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GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ (GSBL) URETEN
ENTEROBACTERIACEAE TURLERININ SUTLERDEKI PREVELANSI VE
ANTIBIYOTIK DIRENCLILiK DURUMLARININ INCELENMESI

OZET

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) penisilin, sefalosporin ve
monobaktamlar gibi beta laktam antibiyotikleri hidrolize edebilme yetegine sahip
enzimlerdir. Ozellikle GSBL iireten Gram negatif enterobakterilerin hayvansal
gidalardaki artan yayilimi gida giivenligi ve halk saglig1 acisindan Diinya genelinde
onemli bir sorun haline gelmistir. Bu calisma Istanbul ili ve gevre bolgelerden
toplanan 135 adet ¢ig siit 6rneginde GSBL-iireten Enterobacteriaceae familyasi iiyesi
bakterilerin  varliklarm1 = arastirmak ~ amacglanmistir.  Ornekler  sirasiyla
Enterobacteriaceae zenginlestirme buyyonda 6n zenginlestirme islemine alinmig ve
devaminda kromojen GSBL selektif agar {izerine siirme yontemle ekim yapilmistir.
Inkiibasyon sonunda selektif besiyerinden gelisen GSBL siipheli izolatlar Trypton
Soy agarda subkiiltiir edilerek saflagtirilmistir. Saflastirilan kolonilere oksidaz testi
uygulanmis ve oksidaz negatif sonug veren izolatlar Kiitle Spektrometeresi (Vitek®
MS, bio Meriux) ile tiplendirilmislerdir. Tiplendirmesi yapilmis GSBL siipheli
enterobakterler seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX) ve sefpodoksim (CPD)
antibiyotik diskleri kullanilarak GSBL varligi bakimindan taranmiglardir. GSBL
stipheli izolatlarin dogrulamasi klavulanik asit (CV) igeren tiirdes diskler kullanilarak
yapilmustir. Kesin GSBL siipheli tiirlerin konfirmasyonu ve MiK degeri tayini Merlin
Micronaut-S beta-lactamase VII kiti prosediirii takip edilerek sivi mikrodiliisyon
yontemiyle gergeklestirilmis, okulamalar multiscan spektrometre ile alinmis ve
okuma sonuglar1 otomatik olarak bir yazilim tarafindan degerlendirilmistir. GSBL
tarama ve dogrulama testlerinin tiimi Clinical and Laboratory Standarts Institute
(2013) talimatlar1 takip edilerek uygulanmustir. Incelenen ¢ig siit 6rneklerinden
toplam 40 adet GSBL siipheli Enterobacteriaceae izolatlar1 elde edilmistir. GSBL
konfirmasyonu testi sonucu bu izolatlarin 29 adeti kesin GSBL pozitif olarak tespit
edilmistir. En baskin GSBL-iireten fenotip E. coli (%79,4) olarak belirlenirken, bunu
E. cloacae (%10,3) ve C. braakii (%10,3) izlemistir. Elde edilen bulgulara gore; ¢ig
stit 0rneklerinde GSBL-iireten Enterobacteriaceae tiirlerinin varliklari tespit edilmis
olup, halk saglig1 agisindan potansiyel risk olusturduklart sonucuna varilmistir. Son
yillarda antibiyotiklere direngli bakterilerin goriilme sikliklarindaki artig sebebiyle
bilin¢li antibiyotik kullanim1 politikalarinin yayginlastirilmast ve GSBL-iireten
enterobakterilerin gida giivenligi gosterge parametere olarak kodekslere konulmasi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: GSBL, Enterobacteriaceae, Siit, Gida Giivenligi, Halk Sagligi



INVESTIGATION OF PREVALENCE AND ANTIBIOTIC RESISTANCE
PROFILE OF EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAMASE-PRODUCING
ENTEROBACTERIACEAE IN RAW MILK SAMPLES

ABSTRACT

Extended spectrum beta-lactamases (ESBL) are the enzymes that hydrolyze modern
beta-lactam antibiotics such as penicillins, cephalosporins, monobactams and
aztreonam. The increasing prevelance of ESBL-producing Gram negative bacteria
has become a problem worldwide for food safety and public health. The objective of
this study was to investigate the prevalence of ESBL-producing Enterobacteriaceae
in a total of 135 raw milk samples collected from Istanbul and the surrounding
districts. After pre-enrichment in Enterobacteriaceae Enrichment broth and selective
enrichment on a chromogen ESBL media, the colonies were subcultured onto
Trypton Soy agar for purification. The purified isolates were initially exposed to
oxidase testing. Subsequently, the oxidase negative ones were selected and identified
by using mass spectrometer (Vitek® MS, bio Meriux). The characterized ESBL
suspected strains were screened for ESBL-production by ceftazidime (CAZ),
cefotaxim (CTX), and cefpodoxime (CPD) discs respectively. The ESBL-suspected
isolates were confirmed with a combination of ceftazidime (CAZ), cefotaxim (CTX),
and cefpodoxime (CPD =+ clavulanate (CV) discs based on combined disc-diffusion
testing. Following that, the final confirmation of ESBL-production wthin the isolates
were performed following the instructions of Merlin Micronaut-S beta-lactamase VII
testing kit based on liquied microdilution, the readings were obtained by a multi-scan
spectrometer, and the data was automatically analyzed by the sifin a software. All the
ESBL screening and confirmatory testings were conducted according to the criteria
by Clinical and Laboratory Standarts Institute (2013). The results revealed that the
phenotypic screening for ESBL production yielded 40 suspected isolates in
Enterobacteriaceae. Of 40 isolates, 29 of them were confirmed as ESBL-producer.
The most common phenotype was determined to be E. coli (79.4%), followed by E.
cloacae (10.3%), and C.braakii (10.3%), respectively. To conclude, our study
indicated that the raw milks were significantly contaminated with ESBL-producing
Enterobacteriaceae, potentially leading to a risk to the public health. In the recent
years, we strictly advise that the antibiotic agents used for the farming animals
should be carefully controlled, and the ESBL-producing enterobacteria should be
included in the food regulations as a food safety indicating parameter.

Keywords: Enterobacteriaceae, ESBL, Milk, Food Safety, Public Health.



1.  GIRIS ve AMAC

Gida maddelerinin kalitesi ve giivenligi halk saglig1 acisindan her gegen giin artan bir
sekilde onem kazanmaktadir. Tiiketim i¢in piyasaya sunulan gida maddelerinde
insanlarda zehirlenmeye neden olabilen ¢ok sayida patojen mikroorganizma
bulunabilir. Ayni zamanda gida maddelerinde bulunan bozulma yapici

mikroorganizmalar ciddi ekonomik kayiplara neden olabilmektedir.

Mikroorganizmalar yasadigimiz hayata hizli bir sekilde adapte olabilme yetenegine
sahip diinyanin en eski canlilar1 olarak bilinmektedir. (Demirtiirk ve Demirdal,

2004).

Bakterilerin bu 6zellikleri nedeniyle onlarin her yeni antibiyotik tiirline de,
antibiyotik etkisini inhibe edici yeni sistemler gelistirmesi antibiyotik direng
sorununu ve enfeksiyonlarla miicadale de engelleyici bir problem olarak karsimiza

¢ikmaktadir (Vahaboglu, 2004).

GSBL ’ler beta laktam antibiyotiklere kars1 bakterilerin olusturdugu enzimlerdir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar GSBL iireten enterobakteriler i¢in bir depo gorevi

gordigilinii rapor etmistir (Carattoli, 2008).

Hayvansal gidalarin beta laktamaz iireten bakterilerce kontamine olusu, besin zinciri
yoluyla bu bakterilerin insan populasyonu i¢inde giderek yayginlastigini

diistindiirmektedir (Lopez-Cerrero ve ark. 2012).

Antibiyotikler; enfeksiyonel hastaliklara neden olan bakterilerin yok edilmesi igin
kullanilmis ilaclardir. Antibiyotik kullanimi ile tibbi alanda, enfeksiyon kaynaklh
oliimlerin azaldig1 goriilmiis, beraberinde bakteriyel hastaliklarda kullanilan olagan
bir ilag¢ haline gelmistir. Antibiyotiklerin giin gectik¢e yogun bir sekilde kullanilmasi,
pesi sira farklt ve artan sayida antibiyotige diren¢li mikroorganizmalarin ortaya
cikmasma neden olmaktadir. Cesitli enfeksiyonlara neden olan bu direngli
mikroorganizmalarin tedavisinde bircok sorunlar yasandigi tiim diinyada bilinerek,
yeni ilaglar gelistirilmektedir. Fakat diger taraftan da bu ilaglara olaganca hiziyla,
yeni direngler kazanan mikroorganizmalar, hastaliklarin tedavisinde sorun yaratmaya

devam etmektedir (Ammor ve ark. 2008).



Antibiyotiklerin son on yilda bilingsiz kullanimi1 sebebiyle enfenksiyona bagl
direngli bakterilerin yol ag¢tig1 6lim oranlarinda artig goriilmiistiir. Bu durumlar gz

Oniline



alinarak antibiyotik kullanimi ve direng faktoriine karsi, bilingsiz antibiyotik aliminin

oniine gegilmelidir (Wickramasingh, 2012).

Antimikrobiyal ilaglar i¢in izin verilen maksimum kalinti limitleri AB mevzuati ile
uyumlu olarak Tiirk Gida Kodeksi kapsaminda 28.04.2002 tarih ve 247739 sayili
Resmi Gazetede yayimlanan teblig ile diizenlenmektedir. 19.01.2005 tarih ve 25705
sayill Resmi Gazetede yaymlanan “Canli Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli
Maddeler ile Bunlarin Kalintilarinin izlenmesi i¢in Alinacak Onlemlere Dair

Yonetmelik™ esaslarina gore Ulusal bir kalint1 izleme plan1 uygulanmaktadir.

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) ve Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) gibi uluslararasi kuruluslar bu sorunun iizerinde Snemle

durmaktadirlar (EFSA 2011; WHO 2013).

Klinik olarak insanlarda yanlis antibiyotik kullaniminin direng¢ gelisiminde birincil
etken oldugu kabul edilmekle birlikte, benzer hatanin hayvanlarda tekrar edilmesinin
direngli bakterilerin gida zinciri yoluyla yayilmalarinda en az klinik hatalar kadar
onemli rol oynadigina dair goriisler gittikge gliclenmektedir. Veteriner ilaglarin
kontrolsiiz ve bilingsiz kullanim1 sonucu idrar, kan, atik sular, diger su kaynaklar ve
toprak olmak iizere yasadigimiz ¢evreye bulagmasi kaginilmaz bir gergektir (Liguoro

ve ark., 2003; Yang ve Carlson, 2004).

Bu calismada, Istanbul ili ve cevresinden toplanan ¢ig siit drneklerinde genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere direngli enterobakterilerin identifikasyonu ve

direng profillerinin tespiti amaglanmustir.



2. GENEL BiLGILER
2.1 Enterobacteriaceae Genel Ozellikleri
2.1.1 Enterobacteriaceae

Genellikle ¢evrede olduk¢a yaygin olarak bulunmalarina ragmen, c¢ogu
Enterobacteriaceae insan ve hayvanlarin mide ve bagirsak florasinda mevcuttur.
Genellikle bu bakterilerin ¢ogu kan zehirlenmesi, iiriner sistem enfeksiyonlar1 gibi

bir ¢ok hastaliktan sorumludurlar (Tham, 2012).

Direngli Enterobacteriaceae tiirlerinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasinda, klinik
kaynaklarin onemli rolii bulunmaktadir. Bunun bir sonucu olarak hastane

infeksiyonlarinin tedavisi karmasik hale gelmektedir (Paterson, 2006).
2.2 Enterobacteriaceae Ailesinin Onemli Tiirleri
2.2.1 Escherichia (E.) coli

Escherichia coli insan ve hayvanlarin mide ve bagirsak florasinda bulunan bakteri
gruplaridir. E. coli, Enterobacteriaceaca ailesi liyelerinden bir bakteri grubudur.
Enterobacteriaceaea ailesi icerisinde E.coli de dahil olmak tizere 30 a yakin cins ve
oldukga fazla tiir bulunmaktadir. Enterobacteriaceae grubuna dahil bakteriler gida
kaynakli kirlenmelere yol agmaktan ziyade, gida kaynakli zehirlenmelere yol agmasi

nedeniyle oldukca 6nemli bir gruptur.

Enterobacteriaceae  grubuna dahil olan bakterilerden bazilar1 Citrobacter,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia’
dir (Madigan ve ark. 1997).

Bagirsak florasi cevre kosullari, beslenme ve yas gibi faktorlere bagli olarak
degismekle birlikte, Enterobacteriaceae ailesi liyelerinden sadece bir kismi saglikli
insanlarin  bagirsaklarinda daimi olarak bulunur. Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter ve Klebsiella koliform olarak isimlendirilmekte olup, bazi 6zellikleri ile

enterik patojenlerden ayrilmaktadir (Batt, 2000).

E. coli bagirsak ortaminin bir {iyesi oldugu i¢in normal sartlarda hastalik etkeni
olarak karsimiza ¢ikmamaktadir. E. coli tiplerinin bazilar ise, lizerinde bulunduklari
hayvan tiirleri i¢in zararsiz bir halde iken, insanlara bulastiginda aksi yonde bir
enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikabilir. Bu enfeksiyon gruplarmin basinda ise,

idrar yolu enfeksiyonlar1 ve ishal gelmektedir (Shabana, 2014).
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Diski kaynakli bulagmalarin en 6nemli faktorlerinden ilki E. Coli’dir.Bir gidada
E.coli saptanmamis olmasi o gida maddesinde enterik zararli bakterilerin

bulunmadigi anlamina gelmemektedir (Smoot ve Pierson, 1997).

2.2.2 Klebsiella spp.

Klebsiella cinsi bakteriler, hareketsiz, sporsuz, genellikle kapsiillii, Gram negatif ve
Enterobacteriaceae  familyasmin genel Ozeliklerini  gosteren ¢omakgiklardir
(Bilgehan, 2004).

Klebsiella pneumoniae, insan sagligi agisindan ¢ok Onemli olan nazokomiyal
enfeksiyonlar, iist solunum yolu enfeksiyonlari, {iriner sistem enfeksiyonlari1 ve yara

enfeksiyonlart olugsmasinda rol alan firsatgi patojenlerdir (Shen ve ark. 2001).

K. pneumoniae insan kalin bagirsaginda ve % 5-10 oraninda da {ist solunum yollar
mikroflorasinda bulunmaktadir. Klebsiella cinsi bakteriler bakteriyemilerin %
2’sinde, pnomonilerin %12’sinde ve cerrahi yaralarin % 3’iinde etken olarak

bulunmaktadir (Akova ve ark. 1992).

K. pneumoniae, iiriner sistem ve nazokomiyal enfeksiyonlara yaygin olarak neden
olan bakteriler siralamasinda Escherichia coli’den sonra ikinci siradadir (Pais ve

ark. 2002).

Piyelit, piyelonefrit ve sistit seklinde ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin, antibiyotiklerle
yapilan tedavilerde oldukga direngli olduklar1 goriilmistiir (Bilgehan, 2004; Akan,
1993).

Uriner system enfeksiyonlari, % 40 goriilme siklig1 ile en sik goriilen nazokomiyal

enfeksiyonlardir (Giilay, 2004).



2.2.3 Enterobacter

Enterobacter tiirleri toprakta ve sularda olduk¢a yaygin bulunan bakterilerdir. Bazi
enterotoksijenik gruplar1 6zellikle gida kaynakli zehirlenmelerde biiyiik rol oynar ve
enfeksiyonlara yol acabilmektedir. Enterobacter grubu bakterilerin yaygin olmalarina
neden olarak  bilhassa bdoceklerin biiyikk rol tasidigi bildirilmektedir. Gida
maddelerinin elle islenmesi durumunda elde bulunma sikliginin %25 oraninda
oldugu fakat bu bakteri grubunun ellerde olma sebebinin hijyen eksikligi degil de
daha ¢ok bitkisel temastan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (Huber, 2000).

2.2.4 Enterococcus

Enterococcus insan ve hayvan bagirsaklari olmak iizere, gida iliretim ortamlarinda,
alet ve ekipmanlarinda ayrica boceklerde, sularda, toprakta bulunma siklig1 oldukga
fazla olan bir gruptur. Hizli bir sekilde g¢ogalabilme yetenekleri ve ortamdan
uzaklagtirabilmenin zor olmasi 6nemli bir sorun teskil eder. Kurutma, 1sitma,
asitlendirme ve soguk muhafaza gibi {iretim iglemi basamaklarma olduk¢a direngli
bir yap1 sergilerler. Bilhassa 1s1l islem uygulamalar1 gérmiis baz1 gida gruplarinda
bulunmasi o isletmenin hijyen ve sanitasyon kurallarina etik davranmadigini gosteren

bir kriter olarak degerlendirilir (Shapton ve Shapton, 1994).

2.3 Gida Maddelerindeki Enterobacteraceae Varhgi

Ozellikle enterik bakteri gruplarinda gelisen beta-laktamaz {iretimi beta-laktam grubu
antibiyotiklerin tiirlerinde dirence katkida bulunan ¢ok 6nemli sebeplerden biridir

(Parlak ve ark. 2012).

Giiniimiizde antibiyotik gruplari, bilhassa hayvan gruplarinda gelisen enfeksiyonel
hastaliklarin tedavisinde ve bu hastaklarin kontrol altinda tutulmasinda oldukga genis

capl kullanilan bir alternatif olmustur. (Wang ve ark. 2008).

Gilinlimiizde gida zinciri yoluyla, antimikrobiyal diren¢ gelisiminin bu kadar hizli
yayilmasi, aslinda hayvanlarda yogun ve bilingsiz bir sekilde antibiyotik kullanimi
ile ilgilidir. Antimikrobiyal diren¢ bu sebeple, insan ve halk sagligin1 direk olarak

ilgilendirmesi agisindan ¢ok dnemli bir hale gelmistir (Reuland ve ark. 2014).



Bu sebeple, Gram negatif bakterilere bagli mevcut antibiyotiklere direngli suslarin

ortaya ¢ikmasi antimikrobiyal direng gelisimi konusundaki endiseyi arttirmistir.

Beta-laktamaz enzimi, Gram negatif bakterilerin bazilar1 tarafindan sentezlenir. Beta
laktamaz genellikle beta- laktam antibiyotiklerini inhibe edici bir enzimdir. Bu tiir
enzim bulunduran bakteriler, siit araciligiyla insan organizmasina gegebilir (Uraz ve

ark. 1996).

Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda antibakteriyel diren¢ genlerini tasiyan bakterilerin
izole edilmesi ve diren¢ mekanizmasinda rol oynayan bu tip enzimlerin varligi
nedeniyle, farkli ¢evrelerden izole edilen Gram negatif bakteri suslarinda GSBL
aktivitesinin arastirildig1 epidemiyolojik calismalar 6nem kazanmaktadir (Din¢ ve

ark. 2012).

Stitteki ¢ok diisiik miktarlardaki antibiyotik kalintilart dahil, toplumda duyarli bazi
kisilerde siddetli alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir. Antibiyotik bulagh siit
ve diger gida maddelerinin tiiketimi, bu {iriinlerde bulunabilen antibiyotiklere
direncli patojen mikroorganizmalarin insanlara direkt olarak aktarilma tehlikesini
arttirmaktadir. Ulkemizde hayvan sagligmin 6neminin artmasina paralel olarak
enfeksiyon hastaliklarina karsi olarak, antibiyotik kullanimida artmistir (Yaygin ve
ark. 1977).

Antibiyotik tedavisine tabi tutulmus bir hayvanin, 72-96 saat iginde sagilan siitlerinin
antibiyotik igerebilecegi ve bunlarin giivenle kullanilamayacagi kabul edilmektedir.
(Kosikowski ve ark. 1982).

Ancak tlkemiz siit Ureticilerinin ¢ogu, hayvana antibiyotik uygulamasini takiben,
belirli siireler icerisinde sagilan siitleri ayirip, isletmelere gondermemesi gerektiginin
bilincinde degildirler. Biitlin bunlara karsilik, siitteki antibiyotik varligi, ve bunun siit
triinleri lizerindeki etkileri konusunda {ilkemizde ¢ok az c¢alisma yapildigi

goriilmektedir (Siier ve Anter, 1969).

Gida mevzuatlar: bu tiir bakterilerin gidalarda varliklarini bir hijyen indikatorii kabul
etmesine ragmen, antibiyotiklere diren¢ bir gida giivenligi kriteri olarak yer

almamaktadir (Ding ve ark. 2012).



Ozellikle Enterobacteriaceae familyasma ait tiirlerin insanlarda antibiyotik

direngliliginin yayilmasinda aktif rol oynadigi goriilmektedir.

Ozellikle yapilan son caligmalar, Gram negatif bakterilerin
(K. pneumoniae, Enterobacter cloaca, P.aeruginosa, A.baumannii, Escherichia
coli) birinci, ikinci ve liglincii nesil penisilin ve antibiyotiklere karsi ¢oklu direng

gelistirdiklerini géstermektedir.

Bu suslar i¢inde en 6nemli diren¢ mekanizmasi beta-laktamaz enzimi tiretebilmeleri
ve bu enzimlerin Genis Spektrumlu Beta-laktam antibiyotikleri hidrolize ederek
inaktif hale getirmektir. Inaktivasyon sonucunda enfeksiyon tedavisi ¢ogu zaman

basarisiz olabilmektedir.

2.4  Enterobacteriaceae’larin Halk Saghgi Acisindan Onemi

Bakterilerin antibiyotiklere direng gelistirmesi kiiresellesmis bir sorun olup, 6zellikle
hastane infeksiyonlarinda tedaviyi zorlastiran, mortaliteyi ve tedavi maliyetlerini
artiran 6nemli bir unsurdur. Bu kapsamda; gram-negatif bakterilerdeki direncin ¢ok
hizli yayilmasi o6zellikle yogun bakimlarda, kullanimdaki antibiyotiklerin hemen
hepsine direngli bakterilerin ortaya c¢ikmasma yol agarak son derece tehlikeli

gelismelere neden olmaktadir (Besirbellioglu, 2010).

Son yillar da 6zellikle Gram-negatif bakterilerde direng oranlari siirekli artmaktadir.
Son zamanlarda antibakteriyellerin etkilerinden kacabilen mikroorganizmalari
tanimlamak icin (Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) olarak adlandirilan direngli mikroorganizmalar

grubu literatiire girmistir (Tasova, 2011).

Ciddi hastane enfeksiyonlarindan siklikla sorumlu olan gram-negatif bakteriler; genis
spektrumlu beta-laktamaz {iretimi nedeniyle klinik 6nemi giderek artan bir konu
halini almistir. Beta-laktamaz {retimi ile gelisen diren¢, Gram negatif enterik
bakterilerde en 6nemli diren¢ mekanizmasidir. Beta-laktamazlar substrat ve inhibitor
profilleri ile sekans homolojilerine gore farklilasabilirler. Klinik izolatlarda bu giine

kadar en az 500 tip beta-laktamaz saptanmistir (Falagas, 2009).



Enterobacteriaceae iiyesi bu tarz bakterilerin  antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri
diren¢ mekanizmasi toplum sagligini yakinen ilgilendirmektedir. Bu sebeple Gram-
negatif diren¢ ile miicadelede multidisipliner yaklasim c¢ok oOnemlidir. Bu

miicadelede 6nem verilmesi gereken unsur, antimikrobiyal kullaniminin kontroliidiir.

2.5  Antibiyotikler ve Kullanim Amaglari

Bilhassa bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde miicadeleden sorumlu madde olarak
¢ok uzun yillardan bu yana kullanilan ve tip bilimlerinin amaclarindan biri haline

gelen maddelerdir (Bastiirk, 2005).

[k kez iskogyali bilim adam1 Alexander Fleming’in 1929’da gdzlemledigi ve 1940
da Chain ve Flarey’in Penicillium notatum’un salgilarina penisilin olarak
isimlendirdikten sonra ¢ogu mikrop grubuna Oliimciil etki mekanizmasinin oldugu
anlasildiktan sonra tip bilimleri agisindan bir ilk yasanmustir. Ozellikle enfeksiyonel
hastaliklarin tedavisinde uzun yillarca kullanilabilir olmasi ve hastalig1 ortadan
kaldirict veya hastalik engelleyici olmasi dolayisiyla cogu hastalifin tedavisinde

yaygin kullanilan bir ilag olmustur. (Berzeg, 2005).

Gida Teknologlar Enstitiisii (IFT) 2006 yili raporunda; gida zinciri yoluyla yayilan
direncli bakteriler ve diren¢ genleri hakkinda giincel bilimsel verileri kamuoyu ile
paylagmis ve farkli disiplinlerden arastirmacilarin dikkatlerini bu konuya ¢ekmistir.
Son yillarda ¢ok sayida arastirmaci antibiyotik direncinin ekonomik ve saglk
boyutlar1, gelisimi, yayilimi, etki mekanizmalar1 ve gidalarin rollerini irdeleyen

arastirmalara yogun sekilde ilgi gostermektedirler.

2.6 Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci bakterilerin antibiyotik varliginda dahi iireyebilmeleri ve hastalik
yapabilmeleri durumudur. Bazi antibiyotiklere diren¢ dogal olarak mevcut iken
digerlerine kars1 direng bakterilerde gelisen mutasyon yoluyla ortaya ¢ikmaktadir.

(Yemen, 2010).

Bakteriler antibiyotiklere kars1 dogal bir dirence sahip olabilecekleri gibi transpozan

ve plazmidler gibi hareketli genetik parcaciklari alarak basit mutasyonlar ile veya



endojen antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin yeniden diizenlenmesi ile direngli hale

gelebilirler (Baskin, 2005).

Alexander Fleming (1929) penisilini kiif mantarlarindan elde etmis, 1940 ta ise
Chain ve Florey tarafindan saflastirilarak bakteriyal enfeksiyonlardan korunma ve
tedavilerinde etkili ve giivenilir asama kaydedilmistir (Bozkaya, 2002). Ancak,
hemen arkasinda 1940 yilinda Abraham ve Chain’in penisilinazi bulmasi ile
penisilinin bakteriyel hastaliklarin tedavisinde kesin ¢6ziim olmayacagi anlagilmistir

(Demirtiirk ve Demirdal 2004).

Takiben bir ¢ok yeni antibiyotik tiirii gelistirilmis olmasina ragmen
mikroorganizmalar bulunan her antibiyotige yeni bir yolla diren¢ gelistirmeyi

basarmustir.

2.8 Beta Laktam Grubu Antibiyotikler

Beta laktam grubu antibiyotikler az olan yan etkileri ve bakteri dldiiriicti etkileri
sebebiyle cagimizda olduk¢a yaygin olarak kullanilan antibiyotik gruplarinin
igindedir. (Giir ve ark. 2008).

Beta-laktam grubu antibiyotikler, yap1 grubunda azot, karbon ve dort iiyeden olusan
doymus beta-laktam halkasina sahiptirler. Beta-laktam antibiyotikler grubunda

penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler bulunmaktadir.
Beta-laktam antibiyotiklerin 4 grubu asagidaki gibidir.

a. Penisilin

b. Sefalosporin

c. Monobaktam

d. Karbapenem

2.8.1 Penisilinler

Penisilinlerin yapisi, tiazolidin halkasi, betalaktam halkas1 ve yan zincirden

olusmaktadir.

Dogal penisilinler: penisilin G, prokain penisilin G, kristalize penisilin G, benzatin

penisilin G.
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Penisilinaza dayamkl penisilinler: metisilin, nafsilin, kloksasilin, d flukloksasilin,

oksasilin

Aminopenisilinler: ampisilin, amoksisilin, bakampisilin, siklasilin, episilin,

hetasilin, pivampisilin

Pseudomonaslara etkili  penisilinler:  karbenisilin, indanil  karbenisilin

(korindasilin), tikarsilin
Genis spektrumlu pseudomonaslara etkili penisilinlere: azlosilin, piperasilin
Amdinopenisilinler: pivamdinosilin

Beta-laktam  inhibitorli kombine  penisilinler: ampisilin/sulbaktam,

amoksisilin/klavulonat (Sar1 2005).

2.8.2 Sefalosporinler

Yap1 yoniinden penisilinlere benzerlik gostermektedirler. Beta-laktam halkas1
yaninda penisilindekinden farkli olarak 6 {iyeli bir dihidrotiazin halkasi bulundurur.
Kronolojik esasa dayanan ve bakterilere karsi etki spektrumundaki gelismeyi de

yansitmas1 yoniinden pratik degeri olan bir siniflandirma su sekildedir:

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

2. kusak sefalosporinler: sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid, sefonarid,

sefaklor, sefotiam, sefmetazol, sefotetan.

3. kusak sefalosporinler: sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon, seftriakson,

moksolaktam, seftazidim, sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid
4. kusak sefalosporinler: sefepim, sefpirom

Ikinci kusak sefalosporinler, 1. kusaga gore stafilokok ve streptokoklara daha az, GN
basillere ve anaeroblara daha fazla etkilidir. Sefoksitin, Gram negatif basillerin
irettigi bazi beta-laktamazlara direnglidir ve bazi Enterobacteriaceae’lar tarafindan

tiretilen betalaktamazlart inhibe edicidir (Sari, 2005).
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2.8.3 Monobaktamlar

Aztreonam ilk sentetik monobaktam antibiyotiktir. Beta-laktam halkasindan baska
halka ihtiva etmezler. Etki alanlar ise genellikle Gram negatif aerob bakteriler ile
sinirlidir. Dokulara ve viicut sivilarina son derece iyi dagilirlar. K.pneumoniae,
H.influenzae, gibi olduk¢a yaygin goriilen Gram negatif patojenlere etkilidir (Sar1,
2005)

2.8.4 Karbepanemler

1976’dan bu yana giindemde olan karbapenemler beta-laktam antibiyotik grubunun
en genis spektrumlu ve en yaygin olarak kullanilan tiirleridir. Karbapenemleri diger
beta-laktam antibiyotiklerden ayiran kimyasal farklilik beta-laktam halkasindaki
tiyazolidinik ekinde 4. pozisyonda sulfon yerine karbon igermeleridir.
Karbapenemler plazmid kokenli ve kromozom kokenli beta-laktamazlara
dayaniklidirlar. Fakat zamanla karbapenemleri par¢alayan metallo-beta-laktamaz ve

serin karbapenemazlarin ¢ikis1 endiseyi arttirmistir (Lee ve ark. 2003).

Etkinlikleri genellikle asagidaki mikroorganizmalar1 kapsamaktadirlar (Kattan,
Villegas ve Quinn, 2008).

Gram negatif mikroorganizmalar (betalaktamaz iireten Haemophilus influenzae ve
Neisseria gonorrhoeae, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa (genislemis
spektrumlu beta laktamaz tireten mikroorganizmalar dahil), Anaeroblar, (Bacteroides

fragilis dahil) Gram pozitif organizmalar, (Enterococcus faecalis ve Listeria dahil).

2.9 Beta Laktamazlar ve Diren¢ Mekanizmalari

Beta laktam antibiyotiklerin genel olarak bilinen en 6nemli 6zellikleri beta laktam
denilmekte olan 4 atoma sahip halka tasimalaridir. Bu halkaya baglanan farkli halka
ve yan zincirlerle farkli 6zelliklere sahip degisik grup beta laktam antibiyotikleri elde
edilir (Ozsoy, 2001).
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Beta-laktamazlar, beta laktam grubu antibiyotiklerin beta laktam halkasina ait amid
baglarin1  kirarak bu antibiyotiklerin etki mekanizmasini inhibe eden

enzimlerdir(Nicolas ve Chanoine 1996).

Beta laktam antibiyotiklere direng esas olarak beta-laktamaz tiretimine baglidir. Beta
laktamazlar1 kodlayan genler, bakteri kromozomlarinda, plazmidlerde veya
transpozonlarda yerlesmis olabilirler. Son yillarda pek ¢ok bla geni (beta-laktamaz

geni) integronlar tizerinde tanimlanmiglardir (Weldhagen, 2004).

Beta-laktamaz enzimi ilk kez 1928 yilinda Fleming tarafindan fark edilmistir. Bu
arastirict bazi bakterilerin penisilinler tarafindan inhibe olmadigmni gozlemlemis,
1940’da Abraham ve Chain, E. coli’den izole ettikleri ekstraktin penisilin etkisini
ortadan kaldirdigin1 goéstermisler ve elde ettikleri bu enzime ‘penisilinaz’ adim

vermistir.

2.9.1 Genis Spektrumlu Beta-laktamazlar (GSBL)

GSBL’lerin karmagik bir epidemiyolojisi vardir, bu sebeple GSBL’ nin ortaya ¢ikis1
degerlendirildiginde icinde bulundugu iilke ve cografik alanlari, temsil -ettigi
toplulugu, ¢ogu zaman hasta ya da hasta olmayan tasiyici bakterinin aktarilmasinda

neden olan faktérlerden biridir (Tham, 2012).

Daha etkili ve daha genis spektrumlu ajanlar gelistirildikge, 6zellikle Gram (-)
bakterilerden ¢ok ¢esitli beta-laktamazlar tanimlanmaya baslandi. Genis spektrumlu
beta-laktamazlar (ESBL) ise 3. kusak sefalosporinlerin iiretiminden ¢ok kisa bir siire
sonra ortaya ¢ikmiglar ve diinya genelinde direngli Klebsiella pneumoniae ve E. coli
salginlarinin baglica sebebi olmuslardir. Veriler incelendiginde ESBL’lerin ortaya 15
¢ikmasi ile seftazidin ve sefotaksim gibi ajanlarin asir1 kullaniminin baglantili oldugu
goriilmiistiir. ESBL’ler ilk tanimlandiklarinda, TEM ve SHV gibi plazmid kaynakli
beta-laktamazlarin bir varyanti olarak bildirilmelerine ragmen, bugiin Tirkiye’de
PER-1 varyant1 olan, batt Avrupa’da ise CTX-M varyant1 olan pek ¢ok ESBL
bulunmaktadir (Bauernfeind ve ark., 1996; Vahaboglu, 1997; Gazouli ve ark.,
1998; Palucha ve ark,. 1999; Bush, 2000)

GSBL’ler ayrica OXA beta-laktamazlardan tiiremis enzimleri de igerirler (Grup 2d
beta-laktamazlar). Bu enzimler, isoksazolil penisilinleri de genis spektrumlu

sefalosporinler kadar iyi hidrolize edebilirler. Boyle bir enzim Tiirkiye’den izole
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edilen bir Pseudomonas aeruginosa’da tanimlanmistir (Danel ve ark. 1995,
Philippon ve ark. 1997, Naas ve ark. 1998, Danel ve ark. 1998, Bush, 2000)

2.9.2 GSBL’larin Klinikte Neden Oldugu Sorunlar

A-Direng¢: GSBL sentezleyen bakterilerin klinikte neden oldugu sorunlarin basinda
bu enzimleri sentezleyen bakterilerin yol agtigi direng problem akla gelmektedir. Bu
enzimlerden birini sentezleyen Gram negatif bakteri saptandiginda tiim genis
spektrumlu sefalosporinler ve aztreonama karsi direngli olarak kabul edilmelidir.
Ayrica bu enzimleri kodlayan plazmidler aynm1 zamanda bir¢cok beta-laktam dis1

antibiyotige kars1 genetik materyal tasiyabilmektedir (Ulusoy ve ark. 2004).

B-Hastalarin Kolonizasyonu: Hastanede yatan hastalarda GSBL sentezleyen
bakterilerle kolonizasyonu arttiran ¢esitli risk faktorleri tanimlanmistir. Bunlar
arasinda uzun siireli antibiyotik kullanimi, uzun siire yogun bakimda yatma, altta
yatan ciddi ve agir hastalik varligi, invaziv isleme maruz kalma sayilabilir (Ulusoy

ve ark. 2004).

C-Labarotuvarda GSBL Saptanmasinda Karsilasilan Sorunlar: GSBL
sentezleyen bir bakteri, sentezledigi enzimin farkli sefalosporinlere afinitesinin
degisik olmasi1 ve inokulum etkisi gibi nedenlerle {iciincii kusak sefalosporinlere

duyarl1 gibi goriinebilir (Ulusoy ve ark. 2004).

2.9.3 Ulkemizde ve Diinyadaki GSBL Gériinme Sikhig

GSBL goriinme siklig1 bolgeden bolgeye ve her cografya tlizerinde farkl bir gelisme
gostermesi nedeniyle onemlidir. 2000-2003 yillar1 arasinda yapilan bir aragtirma
sonucuna gore GSBL’ nin goriilme oran1 E. coli’de % 19,5 K. pneumoniae ‘da %

48,7 oldugu goriilmiistiir (Korten ve ark. 2003).

2005-2007 yillar1 arasinda yapilan baska bir calisma sonuglarna goére gére GSBL
goriilme oran1 E.coli’de %42, Klebsiella pneumoniae ‘da %41,4 olarak bulunmustur.
E.coli’de karbapenem direnci saptanmazken, Klebsiella pneumoniae’da % 3,1 olarak
bulunmustur. Calisma sonuglarina gore ise yurdumuz geneli ve diinya genelinde
GSBL siklig1 giinden giine artan bir grafik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Giir ve
ark. 2008).
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2.9.4 Siit Sigircihginda Antibiyotik Kullanimi

Antibiyotik kalintilarinin siitlerde bulunmasi insan sagligi acisindan oldukga zarar
verici sonuglar dogurabilmektedir. Baz1 antibiyotik gruplari alerjik tepkimelere sebep
verebilir. Diisiik mitarda antibiyotik kalintilarina maruz kalma nedeniyle ortaya
cikabilen uzun dénem seyreden etkiler de goriilmektedir. Ozellikle insanlarda hafif
alerjik reaksiyonlarla bag gosteren, fakat ileri periyotta doku ve organ hasarlarina
hatta oliimlere kadar cesitli etkilere yol agabilirler (Bakirct ve AKyiiz, 1996;
Velioglu, 2006).

Sigircilikta antibiyotik kullanimi, 6zellikle A.B iilkelerinde ve A.B.D'de, antibiyotik
kalintilarinin et veya siitle insanlara gecebilecegi endisesiyle kisitlanmaya
calisilmaktadir.  Bu  endise son  yillarda  iilkemizde de  giindeme
gelmektedir. Bilinmeden, gidalarla alinan antibiyotikler mikroorganizmalarin direng
kazanmasina, kullanilmas1 gerektigi hallerde ise, antibiyotigin etkisiz kalmasina yol
acmaktadir. Bunun disindaki yan etkileriyle, ¢ocuklarda, hamilelerde yapabilecegi
kotii etkileri de gbéz Oniline alinarak gidalardaki antibiyotik kalintilariyla siki bir

miicadeleye girilmistir.

Gidalarda antibiyotik kalintis1 olmamasi i¢in ilk akla gelen onlem antibiyotigin
arinma siresine dikkat etmektir. Antibiyotik kullanimini gerektiren bir¢ok
enfeksiyon vardir. Siit sigirciliginda en ¢ok antibiyotik kullanilan vakalar mastitis,
metritis (rahim 1iltihab1), solunum yolu enfeksiyonlari, ayak hastaliklari, sonun
atilamamasi, sap hastaliginin ikincil enfeksiyonlari, sindirim yolu, idrar yolu, goz ve
deri enfeksiyonlari, yaralar, eklem iltihaplari, vulva-vaginitis gibi diger

enfeksiyonlardir.

Devam eden siit yahut siit iirlinleriyle alinan antibiyotik ila¢ kalintilari, viicutta
birikmekte ve bazi bakteri gruplarinda direng¢ mekanizmasi gelistirebilmekte ve
bunun bir sonucu olarak antibiyotik tedavileriin yonetiminde biiylik problemlerle

karsilasilmaktadir (Uysal ve ark. 1995).
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Antibiyotikler hayvansal varligimizin elden ¢ikmamasi i¢in kullandigimiz en 6nemli
silahlarimizdir. Ciinkii mikroorganizmalar hazir halde beklemektedr. Ancak;
antibiyotik kullanimini en aza indirmek ve gidalar1 antibiyotik kalintilarindan
korumak miimkiindiir. Asilar ve yem katki maddelerini yerinde ve zamaninda
kullanilirsak stresi Onleyebilirsek, hayvanlarin yardima muhta¢ olduklar1 giinleri
bilerek onlara gerekli destekteri uzman veteriner hekimler tarafindan saglarsak,

kisacasi siiriimiizii iy1 yonetirsek antibiyotik kullanimini en aza indirebiliriz.

2.10 Siit Orneklerinde, GSBL Ureten Bakteriler Uzerine Yapilan Calismalar

Ankara, Balikesir, ve Corum’daki siit isletmelerinden toplanan ¢ig siit 6rneklerinden
izole edilen 92 adet E.coli susunda GSBL aktivitesi ve antibiyotik duyarliliklart
arastirilmis. E.coli suslarinda Disk Diflizyon Testi ile GSBL Tarama Testi, fenotipik
GSBL Dogrulama Testi ve 12 adet antibiyotik icin, in vitro duyarlilik testleri
yapilmis. Sonug olarak, en yiiksek direnglilik oranlart sirasiyla eritromisine %70,
ampisiline % 40, tetrasiline %35 olarak bulunurken, E.coli suslarinin %55 inin iki

veya daha fazla antibiyotige direngli oldugu belirlemisler (Ding ve ark. 2012).

Calismalarinda mastitisli siit orneklerinden izole edilen 82 koagulaz pozitif ve 25
adet koagulaz negatif toplam 107 Sitafilokok susunun beta laktamaz aktiviteleri ve
antibiyotik duyarliliklarin1 saptamayr amaglamislardir. Bu amagla sitofilokok
suslarinin antibiyotik duyarliliklarint Mueller-Hinton Agarda Disk Difiizyon yontemi
ile belirlemislerdir. Antibiyotik testlerine gore 107 sitofilokok susunun 105’1 (%98.1)
enrofloksasiline, danofloksasiline ve amoksosilin+klovonik asite, 104’4 (%97.1)
sefaperazan+sulbaktama, 98’1 (%91.5) kloksasiline duyarli oldugunu saptamislar.
Ayrica sitofilokok suslarmin % 62.3’niin  ampisilin, %61.7’sinin  penisilin,
%39.3’nilin ise amoksisiline direngli oldugunu tespit etmisler (Hadimli ve ark.
2001).

Yapilan bagka bir ¢alismada, siit 6rneklerinden toplamda 57 adet E.coli susu izole
edilmis ve GSBL varligi bakimindan incelenmistir. Bu amagla E.coli suslarina
sirayla Antibiyotik Duyarlilik Testi, PCR ve Jel Elektroforezi uygulanmistir. Tiim
E.coli izolatlar1 kloksisiline karsi direngli bulunmus (%100); izolatlarin %50 si

sefotaksim, seftazidim ve ampisiline direncli bulunmustur. Aymi c¢alismada
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izolatlarin yaklagik %70’1 en az iki antibiyotige direngli oldugu da saptanmistir (Su
ve ark. 2014).

Uraz ve arkadaglari tarafindan yapilan bir arastirmada cesitli isletmelerden 103’ i ¢ig
siit, 52’si pastorize slit ve 42’si beyaz peynir olmak iizere toplam 197 6rnekte GSBL
tireten bakterilerin varligi arastirilmis; pozitiflerin %45°i E.coli, %40’1 Klebsiella,
%13’ Enterobacter olarak tanimlanmistir. Arastirmada calisilan 197 Ornegin
190°’ninda iireme gormiisler, 7 tanesinde lireme gérmemislerdir.190 bakteri {ireyen
ornekten toplamda 597 bakteri izole etmislerdir. Arastirmalarinda toplam 597 adet
izole ettikleri bakterileri lodometrik Test yontemiyle beta laktamaz enzim varlig
yoniinden test etmislerdir.286 sinin beta laktamaz pozitif oldugunu saptamislardir.

Geriye kalan 311 6rnekte beta laktamaz enzimi negatif olarak bulunmustur (Uraz ve

ark. 1998).

Hindistan’in Haydarabad sehrinin 12 farkli bolgesinden aldiklart 30 adet ¢ig siit
orneklerinin  %6.7’sinde GSBL pozitif E. coli tespit ettiklerini bildirmislerdir
(Rasheed ve ark. 2014).

Isvigre’de yapilan bir ¢alismada, Nisan 2011 ayinda biiyiik bir siit isleme tesisinden
100 giin stiresince toplanan 100 adet ¢ig siit 6rneginden 67 E. coli izole edilmis;

bunlarin %1.5 inin GSBL iireten serotip oldugu saptanmustir (Geser ve ark. 2012).

Istanbul ve Trakya bolgelerinden topladiklar: 700 adet siit ve siit iiriinleri drneklerini
L. monocytogenes yoniinden incelemisler ve 20 adet L. monocytogenes pozitif
Ornegin tlimiiniin antibiyotige karsi duyarli oldugunu ortaya koymuslardir (Diimen

ve ark. 2011).

Ingiltere ve Galler bolgelerinde yerlesik 103 adet siit iireticisi ¢iftlikten aldiklari
orneklerin yogun olarak E. coli ile kontamine durumda oldugunu ve tiim 6rneklerin
%3.9’unda GSBL pozitif E. coli tespit ettiklerini ifade etmislerdir (Randall ve ark;
2014).

Ankara piyasasinda satilan siitlerden, 120 ¢ig siit ve 7 ticari firmadan saglanan 120
pastOrize siitten olusan toplam 240 adet Ornekte ampisilin, amoksisilin,
danofloksasin, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol ve kloksasilin kalint1 analizi
gerceklestirilmis. Sonuglara gére 1 pastorize siit orneginde ampisilin kalintisina

rastlanmistir. 239 Ornekte higbir antibiyotik kalintis1 belirlememisler. Orneklerin
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timiinde ampisilin ile kirlenme siklig1 %0,4 olarak saptamislar (Temamogullar: ve

ark. 2010).

Ankarada biri kamu, digeri 6zel sektore ait, siit isletmesinden topladiklar1 335 siit
ornegini antibiyotik varligi bakimindan incelemigler. Kamu ya ait siit 6rneklerinin
%6,04 iiniin degisik diizeylerde penisilin i¢erdigini saptamislar. Ozel sektére ait siit
isletmesinin ise %14,38 nin penisilin, %1, 31 inin ise penisilin disinda diger bir

inhibitér madde igerdigi ortaya konulmustur (Temiz, 1998).

Avrupa Birligi kaynakli bir rapor (Liebana ve ark. 2013) gida amach yetistirilen
hayvanlar ve hayvansal kaynakli gida {irlinlerinde mevcut E. coli ve Salmonella
serotiplerinin insanlara GSBL kodlayan suslarin bulagma yollarindan birisi oldugunu

bildirmistir.

2.11 Bakterilerde Antibiyotik Diren¢ Gelisimi ve Olusturdugu Sorunlar

Antibiyotik  direnci; herhangi bir mikroorganizma grubunun bazilarinin
antibiyotiklerden etkinlenmeyip veya sonraki kullanimlarinda antibiyotik miktarinin
arttirllmasi ve antibiyotik diren¢ mekanizmasi ile antibiyotigin etkisinin baskilanmasi

olarak tanimlanir (Demirtiirk ve Demirdal, 2004).

Beta laktamaz enzimi, Gram negatif bakterilerin bazilar1 tarafindan sentezlenir. Beta
laktamaz genellikle beta- laktam antibiyotiklerini inhibe eden bir enzimdir. Bu tiir
enzim bulunduran bakteriler, siit araciligiyla insan organizmasina gegebilir (Uraz ve

ark. 1996).

Ozellikle enterik bakterilerde beta-laktamaz enziminin etkisi, beta laktam grubu
antibiyotiklerde dirence sebep olan 6nemli faktorlerden biridir (Parlak ve ark.
2012).

Bu sebeple, gram negatif bakterilere bagli mevcut antibiyotiklere direngli suslarin
ortaya ¢ikmasi Antimikrobiyal diren¢ gelisimi konusundaki endiseyi arttirmistir.
Ozellikle Klebsiella tullrleri ve Escherichia coli basta olmak ullzere Genis
Spektrumlu beta-laktamaz tiretimi, Gram negatif enterik bakteriler arasinda giderek

yayilmasi sebebiyle, bilhassa cagimizda 6dnemli bir sorun halini almistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Cig siit 6rneklerinin toplanmasi

Calismada Istanbul ili ve ¢evre bdlgelerdeki, ¢esitli kdylerden ve semt pazarlarindan
42 adet ve bir siit isleme tesisine islenmek iizere getirilen ¢ig siit tankerlerinden 70
adet tanker gozii ve 23 adet tanker siit bosaltma hatt1 filtresinden olmak kaydiyla,
toplamda 135 adet ¢ig siit materyali toplanmustir. Siit 6rnekleri en az 10’ar ml olacak
sekilde aseptik olarak steril kaplar i¢ine alinarak soguk kosullarda laboratuvara
ulastirilmis ve ayni glin analize alinmustir. Sekil; 3.1.1 de alinan siit numuneleri

gosterilmistir.

Sekil 3.1.1.1 Ornek alma islemi
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Tablo 1. Cig siit numuneleri ve alindiklar1 yerler

Alindig1 yer ve ornek sayisi (n)
No | Numune cinsi | Tanker Plakasi
Adet | Adet Toplam

1 |Cig inek Siitii 59 DZ 008 2 1 3
2 | Cig Inek Siitii 39 EZ 847 3 1 4
3 | Cig Inek Siitii 39 SN 739 5 2 7
4 | Cig Inek Siitii 34 ZV 057 6 2 8
5 | Cig Inek Siitii 39 TF 381 4 2 6
6 |Cig Inek Siitii 59 DZ 008 8 2 10
7 | Cig Inek Siitii 39 SS 740 8 2 10
8 | Cig Inek Siitii 39 EZ 847 6 0 6
9 | Cig Inek Siitii 39 TF 381 6 2 8
10 | Cig Inek Siitii 39 SN 739 6 2 8
11 | Cig Inek Siitii 39 SS 740 2 2 4
12 | Cig Inek Siitii 59 DZ 008 8 2 10
13 | Cig Inek Siitii 39 TF 381 4 2 6
14 | Cig Inek Siitii 39 EZ 847 2 1 3
Toplam 93
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Sekil 3.1.1.2. Bosaltma hatt1 filtre drenajindan 6rnek alma islemi

Tablo: 2 Siit 6rneklerinin alindiklar: yerler

Alindig1 Yer ADET
Avcilar 10
Beykoz 10
Catalca 10
Liileburgaz 8
Silivri 4
Toplam 42
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3.1.1 Kullanilan laboratuvar geregleri ve cihazlar

Laboratuvar gerecleri ve aletler:

Steril pamuklu ekiivyon gubugu

Petri (tek kullanimic¢in 90 mm ¢apta plastik steril iiretim)

e  Oze (tek kullanim igin plastik amacl steril iiretim)

e Bek alevi, beherglass, spatiil, nester, pens, alkol, pamuk, kagit havlu.

e Sterilize edilmis tuz-su ¢6zeltisi (NaCl, % 0,85)

e 0,5 McFarland standardinda soliisyon (YouLl, 2014)

e Kapakli deney tiipleri, tiipliikk, magnet baliklar

e Steril filtreli karistirma torbasi (Interscience bag system)

e Otoklav torbasi, steril eldiven (Broche)

e Otoklava dayanikli cam kapakli sise, 250, 500 ve 1000 ml’ lik, plastik
kapakl:.

e Otomatik Pipet: 1 ml (Rainin)

e 8 uglu otomatik pipet 1 ml (Rainin)

e Tek kullanimlik steril pipet uglar1 100 pl, 200 pl (Rainin)

Elektrikli cihazlar

e Su banyosu (Niive- ST30)

e Hassas Terazi (AND GF/GX)

e Buzdolab1 (Beko) (4-6 °C)

e Stomacher (Blender easyMIX™) karistirici

e Distile su Cihaz1 (GFL)

e Inkiibator (37°C) (Niive-EN500P)

e Otoklav (JSR-JSAX), Numune tagima kutusu sogutuculu (AND-JY A24)
e Mikrobiyoloji kabini (Chemocell LRC X UV)

e Sifin MCN6 yazilimi (Sifin GmbH, Almanya)
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e  Multiskan FC Spektrometre (Thermofischer)

e Isiticili manyetik karistirict (Dragon-Med — 81322102)

3.1.2 Kimyasal malzemeler ve Besiyerleri

3.1.2.1 Enterobacteriaceae Enrichment (EE Broth)

Enterobacteriaceae familyasi bakterilerinin gelisimini destekleyen igerigiyle
secici  bir sivt  besiyeridir. EE Broth, gidada ve yemlerde bulunan
Enterobacteriaceae’nin ekimi ve zenginlestirme islemi i¢in kullanilir. EE Broth,
Enterobacteriaceae 'nin  biiyiimesini  kolaylagtirmak i¢in Mossel, Visser ve

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

Enterobacteriaceae tiirleri, diisiik sicaklik, alt marjinal 1s1, kurutma,
radyasyon, koruyucu, ya da sanitasyona maruz kalma gibi gida isleme
prosediirlerinde hasar gormiis olabilir. EE Broth, hasarli veya yaralanan hiicrelerin
iyilesmesi i¢in zengin bir ortam saglayarak, zenginlestirme suyu olarak
kullanilmaktadir(Hartman ve Minnich, 1981).

Bilesiminde dekstroz, azot, vitaminler ve amino asitler igerir. Tablo 3.1.2.1°
de igerigine deginilmistir. Ayrica igeriginde sodyum fosfat ve potasyum fosfat
icermesiyle bakteriler gelisirken olusturduklar1 asidi tamponlayarak ortamda ki

olumsuz etkiyi onler.

Tablo 3.1.2.1. Toz EE Broth kompozisyonu

Icindekiler Miktan (g/1)
Kurutulmus 6kiiz safrasi 20
Enzimatik jelatin 10
Sodyum fosfat dibazik 8
Dekstroz 5
Potasyum fosfat, monobazik 2
Parlak Yesil 0.015
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3.1.2.2 Kramojen GSBL selektif agar

Ambalaj lizerinde hazirlanis talimati kisminda yazilan prosediir uygulanir. Toz
formundaki GSBL Agar (Liofilchem 610629, italya) 59.2 gr/L seklinde tartilarak
besiyeri hazirlanir. Karisimin topaklanmamasi igin 1siticili manyetik karistiricida
cozdiiriiliir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilirve besiyeri hazirlanmis olur.
Steril edilen besiyeri 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra igine toz ESBL+AmpC
steril ampiilii (Liofilchem 81090, italya) eklenir, manyetik karisticida iyice
cozdiiriiliir ve c¢ozelti tek kullanimlik steril plastik petri kaplarma dokiilerek
besiyerinin kaliplagsmas1 beklenir. 4°C ye ayarli buzdolab1 ortaminda kullanima kadar

muhafaza edilir.

Stomacher torbalarinda 1 giin inkiibasyona birakilan E.E Broth da olusumlarin koloni
halinde gozlemleyebilmek amaciyla kullanilan secici agardir. Tablo 3.1.2.2° de

igerigi verilmistir.

Tablo 3.1.2.2. GSBL kromojen agar kompozisyonu

icindekiler Miktanr (g/1)
Pepton karisimi 43.2
Agar 15
Kromojenik karigim 1
Selektif karigim 0.5

3.1.2.3.Mueller Hinton Agar (MHA)

Paket tizerindeki hazirlanis prosediiriine bakilarak, 34,0 g toz Mueller Hinton Agar
(Merck-1.05437) tartilip 1 litre saf su ile karistirilir. Manyetik 1siticili karistirict
kullanilarak topaklanmasi engellenir. Cozelti otoklavda 115 °C-10 dk bekletilerek
steril edilir. Steril ¢ozelti 45 °C olana kadar sogutulup tek kullanimlik steril plastik

petri kaplarma dokiiliir. Kullanilana kadar 4°C de buzdolabinda muhafaza edilir.
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Miiller Hinton Agar (CLSIL2013) yonergesinde kullanilan, bakteri izolatlarinin
antibiyotik duyarliliklarin1 hizli bir sekilde belirlemek i¢in kullanilan bir agardir.
Icerigi tablo 3.1.2.3° de gdsterilmistir.

Tablo 3.1.2.3. Toz MHA kompozisyonu

Icindekiler Miktar (g/L)
Kazein Hidrolizat 17.5
Agar-agar 13
Et Infiizyonu 2.0
Nisasta 15

3.1.2.4. Mueller Hinton Broth (M-H Broth)

Antibiyotik duyarlilik calismalar1 (MIC-determinasyon) icin kullanilan sivi bir
besiyeri ortamidir. Mueller-Hinton Broth (Merck-110293) minimum inhibe edici
konsantrasyon (MIC) belirlemek ig¢in kullanilir. Mueller Hinton gida ve klinik
malzemede en sik karsilagilan aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteri testi igin CLSI

tarafindan tavsiye edilmektedir (CLSI, 2013).

34 g tartilarak 1 It suda ¢oziindiiriiliir. Iyice ¢dziindiiriilmesi i¢in manyetik karistirict

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

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

emmek i¢in ilave edilmistir. Icerigi tablo 3.1.2.4° de gdsterilmistir.

Tablo 3.1.2.4. Mueller Hinton Broth kompozisyonu

Icindekiler Miktan (g/1)

Kazein hidrolizat 17.5
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Et infizyonu 2.0

Misir nisastasi 15

3.1.2.5.Tripton Soya Agar (TSA)

TSA (Merck 1.05458) bakterilerin rutin gelisimleri igin tercih edilen bir agardir. TSA
deney tiipleri veya petrilere eklendikten sonra zor veya orta diizey gelisim
saglayabilen mikroorganizmalarin gelisimlerini saglamak i¢in kullanilmaktadir. Ozel
amacl bir besiyerdir. Icerigi tablo 3.1.2.5° de verilmistir. E.coli, Staphylococcus
aeureus, Bacillus suptilis, Klebsiella gibi bakterilerde iireme iyi sonug¢ verdigi igin

kullanilmaktadir.

Besiyerindeki, 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). Atk ve temiz su, gida analizleri i¢in birgok asama ve yontemlerde

kullanilmaktadir (Eaton ve dig., 1995; Downes ve Ito; 2001).

Hazirlams talimatma gore, 40 g tartilarak saf suda ¢ozdiiriiliir. 121 °C de 15 dk
sterilizasyonu saglanir. 25 °C deki pH: 7,3£0,2' olmalidir. Steril petriye 12,5 ml

aktarilir. Buzdolab1 kosullarinda muhafazasi saglanir.

Tablo 3.1.2.5. Triptik Soya Agar (TSA) kompozisyonu

Icindekiler Miktan (g/1)
Peptonlu Kazein 15.0
Peptonlu Soya Fasulyesi 5.0
Sodyum Kloriir (NaCl) 5.0
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Agar-agar 15.0

3.2.  Yontem
3.2.1. Siit Orneklerinden Gram Negatif Bakterilerin izolasyonu
3.2.1.1 On Zenginlestirme

Laboratuvara getirilen siit ornekleri Oncelikle selektif on zenginlestirmeye tabi
tulmustur. Bu amagla, her bir siit 6rneginden 10’ar ml alinarak steril homojenizator
(stohmacher) torbalarina aktarilmistir. Uzerlerine 90’ar ml 6nceden hazirlanmis
Enterobacteriaceae Enrichment (EE) Broth ilave edilmistir. Siit ve besiyerinin iyice
karigsmasi temin edildikten sonra 37°C’ de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Asagidaki sekil; 3.2.1.1 de 6n zenginlestirmeye tabi tutulan ¢ig siit 6rneklerine E.E

Broth ilavesi gosterilmistir.

Sekil:3.2.1.1 On zenginlestirme islemi
3.2.1.2 Selektif Besiyerine Gecis

On zenginlestirme islemi tamamlandiktan sonra zenginlestirme ortamindan, steril 6ze
yardimi ile ESBL Kromojen agar plaklarina seyreltme yontemi ile ekim yapilmustir.
Plaklar 37°C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 1-2 mm
capinda koyu pembe/yesil-mavi renkli koloniler siipheli GSBL pozitif suslar olarak
degerlendirilmistir. Asagidaki sekilde GSBL siipheli koloni saflagtima islemi
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gosterilmistir.

Sekil 3.2.1.2. GSBL siipheli koloni saflastirma

3.2.1.3 Saflastirma

Selektif kat1 besi yerlerinde gelisme gosteren tipik kolonilerden 37°C’de 18 ile 24
saatlik inkiibasyon siiresinden sonra tek diisen kolonilerden biri alinarak tripton soy
agar (TSA) oze ile aktarilarak c¢ogaltma yapilmigtir. TSA genel amagli kati
besiyerine ge¢is islemi asagidaki sekil; 3.2.1.3 de gosterilmistir.

Sekil: 3.2.1.3 Selektif besiyerine ge¢is

3.2.1.4 Oksidaz Testi

Izolatlara oksidaz testi (Bactident Oxidase test Kiti) uygulanmis, oksidaz negatif
izolatlar (Eschericia coli, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia, Citrobacter braakii) ve antibiyotik duyarlilik ve

identifikasyon testleri yapilincaya kadar buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilmistir.
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3.2.1.5 Gram Negatif izolatlarin Antimikrobiyal Duyarliklarinin Belirlenmesi
3.2.1.6 Cift Disk Difiizyon Testi

Selektif zenginlestirme asamasini ve oksidaz negatif kontroliinii gecen GSBL siipheli

kolonilerin, antibiyotik duyarlilik testi i¢in ¢ift disk difiizyon yontemi kullanilmistir.

Bu amagla, GSBL besiyerinde olusan tek diisen koloniler steril tuzlu su ¢ozeltisinde
(% 0,85 NaCl2) siispanse edilmistir. McFarland 0,5 bulaniklik standardina esdeger
olacak sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonu steril bir ekiivyon g¢ubugu ile

Mueller-Hinton agara yayilmistir.

Disk merkezleri arasindaki uzaklik 25 mm olacak sekilde sefotaksim (30 pg ),
seftazidim (30 pg), sefpodoksim (10 pg) diskler yerlestirildi. 18-24 saat 37 C’de
inkiibasyona birakildi. Zon caplar1 inhibasyon kesim noktalari, ceftazidim (CAZ) i¢in
<17 mm veya sefotaksim (CTX) i¢in <22 mm ise ‘muhtemel GSBL tarama testi
sonucu pozitif olarak kabul edildi.

3.2.1.7 Antibiyotik Disk Difiizyon Konfirmasyon Testi

Elde edilen, gram negatif enterik tiirlerin tirettigi GSBL enzimi, CLSI talimatlarina
uyularak antibiyotik disk difiizyon konfirmasyon testiyle gergeklestirilmistir.
Antibiyotik diskleri (klavulanik asitsiz / klavulanik asitli) seklinde kullanilarak
etraflarinda olusan inhibasyon zonu cap1 Olclilmiistiir. Bu sekilde GSBL enzimi
tiretimi inhibasyon zonlar 6l¢iilerek tespit edilmistir.

GSBL besiyerinde olugmus tek koloniler % 0,85 steril serum fizyolojik soliisyonunda
0,5 McFarland bulaniklik standardinda (BBL McFarland Turbidity Standard) olacak
sekilde ayarlanmig ve ayni sekilde Miiller Hinton Agara pamuklu ekiivyon ¢ubugu
yardimut ile iyice yayilmaistir.

Petrilere, 30 pg sefotaksim (CTX), 30 pg seftazidim (CAZ) ve 10 pg Sefpodoksim
(CPD10) diskleri, 10 ug klavulanik asit CAZCV ve CTXCV, 1 ug klavulanik asit
CPDCYV olarak antibiyotik kitleri yerlestirilmistir. Petriler 18-24 saat gece asir1 37 C’
de inkiibasyona birakilmistir.

18-24 saat 37 C’de inkiibasyon sonrasi, klavulanik asit igeren ve igermeyen disklerin

etrafindaki inhibisyon zonlar1 Olgiilerek karsilastirilmistir. Kombinasyon diskleri
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etrafindaki inhibisyon zonu, klavulanik asit igermeyen disk etrafindaki inhibisyon
zonundan > 5 mm daha genis olan suslar, GSBL {iretimi agisindan siipheli pozitif
olarak kabul edilmistir. Asagidaki sekil; 3.2.4 de antibiyotik disk yerlestirme islemi

gosterilmistir.

Sekil 3.2.4.1 Disk difiizyon testi

3.2.1.8 Vitek-MS ile Tiplendirme

GSBL siipheli kolonilerin varligin1 dogrulamak ve kolonileri karakterize etmek i¢in
Vitek-MS cihaz1 (Vitek-MS, Biomerieux Fransa) kullanilmistir. Gelisen
kolonilerden cihaza ait slayda 1uL’ lik steril plastik 6zeyle yayilmustir. Uzerine 1 pL
matrix sollisyonu eklenmistir.Pleyt hazirlanirken, pozitif kontrol kuyucuguna E.coli
ATCC 8739 referans susu ve diger kuyucuklara silipheli koloniler steril bir 6ze
yardimiyla stirtilmiistiir. Bu islemler ILsinif biyogiivenlik kabini i¢inde yapilmistir.
Cihaz yazilimindaki ana meniiye giris yapilarak, hazirlanmis slayt barkodu
okutulmus ve orneklerin oldugu kuyucuklar isaretlenmistir. Hazirlanan slayt kasete
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yerlestirildikten sonra okuma baslatilmigtir. Tiplendirmesi yapilan GSBL siipheli
koloniler daha sonra GSBL tarama testine alinmstir.

Yeterli kuruma siiresi sonunda slayt cihaza yiiklenmis ve okuma islemi yapilmistir.
Boylelikle sadece birkag dakika i¢inde kolonilerin tiir, cins ve aile diizeyinde net

tanimlanmas1 saglanmistir.

Sekil: 3.2.5 Vitek MS ile tiplendirme

3.2.1.9 Antibiyogram Dogrulama ve MiK Tayini

Antibiyogram dogrulama ve MIK tayini islemi, Micronaut-S beta-laktamaz VI test

kiti (Merlin Diagnostika, Germany), talimatlari takip edilerek yapilmistir.

TSA’ da saflastirilan izolatlar, steril ekim g¢ubuguyla, steril serum fizyolojik
soliisyonunda 0,5 McFarland bulaniklik elde edilecek sekilde hazirlanmigtir. Bu
¢ozeltiden 100ul otomatik pipetle gekilerek, tiipte 6nceden hazirlanmig 11ml steril
Miiller Hinton Brotha aktarilmis ve siispansiyon vortekslendirilmigti. MHB
stispansiyonundan, 100 pl otomatik pipetle alimarak her bir pleyt goziine
aktarilmustir. Pleytlerin iistii 6zel bir pleyt kapaticisi ile kapatilarak 37°C de 18-24
saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Sekil; 3.2.6 da platelere inokiilasyon islemi ve
Sekil; 3.2.6.1 de 18-24 saat sonucu inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede okutma

islemi gosterilmistir.
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Sekil 3.2.6 Vitek-MS ile pleytlere inokiilasyon

Multiskan FC  spektrometresi ile pleytlerin okutma islemi yapilmistir.

Spektrofotometre 405 nm dalga boyuna ayarlanmaistir.

Sekil: 3.2.6.1 Pleytlerin spektrofotometrede okutulmasi islemi

MIK verilerin analizi, otomatik olarak MCN6 yazilimi (Sifin, Germany) ile
gerceklestirilmistir. Cikan sonuglarda GSBL pozitif veya negatif olarak okunarak
kaydedilmistir. Bu sayede Vitek-MS cihazi ile tespit ettigimiz, gram negatif enterik
tirlerin hangisinde GSBL pozitif (+) yada GSBL {iretimi agisindan negatif (-) olup
olmadiklarina analiz sonucunda kesin olarak ulagsmis olundu. Sekil; 3.2.6.2°de Merlin

Micronaut cihazi ile pleyt okutma islemi gdsterilmistir.
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Sekil: 3.2.6.2 Antibiyogram dogrulama
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4, BULGULAR
4.1 Mikrobiyolojik bulgular

Bu calismada Istanbul ili ve c¢evre bolgelerdeki, ¢esitli kdylerden ve semt
pazarlarindan 42 adet, ve bir siit isleme tesisine islenmek {izere getirilen ¢ig siit
tankerlerinden 70 adet tanker gozii, ve 23 adet tanker siit bosaltma hatt1 filtresinden
olmak kaydiyla, toplamda 135 adet ¢ig siit numunesi genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotiklere direncli enterik bakterilerin identifikasyonu ve direng¢ profillerinin
tespiti amaciyla analize alinmistir. On zenginlestirme sonrasi selektif besi yeri
(GSBL)’ye siirme yontemiyle ekim yapilmistir. Toplam 135 ¢ig siit materyalinde
%21,5 GSBL pozitif enterik bakteri izole edilmistir.

4.2 Selektif zenginlestirme sonugclar:

GSBL selektif besiyerine ekimi yapilan 135 adet ¢ig siit 6rneginde seffaf, mavi ve
pembe olmak tizere {i¢ farkli koloni gelismistir. Baz1 petrilerde hem pembe hem mavi
koloniler olusurken, bazi petrilerde tek renk koloniler gézlenmistir. Stipheli izolatlar

TSA besiyerine gegilerek saflagtirma yapilmistir.
4.3 Oksidaz testi sonuclar

Saf temiz koloni olusumlar1 bir sonraki asama olan disk difiizyon testine
gecilebilmesi icin Oncelikle Merck Oksidaz test cubuklart (Merck, Almanya)
kullanim talimatina uyularak bakteri kolonilerine oksidaz testi yapilmistir. Testin

sonunda 131 adet petriden toplamda 86 adeti oksidaz (-) sonug¢ vermistir.
4.4 Fenotipik bulgular
4.4.1 Disk difiizyon testi bulgular:

Gram negatif bakteri oldugu kesinlesen siipheli (GSBL) iireticisi olabilecek
kolonilerin, bir sonraki asama olan antibiyotik duyarliliklar1 i¢in antibiyotik diskleri
kullanilarak fenotipik tarama CLSI 2013 talimatlarina gore yapilmigstir.

Disk diflizyon dogrulama testi sonucunda 86 adet teste alinan petriden 40 adedi

onceden GSBL(+) tireticisi varsaydigimiz alt kiiltiirler olarak bulunmustur.
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4.3 Vitek-MS ile Tiplendirme Bulgulari

40 adet siipheli GSBL(+) petrilerin VITEK®MS (bioMérieux, France) cihazi ile
bakterilerin kimlikleri tiplendirilmistir. 40 adet kesin siipheli GSBL(+) kolonilerin
VITEK-MS ile tiplendirme sonuglar1 sekil: 4.2° de verilmistir.

Sekil:4.2 Vitek-MS ile kolonilerin tiplendirme sonuglari
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4.4 Antibiyogram Dogrulama ve MiK bulgular:

Disk diflizyon testine gore 40 adet kesin siipheli GSBL pozitif bakterinin MiK
parametreleriyle yapilan antibiyogram testi sonucuna gore 29 adet gram negatif
enterik tiirtin GSBL (+) tireticisi sonucuna kesin olarak ulasilmistir.

Izole edilen suslarin 29 adedi (%21,5) GSBL pozitif bulunmustur. izole edilen gram
negatif enterik bakteriler ve bakterilerin GSBL ¢ikma yiizdeleri asagidaki tabloda

gosterilmistir.
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Tablo: 4.4 GSBL tarama sonuglari

Bakteri Tipi GSBL siipheli GSBL (+) Bakterinin

izolat sayis1 izolat GSBL(+)
sayisl izolat (%o)

Escherichia coli 30 23 79,4

Citrobacter braakii 3 3 10,3

Enterobacter cloacae 3 3 10,3

S. maltophinia 1 0 0

P. aeruginosa 1 0 0

C. complex 1 0 0

Acinotobacter baumanni 1 0 0

TOPLAM 40 29 100,0

C.braakii

10% —~

E. Cloaecae

10%

\

| N

¥ E.coli ™ C.braakii ™E.Cloaecae ™

Sekil: 4.4.1 GSBL iireten enterobakterlerin direng ylizdelerinin dagilimi
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23 adedi (% 79,4) E. coli, 3 adedi  (%10,3) E.cloacae, 3 adedi (%10,3) C.

braakii, olarak belirlenmistir.

Asagidaki grafikte, GSBL tireten Gram negatif enterik tiirlerin hangi antibiyotige ne

oranda direng gelistirdiginin gosteren sekil: 4.4.2 de sunulmustur.

GSBL Ureten enterik bakterilerin antibiyotik direng
profilleri

100
80
60
40

20

E.coli C.braaki E.cloacae

m Sefotaksim W Seftazidim ® Ampisilin

Sekil: 4.4.2 GSBL iireten bakterilen direng profilleri

E.coli izolatlarinin, 21 tanesi (%91, 3) sefotaksime, 22 tanesi (%095, 6) s1 seftazidim
ve 3 tanesi (%13) i ampisilin direngli bulunmustur. 3 adet C. braaki izolati
sefotaksim ve seftazidim %100 direngli bulunmustur. 1 adet E.cloacae %50 izolati
ise sefotaksim, seftazidim ve ampisilin direngli saptanmustir. Ayrica E. coli suslarinin

%13 ii iki veya daha fazla antibiyotige kars1 direncli oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alisma, ¢ig siitlerde antibiyotik direngli Gram negatif enterik bakterilerin insan
organizmasina bulasma yollarinin anlasilmasinda, geleneksel ve modern teknikleri

bir araya getirerek sonuca varma bakimindan bir ilk olmustur.

Cig siitlerde antibiyotige diren¢ konusunda GSBL iireten Enterobacteriaceae
familyas1 mikroorganizmalari inceleyen ¢alisma sayisi olduk¢a azdir. Ayni zamanda
bu tip c¢alismalarda, yalnizca Disk Diflizyon ve Antibiyotik Cift Disk Sinerji
Metotlar1 kullanilmis ve ¢alismalar genellikle bu noktada sonlandirilmistir. Daha ileri
teknikler olan Antibiyogram Dogrulama, Vitek MS ile Identifikasyon ve MIK
degerleri analizi yapilmamistir. Bu tip metodlarin uygulanmasi aragtirmalarin
dogrulugu acisindan gereklidir. Bu sebepten dolay1 diger c¢alismalardaki sonuglar

kesin dogruluk agisindan tartismali olmustur.

Calisma hayvansal gida kaynagi olan siit araciligi ile, antibiyotik direngli bakterilerin
insanlara bulasma yollarinin anlasilmasi konusunda, {ilkemizin en biiyiik
metropolitan sehri olan Istanbul ve civar bolgelerdeki mevcut durumu ortaya
koymustur ve ¢ig siitlerde direngli bakterilerin 6zelliklerinin anlasilmasi agisindan

tilkemizdeki biiyiik bir bilgi boslugunu doldurmustur.

Arastirmada, Istanbul ve cevre bolgelerden toplanan, hayvansal gida kaynagi olan
¢ig siitler tizerinde yurdumuzda ilk defa genel tarama amacli disk tarama yonteminin
disma cikilarak, daha ileri boyut olan Antibiyogram Dogrulama ve MIK tayini
yontemleri birlikte uygulanmistir. Ayrica besiyeri ortaminda elde ettigimiz
mikroorganizmalarin tiplendirilmesi i¢in Vitek MS cihazi kullanilmistir. Vitek MS
cihaz1 mikroorganizmalarin kesin tiplendirilmesinde kullanilan ve %99,9 oraninda
kesin bir sonu¢ vermektedir. Identifikasyon islemi ile ¢ig siitlerden izole edilen
GSBL iireten Enterobacteriaceae familyas: tiirlerin kesin olarak tanimlanmasi

saglanmustir.

Gram Negatif Bakterilerde beta-laktamaz iiretimi beta-laktam antibiyotiklere direng

gelistirmede insan sagligi agisindan 6nemli sorun olmustur (Parlak ve ark. 2012)

GSBL iireten bakterilere bagl olarak olusan enfeksiyonlarin prevelansinin artmasi
ozellikle toplumda oral olarak uygulanan antimikrobiyal tedavinin etki gostermesine

neden olmaktadir (Kassakian ve Leonard 2014).
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Bu sebeple, Gram negatif bakterilere bagli mevcut antibiyotiklere direngli suslarin

ortaya ¢ikmas1 Antimikrobiyal direng gelisimi konusundaki siipheyi arttirmistir.

On zenginlestirme islemine tabi tutulan numunelerin GSBL kromojen agarda koloni
olusumlar1 goriildiikten sonra Disk Difiizyon, Disk Difiizyon Konfirmasyon testleri
CLSI (2013) talimatlarina gore yapilmistir. Izole edilen Gram Negatif
mikroorganizmalarimn tiplendirilme islemi VITEK MS cihazi ile yapilmistir. Hemen
ardindan  Antibiyogram Dogrulama islemine gec¢ilmis, identifiye edilen tiplerin
antibiyotiklere kars1 olusturdugu direng MIK parametreleri Thermofisher Multiskan

FC spektrometresi ile otomatik olarak okutularak analizler sonlandirilmstir.

135 adet ¢ig siit Orneginden kesin olarak 29 adet (% 21,5) GSBL iireten
Enterobacteriaceae Gram (-) suslarin bulundugu tespit edilmistir. Disk difiizyon
testlerinde CLSI (2013) talimatlarina gore belirlenen GSBL sonucu 40 adet kesin
siipheli GSBL (+) iken, MIK tayini sonrasi bu say1 29 adet (%21,5)’e diismiistiir.

Yaptigimiz c¢aligmada kullanilan metod agisindan fenotipik yontemlerin GSBL
belirlemede yeterli olmadigi, GSBL tarama sonuglarinin MiK degerleri tespiti ve
mikrodiliisyon ile dogrulanmasi gerektigini ortaya koymustur. Fenotipik sonuglara
gore kuvvetle muhtemel GSBL iireten enterik bakteri sayisi 40 iken, antibiyotik
dogrulama ve MIK degerleri tespiti sonunda bu say1 29°a diismesi ile aslinda, iki
yontem arasindaki farkin tarama testlerinin bu alanda yapilan ¢aligmalarda yeteri

kadar giivenilir olmayacagini diislindiirmiistiir.

Burada sonuglarin neden tutarsizlik gosterdigi hususu tartigilabilir ama en 6nemlisi
sadece disk difiizyon testleri kullanilarak sonuca gitmenin dogru olmayacagi
gercegidir. Antibiyotik disklerinin bu ¢alismada, sadece izolatlarin direnglilik
yoniinden 6n elemesinin yapildigi bir asama olarak kaldig1 goriilmektedir. Ilerisinde
Antibiyogram Dogrulama ve MIK parametreleri kullanilarak dogru analiz
sonuclarina ulasilmalidir. Aksi takdirde sadece GSBL tarama metodlar: ile alinan

veriler dogru sonucu yansitma konusunda yetersiz kalacaktir.

Ulkemiz ve Diinya’da siit drneklerinde GSBL iireten bakteriler {izerine yapilan

calismalara bakildiginda;

(Ding ve ark.(2012); Ankara, Balikesir, ve Corum’ daki siit isletmelerinden toplanan
¢ig siit orneklerinden izole edilen 92 adet E.coli susunda GSBL aktivitesi ve

antibiyotik duyarliliklart arastirilmis. E.coli suslarinda Disk Difiizyon Testi ile GSBL
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Tarama Testi, fenotipik GSBL Dogrulama Testi ve 12 adet antibiyotik i¢in, in vitro
duyarlilik testleri yapilmis. Sonug¢ olarak, en yiiksek direnglilik oranlar1 sirasiyla
eritromisine %70, ampisiline % 40, tetrasiline %35 olarak bulunurken, E.coli
suslarinin %55 inin iki veya daha fazla antibiyotige direncli oldugu belirlemisler.
Yaptigimiz ¢alismada direg profili en yiiksek bakteri olarak E. coli (%79,4) tespit
etmis olmamiz ve E.coli izolatim1 iki veya daha fazla antibiyotige direngli olarak

tespit etmis olmamiz literatiirle paralellik géstermistir.

(Su ve ark.(2014); tarafindan yapilan ¢alismada siit 6rneklerinden toplamda 57 adet
E.coli susu izole edilmis ve GSBLvarlig1 bakimindan incelenmistir. Bu amagla E.coli
suslarina sirayla Antibiyotik Duyarlilik Testi, PCR ve Jel Elektroforezi
uygulanmistir. Tim E.coli izolatlar1 kloksisiline karsi direngli bulunmus (%100);
izolatlarin %50 si sefotaksim, seftazidim ve ampisiline direncli bulunmustur. Ayn
calismada izolatlarin yaklasik %70’i en az iki antibiyotige direngli oldugu da
saptanmigtir.  Yaptigimiz c¢alismada  E.coli izolatlarinin; 21 tanesi (%91, 3)
sefotaksime, 22 tanesi (%95, 6) s1 seftazidim ve 3 tanesi (%13) i ampisilin direngli

olarak tespit etmis olmamiz literature uygunluk gostermistir.

(Hadimli ve ark.(2001); Calismalarinda mastitisli siit 6rneklerinden izole edilen 82
koagulaz pozitif ve 25 adet koagulaz negatif toplam 107 sitafilokok susunun beta
laktamaz aktiviteleri ve antibiyotik duyarliliklarmni saptamay1 amaglamislardir. Bu
amagla sitofilokok suslarinin antibiyotik duyarliliklarint Muller-Hinton Agarda Disk
Diflizyon yontemine gore belirlemisler. Antibiyotik testlerine gore 107 sitofilokok
susunun 105’1 (%98.1) enrofloksasiline, danofloksasiline ve amoksosilin+klovonik
asite, 104’0 (%97.1) sefaperazantsulbaktama, 98’1 (%91.5) kloksasiline duyarl
oldugunu saptamiglar. Ayrica sitofilokok suslarinin  %62.3’nlin  ampisilin,
%61.7’sinin penisilin, %39.3niin ise amoksisiline direngli oldugunu tespit etmisler.
Yaptigimiz c¢alismada, koagulaz pozitif yani gram negatif olarak izole ettigimiz
tirlerden 6zellikle E.coli tiirlinlin beta-laktamaz aktivitesi, sitofilokok susunun beta

laktamaz aktivitesiyle yakin benzerlik gostermistir.

Hindistan’in Haydarabad sehrinin 12 farkli bolgesinden aldiklar1 30 adet ¢ig siit
orneklerinin  %6.7’sinde GSBL pozitif E. Coli tespit ettiklerini bildirmislerdir
(Rasheed ve dig.,2014).
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Isvigre’de yapilan bir ¢alismada, Nisan 2011 ayinda biiyiik bir siit isleme tesisinden
100 giin siiresince toplanan 100 adet ¢ig siit 6rneginden 67 E. coli izole edilmis;

bunlarin %1.5” inin GSBL iiretecisi oldugu saptanmistir (Geser ve ark;2012).

Istanbul ve Trakya bélgelerinden topladiklar: 700 adet siit ve siit {iriinleri 6rneklerini
L. monocytogenes yoniinden incelemisler ve 20 adet L. monocytogenes pozitif
Ornegin tlimiiniin antibiyotige karsi duyarli oldugunu ortaya koymuslardir (Diimen

ve ark; 2011).

Ingiltere ve Galler bdlgelerinde yerlesik 103 adet siit iireticisi ciftlikten aldiklari
orneklerin yogun olarak E. coli ile kontamine durumda oldugunu ve tiim orneklerin
%3.9’unda GSBL pozitif E. coli tespit ettiklerini ifade etmislerdir (Randall ve ark;
2014).

Ankara piyasasinda satilan siitlerden, 120 ¢ig siit ve 7 ticari firmadan saglanan 120
pastorize siitten olusan toplam 240 adet Ornekte ampisilin, amoksisilin,
danofloksasin, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol ve kloksasilin kalint1 analizi
gerceklestirilmis. Sonuclara gore 1 pastorize siit 6rneginde ampisilin kalintisina
rastlanmigtir. 239 &rnekte higbir antibiyotik kalintis1 belirlememisler. Orneklerin
timiinde ampisilin ile kirlenme siklig1 %0,4 olarak saptamislar (Temamogullar: ve
ark. 2010). Yaptigimiz ¢alismada siit Orneklerinde antibiyotik kalintilarina
bakilmadi, ancak bilindigi iizere siitte bulunan antibiyotik kalintilar1 insan sagligi
acisindan onemli risk olusturabilmektedir. Ayrica siit ve siit {iriinleriyle birlikte az
miktarda da olsa, devamli antibiyotik alinmasi sonucu, bu antibiyotikler viicutta
birikmekte, bazi bakteri suslarinda bu antibiyotige karsi diren¢ meydana gelmekte,

bu durum antibiyotiklerin insan tedavisindeki etkinliginin azalmasina neden

olabilmektedir (Uysal ve ark. 1995)

Ankarada biri kamu, digeri 6zel sektore ait, siit isletmesinden topladiklar1 335 siit
ornegini antibiyotik varligi bakimindan incelemisler. Kamu ya ait siit 6rneklerinin
%6,04 {iniin degisik diizeylerde penisilin igerdigini saptamislar. Ozel sektdre ait siit
isletmesinin ise %14,38 nin penisilin, %1, 31 inin ise penisilin disinda diger bir

inhibitoér madde icerdigi ortaya konulmustur (Temiz, 1998).

(Uraz ve dig. 1998) tarafindan yapilan bir arastirmada cesitli isletmelerden 103’ i
¢ig siit, 52’si pastorize siit ve 42’si beyaz peynir olmak iizere toplam 197 ornekte

GSBL iireten bakterilerin varligi arastirilmis; pozitiflerin %45°1 E.coli, %40’
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Klebsiella, %13’ Enterobacter olarak tanimlanmistir. Yaptigimiz ¢alismada direg
profili en yiiksek bakteri olarak E. coli (%79,4) ve takiben %10,3 oraninda

Enterobacter tespit etmis olmamiz literatiirle paralellik géstermistir

Avrupa Birligi kaynakli bir rapor (Liebana ve dig. 2013) gida amacgh yetistirilen
hayvanlar ve hayvansal kaynakli gida iirinlerinde mevcut E. coli ve Salmonella
serotiplerinin insanlara ESBL kodlayan suslarin bulagma yollarindan birisi oldugunu
bildirmistir. GSBL direncinin Salmonella gibi hayvansal gidalarda yogun bulunan
enterik bakteriden ziyade E.coli ve Klepsiella gibi hastane kokenli bakterilerde
yiikselisi dikkat ¢ekicidir.

Gortildiigii gibi Tiirkiye’de bu alanda yapilan c¢alismalar antibiyotiklerin kalinti
riskleri ve fenotipik yontemlerle antibiyotiklerin diren¢ durumlarini tespit etmenin
Otesine gegememistir. Klinik alanda yapilan bir¢ok calisma olsada gida alaninda

yapilan ¢alismalar sinirl sayida kalmastir.

Cig siitlerde antibiyotik direncinin bu kadar yaygin olmasi hayvancilikta antibiyotik
kullantminin yiiksek oldugunun bir gostergesidir. GSBL iireten bakterilere baglh
olarak olusan enfeksiyonlarin prevalansinin artmasi toplumda oral olarak uygulanan
antimikrobiyal tedavinin etki gostermemesine neden olmaktadir. Bu sebeple, Gram
negatif bakterilere bagli direngli suslarin ortaya g¢ikmasi Antimikrobiyal direng

gelisimi konusundaki endiseyi arttirmistir.

GSBL iireten Enterobacteriaceae’ nin prevelans: son yilda giderek artmaktadir ve
bunlarin sebep oldugu hastaliklarin giderek artmasi, enfeksiyonlarin tedavisinide
giiclendirmektedir. GSBL iireten Enterobacteriaceae nedeniyle meydana gelen
enfeksiyonlar, duyarli mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlar ile
kiyaslandiginda hastaliga etki edecek ilgili antimikrobiyal tedavinin etkisinin ge¢
baslamasina, hastalarin morbidite, mortalite oranlarinin ve tedavi masraflarinin

artmasina neden olmaktadir (Stewardson, 2014).

Giliniimiizde antibiyotikler, hayvanlarda bakteriyel hastaliklar1 tedavi etmek, bu

hastaliklardan korumak ve gelismeyi arttrmak amaciyla yaygm olarak

kullanilmaktadir (Wang ve ark. 2008).

Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda antibakteriyel direng genlerini tasiyan bakterilerin
izole edilmesi ve diren¢ mekanizmasinda rol oynayan bu tip enzimlerin varlig

nedeniyle, farkli ¢evrelerden izole edilen Gram negatif bakteri suslarinda GSBL
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aktivitesinin arastirildigi epidemiyolojik calismalar 6nem kazanmaktadir (Ding¢ ve

ark. 2012).

Gida mevzuatlari bu tiir bakterilerin gidalarda varliklarini bir hijyen indikatori kabul
etmesine ragmen, antibiyotiklere direng bir gida giivenligi kriteri olarak yer
almamaktadir (Ding ve ark. 2012).

Avrupa Birligi kaynakli bir rapor gida amacgh yetistirilen hayvanlar ve hayvansal
kaynakli gida iriinlerinde mevcut E.coli ve Salmonella serotiplerinin GSBL
kodlayan suslarin bulagsma yollarindan birisi oldugunu bildirmistir (Liebana ve ark.
2013).

Siit drneklerinden izole ettigimiz GSBL direng iireten, gram negatif enterik bakterilerin tip
ve direng profilleri bakimindan diger diinya {ilkelerinde ve iilkemizde elde edilen bulgularla

yakin benzerlikler tagidigini géstermektedir.

Sonu¢ olarak bu calismada ¢ig siit drneklerinden izole edile enterobakterilerin
fenotipik yontemlerle antibiyotik direnci saptanmis ve Vitek Malditof ile
tiplendirmesi yapilarak antibiyotik dogrulama, MiK degerleri tespit edilmistir. Cikan
sonuclara bagli olarak ¢ig siit orneklerinin GSBL prevelansi tespit edilmistir. Bu
izolatlarin diren¢ kodlayan beta-laktamaz genleri tanimlanacak sekilde gen bazli

incelenmesi gida giivenligi ve halk saglig1 agisindan sonderece dnemli goriilmiistiir.

Antimikrobiyal diren¢ gelistirmis bakterilerin 1s1l islemler ile inaktif olduklar
gercegine ragmen, serbest kalan ve diren¢ kodlayan gen boélgelerinin hayvansal
kaynakli gida {irlinlerinde olma olasilig1 ve bu tiir liriinlerin insan organizmasina
gegme olasiligr goz ardi edilmemelidir. Bu noktadan hareketle, siit iireticilerinin
antibiyotik kullanimi bakimindan denetlenmesi ve firmalarin bu konuda rekabet ve
marka politikalarin1 koruyacak tedbirler almasi ve hayvanlarda bilingsiz antibiyotik

kullanima ile ilgili miicadele etmesi gerekmektedir.
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