimleri, simf C sefalosporinazlar: ve simf

D oksasilini hidroliz eden beta laktamazlar: icermektedir (Giilay, 2005; Giir, 1997).

Bush, Mederios ve Jacoby bilim adamlar1 1995 de, biyokimyasal yapilari,
molekiiler agirligi, enzim-substrat profili, inhibitor ve hidroliz hizi, baglanma
afinitesi ve izoelektrik nokta gibi Ozelliklere dayanarak beta laktamazlari1 4 grup

olarak agiklamigtir (Bush ve ark., 1995).

Plazmid Aracih Beta Laktamazlar; Molekiiler sistemde A ve D siniflar1 i¢inde yer
alan en genis kategoriye sahip enzimlerdir (Giilay, 2005). Plazmid beta laktamazlar 6
grup altinda toplanabilir: TEM-1, TEM-2, SHV-1, Klasik OXA, PSE enzimleri ve
inhibitore direngli TEM mutantlar: (Giir, 1997).

Kromozomal Beta Laktamazlar; A ve C sinifi grubundakilerdir (Giir, 1997).

Grup 1: Ambler molekiiler stniflamasinda sinif C* de yer alirlar. Kromozomal enzim
olup indiiklenebilme 6zelligine sahiptirler. Bu grupta genler enzimlerin yapisini
olusturarak plazmidlerin igeriginde goriilmekte ve Enterobactericeaea spp. ailesi
icerisinde transfer edilerek aktarilmaktadir. Grup 1 beta laktamazlara sulbaktam ve
klavulanatli antibiyotikler etki etmezler. Bu grubu inhibe eden antibiyotikler
kloksasilin ve aztreonamdir. Duyarli oldugu antibiyotik ise karbapenemdir.
Salmonella disinda tiim Gram (-) bakterilerde Citrobacter freundii, Enterobacter,
Serratia, Morgenella morganii, Pseudomonas aeruginosa ve Providencia rettgeri
bakterilerinin yapilarinda kromozomal grup 1 beta laktamazlar az veya c¢ok
sentezlenerek bulunurlar. Beta laktam antibiyotikler grup 1 beta laktamazlar: farkli
oranlarda indiikleyebilir. Fakat, indiikleyici beta laktam etkisinin ortadan kalkisiyla
bakteri eski beta laktamaz sentezini tekrar yapmaktadir (Livermore, 1995; Giir,

1997).

Grup 2: Hepsi molekiiller A ve D simifi igerisindedir. Bu grup 2 beta laktamazlar
penisilinleri, karbenisilini, monobaktamlari, sefalosporinleri, karbapenemleri,
kloksasilini hidrolizlerine gore 6 alt grupta toplanir (Medeiros, 1997). Sik goriilen
tirler; 2b, 2be, 2br alt grubundaki TEM ve SHV grubu enzimlerdir (Livermore,
1995; Giir, 1997).

2a: Bu alt grupta klavulanik asite duyarli ve penisilini hidrolize eden enzimler
bulunmaktadir. Ornek olarak Streptococcus aureus bakterisinin iiretigi enzimler
verilebilir (Bush ve ark., 1995).
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2b: Bu grup enzimler, klavulanik asite duyarli olup penisilin ve sefalosporin tiirii
antibiyotikleri ise hidrolize eder. Yapisinda plazmid araci tagtyan TEM-1, TEM-2,
SHV-1 enzimleri bu grup igerisindedir. Ampisilin, tikarsilin, sefalotin, karbenisilin
gibi beta laktam antibiyotiklere direng goéstermeleriyle genis spektrum olarak

nitelendirirlirler ve Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak bulunur. (Giir, 1997).

2be: Monobaktamlar, oksiimino beta laktamlar antibiyotiklerin yaygin kullanimiyla
olusmus, SHV-1, TEM-1, TEM-2 gibi ana enzimlerden 1-4 aminoasitlerin yer
degisimiyle GSBLIere de (seftazidim, sefotaksim, seftriakson, aztreonam) etki eden
yeni olusumlu SHV ve TEM bu grupta bulunur. Ozellikle Klebsiella ve E. coli
suslarinda yaygin goriilmektedir. PER-1 enzimi ilk kez Tiirkiye’ de ki bir sustan
izole edilmistir. (Yulug, 1997).

2br: Bu grupta klavulanik asidin etki etmedigi genis spektrumlu beta laktamaz
enzimleri (TEM-30° dan TEM-36" ya TEM enzimleri ve TRC-1 enzimi)
bulunmaktadir (Hall, 1993).

2c: Bu grupta klavulanik asite duyarli ve karbenisilini hidroliz eden enzimler (PSE-1,
3, 4 beta laktamazlari) yer almaktadir. (Hall, 1993).

2d: OXA enzimleri bu grupta olup OXA-11 enzimi ise Tirkiye’ de bir bakteri
susundan tespit edilmis olup klavulanik asit ve sulbaktam antibiyotiklere direng
gosterirler (Hall, 1993).

2e: Grup 1’ in igeriginden farkli olarak, 2e grubunda sefalosporinaz beta laktamaz

olarak klavulanik asit ortaminda inhibe olmaktadir (Bush ve ark., 1995).

2f: Bu grupta Enterobacter cloacae’ nin IMI-1 enzimiyle, kromozomal NMC-A
enzimi yer almaktadir. Bu enzimler klavulanik asit ortaminda yok olup karbapeneme

direng gostermektedirler (Bush ve ark., 1995).

Grup 3 (metallo-beta laktamazlar): B sinifi igerisinde olan bu beta laktamazlar,
aktif bolgelerinde Zn*? ¢inko iyonu bulunmasiyla monobaktam antibiyotikler disinda
tiim beta laktamlar1 ve karbapenem antibiyotikleri hidrolize etmektedirler (Bush ve

ark., 1995).
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Grup 4: Klavulanik asitle iyi inhibe olmayan kiigtik bir grup olan penisilinazlardan

olusur (Bush ve ark., 1995). Tiim bu gruplarin daha iyi anlasilabilmesi i¢in Cizelge

2.3’ de toparlanmistir.

Cizelge 2.3. Beta laktamazlarin siniflandirilmasi (Ambler ve ark., 1991; Aydin,

2010).

Ambler Bush | Enzim sayis1 | Ozellikleri

Molekiiler | Alt

sinif grup

C 1 51 Gram (-) bakterilerdeki kromozomal
enzimlerdir. Klavulanik asit ortaminda yok
olmazlar.

AveD 2 Bircogu klavulanik asit ortaminda yok
olmaktadir.

A 2a 23 S. aureus enzimleri, penisilini hidrolize eden.

A 2b 16 GSBLIler (TEM-1,-2, SHV-1) bu gruptadir.
Klebsiella ve E. coli suslarinda bulunur.

A 2be 200 Oksiiminosefalosporin  ve  monobaktamlara
direngli GSBL

A 2br 24 Klavulanik  asitten  etkilenmeyen TEM
enzimleri

A 2C 19 PSE-1,-3,-4 enzimleri olup karbapenamazi
hidroliz ederler.

D 2d 31 Enzimi OXA olup, klavulanik asite direnglidir.

A 2e 20 klavulanik asitle inhibe

A 2f 4 IMI-1, NMC-A enzimleri, klavulanik asitle
inhibe

B 3a,b,c |24 Karbapenemleri hidrolize, Zn*? ¢inko iyonu.

4 9 Penisilinazlar, klavulanik asite inhibe olmayan
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2.5. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL)

1983’ de Avrupa’ da ilk kez K. pneumoniae’ ye karsi, GSBL kullanilmasinin
ardindan kesfedilen bu enzimler, ileri ki zamanlarda Enterobacteriaceae suslarinda
saptanmistir. Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL), sefotaksim, seftazidim,
seftriakson gibi oksiimino beta laktam antibiyotiklere ve aztreonama direngli
enzimler olup plazmid aracifiyla ise genlerini diger bakterilere aktarmaktadirlar

(Rahal, 2000).

1980’ 1i yillarda ¢ogu GSBL iireten suslar hastane kokenli iken 2000’ 1i yillardan
sonra bu durum toplum kékenli kaynaklarda ortaya ¢ikmistir. Ilk kesfedildigi yillarda
GSBL iiretimi, K. pneumoniae’ de TEM ve SHV enzimleriyle sik goriiliirken
ginimiizde ise toplum kokenli GSBL iiretimi Enterobacteriaceae suslarinda ve
Escherichia coli bakterisinde CTX-M enzimi yapisinda saptanmistir (Canton ve ark.,
2003).

2.5.1. GSBL tipleri

Sinif A; 2be, 2e ve sinif D; 2d beta laktamazlar GSBL’ yi olustururlar (Rahal, 2000).
GSBL iiretimi ¢ogunlukla SHV, TEM ve OXA enzim kokenine dayanmaktir. TEM
tiri beta laktamazlar 130, SHV tiirii beta laktamazlar ise 50 farkli enzim g¢esitliligini
asmuglardir. Genis spektrumlu penisilinlere, 3. jenerasyon sefalosporinlere
duyarhdirlar. CTX-M, PER, VEB ise bunlarin diginda GSBLler olup giiniimiizde
yeni ortaya cikip sikc¢a izole edilendendir. GSBL tiim tipleri; SHV, TEM, OXA,
CTX-M, PER, VEB, TLA, GES/IBC, BES olarak siniflandirilmistir (Gtir, 2005).

Avrupa ve Amerika’ da son 5 yilda CTX-M enzimi iireten GSBL oraninda artis
oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir. 5 gruba ayrilir: CTX-M-1, M-2, M-8,
M-9, M-25. CTX-M enzimi flreten bakterilerin iilkelerdeki yogunluguna gore
Cizelge 2.4’ de dagilimlar gosterilmistir (Pitout, 2008).
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Cizelge 2.4. CTX-M beta laktamazlarinin kiiresel dagilimlar1 (Pitout, 2008).

ENZIiM TURU | YOGUN SAPTANDIGI ULKELER
CTX M-1 Italya
CTX M-2 Israil
CTX M-9 Ispanya
CTX M-14 Ispanya
CTX M-15 Diinya

2.5.1.1. SHV grubu GSBL

K. pneumoniae’ da en sik SHV-1 enzimi bulunur. Enzimin tretimiyle ampisilin,
piperasilin, tikarsilin tlirii antimikrobiyallara diren¢ olustururlar. (Stiirenburg ve
Mack, 2003). 1983 yilinda ilk tiirev olarak SHV-2 enzimi tanimlanmistir. SHV grubu
en ¢ok K. pneumoniae disinda E. coli, P. aeuroginosa, Citrobacter diversus
bakterilerinde de tespit edilmistir (Bradford, 2001).

2.5.1.2. TEM grubu GSBL

Gram (-) bakterilerde en sik bulunan TEM-1 enzimidir. E. coli’ lerin %90’ inda
ampisiline kars1 direnci TEM-1 enzimi olusturmaktadir. TEM-1 en eski plazmid
kokenli enzim olup penisilin, ampisilin ve 1. kusak sefalosporinlere karsi dirence
neden olmaktadir. E. coli ve K. pneumoniae baslica TEM grubu igerirken
Morganella morganii, Enterobacter aerogenes, Salmonella, Proteus mirabilis ve

Enterobacteriaceae ailesinde siklikla tespit edilmektedir (Giir, 2004).

2.5.1.3. CTX-M grubu GSBL

1989 yilinda Almanya’ da CTX-M Escherichia coli’ de ilk kez tespit edilmis
sonralar1 ise Salmonella spp. ve birgok Enterobacteriaceae suslarinda bulunmustur.
Giiniimiiz zamanina kadar 40 CTX-M enzimi belirlenmistir. CTX-M-2, CTX-M-3,
CTX-M-14 en yaygin bulunan enzimler olup plazmid araciligiyla yayilmaktadirlar.
CTX-M hastane infeksiyonu, SHV ve TEM toplum infeksiyonu olarak
bildirilmektedir. (Bonnet, 2006).
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Aminoasit dizilerine gore bes farkl: grupta toplanirlar:

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 ‘6nceden TOHO-1 olarak
adlandirilmistir’ 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 (6nceden 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).

2.5.1.4. OXA grubu GSBL

Aminoasit diziligleri iizerinde olusan evrimlesme sonucunda OXA grubu oksiimino
sefalosporin antimikrobiyallerini sentezleyen genis etki alanina sahip enzim haline
dontigsmiislerdir. 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 direncli, seftazidime duyarl: gruptur (Aubert ve
ark., 21).

2.5.1.5. PER grubu GSBL

Ik olarak Fransa’ da Tiirk olan bir hastadan izole edilmis ve P. aeruginosa susunda
tespit edilmistir. PER-1 enzimi penisilin ve sefasporinleri hidrolize eder, klavulanik
asitle inhibe olur (Nordman, 1993).

2.5.1.6. VEB grubu GSBL

VEB-1 ilk kez Vietnam’ da bir E. coli’ de saptanmistir. Seftazidim, sefotaksim ve
aztreonama yiiksek diizeyde direng gosterirler, klavulanik asit ile inhibe olurlar (Poirl
ve ark., 1999).
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2.5.1.7. GES grubu GSBL

Bu grupta GES-1 vardir. Ilk kez Fransa’ da Enterobacteriaceae ailesinden K.

pneumoniae bakterisinde goriilmiistiir (Poirl ve ark., 2000).

2.5.1.8. Diger gruplandirilmayan GSBLler

BES, BES-1, TLA, TLA-1, TOHO-1, 2, SFO ve IBC gibi genis spektrumlu
sefolosporinleri hidrolizleyebilen GSBLIer tanimlanmistir (Naas ve ark., 2008).

2.5.2. Genislemis spektrumlu beta laktamazlarin klinik 6nemi

Klinik agidan, bakterilerin neden oldugu en biiyiik problem GSBL senteziyle
antibiyotik direncinin olusmasidir. Gram (-) bakterilerde ¢esitli antibiyotiklere karsi
direng artarak yayginlasmakta, tedavi se¢imi de bunu etkilemektedir. Escherichia
coli yenidogan bebeklerde, notropenik kanser hastalarinda ve bu sebeple olusan yan
hastaliklar1 olan ¢ocuklarda ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. GSBL kaynakl
infeksiyonlar bilindigi iizere giiniimiizde uzun yatiglar1 beraberinde insan is giicli
kaybi, yiiksek tedavi masraflar1 olarak da iilke agisindan ekonomik kayiplara yol
acmaktadir (Kim, 2002). GSBL iiretiminin toplum koékenli olarak en ¢ok goriildiigi
Enterobacteriaceae suslari iriner sistem infeksiyonuna neden olmaktadir. GSBL
tireten bakteriler son yillarda menenjit, pnémoni, intraabdominal infeksiyon gibi
hastaliklara neden olmaktadir (Weyrich ve ark., 2012; Chaudhuri ve ark., 2011).

Gram (-) bakteri tespit edildiginde aztreonam ve tim genis spektrumlu
sefalosporinlere karsi bu bakterinin direngli oldugu kabul edilerek tedavi
uygulanmalidir. Bu enzimleri bakterilerde nesilden nesile aktaran veya bakteriler
arast gecigini saglayan plazmidler, direncli olmayan yapininda beta laktam
antibiyotiklere kars1 direngli hale gelmesine neden olmaktadirlar. Laboratuvarda da
klinik agidan GSBLlerin saptanmasinda bakterilerin farkli duyarlilik ve direngleri
onem teskil etmektedir (Bradford, 1994).

Antibiyotiklerin kullaniminda, 6rnegin; dar spektrumlu antibiyotiklerin yeterli
oldugu durumda genis spektrumlu antibiyotigin se¢imi, tedavinin gereksiz
uzatilmasi, antibiyotik duyarlilik olusmasi, tedaviyi degistirmede basarisizliga neden
olmaktadir. Insan saghig1 ve klinik agidan sorunlar ¢oziilmeli ve antibiyotik kontrol

standartlari olmalidir (Akalin, 1999).
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Hastaliklarin ¢ogunlugunun direncgli bakterilerden meydana gelmesi klinik agidan
GSBLlerin 6nemini agiklamaktadir. Giinimiizde Gram (-) bakterilerin direng
sorunlarinin yogunlukla klinik ortam {izerinden arastirilmasi halk sagliginin en
onemli zincirinin oldugunu gostermektedir. Klinik ortamda hastalardan izole edilen
Enterobacteriaceae bakterileri, GSBL {ireterek direng gostermeleri bu calismalarin
daha siklikla yapilmasi gerektiginin gostergesidir. Kan, idrar, burun mukozasi gibi
insan orjinli arastirmalarda direngli bakteri genlerinin bulunmasi insanlarin hasta
olmadan Once bulagsma yollarinin 6nlenmesiyle klinik agidan koruyucu tedavi
amaclanmalidir. Yedigimiz gidalar, toplum hijyeni gibi konularda kisisel temizlik

gibi konular klinik 6ncesi bagvurulmasi gereken en 6nemli yoldur.

2.6. GSBL Tani Yontemleri

Enterobacteriaceae ailesinin GSBL iiretim prevalansinda ki artis, plazmidle kolay ve
cabuk yayilmalari, mortalite artmasi, salgin durumu ve sagaltim basarisizliklar ciddi
Klinik sorunlara yol agmaktadir. GSBLIerin rutin duyarlilik testleri ile tanimlanmasi
giic olmakta ve dogru saptanmalar1 gerekmektedir (Giilay, 2004). Bu durum GSBL
tarama ve dogrulama testlerinin hizli ve giivenilir laboratuvar testleri olarak
yapilmasin1 gerektirmektedir (Samaha-Kfoury ve Araj, 2003). Clinical and
Laboratory Standarts Institute (CLSI) bu testlerin K. oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
E. coli ve P. mirabilis izolatlarnin rutin olarak GSBL {iretiminin tespiti ve
dogrulanmasi standardint olusturmuslardir. Buna gore, disk difiizyon testinde GSBL
iretimi i¢in sefotaksim, seftazidim, sefpodoksim antibiyotiklerine karsi duyarlilik
saptanmalidir. Duyarliliginin azaldigir durumlarda ise disk difiizyon dogrulama testi
uygulanmalidir. CLSI tarafindan Enterobacteriaceae duyarliliklarini belirleyen zon
caplar1 Cizelge 2.5’ de ve GSBL inhibisyon zon gaplar1 ve MIK degerleri Cizelge
2.6’ da verilmistir (CLSI, 2013).
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Cizelge 2.5. Enterobacteriaceae icin belirlenen standart zon ¢aplar1 ve MIK
degerleri (CLSI, 2013)

Antibiyotik disk inhibisyon zon MiK (ug/ml)
Antibiyotik cap1 (mm)
S I R S | R
(Duyarh) | (Orta) | (Direngli)
CTX >26 23-25 <22 <l 2 >4
CTXCLA >31 28-30 <27
CAZ >21 18-20 <17 <4 8 >16
CAZ CLA >26 23-25 <22
CPD >21 18-20 <17 <2 4 >8
CPD CLA

CTX: Sefotaksim, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim, CLA: Klavulanatl

Cizelge 2.6. GSBL tarama testi inhibisyon zon caplar: ve MiK degerleri (CLSI,

2013)
Antibiyotik Inhibisyon zonu (mm) MIiK (ug/ml)
CTX <27 >2
CAZ <22 >2
CPD <17 >8

CTX: Sefotaksim, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim

Fenotipik dogrulama yontemleri Gram (-) bakterilerde GSBL arastirmasinda %100
duyarli sonug verebilen olup olmadigi tartisma konusudur. Tim mikrobiyolojik
calismalarda bunlardan bahsedilmistir. Tablodan da goriildiigii gibi CLSI (2013), sivi
mikrodiliisyon testi ile sefotaksim, seftazidim, seftriakson, aztreonam MIK
degerlerini >2 ug/ml, sefpodoksim MIK degeri >8 pg/ml veya disk difiizyon testinde
sefpodoksim <17 mm, seftazidim <22 mm, seftriakson <25 mm, sefotaksim <27 mm,
aztreonam <27 mm olarak bulundugunda GSBL varlig1 i¢in disk diflizyon dogrulama
testi yapilmasimi onermektedir. Fakat goriildiigli {izere halen disk difiizyon testinde

disklerin merkezden ne kadar wuzak olacaklarinin kesin bir standardi
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bulunmamaktadir. Klavulanik asit iceren antibiyotik diskler piyasada ticari olarak
satilmakta veya CLSI (2013) kurallar1 dogrultusunda laboratuvar kosullarinda
hazirlanabilir. Ongériilen standartlar olgiisiinde klavulanik asit iceren/icermeyen
seftazidim ve sefotaksim diskleri kullanilir. Kombine olan disklerin etrafindaki
zonlara bakildiginda klavulanik asit igerenle icermeyen es diskler arasindaki zonlar

karsilastirildiginda >5 mm fark varsa GSBL iiretiminin var oldugu dngoriilmektedir.

Tanimlama testlerinin temel prensibi genislemis spektrumlu beta laktamazin, beta
laktamaz inhibitorii antibiyotige karsi gosterdigi duyarliliktan yararlanilmasiyla

yapilmaktadir. Su an i¢in bulunan 7 farkli yontem asagidaki gibidir:

I.  Disk taramasi
Il.  Disk tarama konfirmasyonu
[1l.  Sivi mikrodiliisyon ydntemi (MIK)
IV. Etest
V.  Boronik asit
VI.  Ug boyutlu test
VIl.  Otomatize sistemler

2.6.1. Disk taramasi

0,5 McFarland bulaniklik standardi bakteri yogunlugundaki siispansiyonu Mueller
Hinton besiyerine yayilarak, klavulanik asit (10 pg) iceren ve klavulanik asit
icermeyen, seftazidim (30 pg) ile sefotaksim (30 pg) diskleri yerlestirilir. Sonrasinda
bir giin 37°C’ de inkiibasyona birakilir. inhibisyon zonlar1 &lgiilerek klavulanatli ve
klavulanatsiz farklar karsilastirilir. Bu tiirdes diskler arasindaki fark >5 mm olan

suslar, GSBL iiretimi agisindan pozitif olarak kabul edilir (Giilay, 2004).

2.6.2. Disk tarama konfirmasyonu

McFarland 0,5 bulaniklik olarak hazirlanan bakteri stispansiyonu ayni sekilde MHA
besiyerine yayilarak petrinin orta noktasina bir amoksisilin/klavulanik asit diski
(AMC 20/10 ng) ile diskin merkezleri arasinda 30 mm uzaklik olacak sekilde
seftriakson (CRO), seftazidim (CAZ) veya aztreonam (ATM), sefotaksim (CTX),
veya sefpodoksim (CPD) antibiyotik diskleri konulur. 18 saat 37°C’ de inkiibasyon
sonunda, amoksisilin/klavulanik asit diskine dogru sefalosporin veya aztreonam

disklerinin etrafindaki inhibisyon zonunun genislemesi veya arada bakteri

26



tiremesinin  olmadig1 bir etkilesim alan1 bakterinin GSBL {iretim varligini

belirtmektedir (Giilay, 2004).

2.6.3. S1ivi mikrodiliisyon yontemi

Seftazidim ve sefotaksimin MIK degerleri, tekli ve klavulanik asitli olarak bulunur.
MIK degerleri karsilastirildiginda klavulanik asit ortaminda >8 kat azalma oluyorsa

sonug¢ GSBL (+) olarak belirlenir (Gtilay, 2004).

2.6.4. Otomatize sistemler

Bakteriyolojide kullanilan VITEK®MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) ve BD-
Phoenix (Becton Dickinson, Sparks, MD/ABD), Mikro-scan panel test gibi
otomatize sistemler de GSBL iiretimini saptamaktadirlar. Cesitli kurallar1 kullanarak
GSBL iiretimini saptayan bu sistemler karbapenem direngli K. pneumoniae suslari

disindaki tiim penisilinleri, sefolosporinleri ve aztreonami direngli kayit ederler

(Endimiani ve ark., 2010).

2.6.4.1. VITEK®MS (bioMerieux, Marcy I’Etoile/Fransa) cihaz

Calisma prensibi olarak kiitle spektrometresi temelinde mikrobik tanimlama yapan
sistemdir. MASS Spektrometre (MALDI TOF MS; Matriks Yardimcili Lazer
Iyonizasyonlu Kiitle Spektrometresi ‘Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-
Time of Flight Mass Spectrometry’) yontemi protein profilini bakteri hiicrelerinden
cikararak referans bir spekturum ile karsilasgtirma yapmasi {izerine dayali

identifikasyon yontemidir (Rifaat ve ark., 2014).

MALDI; sekerler, peptitler, proteinler gibi biyolojik molekiillerin ve eski
iyonizasyon yontemlerinin kullanilmasiyla pargalanip dagilmaya egilimli olan
dendrimerler ve polimerler gibi organik molekiillerin analizi, kiitle spektromektresi
temelli, hassasiyeti yliksek bir teknolojiye dayandirilarak yapilmasi islemidir
(Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Bu sistem temelinde VITEK®MS cihazinda kullanilmis
ve mikroorganizmalarin lazer 1511 ile parcalanmasiyla proteinlerin kiitle ile orantili

olarak absorbsiyonu sayesinde tanimlanmas1 gergeklestirilmistir.
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Kiitle spektrometre sistemi VITEK®MS cihaziyla, mikrobiyoloji laboratuvarinda
hizli, dogru ve giivenilir bir bakteri tanimlama sonucu almak i¢in kullanimi tercih
edilen bir cihazdir. Cografi olarak farkli izolatlar1, farkli numune kékenleri ve farkl
tiir besiyeri ortamlarinda izole edilen bakterilerin tanimlanmasin1 yapmaktadir.
Tiirlerin 6zellikleri kapsamli olarak cihazin veritabaninda bulunmasiyla 1-2 dk gibi
kisa bir siirede bakterilerin tanimlanmasini gerceklestiren cihazdir (bioMerieux,

2013).

Bu sebeplerle ozellikle klinik olarak c¢alisma alanlarinda hastanelerde,
tiniversitelerde, bakteri tanimlanmasina ihtiya¢ duyulan her tiirlii prosesde

VITEK®MS cihazi kullamimini gorebilmekteyiz.

2.7. Hayvansal Gida Kaynag Kirmz Et

Kirmiz1 et, memeli hayvanlarin viicutlarini saran protein ve yag icerigi bakimindan
zengin kas dokusudur. Tiirkiye’ de kirmizi et denildiginde akla biiyiikbas ve
kiiglikbas hayvanlar olan sigir, dana, koyun, kegi vb. kasaplik hayvanlar gelmektedir.
Bu hayvanlarin derilerinin yiiziilerek i¢ organlarinin ¢ikarilmasi sonucunda geriye
kalan kemikli karkasta kirmizi et olarak yenilebilen kisim bulunmaktadir (Goktan,
1990).

Kirmiz1 etlerin yag orani hayvanlarin beslenmesi, hangi mevsimde kesildigi gibi
faktorlere gore degismekle beraber yaklasik %30 civarindadir. Kas yapisinda,
miyofibril ve sarkoplazmik proteinleri icermektedir. Etin pH” s1 7 civarinda ve su
oran1 %70’ dir. Kirmiz1 et birgok besleyici protein yag ve vitaminler gibi 6geleri
bilinyesinde barindiran vazgecilmez bir gida kaynagidir. Zengin igeriginden dolay:
mikrobiyolojik olarak bircok bakterinin gelisimi kirmizi ette kolaydir (Goktan,
1990).

Etin hijyenik ortamda kesilip kesilmedigi gibi konuda bilgi almanin en dogru yolu
bagirsak kokenli mikroorganizmalarin varligina bakilmasidir. Gida iiretiminde hijyen
ve sanitasyonun indikatorii bu mikroorganizmalardir. Ette indikator olarak
Enterobacteriaceae, E. coli, toplam koliform, fekal koliform sayilart onemlidir.
Bunlar bagirsak orjinli kontaminasyonu gostermektedirler. Enterobacteriaceae
dogada serbest halde yasamasiyla beraber dis ¢evreden gelen kontaminasyonu da

belirtir (Unliitiirk ve ark., 1999).
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Saglikli bir hayvanin kas sisteminde patojen bakteriler bulunmamaktadir. Kesim
sirasinda yenilebilir kirmizi et kismina deri veya hayvanin mide ve bagirsaklarinda ki
mikrofloradan bakteriler kontamine olabilmektedir. Kesim aletleri, insanlar, su ve

toprak da kontaminasyonu destekleyebilir (Goktan, 1990).

2.7.1. Diinya et iiretim ve tiiketiminde gelismeler

FAO’ ya gore 2012-2021 yillar: arasinda, Asya kitasinda et iiriinlerine talepte artis
beklenmektedir (FAO, 2011). 2021 yilina kadar et dretiminde, artisin biyiikbas
hayvan etinde %16, koyun etinde %21 oraninda olacagi ongoriilmektedir.
Gelismekte olan iilkelerde ve diinyada artan niifustan kaynakli et tiretiminin artacagi
ve oniimiizdeki 10 yil boyunca bdyle siirecegi 6ngoriillmektedir. Diinya et ticaretinin
2021 yilina kadar toplamda %1,5 oraninda artis gostermesi beklenmektedir. Diinya’
da et iiretim miktarlar1 Cizelge 2.7° de yer almaktadir (FAO Gida Ongoriileri,
2010/2011). Diinya’ da iilkelerin et tiretim dagilimlari Sekil 2.5 de gosterilmistir
(OECD - FAOQ, 2012).

Sigir eti ve dana eti karkas tretiminin diinyada 65,2 milyon ton, koyun ve kegi eti
karkas tiretiminin ise 13,1 milyon ton olacagi 6ngoriilmektedir. Diinya’ da kisi bagina
et tiiketimi yillik; Brezilya’ da 95,1 kg, Kanada’ da 82,7 kg, AB’ de 77,1 kg, Rusya’
da 58,7 kg, ABD’ de 107,5 kg, Avustralya’ da 91,4 kg’ dir (FAPRI, 2012). Ulkelerin
Kisi basina kirmizi et tiiketimi (kg/kisi), 2010 yili verileri Sekil 2.6° da deginilmistir.

Cizelge 2.7. Diinya’ da et iiretim miktarlar1 (FAO Gida Ongériileri, 2010/2011;

FAO, 2015)
Milyon ton 2008 | 2009 | 2010 |2011 | 2012 | 2013 | 2014 |2015(0) | 2015(D)
Beyaz ve | 279,3 | 283,6 | 294,6 | 297,2 | 302 | 308,5 | 311,8 | 308,3 % -1,1
kirmizi et
toplam tiretim
Dana eti 65,4 | 65 67,5 | 675 | 675 |67,7 |68 67,2 %-1,1
Koyun eti 129 129 |135 [135 |136 |139 |14 13,8 % -1
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Sekil 2.5. Ulkelerin et iiretim durumu bin ton bazinda (FAO istatistik kitabi, 2012).
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Sekil 2.6. Ulkelere gore yillik kirmiz et tiiketimi (kg/kisi) (BMI, 2010).
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2.7.2. Tiirkiye et iiretim ve tiikketiminde gelismeler

Tirkiye’ de 2011 yili sonunda toplam biiyiikbas hayvan sayist 12 483 969 bastir.
Biiyiikbas hayvanlarin dagilimi; sigir sayis1 12 386 337 bas, koyun sayisi 25 031 565
bas olarak kayit altina alinmustir (TUIK, 2012a). Ortalama karkas agirhg sigir
basina 220 kg olarak hesaplanirsa, tiretim yillik toplam kirmizi ette 776 915 ton (sigir
eti tiretimi 644 906 ton, manda eti iretimi 1 615 ton, koyun eti tiretimi 107 076 ton)

olarak gerceklesmistir.

Mayis 2014 TUIK verilerine gore biiyiikbas hayvan sayis1 14 898 533, kiigiikbas
hayvan sayis1 42 372 432 bastir (TUIK, 2014a).

2014 yil1 toplam sigir eti tiretimi 881 999 ton, koyun eti iiretimi 98 978 ton olarak
belirtilmistir (TUIK, 2014b). Cizelge 2.8’ de yillara gore Tiirkiye’ de kirmizi et
iiretimi verilmistir (TUIK, 2012b; TUIK, 2014a; TUIK, 2014b).

Kisi bast hayvan tiiketimi ise iilkeden tilkeye degismektedir. Tiirkiye’ de kisi basina
diisen ortalama kirmizi et tiketimi 2012 yilinda 12 kg/yil dir (FAPRI, 2012).
Tiirkiye’ de et tiiketimi gorildiigii gibi diger {lilkelere gore diisiik kalmaktadir.
Kirmizi et tiketiminin disiikliigiiniin ekonomik nedenlere bagli oldugu
bilinmektedir. Bunun yaninda niifus yapisinda meydana gelen degisimler ve yillik
nifus artisi, tiiketici tercih durumlari, tiiketicinin egitimi, triin kalitesi, dagilima,
etlerin gida hijyen kurallarina uygunlugu, gida ile ilgili reklamlar, saglik sorunlari,
dini inanglar, gelenekler, iklim gibi pek ¢ok etken tiiketimi belirlemektedir (Seker ve

ark., 2011; Ergonil, 2011).

Cizelge 2.8. Tiirkiye’ de kirmizi et iiretimi (ton) (TUIK, 2012b; TUIK, 2014a; TUIK,

2014b).

ET 2008 2009 2010 2011 | 2012 | 2013 2014 2015 *
Kirmizi | 482 443 | 412599 | 780 718 | 776915 | 915845 | 996 155 | 1008 272 | 202 601
Sizr | 370619 | 325286 | 618584 | 644906 | 799 344 | 869292 | 881999 | 184 511
Koyun | 96738 |74633 |135687 | 107076 | 97334 |102943 | 98978 18 090

*: Tk 4 aylik dénem, Ocak, Subat, Mart, Nisan.
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2.8. Diinya’ da Yapilan Calismalar

Guerra ve arkadaslar1 (2003) Almanya’ da 1999-2001 yillarinda yaptigi ¢alismada
sigir, kiimes hayvanlari ve domuzdan Escherichia coli suslarini izole edip antibiyotik
direngliligini fenotip-genotip yontemlerle tespit etmislerdir. Almanya’ da hayvansal

gida iiriinlerinde GSBL {ireten E. coli suslarinin %25 oraninda oldugu belirtilmistir.

Geser ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢alismada, kesimhanelerdeki sigir, koyun,
tavuk ve domuzlardan temin edilen 334 diski 6rnegini, 104 sigir eti ve domuz
kiymas1 6rneklerini GSBL iireten mikroorganizma yoniinden incelemislerdir. Disk1
orneklerinde GSBL iireten enterik mikroorganizmalarin, sigirda %13,7, koyunda
%8,6 oraninda oldugunu belirtmislerdir. Toplamda 91 adet GSBL fiireten enterik
mikroorganizmanin hemen hemen hepsi 89 adetinin E. coli olarak izole edildigini
belirtmislerdir. Diger iki tiplendirmenin ise, 1 adet Citrobacter youngae koyunda ve
diger 1 adet Enterobacter cloacae sigirdan izole edildigini belirtmislerdir.
Kiymalarda ise GSBL iireticisine rastlanmadigini belirtmislerdir. Son zamanlarda
tilkelerde yapilan farkli c¢aligmalarda, ozellikle sigirlarda GSBL  iireten

Enterobacteriaceae suslarinin yaygin oldugunu belirtmislerdir.

Reist ve arkadaslar1 (2013) Isvicre’ de kesimhanelerde yaptiklar1 arastirmada geng
iki yasindan kiicik 517 adet sigirm digkilarinda 48 adet GSBL iireten
Enterobacteriaceae saptamis, bunlardan 46 adet E. coli, 1 adet Enterobacter
cloaceae, 1 adet Citrobacter youngae bakterilerinin oldugunu belirtmislerdir. 48
izolatin 45” i (%93,8) sefuroksim, 1’ i (%2,1) sefoksitin, 28’ i (%58,3) sefotaksim, 2’
si (%4,2) seftazidim, 2’ si (%4,2) sefepimeden izole edilen direngli bakteriler

olduklarin belirtmislerdir.

Saenz ve arkadaslar1 (2001) Ispanya’ da 1997-1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
insan ve hayvan digkilarindan, hayvansal gidalardan 532 adet 6rnekten 474 adet
antibiyotige diren¢li E. coli izole ettiklerini belirtmislerdir. Hasta olan insanlardan
235 adet, en az 3 ay siireli antibiyotik kullanmayan saglikli insanlardan 45 adet diski
ornegi, ayn1 zamanda saglikli hayvanlardan 40 adet tavuk ve 74 adet domuzdan
kesimhanelerde digki 6rnegi alinmis, ayrica 25 adet kopek, 5 adet kedi, 35 adet boga
ve 5 adet attan diski 6rnekleri topladiklarini belirtmislerdir. 69 adet kanatli eti ise

marketlerden temin edilmis. Bogalardan 32 adet E. coli izole edildigini
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belirtmisleridir. Bdylece hesaplandiginda bogalarin digkisindan %91,4 oraninda
antibiyotige direngli E. coli tespit edildigi ¢aligmalarinda goriilmektedir.

Madec ve arkadaslar1 (2008) Mart-Kasim 2006 tarihleri arasinda Fransa’ da
yaptiklar1 c¢alismada, 657 hasta sigir ¢iftlik hayvanindan topladiklar1 diski
numunelerini seftazidim ve sefotaksim takviyeli agar iizerine ekmisler ve 117’ sinde
koloni olusumu oldugunu belirtmislerdir. GSBL test seritleriyle MiK belirlendikten
sonra 52” sinde GSBL veya sefalosporinaz tireticileri tespit edildigini yazmislardir.
Bakteri tiirleri; 41 adet E. coli, 7 adet Acinetobacter spp., 2 adet Pseudomonas
aeruginosa, 1 adet Citrobacter freundii ve 1 adet Hafnia alvei olarak tespit edildigini
belirtmislerdir. 41 adet E. coli’ nin PCR ile gen analizleri sonucunda 17 tanesinin
GSBL iireticisi genlere sahip oldugunu belirtmislerdir. Boylelikle hasta hayvanlarin
digkilarinda 657 tane 6rnekten 17 (%2,6) GSBL iireticisi tespit edildigi belirtilmistir.

Madec ve arkadaglar1 (2008) ayni ¢alismada Mart 2005-Haziran 2006 tarihleri
arasinda 607 saglikli sigirdan aldiklart diski numuneleriyle de ayni c¢alismay1
yapmuglardir. 61 koloni olusumu goriilmiis, sonrasinda 46’ sinda GSBL veya
sefalosporinaz treticileri tespit edildigini belirtmislerdir. Bu bakteriler; 35 adet E.
coli, 8 adet Acinetobacter spp., 1 adet Pseudomonas aeruginosa, 1 adet Enterobacter
cloacae, 1 adet Hafnia alvei olarak dagilim gosterdigini yazmislardir. 35 E. coli’ de
PCR ile gen analizi sonrasinda 25 adetinin GSBL ireticisine sahip oldugunu
yazmislardir. Boylelikle saglikli hayvanlarin 657 adet diski 6rneginden 25 (%4,1)
GSBL iireticisinin tespit edildigini belirtmislerdir.

Hordijk ve arkadaslar1 (2013) Hollanda’ da 1997-2010 yillar1 arasinda dana yavrusu
buzagilardan diski 6rneklerinden izole E. coli bakterisinin GSBL/AmpC genlerinin
sikligi ve molekiiler 6zellikleri iizerinde ¢aligmalarini yapmislardir. 1997 ve 2010
yillar1 arasinda her y1l yaptiklari ¢alismada sefotaksim direngli E. coli sikligi (1997-
2005 ve 2006-2010) yillarinda siirekli olmayan artig trendi gostererek 1998 (%4),
1999’ dan 2010’ a kadar (%39) oldugunu belirtmislerdir.

Rasheed ve arkadaslar1 (2014) Hindistan’ da yaptiklar1 calismada 150 adet farkli gida
gruplarinda 30 sebze salatasi, 30 ¢ig yumurta yiizeyi, 30 ¢ig tavuk, pastorize
edilmemis siit ve 30 ¢ig et numunelerinde, antibiyotige direngli GSBL iireten E. coli
izole ettiklerini belirtmislerdir. E. coli izolatlarinda ilag direnci yiiksek yiizdeler;
sebze salatas1 (%20), ¢ig et (%13,3), ¢ig yumurta yiizeyi (%10) ¢ig tavuk (%23,3) ve
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pastorize edilmemis siitten (%6,7) olarak saptandigini belirtmislerdir. Antibiyotige
direngli E. coli prevelansi tim gida orneklerinde toplamda %14,7 olarak tespit
edildigini belirtmislerdir. Bunlardan ise GSBL iireten E. coli tiim gida 6rneklerinde
toplamda %4 oraninda bulundugunu belirtmislerdir. 30 adet taze koyun eti 6rneginde
metod kurallarina gore yapilan ¢aligmada antibiyotige direncli E. coli 4 adet (%13,3)
iken sonraki asamada GSBL iireten E. coli 1 adet (%3,3) oraninda tespit edildigini

belirtmislerdir.

Petternel ve arkadaslar1 (2014) Avusturya’ da Eylil 2011-Eylil 2012 tarihleri
arasinda 100 adet karisik et kiymasi (dana ve domuz eti) siipermarket ve kasaplardan
temin ettikleri Ornekler {izerinde GSBL iireten Enterobacteriaceae tiirlerini
aragtirmiglardir. Calismalarmin  sonucunda GSBL {ireten Enterobacteriaceae
suslarindan sadece E. coli’ nin tek tiir olarak 20 adet (%20) oraninda izole edildigini
belirtmiglerdir. Ilerisinde genotipik olarak analiz edildiginde bu E. coli izolatlarinda
24 ayr1 GSBL ireten diren¢ modelleriyle karsilasildigini belirtmiglerdir. 18 adet
CTX-M-1, 2 adet CTX-M-4, 1 adet CTX-M-32, 2 adet TEM-52, 1 adet SHV-12

olarak GSBL iireten gen tiplerinin dagilimlarini belirtmiglerdir.

Cavaco ve arkadaslar1 (2008) Danimarka’ da domuzlardan izole ettikleri E. coli
suslarinin  {iglincli nesil genislemis spektrumlu beta laktam sefotaksim cinsi
antibiyotige kars1 direngli olduklarini ve gida amach yetistirilen hayvanlarda bu tip
antibiyotiklerin  mutlaka  veteriner kontroliinde kullanilmalar1  gerektigini
bildirmiglerdir. Hayvanlarin bagirsak florasinda GSBL iireten bakteri genlerinin
varlig1 ve bu genlerinde bakteriler aras1 yatay gecisinin olabilecegini belirtmislerdir.
Hayvandan insana direncli bakteri ve dolayisiyla direncli genlerin gegisinin miimkiin

olabilecegini ifade etmislerdir.

Knothe ve arkadaslari (1983) yaptiklar1 ¢alismada Klebsiella pneumoniae
suslarindan izole edilen plazmid gen aktarim aracinin sefotaksim, sefalosporin,
penisilin ve gentamisine karsi direngleri hassas suslara aktardigini, sefolosporin
direncinin plazmidle yayildigin1 ve son kusak beta laktam antibiyotik direcinin E.

coli’ ye kolaylikla aktarildigini yazmislardir.
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2.9. Tiirkiye’ de Yapilan Calismalar

Arslan ve Eyi (2011) Kasim 2007- Mayis 2008 tarihleri arasinda Bolu’ da yaptiklari
caligmada, 168 adet pareckende 56 sigir eti, 56 si@ir kiyma ve 56 kanath eti
orneklerinde, 72 (%42,9) E. coli izole etmistir. Bunlardan 48 (%66,7) kanatli etinde,
13 (%18,1) dana kiymasinda ve 11 (%15,3) dana etinde GSBL iireten E. coli tespit

edilmistir.

Giindogan ve Avci (2013) Temmuz 2010 ile Mart 2011 tarihleri arasinda Ankara’ da
yapilan calismada ¢ig tavuk but ve ¢ig dana kiyma, ¢ig siit, beyaz peynir ve
dondurmada GSBL iireten mikroorganizma taramasi yapildigini belirtmistir. 50 adet
Klebsiella oxytoca, 45 adet Escherichia coli ve 13 adet Klebsiella pneumoniae GSBL
tirettigi bulunmus, 15 dana kiymasinda E. coli 5 adet (%25), K. pneumoniae 1 adet
(%20), K. oxytoca 4 adet (%30,8) olmak iizere toplamda 10 adet (%26,3) direngli
GSBL (+) olarak tespit edildigini belirtmislerdir.

Mahmood ve Biiylikiinal-Bal (2014) antibiyotik direnci gosteren Enterobacteriaceae
suglarinin hayvan ve insan sindirim sistemleri arasinda in vivo plazmitden kaynakli
gecis olduguna yonelik calisma yapmislardir. Asil konunun bakteri ve plazmit
kaynakli bakteri direncinin hayvanlardan insanlara nasil gecebildigi hususunda
durmuslardir. Ciftlik hayvanlar1 ve temas halindeki ¢iftlik ¢alisanlarindan izole
edilen bakteriler arasindaki diren¢ profillerinin benzer oldugunu belirtmislerdir.
Direkt kanitlarin insan ve hayvanlarla iliskili zoonotik bakterilerin direngle ilgili
plazmitlerin molekiiler metodlarla bulundugunu belirtmislerdir. Antibiyotiklerin
ciftlik hayvanlarinda kullanildigini ve direngli bakterilerin antibiyotik tedavisi almis
ciftlik ¢alisan1 ve ¢iftlik hayvanlarinda varliklar1 hususunda durduklarinm

belirtmislerdir.

Deveci ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 calismada insan idrar Orneklerinden izole
edilen E. coli’ de GSBL prevalansint %13 olarak tespit etmis ve diren¢ oranlarinin

suslarda yiiksek oldugunu belirtmislerdir.
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Gildiiciioglu ve arkadaslar1 (2007) Haziran 2005-Haziran 2006 tarihleri arasinda
yaptiklar1 ¢aligmada yatan ve poliklinikte tedavi géren hastalardan 1 yil siiresince
laboratuvara gonderilen drneklerden hastane ve toplum kaynakli E. coli ve Klebsiella
pneumoniae suslarinda GSBL iiretimini ayrica GSBL {iretim gdsteren ve
gdstermeyen suslarda da diger antibiyotiklere direng oranlarimi arastirmislardir. izole
edilen 672 adet E. coli susunun 193’ iinde (%29), 154 adet K. pneumoniae susunun
75’ inde (%49) GSBL iiretimi tespit etmislerdir. Poliklinik hastalarindan izole edilen
E. coli suslarindan %18’ i ve K. pneumoniae suslarin %30’ u, yatan hastalarda E. coli
susu %47 ve K. pneumoniae susunun %63 GSBL ireticisi olarak dagilim

gosterdigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Calismada materyal olarak kullanilmak tizere alinan numuneler; 110 adet ¢ig et
ornekleri olup 65 adet ¢ig dana eti ve 45 adet ¢ig koyun eti olarak tedarik edilmistir.
Numuneler Ekim-Aralik 2014 tarihlerinde Istanbul ili ve Marmara Bélgesi’ nde
yerlesik diger illerden (Bursa, Tekirdag, Yalova) rastgele olarak gida perakende
sektorli, kasap, market ve kesimhanelerden her biri en az 50 g olacak sekilde

toplanmustir.

Tiam numuneler steril tek kullanimlik kesicilerle alinarak, steril numune torbalarinin
icine yerlestirildi. Alinan numune materyaller sogutuculu gida tasima kabi (AND-
JYA24) ile 4°C’ de saklama kosulu saglanmis kapakl 6zel numune tasima kutusunda

analiz islemlerini baslatmak tizere laboratuvara getirildi.

3.1.1. Kullanilan laboratuvar gerecleri ve cihazlar

Laboratuvar gerecleri ve aletler:

i.  Steril pamuklu ekiivyon gubugu
ii.  Petri (tek kullanimigin 90 mm c¢apta plastik steril iiretim)
iii.  Oze (tek kullanim icin plastik amagli steril {iretim)
iv.  Bek alevi, beherglass, spatiil, nester, pens, alkol, pamuk, kagit havlu.
v.  Sterilize edilmis tuz-su ¢ozeltisi (NaCl, %0,85)
vi. 0,5 McFarland standardinda soliisyon (YouLl, 2014)
vii.  Kapakl: deney tiipleri, tiipliik, magnet baliklar
viii.  Steril filtreli karistirma torbasi (Interscience bag system)
iX.  Otoklav torbasi, steril eldiven (Broche)
X.  Otoklava dayanikli cam sise, 250, 500, 1000 ml’ lik, plastik kapakl:.
xi.  Otomatik Pipet: 1 ml (Rainin)
Xil. 8 uglu otomatik pipet 1 ml (Rainin)
xiii.  Tek kullanimlik steril pipet uglar1 100 pl, 200 ul (Rainin)
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Elektrikli cihazlar

I.  Subanyosu (Niive- ST30)

Ii. Hassas Terazi (AND GF/GX)

iili.  Buzdolab1 (Beko) (4-6 °C)

iv.  Stomacher (Blender easyMIX™) karistirict

v.  Distile su cihazi (GFL)

vi.  Inkiibator (37°C) (Niive-EN500P)
vii.  Otoklav (JSR-JSAX), Numune tasima kutusu sogutuculu (AND-JY A24)
viii.  Mikrobiyoloji kabini (Chemocell LRC X UV)

IX.  Merlin MCNG6 yaziliml bilgisayar (Casper), yazict (hp)

X.  Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Mikroplate Spektrofotometre

Xi.  Isiticili manyetik karigtiric1 (Dragon-Med — 81322102)

3.1.2. Kullanilan besiyerleri ve icerikleri

3.1.2.1. Enterobacteriaceae Enrichment buyyon (EE buyyon)

Enterobacteriaceae spp. ailesi bakterilerinin gelisimini destekleyen igerigiyle segici
bir sivi besiyeridir. EE buyyon (Mossel-7603), gidada ve yemlerde bulunan
Enterobacteriaceae’ nin ekimi ve zenginlestirme islemi i¢in kullanihir. EE buyyon,
Mossel Enterobacteriaceae’ nin biiyiimesini kolaylastirmak i¢in Mossel, Visser ve

Cornelissen tarafindan gelistirilmistir (Mossel ve ark., 1963).

Enterobacteriaceae organizmalari, disiik sicaklhik, alt marjinal 1s1, kurutma,
radyasyon, Kkoruyucu, ya da sanitasyona maruz kalma gibi gida isleme
prosediirlerinde yara almig olabilir. EE buyyon, Mossel hasarli veya yaralanan
hiicrelerin iyilesmesi i¢in zengin bir ortam saglayarak, zenginlestirme suyu olarak
kullanilmaktadir (Hartman ve Minnich, 1981). Enterobacteriaceae gida da onemli
bir olgidiir. Hasarli hiicreler segici ortam iizerinde koloniler olusturmasa bile

yutuldugunda enfeksiyona neden olabilir (Sorrells ve ark., 1970).

Bilesiminde dekstroz, azot, vitaminler ve amino asitler igerir. Cizelge 3.1’ de
igerigine deginilmistir. Ayrica igeriginde sodyum fosfat ve potasyum fosfat
icermesiyle bakteriler gelisirken olusturduklar1 asidi tamponlayarak ortamda ki

olumsuz etkiyi Onler.
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45 g EE buyyon (Mossel-7603) tartilarak 1 L suda siispanse edilir. 100°C’ deki su
banyosunda 30 dk bekletilir. Otoklavlanmaz. Finalde pH: 7,2+0,2 25°C’ de koyu
siyah-yesilimsi renktedir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Toz EE buyyon igerigi

Icindekiler Miktan (g/L)
Kurutulmus dana safrasi 20

Enzimatik jelatin 10

Sodyum fosfat dibazik 8

Dekstroz 5

Potasyum fosfat, monobazik 2

Parlak Yesil 0,015

Sekil 3.1. Su banyosundan sonra kullanima hazir Enterobacteriaceae Enrichment
buyyonun gériiniisii

3.1.2.2. Chromatic™ GSBL agar

Paketinde hazirlanis1 kisminda yazilan prosediir uygulanir. Toz formundaki GSBL
agar (Liofilchem 610629, Italya) 59,2 g/L seklinde tartilarak besiyeri hazirlanr.
Karigimin hizli ve topaklanmamas i¢in 1siticili manyetik karistiricida ¢oziindiiriiliir.
Otoklavda 121°C’ de 15 dk steril edilerek besiyeri hazirlanmis olunur. Steril edilen
besiyeri 50 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra igerisine toz GSBL+AmpC steril
ampiilii  (Liofilchem 81090, italya) eklenir, manyetik karisticida iyicene
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coziindiiriiliir ve ¢ozelti tek kullanimlik steril plastik petri kaplarina dokiilerek
besiyerinin kaliplasmasi beklenir. 4°C’ ye ayarli buzdolabi ortaminda kullanima

kadar muhafaza edilir (CLSI, 2013).

Stomacher torbalarinda 1 giin inkiibasyona birakilan ve EE buyyonda ki olusumlar1
koloni halinde gdzlemleyebilmek amaciyla kullanilan secici agardir. Igerigi Cizelge

3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.2. Toz GSBL agarin igerigi

Icindekiler Miktar (g/L)
Pepton karisimi 43,2

Agar 15
Kromojenik karisim 1

Selektif karigim 0,5

3.1.2.3. Mueller Hinton agar (MHA)

Paket tizerindeki hazirlanis prosediiriine bakilarak, 34 g toz Mueller Hinton agar
(Merck-1.05437) tartilip 1 litre saf su ile karistirilir. Manyetik 1siticili karigtiric
kullanilarak topaklanmasi engellenir. C6zelti otoklavda 115°C” de 10 dk bekletilir.
Steril ¢ozelti 45°C olana kadar sogutulup tek kullanimlik steril plastik petri kaplarina

dokilir. Kullanilana kadar 4°C’ de buzdolabinda muhafaza edilir.

Mueller Hinton agar (CLSI, 2013) yonergesinde kullanilan, hizli bir sekilde bakteri
izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarimi belirlemek i¢in 6ngoriilmiis ve bu islemle

bagdasmus bir agardir. Igerigi Cizelge 3.3° de yer almaktadir.

Cizelge 3.3. Toz MHA igerigi

Icindekiler Miktar (g/L)
Kazein Hidrolizat 17,5
Agar-agar 13

Et Infiizyonu 2,0

Nisasta 1,5
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3.1.2.4. Mueller Hinton buyyon (MHB)

Antibiyotik duyarlilik calismalar1 (MiK-determinasyon) i¢in kullanilan sivi bir
besiyeri ortamidir. Mueller Hinton buyyon (Merck-110293) minimal inhibitor
konsantrasyonunu (MIK) belirlemek icin kullanilir. Mueller Hinton gida ve Klinik
malzemede en sik karsilasilan aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteri testi icin FDA
ve WHO tarafindan tavsiye edilmektedir (CLSI, 2013).

34 g tartilarak 1 L suda ¢oziindiiriiliir. Iyice ¢oziindiiriilmesi i¢in manyetik karistirict

kullanilir. Otoklavda 115°C’ de 10 dk sterilize edilir. pH, 25°C' de 7,4+0,2' dir.

Mueller Hinton igerigi, sigir ekstrakti, kazein, azotlu bilesikler, vitaminler, karbon,
kiikiirt ve amino asidine sahiptir. Nisasta ise, tretilen herhangi toksik metabolitleri

emmek icin ilave edilmistir. Icerigi Cizelge 3.4 de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Mueller Hinton buyyon igerigi

Icindekiler Miktan (g/L)
Kazein hidrolizat 17,5

Et infizyonu 2,0

Misir nisastasi 15

3.1.2.5. Triptik Soy agar (TSA)

TSA (Merck 1.05458) bakterilerin rutin iiretimleri i¢in tercih edilen bir agardir. TSA
deney tiipleri veya petrilere eklendikten sonra zor veya orta diizey gelisim
saglayabilen mikroorganizmalarin gelisimlerini saglamak i¢in kullanilmaktadir. Ozel
amagl bir besiyerdir. igerigi Cizelge 3.5’ de verilmistir. E. coli, Staphylococcus
aeureus, Bacillus suptilis, Klebsiella gibi bakterilerde iireme iyi sonug verdigi igin
kullanilmaktadir. Besiyerinde ki, kazein, soya, organik nitrojen aminoasitler
bakterilere iyi birer besin saglamaktadir. Mikroorganizmalar i¢in besiyeri olarak,
kiiltiirlerin stoklanip korunmasi, ¢esitli ortam ve maddelerden mikroorganizmanin
izolasyonu, plak sayim gibi ¢esitli alanlarda TSA tercih edilmektedir (MacFaddin,
1985; Nash ve Krenz, 1991). Atik ve temiz su, gida analizleri i¢in bir¢ok asama ve
yontemlerde kullanilmaktadir (Eaton ve ark., 1995; Downes ve Ito, 2001).
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Hazirlanmasi, 40 g tartilarak 1 L saf suda ¢oziindiiriilir. 121°C’ de 15 dk
sterilizasyonu saglanir. 25°C” ye diistiigiinde pH: 7,3+0,2' dir. Steril petriye 12,5 ml

aktarilir. Buzdolab1 kosullarinda muhatazasi saglanir.

Cizelge 3.5. Triptik Soy agar (TSA) igerigi

Icindekiler Miktan (g/L)
Peptonlu Kazein 15,0

Peptonlu Soya Fasulyesi 5,0

Sodyum Klorir (NaCl) 5,0

Agar-agar 15,0

3.2. Yontemler

Bu ¢alismada, kirmizi et numunelerinde GSBL iireten Enterobacteriaceae Gram (-)
mikroorganizmalarin  varliklarin1 ~ tespit edebilmek i¢in ISO/DIS 21528-2
(ISO/TC34/SC9) Gida zincirinde mikrobiyoloji tespiti ve Enterobacteriaceae sayimi
igin yatay yontemleri ve boliim 2: Koloni sayim yontemi (Microbiology of the food
chain. Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae.
Part 2: Colony-count method) talimatlar takip edildi. Disk difiizyon, disk difiizyon
konfirmasyonu, antibiyogram dogrulama ve MIK degerleri CLSI (2013) talimatlaria
uyularak test edildi.

Arastirmada CLSI tavsiyeli kontrol suslar1 Escherichia coli ATCC® 25922 GSBL
negatif kontrol ve Klebsiella pneumonieae ATCC® 700603 GSBL pozitif kontrol
suslar1 ~ fenotipik olarak VITEK®MS ile bakterilerin identifikasyonunda

kullanilmastir.

3.2.1. Numunelerin analize hazirlanmasi

Tim analizler, bek alevi ortaminda steril kosullarda c¢alisildi. Numune almak igin
kullanilan kesici, pens ve spatula gibi biitiin araclar dikkatli bir sekilde %96’ ik
etanol (24102 Sigma-Aldrich) igine daldirilarak bek alevinde yakilarak sterilize
edildi.

Laboratuvara analize getirilen numuneler kati1 yapida oldugu igin karot yontemiyle

laboratuvar terazisinde (AND GF/GX Japonya) 25 g olacak sekilde tartildi.
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3.2.2. On zenginlestirme islemi

Steril karistirma torbasi (Interscience, France) kullanilarak, 25 g ¢ig et ve lizerine,
onceden otoklavlanip steril edilen meziir yardimiyla 225 ml Enterobacteriaceae
Enrichment buyyon eklendi. i filtreli karistirma torbasinda agzi kilitli bir yapida, 2
dk stomacher cihazinda siispanse edildi. Siispansiyonlar 37°C' de 18-24 saat
inkiibatorde aerobik kosullarda birakildi.

Sekil 3.2° de tartim islemi ve stomacher cihazi, Sekil 3.3’ de tartim1 yapilmig kirmizi

et numunelerine eklenen EE buyyonun inkiibasyona hazir durumu gosterilmistir.

- -
Sekil 3.2. Tartim islemi ve stomacher cihazi

TSSO
. s

: : 3
Sekil 3.3. Stomacher cihazinda filtreli torba igerisinde siispanse edilmis kirmiz1 et
numunelerinin inkiibasyona hazir hali
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3.2.3. Selektif besiyerine gegisi

24 saat inkiibasyona birakilan et numuneleri inkiibatorden cikarildi (Sekil 3.4). On
zenginlestirme islemi tamamlanan kirmizi etler-EE buyyon siispansiyonundan, 10 pl
hacmindeki steril 6ze ile bir koloni alindi. Alinan koloni oda sicaklhigina ulasmis
Chromatic™ GSBL selektif besiyerine ¢izgiler halinde siiriillerek ekimi yapildu.
Numuneler bu c¢alismada aranilan Enterobacteriaceae Gram (-) bakterilerin
solunumu gdz Oniine almnarak aerobik ortamda 37°C' de 18-24 saat inkiibasyonda
bekletildi.

Inkiibasyondan sonra olusan renklere bakilarak; mavi-yesil koloniler Enterobacter
spp., Serratia spp., Klebsiella spp., kirmizi-pembe-mor rengi koloniler E. coli spp.,
beyaz-sarimtirak renk koloniler Acinetobacter spp. oldugu dogrultusunda renklerine

bakilarak tahmin yiiriitiildii.

Renkleri birbirine karismamis safliga yakin pembe, mavi, beyaz kolonilerden, 6ze
yardimiyla rengin en parlak ve temiz goriildiigii noktadan ornekler alinarak tekrar
Chromatic™ GSBL agar ortamma alt kiiltiirleme yapildi (Sekil 3.5). Numuneler
tekrar aerobik kosullarda 18-24 saat 37°C' de inkiibe edildi. Bu islemin amaci,
saflagtirllmak istenilen koloninin petride karigik halde bulunan diger renkteki
kolonilerden ayirmak ve secici besiyeri ortamma tekrardan inokiile ederek saf

kolonilerin daha fazla tiremesini saglamaktir.

24 saat sonra inkiibasyondan alinan petrilerde, renklerinde saflik goriilen kolonilere
oksidaz negatif testi yapildi. Bu calismada, taramasi yapilacak bakteri tiirii
Enterobacteriaceae Gram (-) oldugu i¢in olusan kolonilere oksidaz negatif testi
yapilarak Gram (-) koloniler tespit edildi. Bunun i¢in mikrobiyolojik oksidaz test
cubuklar1 (Merck, Germany) kullanildi. (Sekil 3.6).
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Sekil 3.4.On zeninléstirilmesi yapilmis kirmizi et numunelerinin gérﬁnﬁnﬁi

Sekil 3.5. Chromatic' " GSBL agarda iireyen pembe, mavi, beyaz kolonilerin alt

kiiltiir gecilmesi islemi

Sekil 3.6. Alt kiiltiire gegilen pembe, mai\)i, beyaz kolonilerin olusumu ve oksidaz
negatif testi
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3.2.4. Disk difiizyonu testi

GSBL siipheli kolonilerin antimikrobiyal duyarliliklari CLSI (2013) talimatina
uyularak test edildi.

Buna gore GSBL siipheli kolonilerin analizleri; sefotaksim (30 ug), seftazidim (30
ug), sefpodoksim (10 pg) diskleriyle (Bioanalyse-Tiirkiye) yapildi.

Chromatic™ GSBL agarda olusan saf koloniden pamuklu ekiivyon ¢ubukla almarak,
steril %0,85 lik 5 ml tuzlu suya (NaCly), siispansiyon yogunlugu 0,5 McFarland
(BBL McFarland Turbidity Standard) (10® kob/ml) olacak sekilde aktarildi.
Siispansiyon yogunlugu dansitometre (DM40-Mettler Toledo) kullanilarak ayarlandi.

Mueller Hinton agar yiizeyine siispansiyon, petrinin heryerine esit yayilacak sekilde
steril pamuklu gubukla siiriildii. 3-5 dk besiyerinin siviy1 absorplamasi igin beklendi

(CLSI, 2013).

Steril pensle sefpodoksim, seftazidim ve sefoktaksim diskleri Mueller Hinton agar
tizerine, antibiyotik disk etrafinda olusacak zonlar birbirini egale etmeyecek sekilde,
disk kullanim talimatlarina ve CLSI (2013) standartlarina uyularak yerlestirilmesi
yapildi.

Antibiyotik diskler, disk merkezleri baz alinarak birbirinden en az 25 mm, petri
kabmin kenarindan ise en az 15 mm uzaklikta olacak sekilde yerlestirildi (CLSI,
2013). Sekil 3.7’ de antibiyotik diskler gosterilmistir.

Disklerin konumlandirildigi petriler 37°C' de 18-24 s inkiibasyonda birakildi ve
inkiibasyon sonrasi disk etrafinda olusan zonlar cetvelle Ol¢iilerek kaydedildi.
Olgiimii yapilan diskler tekrar 24 s inkiibasyona birakilarak olusan zonlarda degisim

olup olmayacagina bakildi.

Direngli bakterilerin disk diftizyonu testiyle belirlenebilmesi igin, 3 ayr1 diskin en az

birinin CLSI (2013) tarafindan 6nerilen zon ¢aplarinda olmasi gerekmektedir.

Antibiyotik disk etrafinda olusan zon c¢aplari, ceftazidim (CAZ) i¢in <17 mm veya
sefotaksim (CTX) i¢in <22 mm ise CLSI (2013) talimatlarina gére, GSBL olabilirligi
dogrultusunda disk difiizyonu konfirmasyonu testine gegildi. CLSI (2013)’ iin GSBL
taramada kullanim Onerisi olan sefpodoksim (CPD) disk de kullanilarak, <17 mm

zon ¢ap1 olusanlar bir sonraki disk diftizyonu konfirmasyonu testine alindi.

46



Sekil 3.7. Kullanilan antibiyotik diskler

3.2.5. Disk difiizyonu konfirmasyonu testi

Enterobacteriaceae’ nin firettigi GSBL enzimi tespiti, CLSI (2013) talimatlarina
uyularak disk difiizyonu konfirmasyonu testiyle gerceklestirilmistir. Antibiyotik es
diskler (klavulanik asitsiz-klavulanik asitli) ayni anda kullanildiginda disklerin
etrafinda olusan zon c¢aplarma bakilarak, GSBL enzimi {retimi tespit
edilebilmektedir.

Disk diflizyonu testi sonucuna gore ayirdigimiz petrilere disk diflizyonu
konfirmasyonu testi uygulamak iizere Mueller Hinton agara uygulanan iglemler ayni
sekilde tekrarlanir (CLSI, 2013).

Mueller Hinton agarl petrilere, genisletilmis spektrum beta laktamaz seti, seftazidim
(CAZ), sefotaksim (CTX), sefpodoksim (CPD) ve bu disklerin 10 ug klavulanik asit
igeren tiirdes diskleri CAZCV, CTXCV ve 1 ug klavulanik asitli disk CPDCV ile
yapildi. (Cizelge 3.6). Diskler 24 s 37°C' de birakildi ve zon gaplar 6lgiildii.

Klavulanik asitsiz-asitli es diskler arasinda, >5 mm fark oldugunda fenotipik olarak
kesin pozitif GSBL iireten Enterbacteriaceae Gram (-) bakteri olarak kabul edildi

(CLSI, 2013). Bir sonraki agsama olan bakterilerin identifikasyonu islemine geg¢ildi.
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Cizelge 3.6. Kullanilan antibiyotik diskleri ve konsantrasyonlari

Antibiyotik disk Kisaltmasi
Seftazidim 30 pg CAZ 30
Sefpodoksim 10 pg CPD 10
Sefotaksim 30 pg CTX 30
Seftazidim 30 pg/klavulanat 10 pug CAZCV
Sefpodoksim 10 pg/klavulanat 1 pg CPD CV
Sefotaksim 30 pg/klavulanat 10 pg CTXCV

3.2.6. VITEK®MS ile identifikasyon

Antibiyotik disk difiizyonu konfirmasyonu isleminden sonra GSBL iireten alt kiiltiir
izolatlari, TSA besiyerine ¢izgi seklinde gegilmistir. TSA’ da olusan kolonilerin
kullanim1 ve identifikasyonu yapilacak alt kiiltiirler taze tretilmis 48 saati
gecmemelidir. Onceden disk difiizyonu konfirmasyonu testi yaparak GSBL iireticisi
varsaydigimiz alt kiiltiirler, VITEK®MS (bioMérieux, Fransa) cihaz ile bakterilerin
tiplendirmesi yapilarak belirlenmistir. Sekil 3.8 de TSA’ da bakteri kolonileri ve
VITEK®MS Kartus kuyucuklarmna siiriilmesi, Sekil 3.9’ da VITEK®MS cihazi ve

kuyucuklardaki bakterinin tiplendirilmesi gosterilmistir.

3.2.7. Antibiyogram dogrulama ve MiK tayini

Antibiyogram dogrulama ve MIK (Minimal Inhibitér Konsantrasyonu) tayini islemi,
Micronaut-S Beta Laktamaz VII Plateleriyle (Merlin Diagnostika), fenotipik tespite
dayanarak, MIK parametreleriyle GSBL varligimin tanimlanmasi islemidir.

TSA’ da olusan koloniler, steril pamuklu ¢ubukla %0,85” lik steril 5 ml tuzlu suda
0,5 McFarland yogunlugu elde edilecek sekilde alindi. Bu ¢ozeltiden 100 pl otomatik
pipetle cekilerek, tiipte 6nceden hazirlanmig 11 ml steril Mueller Hinton buyyona
aktarildi ve siispansiyon vortexlendi. MHB ¢ozeltisinden, 100 pl otomatik pipetle
alinarak her bir plate goziine (96 adet) aktarildi. Platelerin iistii yapiskan ambalajla
kapatilarak 37°C’ de 24 saat siireyle inkiibasyonu yapildi.
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Inkiibasyondan sonra, Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Mikroplate
spektrofotometresiyle (405 nm) okutma islemi yapildi. Sekil 3.10° da platelere
inokiilasyon yapimi ve inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede okutulmasi islemi yer

almaktadir.

MIK verilerin analizi, otomatik olarak MCN6 yazilmi (Sifin, Germany) ile
gerceklestirildi. Otomatik sistem plateleri analiz ederek, sonuglar GSBL pozitif veya
negatif olarak kaydedildi. Boylelikle numunelerin hangi tiir bakteriler i¢erdigi ve bu

bakterilerin GSBL iiretip liretmedikleri yapilan analizler sonucunda belirlendi.

4 S
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Sekil 3.8. TSA’ da olusan koloniler ve VITEK®MS kartus kuyucuklarina siiriilmesi

m Kamera

Sekil 3.9. VITEK®MS cihazi ve kuyucuklarda ki bakterinin tiplendirilmesi
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Sekil 3.10. Platelere inokiilasyon ve inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede
okutulmasi
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4. BULGULAR

Istanbul ili ve Marmara Boélgesi’ nde yerlesik diger illerden (Bursa, Tekirdag,
Yalova) rastgele olarak gida perakende sektorii, kasap, market, sarkiiteri, kurban ve
ticari amagli kesimhanelerden ayrim gozetmeksizin 110 adet (65 dana, 45 koyun)
kirmizi et numuneleri toplanarak, GSBL iireten Enterobacteriaceae Gram (-)
bakterilerin varliklar1 fenotipik yontemlerle incelendi. Genel olarak sonuglar; 23 adet
%20,9 GSBL iireten Enterobacteriaceae Gram (-) mikroorganizma tespit edilmistir.
Enterobacteriaceae suslarinda ki dagilimlar; Escherichia coli (%30), Citrobacter
braakii (%22), Enterobacter cloacae (%17), Klebsiella pneumoniae (%9),
Citrobacter freundii (%9), Serratia fonticola (%4), Kluyvera intermedia (%4),

Moellerella wisconsensis (%4) olarak sonuglanmustir.

4.1. Oksidaz Testi Bulgular:

Bir numune petrisinde ayn1 anda mavi, pembe ve beyaz kolonilerin olusumlari
goriilmiistiir. Olusan saf temiz koloni olusumlari bir sonraki asama olan disk
diftizyon testine gegilebilmesi igin 6ncelikle Merck oksidaz test ¢ubuklar1 kullanim
talimatina uyularak bakteri kolonilerine oksidaz testi yapildi. Testin sonunda 106

adet petride oksidaz (-) sonucu alind1.

4.2. GSBL Tarama Bulgulari

CLSI (2013) talimatlarina uyularak, 106 adet oksidaz (-) sonucu alinan kolonilere
yapilan antibiyotik disk difizyonu ve disk difiizyonu konfirmasyonu testleri
sonucuna gore 60 adet petrinin GSBL iireten Enterobacteriaceae Gram (-)

mikroorganizmaya sahip olduklari fenotipik olarak bulunmustur.
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4.3. VITEK®MS ile Tiplendirme Bulgular

VITEK®MS (bioMérieux, France) cihazi ile 60 adet GSBL iireten
Enterobacteriaceae Gram (-) mikroorganizmalarin  Kimlikleri  belirlenmistir.
VITEK®MS cihaz ile tiplendirilen Enterobacteriaceae Gram (-) suslar; Escherichia
coli, Citrobacter braakii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
freundii, Serratia fonticola, Kluyvera intermedia, Moellerella wisconsensis,
Enterobacter amnigenus, Enterobacter cancerogenus, Obesumbacterium proteus,
Hafnia alvei, Morganella morganii, Acinetobacter baumannii complex, Myroides
odoratimus olarak belirlenmistir. 60 adet GSBL iireten bakterinin VITEK®MS ile

tanimlanmasi ve kantitatif bulgu sayilar1 Sekil 4.1° de verilmistir.

® Bakteri sayisi (log cfu)

Sekil 4.1. VITEK"MS ile kolonilerin tiplendirilmesi ve dagilimlar
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4.4. Antibiyogram Dogrulama ve MiK Tayini Bulgular

Disk difiizyonu konfirmasyonu testine gore 60 adet GSBL iireten Enterobacteriaceae
Gram (-) bakterinin MIK parametreleriyle yapilan antibiyogram testi sonucuna gore

23 adet petrinin kesin GSBL pozitif oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak; 110 adet numunede 23 adet %20,9 oraninda kesin GSBL iireten

Enterobacteriaceae Gram (-) mikroorganizma varlig1 sonucuna ulasilmistir.

Cizelge 4.1’ de izole edilen direngli Enterobacteriaceae tiirleri ve GSBL (+)
dagilimlar1 verilmistir. Sekil 4.2 de ise kirmizi et numunelerinde disk difiizyonu
konfirmasyonu ve MIK testi sonuglarmin karsilastirmali grafiksel gosterimi

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Izole edilen direngli Enterobacteriaceae tiirleri ve GSBL dagilimlari

VITEK®MS Bakteri Tiplendirmesi | Disk difiizyonu | MiK testi Bakterilerin
konfirmasyonu | GSBL (+) | metodlar arasi
sayisi sayisi GSBL (+) etkma
(n=60) (n=23) oram (%)
Escherichia coli 11 7 63,6
Citrobacter braakii 6 5 83,3
Enterobacter cloacae 21 4 19
Klebsiella pneumoniae 2 2 100
Citrobacter freundii 2 2 100
Serratia fonticola 1 1 100
Kluyvera intermedia 2 1 50
Moellerella wisconsensis 1 1 100
Enterobacter amnigenus 1 0 0
Enterobacter cancerogenus 1 0 0
Obesumbacterium proteus 2 0 0
Hafnia alvei 5 0 0
Morganella morganii 1 0 0
Acinetobacter baumannii complex 3 0 0
Myroides odoratimimus 1 0 0
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Disk difiizyonu konfirmasyonu ve MiK
testi sonuclarina gore GSBL ureten
bakteriler

@ Disk difiizyonu konfirmasyonu testi sonucuna gore direncli GSBL iireten bakteri sayisi

i Antibiyogram dogrulama ve MiK tayini sonrasi kesin GSBL iireten bakteri sayisi
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Sekil 4.2. Kirmiz1 et numunelerinde disk difiizyonu konfirmasyonu ve MiK testi
sonuclarinin grafiksel gosterimi

Kirmizi etlerde 23 adet (%20,9) GSBL pozitif saptanan tiirlerde 6 tanesi (%26,1) ¢ig

koyun etinde ve 17 tane (%73,9) ¢ig dana etinden izole edilmistir.

Kirmizi et tiirleri arasindaki dagilimlar su sekildedir: Cig koyun etinde; Escherichia
coli (n=2; %33,3), Citrobacter braakii (n=1; %16,7), Klebsiella pneumoniae (n=1;
%16,7), Serratia fonticola (n=1; %16,7) Moellerella wisconsensis (n=1; %16,7). Cig
dana etinde; Escherichia coli (n=5; %29,1), Citrobacter braakii (n=4; %23,5),
Enterobacter cloacae (n=4; %23,5), Citrobacter freundii (n=2; %11,8), Klebsiella
pneumoniae (n=1; %5,9), Kluyvera intermedia (n=1; %5,9).

Cizelge 4.2° de GSBL (+) numunelerin disk difiizyonu konfirmasyonu zon caplari ve
MIK degerleri kirmiz1 et tiirlerine gére verilmistir. Cizelge 4.3> de dana ve koyun
etinde GSBL yiizde dagilimlari, Sekil 4.3’ de yiizdesel genel dagilim grafigi, Sekil
4.4> de GSBL kirmizi et numunelerinin tiirlerine gére dagilim sayilar1 grafiksel

olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2. GSBL (+) numunelerin antibiyotik disk konfirmasyon zonlar1 (mm), antibiyogram dogrulama ve MIK (ug/ml) sonuglar

No | Kirmmz1 | Bakteri tipi CAZ | CAZ | CTX | CTX | CPD | CPD |[CAZ |CAZ |CAZCV | CTX |CTX |CTXCV
et tiirii ZON | CV | ZON | CV | ZON | CV MIK | MIK MIK | MiIK
1 Dana E. cloacae 22 26 23 26 16 17 ? - =8/4 ? - =8/4
2 Koyun Serratia fonticola 26 27 27 28 20 23 S <=1 | <=0,25/4 R =128 | <=0,25/4
3 Dana Escherichia coli 18 25 13 28 0 21 S 32 <0,25/4 R >128 | <0,25/4
4 Koyun K. pneumoniae 21 30 15 31 13 21 R 16 =4/4 R 128 =4/4
5 Koyun M. wisconsensis 19 28 22 32 14 21 R 128 - R 32 =0,5/4
6 Dana C. freundii 24 25 24 25 16 20 S 2 1 R 16 =8/4
7 Dana C. braakii 22 22 15 25 16 20 R 64 | <=0,25/4 R 128 =16/4
8 Dana K. intermedia 21 22 20 22 18 20 S <=1 | <=0,25/4 S <=1 | <=0,25/4
9 Dana Escherichia coli 15 27 10 28 10 16 R 128 | <=0,25/4 R >128 | <=0,25/4
10 | Dana Escherichia coli 11 29 25 27 10 13 R 128 | <=0,25/4 S <=1 | <=0,25/4
11 | Dana Escherichia coli 12 18 10 19 7 9 R =64 =2/2 R >128 =4/4
12 | Dana C. freundii 18 24 19 22 14 16 R =64 =8/4 R =32 =4/4
13 | Dana E. cloacae 20 12 10 9 - - S = >32/4 R =32 >8/4
14 | Dana C. braakii 9 18 17 24 14 16 R >128 =8/4 R =128 =8/4
15 | Dana C. braakii 22 14 25 26 16 18 R =64 =8/4 R = =1/4
16 | Dana K. pneumoniae 16 25 10 24 7 9 R =32 - R >128 =4/4
17 | Dana C. braakii 23 31 10 28 13 16 R =16 =2/4 R >128 =8/4
18 | Dana E. cloacae 21 26 21 27 18 19 R =128 =4/4 R =128 >32/4
19 | Dana Escherichia coli 15 25 9 25 7 10 R >128 | =0,5/4 R >128 | =0,5/4
20 | Dana E. cloacae 16 22 16 22 6 9 R =64 - R >128 -
21 | Koyun Escherichia coli 19 14 27 23 17 19 R =64 =16/4 R 32 =8/4
22 | Koyun Escherichia coli 22 31 21 24 17 18 R =128 | =32/4 R =64 =4/4
23 | Koyun C. braakii 20 27 25 31 18 20 R =128 | <=0,25/4 R =64 -

R=Direncli, S=Duyarh
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Cizelge 4.3. Dana ve koyun eti GSBL verileri ve Enterobacteriaceae tiirlerinde
yiizdesel dagilimlar

110 numunede sonuclara gore
Toplam GSBL

(n=23; %20,9)

Cig Koyun Eti
(n=6; %26,1)

Cig Dana Eti
(n=17; %73,9)

GSBL ¢ikan bakteriler arasindaki %

dagihimlar

Koyun etinde izole
edilen bakterilerin %
dagilimlari

Dana etinde izole
edilen bakterilerin %
dagilimlari

Escherichia coli (n=7; %30) (n=2; %33,3) (n=5; %29,1)
Citrobacter braakii (n=5; %22) (n=1; %16,7) (n=4; %23,5)
Enterobacter cloacae (n=4; %17) - (n=4; %23,5)
Klebsiella pneumoniae (n=2; %9) (n=1; %16,7) (n=1; %5,9)
Citrobacter freundii (n=2; %9) - (n=2; %11,8)
Serratia fonticola (n=1; %4) (n=1; %16,7) -

Kluyvera intermedia (n=1; %4) - (n=1; %5,9)
Moellerella wisconsensis | (n=1; %4) (n=1; %16,7) -

Kirmizi etlerde GSBL lireten
Enterobacteriaceae turlerinin %
dagihmi

Sekil 4.3. Kirmizi etlerde GSBL iireten Enterobacteriaceae genel dagilimi
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Dana ve koyun etlerinde GSBL ureten
Enterobacteriaceae turlerinin dagilimi

EGSBL toplam sayisi DO Dana etinde sayisi B Koyun etinde sayisi

Sekil 4.4. GSBL iireten Enterobacteriaceae suslarinin kirmizi et tiirlerinde
dagilimlari

GSBL iireten suslara ulagsmak i¢in bir¢ok analiz yapildi. Chromatic™ GSBL agar
ortamma inokiilasyon ile numunelerdeki bakteriler mavi, pembe ve beyaz renkli
koloni olusumlariyla kiiltiir ¢alismalar1 sonuglanmistir. Kirmizi et numunelerinden
izole edilen 23 adet kesin GSBL iireten Enterobacteriaceae Gram (-) bakterilerden, 6
farkli tiirtin 2° serli olarak aym 3 adet kirmizi et numunesinden izole edildigi
goriilmistiir. Sekil 4.5’ de ayn1 numuneden izole GSBL iireten Enterobacteriaceae

suslar1 verilmistir.
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e Citrobacter braakii
» Citrobacter freundii

* Escherichia coli
» Citrobacter freundii

* Escherichia coli
 Enterobacter cloacae

Sekil 4.5. Ayni numuneden izole GSBL iireten Enterobacteriaceae suslari
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5. TARTISMA VE SONUC

Antibiyotik direnci; patojen mikroorganizmalarin antibiyotik kullanimma karsin
iireyebilmeleri ve hastalik yapabilmeleri durumu olup, toplum sagligini tehdit eden
en Oonemli unsurlardan biridir (Yiice, 2001). Yaygin olarak insanlarda hastaliklara
neden olan Gram (-) enterik bakteriler 6zellikle; Klebsiella spp., ve Escherichia coli
basta olmak iizere Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii” dir. Bu
bakterilerin yiiksek diizeyde direngli suslari, diinyanin her yerinde dikkat gekici

siklhikta saptanmaktadir.

Gram (-) bakterilerde en sik saptanan direng mekanizmalari antibiyotikleri
pargalayan enzimlerin iiretimidir. En sik ve 6nemli direng mekanizmasi, beta laktam
halkasini hidrolize eden bakterilerin genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)
enzimi treterek beta laktam antibiyotiklerin biiyiik ¢ogunluguna direng gelistirerek
bu grup antibiyotikleri inaktive edebilen beta laktamaz enzimi dretimidir (Celebi ve
ark., 2009; Yetkin ve ark., 2006; Giiler ve ark., 2008).

GSBL, karbapenemler ve sefamisinler haricindeki tiim beta laktam antibiyotikleri
inaktive eden, fakat beta laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe olan beta
laktamazlardir (Rahal, 2000). Ulkemizde ¢ogunlukla bu konuda yapilan arastirmalar
hastane ve toplumsal kaynaklidir (Giidiiciioglu ve ark., 2007; Deveci ve ark., 2010).
Ancak, gidalar kaynakli ¢alismalar yeterli degildir. Buna karsin insanlarda olusan
antibiyotik direncinin hayvansal kaynakli gidalardan kaynaklanabilecegi konusunda
yurt disinda ¢ok sayida ¢alismalar yapilmistir (Petternel ve ark., 2014; Rasheed ve
ark., 2014; Geser ve ark., 2012; Guerra ve ark., 2003). Buna karsin iilkemizde ise bu

konuda ¢alisma planlanmis ancak kesin sonuca gidilememistir.
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Bu arastirmada; hayvansal gida kaynagi olan kirmizi et 6rneklerinde Tiirkiye’ de ilk
defa, antibiyotik disk difiizyonu ve disk difiizyonu konfirmasyonu testleri disinda
daha ileri asama olan antibiyogram dogrulama ve Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) degerleri saptanmustir. Ayrica kiiltiir ydntemiyle saptanan
mikroorganizmalarin  tiplendirilmesi i¢in VITEK®MS cihazi  kullanilmustur.
VITEK®MS methodu MALDI-TOF MS yéntemiyle mikroorganizmalarm
tiplendirilmesinde %99,9 oraninda basarili bir sonu¢ vermektedir. Sonugta kirmizi

etlerde GSBL iireten Enterobacteriaceae suslarinin belirlenmesine ¢aligilmistir.

Ulkemizde ¢ig kirmizi etlerde antibiyotige direng gosteren GSBL iireten
Enterobacteriaceae suslari lizerine ¢alismalar ¢ok az sayidadir (Arslan ve Eyi, 2011;
Gilindogan ve Avci, 2013). Bu calismalarda sadece antibiyotik disk difiizyonu ve
antibiyotik ¢ift disk sinerji metotlar1 kullanilmis ancak antibiyogram dogrulama ve

MIK degerleri analizleri yapilmamustir. Bu nedenle sonuglar tartismalidar.

Ulkemizde ¢ig kirmizi ette GSBL iireten bakteri suslarmin incelenmesi yakin
donemlerde 6nem kazanmistir. Diinya’ da ise ¢ogunlukla ¢iftlik hayvanlarinin diski
ornekleri lizerinde calisilmis ve genis capli olmasa da ¢ig kirmizi et {izerinde de
calisilmigtir.  Ayrica antibiyotik kullanimindan dogan direngli bakterilerin
tiplendirilmesi, yillara gore iilkelerdeki degiskenlik gdsteren prevelanslari, hangi
genlerin direng gosterdigi incelenmistir (Hordijk ve ark., 2013; Reist ve ark., 2013;
Geser ve ark., 2012). Ancak bu calismalarda, kirmiz1 et drnekleri {lizerinde yapilan
incelemelerde kirmizi etlerin tiirlerine gore g¢esitlendirilmemesi ve numune
sayilarinin az tutulmasi bu gida grubundaki GSBL iireten Enterobacteriaceae Gram

(-) suslar hakkinda kapsamli bilgi veremedigi goriilmektedir.

Gida amagl iiretilen ¢iftlik hayvanlarinin bagirsak floralarindaki direngli bakterilerin
fenotipik ve genotipik yapilari insanlarin intestinal florasindaki bakterilere benzerlik
gosterip gostermedikleri lizerinde arastirmalar yapilmistir (Mahmood ve Biiyiikiinal-
Bal, 2014). Ciftlik hayvanlarinda asir1 kullanilan antibiyotikler, hayvanlarin bagirsak
florasindaki bakterileri direncli hale getirerek kesim asamasinda ve etin {iretiminde
gidaya gecgebilmektedir. Bu durum toplum sagligini tehdit etmektedir (Jensen ve ark.,
1999; Harada ve Asai, 2010; Jong ve ark., 2011).
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Et {iretimi amaciyla besiye alinan hayvanlarda canli agirligi artirmak amaciyla
antibiyotik kullanimi, ayrica veteriner kontrolii disinda tedavi amaciyla da
antibiyotik kullanimi hayvanlarin bagirsak florasinda GSBL {ireten bakterilerin
olusumuna neden olabilecegi bildirilmektedir (Gyles, 2008; Hendriksen ve ark.,
2008; Ammor ve ark., 2007).

Bu ¢alisma iilkemizde ilk defa dana ve koyun etlerinde 1ISO/DIS 21528-2 belirtilen
analiz metotlar1 kullanilarak GSBL analizleri yapilmistir. On zenginlestirilmis
numunelerin GSBL agarda koloni olusumlar1 gortildiikten sonra disk difiizyonu, disk
difizyonu konfirmasyonu testleri CLSI (2013) yonergelerine gore yapilmistir.
Devaminda VITEK®MS ile koloniler tiplendirilmistir. Antibiyogram dogrulama
isleminde izolatlarin antibiyotiklere kars1 olusturdugu MIK diizeyleri 6lciilmiistiir.
Sonugta 110 adet kirmizi et numunelerinden 23 adet kesin GSBL iireten Gram (-)
Enterobacteriaceae izolatlar1 elde edilmistir. Ancak, disk difiizyonu konfirmasyonu
yaklagimli analizleri ile baslangigta 60 adet slipheli potansiyel GSBL iireten izolatlar
belirlenmistir. Disk difiizyonu testi ve disk diflizyonu konfirmasyonu testleri %100
kesin sonuglar vermemektedir. Bu nedenle, bu tip testlerin devami olarak sivi
mikrodiliisyon yontemiyle antibiyogram dogrulamasi ve MIK tespitleri yapilmistir.

Bu analizin dogru sonuca ulasmada zorunlu oldugu bu ¢alismada gosterilmistir.

Ulkemizde kirmiz1 et iizerinde yapilan GSBL arastirmalarina bakildiginda; Arslan ve
Eyi (2011), Giindogan ve Avci (2013) iki calismada antibiyotik disk diflizyonu ve
cift disk sinerji testlerini uygulayarak kirmizi etlerde GSBL iireten
Enterobacteriaceae suslarini aragtirmislardir. Arslan ve Eyi (2011), calismalarinda
13 adet (%18,1) dana kiymasinda ve 11 adet (%15,3) dana etinde GSBL iireten E.
coli tespit etmislerdir. Giindogan ve Avci (2013), 15 dana kiymasinda E. coli 5 adet
(%25), K. pneumoniae 1 adet (%20), K. oxytoca 4 adet (%30,8) olmak iizere
toplamda 10 adet (%26,3) direncli GSBL iireticisi tespit edildigini belirtmislerdir.
Calismalarinda metodlar1, antibiyogram ve MiK analizleriyle tamamlamadiklari i¢in
sayisal verilerin daha az olabilecegi ve bakteri tiirlerinin sadece E. coli ile sinirli
kalmayacagi tartigilabilir. Giindogan ve Avci (2013) calismalarinda kirmizi ette
Enterobacteriaceae suslari E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca olarak 3 farkli tiir
dagilimi gosterdigini belirtmislerdir. Bu tezdeki calismada ise disk difiizyonu
konfirmasyonu testi sonrast VITEK®MS ile yapilan identifikasyonda 15 farkh

Enterobacteriaceae susu kirmizi etlerde tespit edilmistir (bkz. Cizelge 4.1).
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Uluslararasi ¢alismalarda kirmizi et iizerine GSBL aranmasi konusunda fazla ¢alisma
bulunamamistir. Daha ¢ok c¢iftlik hayvanlarmin digkilarinda bu arastirmalar
yapilmistir. Yapilan bu calismalarda GSBL {ireten Enterobacteriaceae tiirleri
arasinda en ¢ok E. coli bulunmustur (Reist ve ark., 2013; Saenz ve ark., 2001;
Madec ve ark., 2008; Hordijk ve ark., 2013; Geser ve ark., 2012). Bu tezdeki
calismada siklig1 en yiiksek goriilen GSBL iireten Enterobacteriaceae fenotipi E. coli
(%30) olarak tespit edilmistir.

Saenz ve arkadaslar1 (2001), antibiyotik disk testlerini kullanarak c¢alismalarini
tamamlamiglardir. Bogalarin digkilarindan 32 adet (%91,4) oraninda antibiyotige
direngli E. coli tespit edildigi ¢alismalarinda goriilmektedir. O yillardan giiniimiize
antibiyotik duyarlilik testleri iizerinde gelismeler ilerlemesine karsin yapilan
calismalarda metot olarak bir asama kaydedilemedigi goriilmektedir. Ayrica
giiniimiize kadar ciftlik hayvanlarinda var olan bu antibiyotige direncli bakterilerin
Oneminin farkina girilememis ve yayginlasmasinin Oniline gecilememistir.
Uluslararasi isbirligi kurularak halk sagligi ig¢in 6zellikle gida amagl iiretilen ¢iftlik
hayvanlarinda antibiyotige direngli bakterilerin izlenmesi, 6nlenmesi, hayvandan

hayvana ve hayvandan insana bulagarak yayginlasmasinin dniine gecilmelidir.

Rasheed ve arkadaslari (2014), antibiyotik disk difiizyonu ve disk diflizyonu
konfirmasyonu testlerini kullanarak 30 ¢ig koyun eti numunesinde ¢alismiglardir.
Metod kurallarina gore sirasiyla yapilan ¢alismada antibiyotige direncli E. coli 4 adet
(%13,3) iken sonraki disk difiizyonu konfirmasyonu testi asamasinda GSBL iireten
E. coli 1 adet (%3,3) oraninda tespit edildigini belirtmislerdir. Antibiyotik disk
difiizyonu konfirmasyonu testi devaminda fenotipik yontemlerle GSBL arastirmasina
devam edilmemistir. Bu 1 adet E. coli’ nin ise MIK verilerine gore kesin GSBL ¢1kip

cikmayacagi ise test edilmemigtir.

Geser ve arkadaglari (2012), diski O6rneklerinde GSBL iireten enterik
mikroorganizmalarin, sigirda  %13,7, koyunda %8,6 oraninda oldugunu
belirtmislerdir. Toplam 91 adet GSBL iireten enterik mikroorganizmanin 89 adetinin
E. coli olarak izole edildigini belirtmislerdir. Diger iki tiplendirmenin ise, 1 adet
Citrobacter youngae koyunda ve diger 1 adet Enterobacter cloacae sigirdan izole
edildigini belirtmislerdir. Kiymada ise GSBL f{ireten enterik mikroorganizmanin

bulunmadigini belirtmislerdir. Bu tezdeki calismada kirmizi etlerde GSBL iireten
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Enterobacteriaceae suslar1 bulundu. Ayrica bu g¢alismada GSBL iireten 8 farkli
bakteri tiirii izole edilmistir (bkz. Sekil 4.3).

Madec ve arkadaslar1 (2008), 657 drnekten GSBL test seritleriyle MIK degerlerini
belirledikten sonra 52° sinde GSBL veya sefalosporinaz iireticileri tespit edildigini
yazmiglardir. Bakteri tiirleri; 41 adet E. coli, 7 adet Acinetobacter spp., 2 adet
Pseudomonas aeruginosa, 1 adet Citrobacter freundii ve 1 adet Hafnia alvei olarak
tespit edildigini belirtmislerdir. 41 adet E. coli’ nin PCR ile gen analizleri sonucunda
17 (%2,6) GSBL fiireticisi tespit edildigi belirtilmistir. Burada goriildigi gibi
kesinlikle tek basina disk difiizyon ve GSBL E-test ¢ubuklari yeterli olmayip dogru

bir sonug verecegi de tartismaya agiktir.

Guerra ve arkadaslar1 (2003), Escherichia coli suslarini izole edip antibiyotik
direncliligini fenotip-genotip yontemlerle tespit etmislerdir. Almanya’ da hayvansal
gida triinlerinde GSBL iireten E. coli suslarinin %25 oraninda oldugu belirtilmistir.
Bu tezdeki ¢aligmada da E. coli kirmizi etlerde %30 oraninda ¢iktigi i¢in paralellik

gostermektedir.

Mahmood ve Biiylikiinal-Bal (2014) antibiyotik direnci gosteren Enterobacteriaceae
suglarinin hayvan ve insan sindirim sistemleri arasinda in vivo plazmit kaynakl gecis
olduguna yonelik calisma yapmislardir. Ciftlik hayvanlar1 ve temas halindeki ¢iftlik
calisanlarindan izole edilen bakteriler arasindaki direng profillerinin benzer oldugunu
belirtmislerdir. Direkt kanitlarin insan ve hayvanlarla iliskili zoonotik bakterilerin
direngle ilgili plazmitlerin molekiiler metotlarla bulundugunu belirtmislerdir.
Antibiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinda kullanildigin1  ve direngli bakterilerin
antibiyotik tedavisi almis ¢iftlik ¢alisan1 ve ¢iftlik hayvanlarinda varliklar1 hususunda
durduklarini  belirtmislerdir. Bu hususlara bakildiginda gida hayvanlarinin
diskilarindan izole edilen bakteri tipleriyle ¢ig dana ve koyun etlerinden izole edilen

bakterilerin farklt olmamasi1 durumunu agiklamaktadir.

Knothe ve arkadaslart (1983), yaptiklari calismada Klebsiella pneumoniae
suslarindan izole edilen plazmid gen aktarim aracinin, direngleri hassas suslara
aktardigini, plazmidle yayildigin1 ve son kusak beta laktam antibiyotik direncinin E.
coli’ ye kolaylikla aktarildigin1 belirtmislerdir. Bu tez caligmasinda; Citrobacter
freundii-Citrobacter braakii, E. coli-Citrobacter freundii, E. coli-Enterobacter

cloacae ayni numuneden izole edilen farkli direngli kolonilerdi. Ayni etten izole
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edilen iki ayr1 bakteri ¢esidinin de direngli ve GSBL iiretici 6zellikte ¢ikmasi, Knothe
ve arkadaslarmin yaptiklart ¢alismada direncin plazmidle E. coli’ ye kolaylikla
aktarildigin1  belirtmeleri, bu durum hakkinda fikir vermekte ve benzerlik
gostermektedir. E. coli’ nin iki numunede de bulunmasi, ayni ortam popiilasyonunda
bakteri  konjugasyon  aktarimiyla  plazmid  gegisinin de  olabilirligini

distindiirmektedir.

Kirmizi et tim Diinya’ da ve Tiirkiye’ de insanlarin vazge¢emedigi bir gidadir.
Besleyici degeriyle, tadiyla kokusuyla, Tiirk Mutfagi’ nda ve Kurban Bayrami’ nda
biiyiikbas ve kiiciikbag hayvanlarin kesilerek ibadet edilmesiyle kirmizi et tiiketimini
vazgecilemez kilmistir. Hayvanlarda anabolik amagli antibiyotiklerin bilingsizce
kullanilmas: halk sagligmni tehdit etmektedir. Insanlarda antibiyotige direncli
bakterilerin izole edilmesi, bakteri popiilasyonun canliliklarini siirdiirme istegiyle
beraber, hastanelerde antibiyotik tedavilerinde karsilasilan giigliikler bilinmektedir.
Diinya’ da ve Tiirkiye’ de veteriner ve gida alaninda yeni mevzuatlar olusturularak
ve daha genis capli caligmalar yapilarak GSBL {ireten enterik bakterilerin 6nlenmesi

hedeflenmelidir.

Bu c¢aligmada, incelenen koyun ve dana et Orneklerinin GSBL iireten
Enterobacteriaceae fenotipleri ile bulas olduklari ve halk sagligi bakimindan risk
olusturduklar1 belirlenmistir. GSBL iireten enterik bakteriler ve bu tip enzimleri
kodlayan genetik materyallerin yalniz klinik ve toplumsal kaynakli degil, aym
zamanda gidalarin da yayilmalarinda potansiyel rezervuarlar olduklar1 gériilmiistiir.
Ulkemizde gida giivenligi kurallar1 icerisinde patojen bakterilerle ilgili birgok
mevzuat bulunmaktadir. Fakat gidalarda GSBL {ireten mikroorganizmalar hakkinda
tanimlamalar, kurallar, yasaklar, riskler, gidada {iretimden tiikketimine kadar
uygulanmas1 gereken Onlemler hakkinda higbir yasal mevzuat bulunmamaktadir.
Yetkili makamlarin bu konuda en hizli sekilde birimlerini olusturup gida giivenligi
ve halk sagligi agisindan ¢alismalarini sunarak bu konuda yeni mevzuatlar ortaya

koymalidirlar.
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