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Laktam Antibiyotiklere Direngli Enterik Bakterilerin Identifikasyonu ve Direng
Profillerinin Tespiti’ basliklt bu ¢alismay1 tezin proje sathasindan sonug¢lanmasina
kadar ki biitiin siireclerde bilimsel ahlak ve etik geleneklere aykiri diisecek bir
yardima bagvurulmaksizin yazildigini1 ve yararlandigim eserlerin bibliyografyada
gosterilenlerden olustugunu, bunlara atif yapilarak yararlanilmis oldugunu belirtir ve
ve onurumla beyan ederim

Birsen SARICI



vi



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim boyunca tez konumun belirlenmesi, ylriitiilmesi ve
degerlendirilmesi asmalarinda her tiirlii destegi saglayan, katkilariyla yol gosteren,
deneyimleriyle 151k tutan ve degerli birikimlerinden faydalandigim tez danigmanim
Prof.Dr. Haydar Ozpmar’a tez calismamin tiim basamaklarinda yardimini benden
esirgemeyen degerli arkadasim Ismail Hakki Tekiner’e, hayatim boyunca yanimda
olan ve beni egitim adma hep destekleyen sevgili ablalarima, “Olmasaydi tiim
bunlar1 asla yapamazdim” diyecegim kadar hayatimin her noktasinda beni
destekleyen hakki 6denemez esime, annelik gorevimi aksatmama ragmen beni
sevmekten vazgegmeyen ¢ocuklarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Birsen SARICI

vil



viil



ICINDEKILER

Sayfa

ONSOZ......oii et vii
TCINDEKILER ..ottt ix
KISALTMALAR ......ooootiiiiiie ettt e e e e e e e etaaee e e nres Xi
CIZELGE LISTES ..o xiii
SEKIL LESTEST ..o, XV
OZET ..o xvii
ABSTRACT ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e sararaaeeeeeens XVviil
1. GIRIS VE AMAGC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER ..........cocoiiiiiiiii e 3
2.1. Tirkiye’de ve Diinya’da Tavuk Sektoriine Genel Bakis...........cccccevveeeeeennnis 3
2.2.Tavuk Yetistiriciliginde Antibiyotik Kullanimi.............ccccccoevviiiiiiiiiiniinnnnnnn. 5
2.3. Tavuk Etlerinde Mikrobiyolojik Kalite ............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e, 8
2.3.1. Tiirk Gida Kodeksi Kriterleri.........uuuiiieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiiiieeeee e, 9

2.4, ENterODACIETIACEAC. ..........c.c.eeeeeeeeeeeeeeeieee e e e e eeeaeae e e e e e e e aaaeeeaeeeeennees 10
2.4.1. Enterobacteriaceae Genel OzelliKIeri............c.cocoeveveeeeeeieeeeeennnn. 10
2420 . COlieunnnnniiiiiiieeeeeeeee et e e e e e e e 11
2.4.3.K. PROUMORIQAC ..........vvveeeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeiaeeaee e e e e eeeaaraeaeeee e e s nnnssaeees 11
2.4.5.CHtFODACIEY SPP. ottt e e e e e e e e e e e e e eeaaeaes 12

B TN 18101018114 (<) PP PPPPSPRRN 13
2.5.1.Beta-Laktam AntibiyotiKIer............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 13

2.6. ANtID1IYOtIK DIFCNCT...eviiiieiieiiiiiiiiee e et e e e e e aaree e e e e e e e e e 17
2.6.1.Beta-Laktamlara Direnc ................... 20
2.6.1.1.Beta Laktam Antibiotiklere Kars1 Olusan Direng Mekanizmalari......21
2.6.1.2. Beta-Laktamaz Enzim Inhibitérleri ve Enzim Ilag Aktivasyonu....... 21
2.6.2.1. GSBL TIPICTT.uceiiiiiiiiieeiiiiie ettt e e e eiraaeeeenes 25

2.7. GSBL Tant YONtEMICTI.........uuuiiiiieeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeiiieeee e e e e eeeiaareeeeeeeeeenneees 26
2.7.1. GSBL Tarama Testleri........cccccuviiiiiieeeeeiiiiiiiieee e e 27
2.7.2. GSBL Dogrulama Testleri........ccuuviiieeieiiiiiiiiiiieee e 27
2.8.Tavuk Etlerinde GSBL Ureten Enteobakterilerin Epidemiyolojisi.................. 32
3. GEREC VE YONTEM ......oooooiiiiiiiioieeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37
R € L (TSNP PP PP PP P PPPPPPPPPPPPPRPPPIRt 37
3.1.1. KONtrol SUSIATT .. ... 37

RIS BN 18 W o T | <3 (<) o T USSR PPRP 38
3.1.3. Kullanilan Alet, Cihaz ve Malzemeler............ccooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeinnn. 40

R I 0311153 s o OSSP RPPPPPPPPRR 41
3.2.1.Numune Hazirlama ............cccuviiiiiiiieiiiiieee et 41
3.2.3. Selektif ZenginleStirme .............eeeeieeieiiiiiiiiiieeeeeeeiiiieeee e e e eeirreeeee e 42

R IR BT Vi 115 10 1. I 42
3.2.5.0KSIAAZ TESEL ceuuueiiiiiieeeeeeeeiiiiieeee e e e e e ettt e e e e e e et e e e eeeeeeesnsnaaaaeeaeeeas 43

X



3.2.6. Fenotipik YONtemICT .......cc.uvviiiiieeeeeiiiiiiieeee e e 43

3.2.6.1.Disk Diflizyon Testi......cccuuiiiiieeeeeiiiiiiiiiieee e evieeeeee e 43
3.2.6.2.Disk Diflizyon Konfirmasyonu Testi........cccccvveeeeeeriiiiiiiiiieeeeeeenens 44
3.2.7.Vitek® MS ile Tiplendirme ...........ccooeeuvriiiieieeeiiiiiiiiieeee e 45
3.2.8.Antibiyotik Dogrulama ve MIK Degerlerinin Tayini...................coc......... 46

4 BULGULAR ...ttt et e 47
4.1.Selektif Zenginlestirme SONUGIATT...........uvviiiiiiieiiiiiiee e, 47
4.2.0ksidaz Test] SOMUCIATT..........uuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiereieeeeaeeeeeeeseeeeeeeeeaeasaeaaaaa—.s 47
4.3. VITEK*MS (bioMérieux) ile Tiplendirme Sonuglart...............cooeeeeveveeunnn.. 47
4.3. Fenotipik SONMUGIAT .......ccoiiiiiiiiiiieie e e e e 48
4.3.1. Disk Diflizyon Testi SONUCIATT.......ccceevvriiiiiiiiiiieieeieeee e, 48
4.3.2.Disk Diflizyon Konfirmasyonu Testi Sonuglari...........ccccceeeeeeeeeninnnnnnnnn. 48

4.4. Antibiyogram Dogrulama ve MiK Tayini Sonuglari..............ccoccooovveverenne.n. 51
S5.TARTISMA VE SONUGC ........ooiiiiiiiieiie ettt 57
KAYNAKLAR ...t et ettt e et e e naee e 67
OZGECMIS ..ottt 77



KISALTMALAR

CAZ
CTX
CPD
CAZCV
CTX CV
CPD CV
CLSI
DNA

dk
EFSA
ESBL
EE

FAO
FDA
GSBL
KNS
MHA
MiK
OMP
RNA
PBP
TSA
WHO

Seftazidim

Sefotaksim

Sefpodoksim

Seftazidim Klavulonik Asitli

Sefotaksim Klavulonik Asitli
Sefpodoksim Klavulonik Asitli

Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
Deoksiribontikleikasit

Dakika

Avrupa Gida Giivenligi Kurumu
Extended Spectrum beta-Lactamases
Enterobacteriaceae Enrinchment (6nzenginlestirme besiyeri)
Gida ve Tarim Orgiitii

Amerikan Gida ve Ilag dairesi
Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar
Koagulaz negatif stafilokoklar

Miiller Hinton Agar

Minimal Inhibitér Konsantrasynu

Outer Membran Protein

Riboniikleikasit

Penisilin baglayan protein

Tryptic Soy Agar

Diinya Saglik Orgiitii

xi



xii



CIZELGE LiSTESI

Sayfa
Cizelge 2.1Y1llara Gore Antibiyotik Biiyiitme Faktorlerinin Yasaklanmasi ............. 7
Cizelge 2.2. Cig Et Uriinlerinde Tiirk Gida Kodeksi Mikroorganizma Kriterleri ...... 9
Cizelge 2.3.Y1llara gore antibiyotiklere karsi gelisen direng.............cooevvvieeeennnneeen. 19
Cizelge 2.4. Beta laktamazlarin tercih edilen siibstrat lara gore smiflandirilmasi.....24
Cizelge 2.5. GSBL TIPLeIT wuuvuiiiieeieiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e earaeeee e e 26
Cizelge 2.6. GSBL Refersans Zon Caplart .........ccccevveeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeiiieeeee e 27
Cizelge 2.7. Yontemlerin karsilastirtlmast ........cccevvvvvieeeeeeeniiiiiiiieeeee e 32
Cizelge 3.2. Kontrol SUSIATT........ccooiiiiiiiiiiiiii e 38
Cizelge 3.4. Mueller Hinton Agar (MHA) KompoziSyonu...........cccceeeeeveevvvieeeenennnn. 38
Cizelge 3.5. Tripton Soy Agar (TSA) KOMPOZISYONU .......cceevvvririieeeeeeeeiiiiiiieeeennn. 39
Cizelge 3.7 Kullanilan antibiyotik diskler ............ccccovviiiiieiiiiiiiiieieeee, 43
Cizelge 4.1.Disk Tarama SONUGIATT......ccooiuiiiiiiiiiiiiiiie e, 50
Cizelge 4.2. Antibiyogram Dogrulama Sonuglart...........cccoeeiieiiiiiiiiininen. 52
Cizelge 4.3. GSBL Tarama ve Konfirmasyon Metotlar1 sonuglarinin
Karstlastirtlmasi.........oooooiiiiiiiii 53
Cizelge 4.4. Numune cinsi bazinda GSBL pozitif izolatlarin durumu...................... 54
Cizelge 4.5. GSBL pozitif tanimlanmis enterobakterilerin.............cccceeviiiiiennnnneeen. 55
4T3 1§10 ) OSSR PPPUPPR 55
Cizelge 5.1. GSBL pozitif tanimlanmig enterobakterilerlerin dagilimi..................... 58

xiil



X1V



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 2.1. Tiirkiye’de yillara gore kisi basina diisen pilig eti tilketimi ...................... 3
Sekil 2.2.Diinyadaki tavuk {iretim miktar1 ve bolgesel dagilimi ...........cccceeeeeeennnnns 4
Sekil 2.3.Diinya pilig eti ticaretinde Tiirkiye, nin yillara gére durumu. ..................... 5
AT el B O oo ) 11
Sekil 2.5. Sefalosporinlerin Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler {izerindeki
EEKILETT ..ttt e e e e 15
Sekil 2.6. Yillara gore antibiyotiklere kars1 direng gelistiren bakteriler.................... 18
Sekil.2.7. Konjugasyonla genetik yapiin aktarilmast ..........cccocccciiiiiiiiinn, 20
Sekil 2.8. Beta laktamazlarin Ambler simiflandirmasi ..........cccceeeeeviiiiiiiiiieeeeens 23
Sekil.2.9. Kombine disk yontemiyle olusmus zon goriintiileri ............ccccceeeeeeeennnnns 28
Sekil 2.10. Kombine disk yonteminde olugsmus direng gortintiisii...........ccceeeeeeeennnes 28
Sekil.2.11. E test yontemiyle olugsmus dire¢ zonlart...........cceeeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeennn, 29
Sekil 2.12. MikrodilliSyon YONEEMI ........cceeerreiiriiiiieeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeiieeeeee e e e e 30
Sekil 2.13. Antibiyotik direncinin yay1lmast ...........ccceeevveiiiiiiiieeeeeeiniiiiieeeee e e 33
Sekil. 3.1.Kiiltlir bazli ¢alisma ........cccooeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 41
Sekil 3.2.GSBL siipheli pembe Koloniler .............cooeveeeiiiiiiiiiiiiieeeeeiieeee e, 42
Sekil 3.3.GSBL siipheli mavi Koloniler.............ccceeeeieiiiiiiiiiiiiieeeeeiieeeee e, 42
Sekil 3.4. Kullanilan antibiyotik diskler ve disk difiizyon ¢alismasi........................ 44
Sekil 3.5. Disk Difiizyon Konfirmasyonu Testi Zon Olgiimleri.............ccocvevennn.... 45
Sekil 3.6 Vitek®MS cihazi ve slaytlarin cihaza yerlestirilmesi...........ccccceeeeeeeeennnnnn. 45
Sekil 3.7. Multiskan spektrofotometre..........ccvvvviiiieeeeiiiiiiiieeee e 46
Sekil 4.1. Tiplendirme SONUGIATT ........coviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 48
Sekil.4.2.Kesinlesen sonuglara gore sakatat ve karkastaki GSBL pozitif
mikroorganizma dagilimi.........ocoiiiiiiiiiiiii e 54
Sekil 4.3.GSBL pozitif izolatlarin tiir dagilimi.............cooociiiiiiriiiiniiieeeeees 55

XV



Xvi



TAVUK ETLERINDE GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAM
ANTIBIYOTIKLERE DIRENCLI ENTERIK BAKTERILERIN
IDENTIFIKASYONU VE DIiRENC PROFILLERININ TESPITi

OZET

Genis spektrumlu beta laktamaz (GSBL)-lireten enterobakterilerin yol agtiklari
infeksiyonlar ve bu infeksiyonlara bagli gelisen 6liimler Diinya ¢apinda bir problem
olmaktadir. GSBL tipi enzimler penisilinler, sefalosporinler ve monobaktamlar gibi
antibiyotikleri hidroliz eden enzimlerdir. GSBL-pozitif enterobakteriler yalnizca
hastane ve toplumsal kaynakli degil, hayvansal kaynakli gidalar araciligiyla da
yayilmaktadir. Bu nedenle 6nemli bir gida giivenligi ve halk sagligi sorunu olarak
kabul edilmektedir. Beta-laktam antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz kullanimi
GSBL-iireten bakterilerin yayilmalarinda en 6nemli faktorlerdendir. Tavukculuk
sektortinde koruyucu ve tedavi amagli antibiyotik kullanimimin yiiksek oldugu
bilinmektedir. Genel amacli ve disk yaklagimli GSBL tarama testlerinin duyarlilik ve
ozgiilliikleri diisiik oldugu icin, bulgularm antibiyogram dogrulama ve MIK tespiti
ile dogrulanmas1 gerekmektedir. Bu arastirmada tavuk etlerinden izole edilen GSBL-
ireten enterobakteriler Clinical and Laboratory Standards Institute talimatlar: takip
edilerek fenotipik olarak incelenmistir. 2014 yil1 icinde Marmara Bdlgesi ve Istanbul
ilinde yerlesik marketler, halk pazarlar1 ve tavuk yetistirme ¢iftliklerinden toplam
109 adet tavuk eti ve sakatat Ornekleri toplanmistir. Toplanan Ornekler 6n
zenginlestirme isleminden sonra kromojen GSBL Agar’da selektif zenginlestirme
islemine alinmistir. Selektif agarda gelisen izolatlara oksidaz testi uygulanmis ve
oksidaz negatif GSBL stipheli izolatlar se¢ilmistir. GSBL siipheli izolatlar Vitek MS
(bioMeriux) kiitle spektrometresi ile tiplendirilmistir. Tiplendirmesi yapilan GSBL
siipheli izolatlarin dogrulamalar1 Merlin Micronaut-S beta-lactamase VII Kit talimat1
takip edilerek yapilmis, MIC okumalar1 multiscan spektrometre ile alinmis ve veriler
Sifin MIC yazilimi ile otomatik olarak degerlendirilmistir. Tiim fenotipik testler
Clinical and Laboratory Standards Institute talimatlaria goére tamamlanmistir. Disk
difiizyon dogrulama ve MIK tespiti sonuclarma gére toplam 33 adet siipheli izolat
kesin GSBL pozitif olarak tespit edilmistir. Disk diflizyon taramasi izolatlarin %96,6
CPD, %87,8 CTX ve %45,4 CAZ’a direngli iken, disk difiizyon konfirmasyonuna
gore %93 CPD+CLA’a, %90 CTX+CLA ve %72 CAZ£CLA’a direngli bulunmustur.
GSBL pozitif izolatlar arasimda en baskin fenotip %84,8 E. coli, %6,1 K.
pneumoniae, %6,1 E. cloacae ve %3,0 C. werkmanii olarak tanimlanmistir. iki E.coli
susunun es zamanli GSBL ve Amp-C beta-laktamazlar1 iirettikleri tespit edilmistir.
MIK degerlerine gore izolatlarm %63,6’st CAZ’a (16-128 pg/mL) ve %72,7’si
CTX’e (=128 pg/mL) kesin direngli olduklar1 gériilmiistiir. Incelenen tavuk eti
orneklerinin GSBL-iireten Enterobacteriaceae suslarin varliklar1 bakimindan risk
teskil ettikleri, bu tip direncli bakterilerin yayilmalarindan tavuk etlerinin onemli
rolleri olduklar1 ve bu tiir beta-laktamazlar1 kodlayan diren¢ genlerinin plazmid
aracilt mekanizmalar araciligiyla tiirdes ve farkli bakterilere transfer edilebilecekleri
g6z Oniinde bulundurulmalidir. Sonug olarak; antibiyotik direncliligin yayilmasinda
hayvansal kaynakli gidalarin olumsuz etkileri oldugu bu c¢aligmada ortaya
konulmustur.

Anahtar sozciikler: Enterobacteriaceae, GSBL, Tavuk eti, Gida Giivenligi, Halk
Saglhigi
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IDENTIFICATION OF CHICKEN-RELATED ENTEROBACTERIACEAE
RESISTANT TO EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAM ANTIBIOTICS
AND DETERMINATION OF RESISTANCE PROFILES

ABSTRACT

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae associated
infectious diseases as well as higher rates of mortality are becoming a problem in the
World. ESBLs are the enzymes that inactivate a broad range of antibiotics, including
penicillins, cephalosporins, and monobactams through hydrolysis. GSBL-positive
enterobacteria can disseminate through foods of animal origin, not only in clinical
and community settings. This situation is, therefore, considered to be a severe issue
for both food safety and public health policies. Intensive and overuse of modern
beta-lactam antibiotics are one of the major factors for the wide spread of ESBL-
producing bacteria worldwide. In the poultry sector, the antibiotics are widely and
extensively used in preventive medicine and disease-treatment. The sensitivity and
specificity of disc-approximation testing methods are relatively low. Thus, the
findings need to be verified by disc-diffusion testing, including MIC determination
for ESBL determination. In this study, ESBL-producing Enterobacteriaceae from the
raw chicken meat samples was phenotypically analyzed according to the Guidelines
by Clinical and Laboratory Standards Institute. A total of 109 samples, including
carcass and offal parts, was collected from markets, public bazaars, and chicken
farms located in the region of Marmara, including Istanbul district during the year
2014. After pre-enrichment, the suspensions were selectively enriched in chromogen
ESBL agar. The presumptive isolates were exposed to oxidase testing, and the
oxidase negative ones were identified by Vitek MS (bioMeriux). After that, the
isolates were initially subjected to disc diffusion testing, then subsequently to disc
diffusion confirmation using ceftazidim (CAZ), cefotaxime (CTX), and cefpodoxime
(CPD) with/without clavulanate (CLA) discs. The suspected isolates were confirmed
for ESBL production by Merlin Micronaut-S beta-lactamase VII Kit. The MIC
readings were obtained by a multiscan spectrometer, and the readings were
automatically analyzed by Sifin MIC software. All the phenotypic testing was
performed according to the Guidelines by Clinical and Laboratory Standards
Institute. The results showed that 33 ESBL-suspected isolates were confirmed as
positive  ESBL-producers according to disc diffusion confirmation and MIC
determination testing. Based on disc-diffusion testing, the phenotypic resistances
against CPD, CTX, and CAZ were found as 96.6%, 87.8%, and 45.4%, respectively.
The disc diffusion confirmation revealed that the resistances were determined to be
93% in CPD+CLA, 90% in CTX£CLA, and 72% CAZ+CLA. Of 33 ESBL-positive
isolates, the most common phenotype was 84,8% E. coli, followed by 6.1% K.
pneumoniae, 6.1% E. cloacae, and 3.0% C. werkmanii. Two E. coli strains of 33
isolates was also detected to be simultaneously positive for ESBL and Amp-C
production. The MIC values revealed that 63.6% of the isolates were resistant to
CAZ (16-128 pg/mL), and 72.7% to CTX (=128 pg/mL). The tested samples of raw
chicken meat harboring ESBL-producing Enterobacteriaceae presented a severe risk,
with a major role for the dissemination and transfer of ESBL-encoding genes among
the identical and/or different species through specific mechanism of plasmid
mediated. To conclude, this study suggested that the foods of animal origin may
possibly potential reservoirs for the spread of antibiotic resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae, ESBL, Chicken meat, Food safety, Public health
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda tavuk eti ucuz, saglikli ve besleyici olmasi nedeniyle toplumun tiim
kesimleri ve tiim yas gruplarinda sikca tiiketilen 6nemli bir gida kaynagi olmustur.
Yiiksek protein ve diisiik yag icerigine sahip olmasi, uygun bir doymamis yag asidi
kompozisyonu ve biitiin aminoasitleri icermesi, 6zellikle fiyat acisindan ucuz olusu
nedeniyle diger et f{iriinlerine oranla tavuk etinin daha fazla tiiketilmesini
saglamaktadir (Mead, 2000).

Kanatlhlar iizerinde 1949 yilinda yapilan bir deneyde antibiyotiklerin bu hayvanlarda
biliylimeyi arttirdig1 tesadiifen fark edilmis ve bu farkindalik antibiyotiklerin ¢iftlik
hayvanlar1 tizerinde biiyiime faktorii olarak kullanilmasinda milat olmustur (Aydin
ve Kocak, 1999). Artan talep karsisinda tavuk sektorii liretimi hizlandiracak karma
yemler ve biliylime faktorii olarak antibiyotiklere yonelmistir. Bu amagla hem
biiylimeyi hizlandirici, hem de hastaliklar1 onleyici 6zelliginden dolayr yemlere
biiylime faktorleri ilave edilmeye baglanmistir (Kiiciikersan, 2002).

Antibiyotiklerin insanlarda sik¢a ve yanlis kullanim1 ve hayvan iiretiminde 6zellikle
profilaktik ve biiylimeylr hizlandirict olarak kullanimi ile beraber canlilarin
bagirsaginda kommensal olarak yasayan enterik patojen bakterilerin zamanla bu
antibiyotiklere kars1 direng gelistirmeye basladig1 goriilmiistiir (Smet ve ark., 2008;
Phillips ve ark., 2004; Hammerum ve Heuer, 2009).

Yan etkilerinin azlig1 ve etki mekanizmasimin iyi olusu nedeniyle yogun kullanilan
beta laktam antibiyotiklere karsi gelistirilen direng, Ozellikle klinik agidan halk
saglig1 sorunu ve biyolojik tehlike olarak rapor edilmistir (EFSA, 2011).Hayvanlarda
antibiyotik kullanim1 devam ettigi siirece hayvanlardan saglanan gidalardaki direngli
bakterilerin 1yi pisirilmemis gidalar veya c¢apraz kontaminasyonla insanlara gecmesi
kacimilmaz olmustur (Can ve Celik, 2008).

GSBL’ler beta laktam antibiyotiklere kars1 bakterilerin olusturdugu enzimlerdir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar hayvansal gidalarin GSBL iireten enterobakteriler i¢in bir

depo gorevi gordiigiinii rapor etmistir (Carattoli, 2008).



GSBL iireten enterobakterilerin ¢ogunlukla kiimes hayvanlarinda ve perakende tavuk
etinde yayginhig: bircok iilkede arastirma konusu olmustur (Blanc ve ark., 2006;
Lavilla ve ark., 2008; Smet ve ark., 2008; Randall ve ark., 2011). Enterobacteriaceae
familyasindan olan Escherichia coli son on yilda artan oranda genis spektrumlu beta
laktam direnci gelistirmistir (Smet ve ark., 2009). Bu direng¢ biitiin hayvansal
tiirlerinden izole edilen suslarda gozlenmistir. Ancak 06zellikle kanatli besin
hayvanlarinda yogundur (Bortolaia ve ark., 2010; Diarrassouba ve ark., 2007;
Kojima ve ark.,, 2009; Smet ve ark., 2008 ). Kiimes hayvanlarindaki
kontaminasyonun, et iiriinlerinin kesimi sonrasi i¢ organlarinin ¢ikarilmasi sirasinda
kirlenmis su veya ete kirli ellerle dokunulmasi yoluyla kolaylikla olabilecegi
disiiniilmektedir  (Alvarez-Fernandez ve ark., 2013). GSBL direngli
enterobakterilerin gidalarda giderek yayginlasmasit enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (Anderson, 2003).

Bu ¢alisma’da Marmara Bolgesi ve ¢evre illerden toplanan ¢ig tavuk eti 6rneklerinde
genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iireten enterobakterilerin identifikasyonu ve

fenotipik yontemler ile direng profillerinin tespiti amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Tiirkiye’de ve Diinya’da Tavuk Sektoriine Genel Bakis

Tirkiye’de tavukculuk alaninda ilk yatirim 1930 yilinda Merkez Tavukguluk
Arastirma Enstitiisii kurularak yapilmistir. 1968 yilinda disa bagimhiligin 6niine
gecmek i¢in yerli hibrit wrklar gelistirilmis, fakat verimleri beklendigi kadar yiiksek
olmamustir. Tavuk ithalatinin 1980°de yeniden acilmasiyla entegre tesislerde sektore
eklenerek hizla biiylimeye baslamistir (Keskinoz, 2010). Tavuk etine olan ilginin
artmas1 ve artan talebi karsilama adina tavukculuk sektoriinde ciddi bir ilerleme
gozlenmis, tavuk ¢iftlikleri ve isletmelerinin sayisi hizla ¢ogalmistir.

Tirkiye’de tavuk eti iiretimi yogun olarak Adana, Mersin, Bolu, Bursa, Elazig,
Diizce, Eskisehir, Istanbul, Izmir, Kayseri, Kocaeli, Manisa, Yozgat, Sakarya ve
Manisa illerinde yapilmaktadir. 2014 yili itibariyle sektdrde kayitli 15.000 adet
kiimes iiretim yapmaktadir (Besd-Bir, 2014).

Ozellikle son on yilda sektordeki iiretim diinya devleriyle yarisacak hale gelmistir.
Tavuk eti tretimi 1990°l1 yillarda fert basina 3,8 kg iken 2001 yilinda 8,5 kg
diizeyine ulagsmistir. 2014 yilinda ise bu oran 21 kg’a kadar ¢ikmistir. Bu haliyle bile
bir¢ok gelismis lilkenin gerisinde oldugumuz sdylenebilir (Besd-Bir, 2014)
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(KG)

2001 2005 2010 2014

Sekil 2.1. Tiirkiye’de yillara gore kisi basina diisen pilig eti tiiketimi (Besd-Bir,
2014).



Daha 6nceki yillarda kirmizi etten iiretilen sucuk, salam, sosis, burger, doner, kofte
ve 1zgara gibi bircok {irlin giiniimiizde tavuk eti kullanilarak da iiretilmeye
baslanmistir. Bu ve benzeri nedenlere bagli olarak biitiin diinyada tavuk eti tiiketimi
glinlimiizde hizli bir artig gostermis, bu da tavuk etine ve hammaddesine olan talebi
artirmistir (Sener ve Temiz, 2004). Bu anlamda ¢esitli iilkelerin ciddi ekonomik gelir
kaynag1 haline gelen tavuk iiretimini diinyada en fazla A.B.D, Cin ve Birezilya
yapmaktadir. Tiirkiye 2013 verilerine gore, diinya 8.si olarak iiretimdeki yerini alsa
da sektoriin bir yil sonraki hedefi diinya 3.ligli seklinde aciklanmistir (Besd-Bir,
2014).

Diinya pilic eti Gretiminin %44.2'sini
Amerika Kltasi saglamaktadir. Asya
Kitasi %32.9 ile ikinci sirada, Avrupa

’# Kitas! ise %16,4 ile Golncl sirada yer
i 't almaktadir.
)
= 93.1 .
- AMERIKA ASYA

| milyon
1
58.8 I
mllyon: 259 :
i I

2000 2013

Dinyada, 2000 yilinda 58.8

milyon ton olan tavuk eti Gretimi
%59 artisla 2013 yilinda 23.1
milyon tona ulasmistir.

AVRUPA

Diinya pilic eti Gretiminde Amerika
Birlesik Devletleri, Cin ve Brezilya agik
ara dndedir. Tlirkiye pilic eti
dretiminde 2013 yili itiban ile

%16.4

dinyada 8. siraya yerlesmistir.
Sekil 2.2.Diinyadaki tavuk tiretim miktar1 ve bolgesel dagilimi (Best-Bir,2014).

Tiirkiye pili¢ eti tiretiminde 2013 yili itibariyle diinyada 8. sirada yerini almistir
(Best-Bir, 2014).

Sektordeki siirekli artan iiretim sayesinde Tiirkiye’de pili¢ eti ithalat1 neredeyse sifir
diizeyine ulasmistir. Hatta ihracatta bircok diinya {ilkesiyle yarigacak hale gelinmistir
(Besd-Bir, 2014).Tiirkiye tavuk ihracatinda da son on yilda giderek artan bir egilim
gbstermis ve bu anlamda ciddi rakamlara ulasmustir. Ozellikle yakin komsu iilkelere
yapilan ihracat, nakliye masraflarindaki diisiis ile iilke ekonomisine daha fazla katki

saglamaktadir.



A
700 MiLYON
2014
430.544 |
230 MiLYON
2010
151.339
34 MiLYON
2005
44,974
14 MILYON
2001
24.417

ﬁ{?}ﬁ ™ porar M Ton

&
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2014 yih kanath eti ihracat 431 bin ton ve 700

milyon Amerikan Dolan olarak gerceklesti.

tiirkiye Diinya ticaretinde %4.1 paya sahip.

Sekil 2.3.Diinya pilig eti ticaretinde Tiirkiye, nin yillara gore durumu (Besd-Bir,
2014).

Tiirkiye pili¢ eti ticaretinde 2014 verilerine gore diinya dordiinciisii olmustur (Besd-
Bir, 2014).

Tavukguluk sektorii Tiirkiye tarim ve hayvancilik sektoriinde en giiglii sektorlerden
biridir. Tavukculuk sektoriinde 2014 yili verilerine goére 600.000 kisi istihdam
edilmekte; hammadde iireticisi, ¢iftgisi, sektorle ilgili esnaf, yem, ilag, asi, yan
sanayi, nakliye ve pazarlama dallar1 da dahil olmak tizere yaklasik 2,4 milyon kisi bu
sektorden gegimini saglamaktadir (Best-Bir, 2014).Sektoriin 2014 yili itibariyle yillik
cirosu 5,25 milyar ABD dolarmi bulmus ve iilke ekonomisindeki yerini

saglamlagtirmistir (Besd-Bir, 2014).

2.2.Tavuk Yetistiricilig¢inde Antibiyotik Kullanimi

Insanlarin dengeli beslenmeye verdig 6nem, artan kirmizi et fiyatlar1 karsisinda
kirmizi et alim giicliniin azalmas1 ve hayvansal protein agigmin kapatilmasi adina
tavuk liretiminin hizli bir sekilde artirilmasina yonelik 6nlemlerin alinmasini zorunlu
kilmistir (Aynagdz, 1993). 1949 yilinda kanatlilar {izerinde yapilan bir deneyde
antibiyotiklerin bu hayvanlarda biiyiimeyi arttirdig:1 tesadiifen fark edilmis ve bu
farkindalik antibiyotiklerin ¢iftlik hayvanlar1 tizerinde biiylime faktorii olarak
kullanilmasinda milat olmustur (Aydin ve Kogak, 1999). Bu kesifle beraber uzun

yillardan beri infeksiyonlarin  Onlenmesi, gelisimin hizlandirilmasi, verimin ve



yemden yararlanmanin arttirilmasi amaciyla antibiyotikler ve kemoterapotikler yem
katkir maddesi olarak kullanilmaktadir (Kaya ve ark., 2007;Keskinéz, 2010). FAO
raporlar1 kanathlarin %80’inin yasamlarinin belli donemlerinde veya tamaminda
antibiyotiklere maruz kaldigini gostermektedir (Can ve Celik, 2008).

Antibiyotiklerin kanatlilarda yogun kullanimi zamanla bu maddelere karsi direngli
bakterilerin gelisimine ve Ozellikle ilacin yasal bekleme siiresi dolmadan
kesimhaneye giden hayvanlarin dokularinda antibiyotik kalint1 risklerinin artmasima
neden olmustur (Can ve Celik,2008).

Biiyiime faktorii olarak kullanilan kemoterapdtiklerin etki mekanizmalari tam olarak
aciklanmasa da bu konuda {i¢ farkli hipotez ileri sitiriilmiistiir (Anadon ve Martinez-
Larranaga, 1999; Butaye ve ark., 2003)..

Besin maddelerinin emilimini engelleyen toksik metebolizma tiriinlerinin {iretimini
inhibe ederek.

Gastrointestinal sistemdeki patojen mikroorganizmalarn gelisimini engelleyerek.
Subklinik infeksiyonlar1 azaltarak veya onleyerek

Son yillara arastrmacilar yukaridaki etkileri gostermesi bakimindan antibiyotiklere
altarnatif olabilecek dogal {irlin arayisma girmis ve probiyotikler, prebiyotikler,
organik asitler ve enzimler gibi biiylimeyi ve gelismeyi arttirict iriinlere
yonelmislerdir (Kiigtikersan, 2002).

Probiyotikler hayvan sindirim sistemindeki mikrofloranin ekolojik dengesini diizene
sokmak ve bu ortamdaki patojen bakterilerin zararli hale gelmesini 6nlemek ve
hayvanlarin yemden yararlanmasini arttirmak amaciyla igme sularina katilan bakteri,
maya ve mantar kiiltiirleri igeren biyolojik iirlinlerdir. Prebiyotikler ise normal
sindirim enzimleri tarafindan sindirilmeyip bagirsaktaki yararli mikroorganizmalarin
gelisimini tesvik eden besin maddeleridir (Asan ve Ozcan, 2006).

Canli hayvan tarafindan sindirilmeyen bir karbonhidrat olan inulin, prebiyotik
ozelliginden dolay1r son yillarda oldukg¢a dikkat ¢cekmektedir. Yapilan ¢aligmalar
kanatli besinlerine katilan inulinin kolonik  Bifidobakter ve Laktobasil
populasyonunda 6nemli derecede artis meydana getirmekte ve hayvan gelisimini
pozitif yonde etkiledigini bildirmektedir (Asan ve Ozcan, 2006).

2.2.1. Antibiyotik Kullanimini Azaltmaya Doniik Calismalar

Antibiyotiklerin biiylimeyi ilerletici anabolik madde olarak kullanimi ile ilgili
yapilan ilk kontrol adimi 1969°da, Isve¢ Komitesi tarafindan yapilmistir. Bu komite

antibiyotiklerin hayvan {iretiminde veteriner kontrolii olmaksizin kullanimima



sinirlandirma getirmistir. Avrupa Birligi ise 1970’lerin basinda hayvansal yemlerde

tedavi

amacli

kullanilan baz1 (bkz.Cizelge2.1.) antibiyotiklerin ruhsatlarini

yiiriirliikten kaldirmistir (Tuncer, 2007).

Cizelge 2.1.Y1llara Gore Antibiyotik Biiylitme Faktorlerinin Yasaklanmasi (Tuncer,

2007).

YIL ULKE KARAR

1969 Isveg Antibiyotik biiyiitme faktorleri bilimsel olarak yasaklandi.

1970 AB Antibiyotik bilyiitme faktorlerinde gegici sinirlandirmalar baglad.
1970 Ingiltere Penisilin ve tetrasiklin yasaklandi.

1971 AB Tetrasiklin yasakland.

1971 Isveg Tetrasiklin ve antibiyotik biiyiitme faktrlerinin bir kism1 yasaklandi.
1986 Isveg Antibiyotik biiyiitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.

1997 AB Avoparsin yasaklandi.

1998 Hollanda | Olaquindox yasaklandi.

1998 Danimarka | Virjinamisin ve antibiyotik biiylitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.
1998 Isveg Antibiyotik biiyiitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.

1998 AB Tylosin fosfat, ¢inko basitrasin, sipiramisin, virjiniamisin yasaklandi.
1999 Ingiltere Tylosin fosfat, ¢inko basitrasin, spiramisin, virjiniamisin yasakland.
2006 AB Antibiyotik bilyiitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.

2006 Tiirkiye Antibiyotik bilyiitme faktorlerinin tiimii yasaklandi.

Antibiyotiklerin asir1 ve uygun olmayan sekillerde kullanimi ile bu maddelere kars1

mikroorganizmalarin gelistirdigi direng, AvrupaBirligi’ni harekete gecirmis ve 1998-

1999 yillarinda kanatli hayvan yetistiriciliginde biiyiime faktorii olarak antibiyotik

kullannmina genis Olgiide yasaklamalar getirilmistir (Anadon ve Martinez-

Larranaga,1999; Casawell ve ark., 2003).

Karma yemlerde uzun yillardir kullanim1 yasak sistemik etkili bazi antibiyotiklerin

ise hala yaygin olarak kullanmildig1 goriilmektedir. Degisik isimler altinda ve cogu

kacak olarak iilkeye sokulan bu antibiyotiklerin gidalardaki antibiyotik kalintilar1 ve




artan diren¢ dikkate alinarak daha siki denetimlerle kullaniminin tamamen

engellenmesi kagmilmaz olmustur (Keskinéz, 2010).

2.3. Tavuk Etlerinde Mikrobiyolojik Kalite

Tavuklarda mikrobiyolojik kontaminasyon daha kulugka doneminde baslamaktadir.
Kulucka ve biiylime doneminde kiimes ortami, yem, su, ¢evrede olabilecek birgok
mikroorganizma ve 6zellikle patojenlerin varligi 6nemli kaynaklardir (Karapmar ve
Goniil, 1998). Canli tavuklarm derisinde 1 cm?’de yaklasik 1,5x10° adet bakteri
bulunmaktadir. Bu populasyon i¢inde hayvan derisinin normal floras1 yaninda tiiy,
toprak ve digski kaynakli organizmalar da mevcuttur. Tavuk iiriinlerine bulunan
onemli mikroorganizmalar Enterobakter, Alkaligenes, Esherichia, Bacillus,
Flavobacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Acinetobacter-Moraxella,
Corynebacterium, Staphylococcus ve Salmonella tiirleridir (Unliitiirk ve Turantas,
2015).

Tavuk eti besin 6geleri nedeniyle pek ¢cok mikroorganizmanim ¢ogalmasi i¢in uygun
Delialioglu N, Ocal ND, Emekdas G: Cesitli klinik &rneklerden izole edilen
Escherichia coli ve Klebsiella tiirlerinde genislemis spektrumlu betalaktamaz
oranlari, ANKEM Derg 2005;19(2):84-7. 6. Eskitiirk A, Korten V, Soyletir G: Akut
bakim Delialioglu N, Ocal ND, Emekdas G: Cesitli klinik drneklerden izole edilen
Escherichia coli ve Klebsiella tiirlerinde genislemis spektrumlu betalaktamaz
oranlari, ANKEM Derg 2005;19(2):84-7. 6. Eskitiirk A, Korten V, Soyletir G: Akut
bakim kaynakli enfeksiyonlar ve intoksikasyonlar agisindan; Salmonella spp.,
Staphylococcus spp.; Ozellikle S. aureus, Enterobacter’ler, Shigella spp.,
Corynebacterium spp., Bacillus spp., E. coli, Pseudomonas spp., Koliform grubu
bakteriler, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. ve Clostridia agisindan
siklikla kontamine oldugunu goéstermektedir (Mullerat ve ark., 1994; Adams ve
Moss, 1995; Unliitiirk ve Turantas, 1998; Mead, 2000; Conner ve ark., 2001; Elmali
ve Yaman, 2004; Efe ve Giimiissoy, 2005; Os ve Karaboz, 2005).

Bu kontaminasyon tavuk etinin kulugka donemiyle baslayip kesimhaneden sofralara
ulasacagi noktaya kadar tiim zincirde devam etmektedir ve bu zincirin uzunlugu ise
cogu zaman kontaminasyon kaynagina ulagsmay1 giiclestirmektedir (Angulo,

Noargund ve Chiller, 2004).



2.3.1. Tirk Gida Kodeksi Kriterleri

E.coli birgok gidada gida hijyen indikatorii olarak ele alinsada Tirk Gida Kodeksi
GSBL pozitif enterik bakterileri tavuk eti hijyeni bakimindan indikator olarak heniiz
kabul etmemektedir. Tiirk Gida Kodeksi’nin tavuk etiyle ilgili genel hijyen kriterleri

cizelge 2.2°de sunulmustur.

Cizelge 2.2. Cig Et Uriinlerinde Tiirk Gida Kodeksi Mikroorganizma Kriterleri
(TGK,2015)

Gida Mikroorganizmalar Numune | Limitler (')
alma
plani
n |c m M

3. Et ve et uirlinleri

3.1. Karkas, parga etler, kiyma ve sakatat

3.1.1. Kasaplik hayvanlarin karkasi, ¢ig TAMB (%) 512 10° 10°
kirmiz1 et ve kiyma, kanatl karkasi ve ¢ig S aureus (' 5 |2 10° 10°
kanatli eti (sogutulmusg, dondurulmus) ve
dondurulmus hindi kiyma Salmonella spp. 510 0/25 g-mL
L. monocytogenes 510 0/25 g-mL
E. coli O157:H7 510 0/25 g-mL
3.1.2. Sakatat C. perfringens 512 10° 10*
Salmonella spp. 510 0/25 g-mL

E. coli O157:H7 510 0/25 g-mL

(") : Aksi belirtilmedikge limit kob/g-mL olarak degerlendirilir. kob: Koloni
olusturan birim (kat1 besiyerinde)

(*) : TAMB: Toplam aerobik mezofilik koloni sayis

() : En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi

(*) : Koagiilaz pozitif stafilokoklar

n : Analize alinacak numune sayisi

¢ :mile M arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla

analize almacak numune sayis1



m : (n — c) sayidaki analize alinacak numunenin 1 graminda bulunabilecek kabul
edilebilir en fazla mikroorganizma sayisi
M : ¢ sayidaki analize aliacak numunenin 1 graminda bulunabilecek kabul edilebilir

en fazla mikroorganizma sayist

2.4. Enterobacteriaceae

2.4.1. Enterobacteriaceae Genel Ozellikleri

Klinik mikrobiyolojide en 6nemli bakteri ailesi olarak bilinen enterobakteriler
ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarin baslica nedenlerindendir. Ayrica bu
bakteriler; septisemi, Uriner sistem enfeksiyonlari, pnomoni, kolesistit, kolanjit,
peritonit, yara enfeksiyonlari, menenjt, gastroenterit gibi bir¢cok hastaliga neden
olmaktadirlar. Enterobacteriaceae, dogal yerlesim yerleri insan ve hayvanlarin
bagirsak sistemi olan heterojen, gram negatif ve ¢omak sekilli genis bir ailedir
(Yemen, 2010).

Enterobacteriaceae familyasi igerisinde DNA homolojisi, biyokimyasal 6zellikleri,
serolojik reaksiyonlari, bakteriyofaj duyarliliklar1 ve antibiyotik diren¢ profillerine
gore smiflandirilmis en az otuz cins, 140 tiir, cok sayida biyogrup ve heniiz
adlandirilamamis bir¢ok enterik grup yer almaktadir. Bu bakteriler dogada, toprakta,
sularda ve familyaya adin1 veren 6zelligi olarak birgok canlinin bagirsak florasinda
yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bu ailede insan i¢cin 6nemli olan Salmonella,
Escherichia, Shigella, Enterobacter, Klepsiella, Serratia, Proteus gibi sayis1 25’e
yakin cins bulunmaktadir (Yemen, 2010).

Tiim Enterobakter iiyeleri aerob, fakiiltatif anaerob, sporsuz, glikozu fermente eden,
nitratlar1 nitrite indirgeyen, katalaz enzimi pozitif, sitokrom Salmonella, Shigella,
Yersinia pestis oksidaz enzimi negatif, gram negatif basillerdir. Familya igerisindeki
bazi cinsler insan i¢in her zaman patojen iken, bazilar1 ise (Escherichia coli,
Klepsiella pneumoniae, Proteus mirabilis) mikroflorada yer alirlar ancak
bulunduklar1 normal viicut bolgelerinden ayrildiklarinda firsat¢1 enfeksiyonlara
neden olabilirler. Bakterilerin bulagsmasi bazen hayvanlardan insana, bazen insandan
insana, bazen de insanin kendi florasinda bulunan mikroorganizmalar kendi kendine

endojen enfeksiyonlara yol acabilir (Tiinger ve ark., 2005).
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2.4.2. E. coli

E.coli’nin dogal yasam ortami insan ve hayvanlarin bagirsaklaridir. Bu nedenle
E.coli, su ve besinlerdeki fekal kirlenmenin bir belirtisidir ve gida {iriinlerinde hijyen
indikatorii olarak kullamlir. Normal insan sindirim sisteminde 10° ile 10° kob/g
arasinda bulunmaktadwr (Tham, 2012). Bagirsak florasinin normal bir {iyesi olan
E.coli ile konak organizma arasinda uyumlu bir iliski olmasindan dolay1 bakteri
normalde hastalik yapmaz. Ancak, i¢ organlara veya kana gegmesi halinde (6rnegin
idrar yolu enfeksiyonu ile mesaneye gecmek gibi) veya bagka bir konak
organizmanin sindirim sistemine ge¢cmesi durumunda, E. coli bir patojen olabilir. Bu
nedenle E.coli, uygun kosullarda endojen infeksiyonlara neden olan fakiiltatif patojen
veya firsatci patojen bir bakteri olarak kabul edilmektedir. En sik rastlanan bagirsak

dis1 E.coli infeksiyonu idrar yolu infeksiyonudur (Tiinger ve ark., 2005).

Capsule
Cell wall
Plasma membrane

Bacterial Flagellum
MNucleoid (circular DNA)

Sekil 2.4.F.coli (www. msxlaps.org. )

2.4.3.K. pneumoniae

En belirgin 6zellikleri genis polisakkarit yapida kapsiiliiniin bulunmasi, buna bagl
olarak besiyerlerinde mukoid koloniler olusturmasi ve tiimiiniin hareketsiz olmasidir.
Laktoz fermentasyonu ve {lreaz enzimi pozitiftir. Normalde saglikli insan
bagirsaginda %5 oraninda (10* kob/g/disk1) bulunur.

K. pneumoniae ampisilin ve karbenisiline dogal olarak direnglidir. Diger betalaktam
antibiyotiklere ise Ozellikle salgiladigr betalaktamaz enzimi nedeni ile direng
gelistirebilmektedir. Yayilmasi1 endemikten daha ¢ok epidemiktir (Tham, 2012).
GSBL varligi ilk defa K. pneumonia da tespit edilmistir.

11



2.4.4. E. cloaceae

Enterobacter toprakta ve sularda oldukca yaygin bulunan bakteri grubudur.
Enterobacter tirlerinin biiyiik bir boliimi hareketli, sitrat ve ornitin dekarboksilaz
testlerinde pozitiftir ve glikozdan gaz olusturabilirler. Bu cinsin c¢esitli tiirleri
ozellikle hastane ortaminda olmak iizere bircok organ ve sistemde infeksiyona neden
olabilen firsat¢1 patojenlerdir. Hastane ortaminda en Onemli Ozellikleri birgok
antibiyotige direngli olmalaridir (Kiligturgay, 1994). Enterobacter cinsi kromozomal
kokenli indiiklenebilir betalaktamazlar bulundurmaktadir. Bu enzim normalde ¢ok
disiik diizeyde sentezlenmesine ragmen ortama eklenen betalaktam antibiyotik
varliginda enzim iiretimi indiiklenerek normalin ¢ok {istiinde salgilanir. Bu enzimler
birinci, ikinci ve {iglincii kusak sefalosporinler ve ampisilin gibi birgok penisilini
parcalayabilirler. Bazi enterotoksijenik  gruplar1  6zellikle gida kaynakli
zehirlenmelerde biiylik rol oynar ve c¢esitli infeksiyonlara yol acabilmektedirler.
Enterobacter grubu bakterilerin yaygin olmalarina neden olarak bilhassa boceklerin
biiyiik rol oynadig1 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).

2.4.5.Citrobacter spp.

Insan ve hayvanlarinda diski florasinda yer alan bu bakteriler, toprak, su ve
gidalardan da izole edilebilirler. Gidalara gecisleri genellikle hayvansal atiklar
yoluyla olmaktadir. Genellikle firsat¢1 patojen olarak idrar yolu sepsislerine neden
olurlar. Glikozdan asit ve gaz yaparlar. Bazi suslar1 laktozu ge¢ fermente ederken
baz1 gruplar fermente edemezler. Sitrat pozitif, lizin dekarboksilaz testi ise negatiftir,
hareketlidirler ve genelde H,S meydana getirirler. Bogaz enfeksiyonlarindan, idrar
yolu enfeksiyonlarindan, balgam, kan ve yaralardan firsat¢1 veya sekonder patojen
olarak izole edilebilirler (Kilicturgay, 1994).

Kromozomal kokenli indiiklenebilir beta-laktamazlar bulundururlar. Bu enzimler
birinci kusak sefalosporinler ve ampisilin gibi bir¢cok penisilini parcalayabilirler.
Hastane ortaminda ise karbapenemler hari¢ tiim beta laktam antibiyotiklere direncli

hale gelirler (Yemen, 2010).
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2.5.Antibiyotikler

Antibiyotikler c¢esitli mikroorganizma tiirleri tarafindan sentezlenen ve diger
mikroorganizmalarin gelisiminin ve iiremelerinin durdurulmasi (bakteriyostatik etki)
veya mikroorganizmalarin oldiiriilmesi (bakterisidal etki) seklinde etki gosteren
dogal ya da sentetik maddelerdir. Genis spektrumlu antibiyotikler ¢ok sayida Gram
negatif ve Gram pozitif mikroorganizmaya etki gosterdigi halde dar spektrumlu
antibiyotikler smirli sayidaki mikroorganizma {iizerinde etkilidir (Tilinger ve ark,
2005).

Antibakteriyel maddeler bakteriler tizerinde bes farkli yoldan etki gosterirler.
Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metebolizmanin bozulmasi: Siilfonamidler
Niikleik asit sentez ve fonksiyonlarmin bozulmasi: Kinolonlar, Rifamisin,
Nitrofurantoin.

Protein sentezinin inhibasyonu: Aminoglikozidler, Tetrasiklinler, Kloramfenikol,
Makrolid antibiyotikler.

Sitoplazma zarmin fonksiyon ve yapisinin bozulmasi: Polimiksinler.

Hiicre duvar1 sentezinin inhibasyonu: Beta-laktam antibiyotikler, glikopeptid

antibiyotikler,basitrasin (Bozkaya, 2002).

2.5.1.Beta-Laktam Antibiyotikler

Bakteri hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek ve bir dl¢iide de otolitik enzimleri aktive
ederek bakterisidal etki gosteren antibiyotiklerdir (Delialioglu ve ark., 2005). Beta
laktam antibiyotikler memelilerde hiicre duvari bulunmayisi, memeliler iizerinde
toksisite gdstermemeleri ve genis spektrumlu oluslar1 nedeniyle klinikte en ¢ok tercih
edilen antibiyotik grubudur ( Bozkaya, 2002).

Bakteri hiicre duvarmin sentezi transpepdidaz, karboksipepdidaz ve endopepdidazlar
gibi bazi 0zel enzimler tarafindan diizenlenir. Bu enzimlere beta laktam
antibiyotikleri baglayabilme 6zellikleri nedeniyle penisilin baglayan proteinler (PBP)
denir (Tiinger ve ark, 2005). Beta laktam antibiyotikler etkilerini, beta laktam
halkasindaki siklik asit baglarini parcalayip, beta laktam ajanlarmin etkisini ortadan
kaldirarak gosterirler (Giir, 2004). Hiicre duvar yapisi bozulan bakteride osmotik

direng kayb1 ve buna bagli 6liim olusur (Sar1, 2005).
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Beta laktam antibiyotikler Penisilinler, Sefalosporinler, = Monobaktamlar,
Karbapenemler ve Beta laktamaz inhibitorleri (klavulonat, sulbaktam, tazobaktam)
olmak tizere bes grupta incelenebilirler (Yemen 2010 ).

Penisillinler

Penisilinler Penicillum cinsi kiiflerin 6zel besiyerlerinde trettikleri ekstraklardir.
Tim penisilinler ortak bir yapiy1 paylasirlar. Temel yapist bir tiazolidin halkasi, bir
betalaktam halkas1 ve bir amino grubu yan zincirden olusmaktadir (6 amino
penisiloik asit). Penisilindeki beta laktam halkas1 bakteri tarafindan parcalandiginda
geriye kalan irilinilin antibakteriyel etkisi yoktur. Penisillin aktivitesinde ilk asama
ilacin hiicre reseptorlerine baglanmasidir. Penisilin’in PBP baglanmasiyla beraber
peptidoglikan tabakanin sentezi inhibe olur otolitik enzimler devreye girer ve hiicre
lisiz olur. Dolayisiyla penisilinin etki edebilmesi i¢in aktif hiicre duvari1 sentezi
gereklidir (Yemen, 2010).

Dogal penisilinler ve penisilinaza dayanikli penisilinler Gram-pozitif bakteriler
iizerinde etkilidirler. Her ne kadar insan mikroflorasinda yer alan cogu E. coli,
aminopenisilinlere duyarli ise de hastane kdkenlerinde plazmidlerle yayilan direng
yaygindir. Shigella sonnei, Salmonella typhi dahil cogu Salmonella’lar beta-
laktamaza bagli diren¢ gosterirler. Ayrica Klebsiella, Serratia, Acinetobacter,
Proteus, Pseudomonas tiirleri ve Bacteriodes fragilis’lerin ¢ogu penisilinlerin bu
smifina direnglidir. Ciinkii tiim aminopenisilinler Gram negatif ve Gram-pozitif
bakterilerin beta-laktamaz enzimlerine duyarlidirlar. Bugiin icin Gram negatif basil
enfeksiyonlarinda aminopenisilinler rastgele yada gelisi gilizel se¢ilmemelidir
(Demir,2006).

Sefalosporinler

Ik kez 1945’te Cephalosporim acremonium mantarmdan izole edilmis olan
sefalosporinler, penisilinden farkli olarak beta-laktam halkas1 yaninda penisilindeki
5 tiyeli tiazolidin halkasi yerine, 6 iiyeli bir dihidrotiazin halkasi bulundururlar
(Bozkaya, 2002). Dogal sefalosporinlerin etki mekanizmas1 diisiiktiir fakat cesitli
amino gruplar1 eklenerek farmakolojik oOzellikleri farkli bir¢ok tiirler elde
edilmektedir. Dihidrotiazin halkasinda fazladan bulunan karbon atomu 3. pozisyonda
da yeni yan dallarin ilavesi ile daha degisik ve cok sayida sefalosporinler elde
edilmesine olanak saglamistir. Uygulama kolayligi saglamasi acgisindan

sefalosporinler asagidaki gibi 4 kusak seklinde siniflandirilmistir (Sar1, 2005).
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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
Parenteral uygulanan 1. kusak sefalosporinlerin etkinlikleri birbirine benzerdir.
Yalnizca sefazolinin stafilokoklara etkinligi biraz daha az, Gram negatif basillere
etkinligi diger 1. kusak iiyelerine gore biraz daha fazladir. Birinci kusak
sefalosporinlerden herhangi birisi in vitro antibiyotik duyarlilik testinde digerlerinin
yerine kullanilabilir. Tkinci kusak sefalosporinler, birinci kusaga gore stafilokok ve
streptokoklara daha az, Gram negatif basillere ve anaeroblara daha fazla etkilidir.
Sefoksitin, Gram negatif basillerin iirettigi bazi1 betalaktamazlara direnclidir ve bazi
Enterobacteriaceae  tarafindan  {iretilen  betalaktamazlarin  oldukga  etkili
indiikleyicisidir (Erag, 2000).
Ikinci kusak sefalosporinler Gram negatif bakterilere 1.kusak tan daha iyi etkilidirler
ve 1. Kusaga gore beta laktamazlara kars1 daha direnglidirler (Bozkaya, 2002).
Ucgiincii kusak sefalosporinler Gram negatif basillere (E.coli, Klebsiella spp.,
Proteus mirabilis, Serratia) kars1 yaygin olarak kullanilan sefalosporinlerdir. 3.
kusak sefalosporinlere karsi gelisen direng beta-laktamaz inhibitorleri ile kombine

edilerek bakterilere kars1 giiclendirilmistir (Bozkaya, 2002).
Gram (+)

1. Kusak

2. Kusak

— 3. Kusak

Gram (-)

4. Kugak [ ]

Sekil 2.5. Sefalosporinlerin Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tizerindeki

etkileri
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Monobaktamlar: Monosiklik beta-laktamlar olarakta bilinen monobaktamlarin
klinikte kullanilan tek tiirii aztreonamdir.1981 yilinda Chromobacterium spp un
fermentasyon ortamimdan elde edilmis olan aztreonam daha sonra sentetik olarak
iiretilen ilk monobaktam antibiyotik unvanini almistir (Bozkaya, 2002).

Penisilin ve sefalosporinlerden ayrilan en 6nemli 6zelligi beta -laktam halkasina
birlesik bir bagka halka igcermemeleridir. Aztreonam, Gram negatif bakterilerde PBP
3’e baglanarak hiicre duvar1 sentezini inhibe eder. Gram-pozitif bakterilerin
PBP’sine baglanamadigi i¢in bu bakteriler iizerinde etkisi yoktur. Anaerob
bakterilerin PBP’sine ise diisiik affinite gosterir. Bu ylizden etki alan1 Gram negatif
aerob bakteriler ile smirlidir (Sari, 2005). Birgok plazmidik ve kromozomal beta
laktamaz etkisine diren¢li oldugundan Enterobacteriaceae ailesi ve Pseudomonas
tiirleri gibi birgok Gram negatif comaklara etkilidirler (Demir, 2006; Balik¢1 ve
Kayacan, 2007).

Karbapenemler: Bu grubun klinikte kullanilan ilk {iyesi imipenemdir.1976 yilinda
bir toprak bakterisi olan Streptomyces cattelya nm fermentasyon ortamindan
ortamindan elde edilen tienamisin nin yari sentetik tiirevidir (Bozkaya, 2002).
Sefalosporinlerdeki bir ¢ift bag iceren 5 iiyeli halka yapisinda bir metilenin yerine bir
siilfiiriin gegmesiyle diger beta-laktam ajanlardan ayrilir. Beta-laktamlarin en genis
spektrumlu grubudur (Demir,2006). Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin PBP 1
ve PBP 2 lerine baglanarak etki gosterirler. Bu nedenle Gram pozitif ve Gram negatif
aerop ve anaerop bakterilerin ¢coguna etkili ultra genis spektrumlu bir beta laktam
antibiyotiktir (Bozkaya, 2002). GSBL ve AmpC enzimini fazla miktarda lreten
Gram negatif bakterilere kars1 etkinliklerini korurlar (Livermore, 2000). Cok genis
etki spektrumu, 1yi klinik etkinligi, uygun giivenlik profili ile karbapenemler, agir
infeksiyonlarin baglangi¢ tedavisinde ilk tercih edilecek olan antibiyotikler i¢inde
oldukca degerlidir (Bonfiglio, 2002).

Karbapenemlerin ikinci liyesi olan meropenemlerin gram negatifler tizerindeki etkisi
imipenemden daha fazladir (Bozkaya, 2002). Bu grupta bulunan imipenem ve
Meropenem suan kullanilmakta ertapenem ve parapenem ise yeni gelistirilen
karbapenemlerdir. Birgok Gram negatif comak, Gram pozitif kok ve anaerop
bakteriye etkilidir (Balik¢1 ve Kayacan, 2007).

Karbapenemler ¢ok genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye ve bircok beta

laktamaza karsi stabiliteye sahiptirler (Demir, 2006).
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2.6.Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci bazi mikroorganizmalarin antibiyotiklerden etkilenmemesi veya
antibiyotige duyarl bir susun ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile direngli hale
donmesi, olarak tanimlanabilir (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 direng 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 penisilinaz1 bulmasi ile
penisilinin bakteriyel hastaliklarin tedavisinde kesin ¢6ziim olmayacagi anlagiimistir
(Demirtiirk ve Demirdal 2004).

Takiben bir ¢ok yeni antibiyotik gelistirilmis ancak mikroorganizmalar bulunan her
antibiyotige yeni bir yolla direng gelistirmeyi basarmistir.

Glintimiizde Escherichia coli,  Klebsiella pneumoniae,  Enterobacter spp,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp, gibi Gram negatif bakteriler ile
Staphylococcus aureus, Enterokoklar, Koagulaz negatif stafilokoklar (KNS) gibi
Gram pozitif bakteriler en fazla direng sorunu yasanan bakterilerdir (Demirtiirk ve

Demirdal, 2004).
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E. faecalis, 5. aureus—l ertapenem

E. faecalis, 5. aureus tigecyclin
—l daptomicin

linezolid

telithromicin
quinup/dalfop
cefepime
ciprofloxacin
P. aeruginosa, 5. marcescens artreonam
Entercbacteriaceae _I .norflmtacin
imipenem
cefotaxime
clavulanic ac.
5. aureus cefuroxime
gentamicin
E.coli =] cefalotin
s nalidixic ac.
. aureus A
ampicillin
E. fasealis, 5. aureus—l methicillin
Shigella dysenterie vancomycin
M. tuberculosis rifampin
_I chlortetracyclin
S. aureus streptomycin
penicillin G
prontocil

1920 1930 1340 1950 1560 1970 1980 1950 2000 2010

Sekil 2.6. Yillara gore antibiyotiklere kars1 direng gelistiren bakteriler

Antibiyotik direnci dogal olarak o mikroorganizmada olabilecegi gibi daha ¢ok
antimikrobik madde ile temas ettikten sonra veya tekrarlanan tedaviler sirasinda
kazanilmigs olan direngtir. Bakteriler gelistirdikleri bu direnci ¢esitli genetik
degisimler ve seleksiyonlarla dahada gelistirerek yeni direngli kokenler ortaya

¢ikarip yayilmaktadirlar (Oztiirk, ve ark., 2008).
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Cizelge 2.3.Y1llara gore antibiyotiklere karsi gelisen direng

| Kesfedilisy/ ' '
Antibiyoti Direncin ) ) )
Kullanima . Direng Mekanizmas1 | Bakteriler
k Bildirilisi
Girisi
Penisillin G | 1940-1943 1940 Penisillinaz S. aureus
Sitreptomisin | 1944-1947 1947 S12 ribozomal mutasyon | M.tuberculosis
Tetrasiklin 1948-1952 1952 Effluks Shigella dysenterie
Eritromisin | 1952-1955 1956 23S rRNA metilasyon S. aureus
Vankomisin | 1956-1972 1988,2004 D-Ala-D-Ala replasement | E. faecalis, S. Aureus
Metisiillin 1959-1961 1961 MecA. (PPP2a) S. aureus
Gentamisin | 1963-1967 1969 Modifiye enzim S. aureus
Nalidisik as. | 1962-1964 1966 Topolsormeraz mutasyon | E. coli
AmpC betalaktamaz,
Sefotaksim | 1975-1981 1981,1983 Enterobacteriaceae
GSBL
) P. aeruginosa, S.
Imipenem 1976-1987 1986 Adquired karbapenemaz
Marcescens
Linezolid 1979-2000 1999 23S RNA muatasyon S. aureus, E. faecalis
Daptomisin | 1980-2004 2005 ? S. aureus, E. faecalis

Kazanilmis direncin yayilimi kromozomlar, transpozonlar veya plazmidler araciligi
ile olabilmektedir.

Kromozomal diren¢ kromozomlarda kendiliginden gelisen bir mutasyon sonucu
olugsmaktadir ve baska tiirden bakterilere yayilmamaktadir (Isik, 2007).
Transpozonlara bagli direng; kendini esleyemeyen kiicik DNA parcaciklar1 olan
traspozonlarla kromozomdan plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden DNA’ya
veya bakteriyofaja aktarilabilen directir (Isik 2017).

Direng genlerini tagiyan ekstrakromozomal hareketli genetik yapilar bir bakteriden
digerine transdiiksiyon, transformasyon, konjugasyon ve transpozisyon gibi
mekanizmalarla aktarilir (Sigirci, 2010).Ozellikle kisa siirede gelisip yayilan ¢oklu
ilag direnci ekstrakromozomal hareketli genetik yapilardan kaynaklanan direngtir

(Isik, 2007 ).
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Antibiyotige duyar bakteri

Antibiyotige direnli bakteri Bu iki bakterinin temas etmesiyle, Duyarl bakteri yeni DA Antibiyotie direncli yeni bakteri cogalr.
antibiyotige direng geni tagiyan DNAlardaki bu alirve direncli hale gelir.
genlerin bir kopyasi duyarli bakteriye gecer.

ki bakterinin temasi sonucunda direng geni tagiyan (kirmizi) DNA pargasi diger bakteriye kolayca geger,

Sekil 2.7. Konjugasyonla genetik yapinin aktarilmasi
(http://jurnaller.com/2014/12/antibiyotik-direnci-nasil-gelisiyor)

Plazmidlere bagl diren¢ bakterilerde bulunan ve DNA’dan bagimsiz replike olabilen
ekstrakromozomal parcaciklar tarafindan gelistirilen direngtir. Plazmid genleri
genellikle ilaglar1 pargalayan enzimlerin {retilmesinden sorumlu genlerdir ve

giiniimiizde klinikte goriilen direncin ana sorumlularidir (Sigirci, 2010)

2.6.1.Beta-Laktamlara Direnc

B-laktamlar,  peptidoglikan  sentezinde  gorevli olan transpeptidaz  ve
karboksipeptidazlar1 inhibe edip, hiicre duvar sentezini durdurarak etki gosterirler
(Bush,1995). Ancak bakterisidal etkileri, bakteriyel otoliz enzimlerinin
aktivasyonuna baghdir (Medeiros, 2000). Beta- laktamazlar, beta -laktam
antibiyotiklere kars1 olusan direncin ana sebebidir ve etkisini beta -laktam
halkasindaki siklik amid bagini pargalayarak gosterirler ( Bush, 1995). Hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi etki eden ve siklikla tercih edilen
antibiyotikler olan betal-laktam grubu antibiyotiklere kars1 olusan direng
mekanizmasi en 6nemli diren¢ mekanizmalarindan biridir (Tang, 2014).

Ik olarak 1983 yilinda K. pneumoniae suslarinda tanimlanan beta laktamaz enzimi
basta Enterobacteriaceae ailesi olmak iizere bir¢ok bakteri tiirliniin en 6nemli direng
mekanizmalarindan birisidir. Beta-laktam antibiyotiklerin hedeflerine baglanmalar1

ve etkinlik gdstermeleri i¢in GN bakterilerde porin (Outer Membran Protein, OMP)
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adi verilen i¢i su dolu protein kanalciklarindan ge¢meleri, sitoplazmik membranla dis
membran arasindaki periplazmik boslukta yer alan beta-laktamazlardan
etkilenmemeleri gerekmektedir (Kfoury ve Araj, 2003).

Plazmidlere bagl direng¢ bakterilerde bulunan ve DNA’dan bagimsiz replike olabilen
ekstrakromozomal parcaciklar tarafindan gelistirilen direnctir. Plazmid genleri
genellikle ilaglar1 pargalayan enzimlerin {retilmesinden sorumlu genlerdir ve

giiniimiizde klinikte goriilen direncin ana sorumlularidir (Sigirci, 2010)

2.6.1.1.Beta Laktam Antibiotiklere Kars1 Olusan Diren¢ Mekanizmalar

Gram negatif bakterilerde beta-laktam direnci; penisilin baglayici proteinlerin (PBP)
yoklugu veya degisimi, beta-laktamaz iiretimi ve hiicre duvarindaki otolitik
enzimlerin aktivasyonu ile PBP’lere erisimin engellenmesi olacak sekilde muhtemel
iic mekanizma ile meydana gelmektedir (Kunz ve Brook, 2010).

Lisanslhi tiim antibiyotikler icinde beta-laktam ilaclarin sayisal agirhigir %70’e
yakindir. Ancak, gereksiz-uygunsuz-yogun kullanim ve hastanelerde enfeksiyon
kontrol yOntemlerinin yeteri kadar uygulanmamasi nedeniyle bakterilerin bu
antibiyotiklere olan direnci yillar i¢inde hizla artmistir. Beta-laktamaz sentezi enterik
Gram (-) bakteriler i¢in en 6nemli antibiyotik diren¢ mekanizmasidir (Daglar ve

Ongiit, 2012).

2.6.1.2. Beta-Laktamaz Enzim Inhibitérleri ve Enzim ila¢ Aktivasyonu

Antibaktriyel aktiviteleri zayif oldugundan beta laktamaz inhibitorleri tek basma
antibiyotik olarak kullanilmamaktadir. Kimyasal yapilar1 penisiline benzeyen bu
maddelerden klinikte en yaygin olarak kullanilanlar1 klavulanik asit, sulbaktam ve
tazobaktam’dir (Bozkaya, 2002).

Beta laktamaz inhibitdrlerinin yapisal olarak beta laktam grubuna 6zgii amid baglar1
vardir. Ancak yan zincirlerinde farklilik gdstermektedirler. Yapilar: agisindan beta-
laktamazlara geri doniisiimsiiz baglanarak antibiyotigin inaktivasyonunu engellerler
(Balik¢1 ve Kayacan, 2007) Daha sonra inhibitdr enzim tarafindan parcalanir. Bu
nedenle beta laktamaz inhibitorleri intihar inhibitorleri olarak da adlandirilirlar
(Bozkaya, 2002). Beta-laktam antibiyotiklere karsi klinikte goriilen direncin en
onemli sebebi beta-laktamaz kodlayan genlerin bakteri kromozomunda yerlesik

plazmid, tranpozon,ve integron gibi hareketli genetik elemanlarda bulunmasidir.
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2.6.2.Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar(GSBL)

Genis spektrumlu beta—laktamazlar ilk olarak Philippon, Arlet ve Lagrange
tarafindan 1994 yilinda 1., 2., 3. ve 4. kusak sefalosporinleri ve monobaktamlar1
inaktive eden plazmid kodlu beta laktamazlar olarak tanimlanmislardir (Gonzalez ve
ark., 2013).

GSBL iireten enterobakteriler insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaginda yari
parazit olarak yasayan Gram negatif mikroorganizmalardir. Ayni zamanda hem insan
hem hayvan infeksiyonlarmna sebep olabilen 6nemli zoonotik aracilardir (Duffy ve
ark., 2008).

Gram negatif patojenlerde beta laktam antibiyotiklere karsi olusturulan direncin en
onemli faktorli beta laktamazlardir. Penisilinler, monobaktamlar, sefalosporinler ve
hatta karbapenemler bile beta laktamaz enzimleri tarafindan hidroliz edilebilmektedir
(Polat,2014).

Klasik olarak tanimlanan GSBL’lerin biiylik ¢ogunlugu TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
enzimlerinden koken almistir. Bu ii¢ enzimin tiirevleri disinda son yillarda bunlardan
koken almayan CTX-M, PER VEB gibi genislemis spektrumlu enzimlerin sayisinda
artis  olmustur (Daglar ve Ongiit, 2012). Son yillarda toplum kdkenli
infeksiyonlardan izole edilen suglarda

CTX-M enzimlerinin varligi daha fazla 6n plana ¢ikmistir (Kang ve ark., 2012)
Beta-laktamazlar, Ambler (Molekiiler siniflama) ve Bush-Jacoby-Medeiros
(Fonksiyonel smiflama) olmak iizere gilinlimiizde gecerli iki farkli siniflama ile

siniflandirilmistir (http://www.lahey.org/Studies)

Ambler Smiflandirmasi
Ambler simiflandirmasinda beta-laktamazlar, enzimleri kodlayan niikleotid dizilerine
gore dort sinifa ayrilir. A, C ve D smifi beta-laktamazlar, serin betalaktamazlar; B

sinifi beta laktamazlar ise metallo beta- laktamazlar olarak isimlendirilirler.

22



Ambler Siniflandirmasi
"Enzimleri kodlayan nikleotid ve aminoasit dizilimlerine gére yapilmistir.”

Beta laktamaz

T,

Serin Metallo

e T i

Grup A Grup C GrupD GrupB

Sekil 2.8. Beta laktamazlarin Ambler siniflandirmasi (Demir, (2006).

Bush-Jacoby-Medeiros Siniflamasi

Beta—latamazlari; penisilin, oksasilin, karbesilin, sefaloridin, genis spektrumlu
sefalosporinler ve imipeneme karst hidrolitik spektrumlar1 ve klavulanik aside
duyarhliklar1 gibi biyokimyasal 6zelliklerini ve fiziksel Ozelliklerini esas alarak
Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4 olmak {izere dort grupta toplamistir. Bugiin i¢in en
gecerli siiflama sekli budur (Bush ve ark., 1995).
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Cizelge 2.4. Beta laktamazlarin tercih edilen siibstrat lara gore smiflandirilmasi

Beta laktamaz | Molekiiler Tercih edilen siibstrat | Klavulanik asit

(Bush grubu) | grup (Ambler) ile inhibisyon

I C Sefalosporinler (SP) |-

2a A Penisilinler (P) +

2b A SP,P +
P, dar ve genis

2be A spektrumlu SP'ler, +
monobaktam

2br A P +/-

2¢ A P, karbenisilin +

2d D Kloksasilin, P +/-

2e A SP +

2f A P,SP, karbapenem +

; B Beta laktam, ]
karbapenem

4 belirtilmemis | P -

Glinlimiizde substrat profili, molekiiler yapisi

inhibitorlere duyarlilik derecesi

hidrolitik etkinligi gibi birgok 06zellik agisindan tanimlanmis 400’den fazla f-

laktamaz vardir (Tenover ve ark., 2003)

Klasik TEM ve SHYV tiiri enzimlerden nokta mutasyonu ile gelismis olan GSBL ler,

son 30 yilda onemli bir diren¢ mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmis olup tanimlanan

enzim sayis1 200’e ulagsmustir. Bu enzimleri kodlayan genlerin ¢ogu plazmidler ile

yayilim gostermekte ve genellikle beraberinde beta-laktam yapisinda olmayan diger

antibiyotiklere karsi da diren¢ genleri tasimaktadir (Daglar ve Ongiit, 2012). Son

yillarda GSBL’lerin yiiksek kapasite gostermeleri mutasyon mekanizmalar1 ve

evrimlesmelerine baglanmistir (Gniadkowski, 2008).
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Klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri, GSBL
etkisini bloke etmekte, bu ylizden de siklikla beta-laktam/beta-laktamaz inhibitorii
kombinasyonlarina duyarlilik géstermektedirler ( Chanawong, 2001).

TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri ampisilin, karbenisilin, tikarsilin, sefalotin gibi
beta-laktam antibiyotiklere diren¢ olusturmalar1 nedeniyle genis spektrumlu
enzimlerdir. Enterobacteriaceae ailesinde yaygindirlar.

GSBL'ler koken aldiklar1 TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 ana enzimlerinden farkli olarak
oksiimino grubu sefalosporin ve monobaktamlari hidroliz edebilmektedir.
Sefamisinlere etkili olmamalar1 GSBL’leri AmpC tipi beta-laktamazlardan ayiran
onemli ozellikleridir (Sturenburg, 2003).

GSBL'lerin Klebsiella'larda yaygin olmasinin nedeni kesin olarak belirlenememistir.
Ancak bu bakterilerde spontan mutasyonlarin daha sik gelistigi, tiirdeslerine ve diger

bakterilere diren¢ 6zelliklerini aktardiklari ileri siiriilmiistiir (Akova, 2004).

2.6.2.1. GSBL Tipleri

Klasik olarak tanimlanan GSBL’lerin biiylik ¢ogunlugu TEM-1, TEM-2 ve SHV-1
enzimlerinden koken almistir. Kdken alinan ana enzimin molekiiler yapisindaki
aminoasitlerden bir ile dordiiniin yerine farkli aminoasitlerin gelmesi sonucu diger
farkli GSBL’ler olusur. Oksiimino beta-laktamlar ve monobaktamlar gibi
antibiyotiklerin yaygin kullanimi sonucunda TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 ana
enzimlerinin aktif bolgelerinden 1-7 aminoasit degisikligi ile olusan GSBL’ler;
sefuroksim, sefotaksim, seftriakson, seftizoksim, seftazidim, sefpirom ve sefepim
gibi oksiimino sefalosporinleri hidroliz edebilmektedirler. Giiniimiizde gegerli olan

iki farkli siniflama sekline gore siniflandirilmis tipleri mevcuttur (Akova, 2004).
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Cizelge 2.5. GSBL Tipleri

o Beta laktamaz | | '
' Bush-Jacoby- | Tercih edilen S _ Onemli
Tip ) inhibitorlerinde
Medeiros grubu | substrat kaynaklar
duyarhlik
Penisilinler, dar ve Escherichia
genis spektrumlu coli ve
TEM ve SHV 2be . Duyarli
sefalosporinler ve Klebsiella
monobaktamlar pneumoniae
Salmonella
Penisilinler ve enterica, E.
CTX-M | ... . Duyarh
sefalosporinler coli ve K.
pneumoniae
Penisilinler ve OXA-18 disinda Pseudomonas
OXA 2d . _
kloksasilin tiimii direngli aeruginosa

2.7. GSBL Tam Yontemleri

Son yillarda Enterobacteriaceae tiirlerinin GSBL {iretim prevalansinda artig, plazmid
araciligi ile kolay yayilmalari, salginlara sebep olmalari, bu bakterilere bagl
mortalitenin artmasi gibi ciddi klinik problemlere neden olmalarindan ve rutin
duyarlilik testler ile tanimlanmalariin giic olmasindan dolay1 6zel yontemler ile
dogru saptanmalar1 gerekmektedir (Giilay, 2004).

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institude), BSAC (British Society for
Antimicrobial Chemotherapy), DIN (Deutsches Institut fiir Normung), CA-SFM
(Cominite de I’ Antibiogramme de la Societe Francaise de Microbiologie), NWGA (
Norwegian Working Group on Antimicrobials), SRGA ( Swedish Reference Group
of Antibiotics), CRG ( Commissie Richtlijnen Gevoeligheidsbepalingen) gibi uluslar
aras1 kabul gOrmiis enstitiiler GSBL tam yontemleri ve standartlari
olusturmuglardir. Clinical and Laboratory Standarts Institude(CLSI) ve Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST) gibi uluslararasi kuruluslar
GSBL iireten enterobakteri familyasi i¢in, c¢esitli kontrol grubu suslar (E. coli, K.

oxytoca, K. pneumonia) kullanarak GSBL iiretiminin dogrulanmasmin Onermistir
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(Coban, 2012)GSBL iireten bakteriler genis spektrumlu sefalosporinlere ve
aztreonama direncli olduklar1 halde rutin antibiyotik duyarlilik testlerinde duyarh
olarak bulunabilirler,buda giiniimiizde en etkili tedavi se¢enegi olan karbapenemlere
kars1 direng gelisimine ve tedavi basarisizligina yol agabilir (CLSI, 2013; Henshke
Bar Meir ve ark., 2006).

2.7.1. GSBL Tarama Testleri

CLSI disk difiiyon testini ESBL tarama yontemi olarak dnermektedir.Bu yonteme
gore sefpodoksim, seftazidim, aztreonam, sefotaksim, seftriakson antibiyotiklerine
kars1 duyarliliginin ve direncin saptanmasi gerekmektedir. Disk diflizyon sonucu
olusan zon ¢aplar1 CLSI tarafindan belirlenen zon c¢aplar1 smirlar1 igerisinde
olmalidir. Duyarliligmin azaldigr durumlarda ise dogrulama testlerinin yapilmasi

gerekmektedir (CLSI, 2013).

Cizelge 2.6. GSBL Refersans Zon Caplar1 (CLSI, 2013)

Zon caplar1 (mm)
Antimikrobiyal Ajan

S I R
Sefotaksim (30pg) >26 23-25 <22
Seftazidim (30pg) >21 18—20 <17
Sefpodoksim (10pg) >21 18—20 <17

S: Duyarh [:Orta R:Direngli

2.7.2. GSBL Dogrulama Testleri

Dogrulama testlerinde GSBL’lerin beta-laktamaz inhibitorlerine duyarl olma
ozelliginden faydalanilmaktadir. Yogun olarak kullanilan yontemler;

1.Kombine disk yontemi. Bu amacla klavulonik asit i¢ceren ve icermeyen
seftazidim(CAZ), ve sefotaksim(CTX) diskleri kullanilir. Kombinasyon diskleri
etrafindaki zon, klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla > 5 mm daha

genisse, izolat GSBL tiretimi agisindan pozitif kabul edilir (CLSI, 2013).
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Sekil 2.9. Kombine disk yontemiyle olusmus zon goriintiileri

(http://www.mjima.org/fulltext.aspx)

2.Cift disk sinerji yontemi

Plagin ortasma bir amoksisilin-klavulanik asit diski (AMC 20/10pg) ile seftazidim
(CAZ), veya sefotaksim (CTX), aztreonam (ATM) veya sefpodoksim (POD) diskleri
yerlestirilir.

Sefalosporin veya aztreonam etrafindaki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru
genislemesi veya arada bakterinin iiremedigi bir sinerji alaninin bulunmasi GSBL

varligini isaret eder (Giilay, 2004).

Sekil 2.10. Kombine disk yonteminde olusmus direng goriintiisii

3. E test yontemi“E-test GESBL” stripleri ile yapilmaktadir. Bir ucunda seftazidim
diger ucunda seftazidim ve klavulanik asit igcerecek sekilde hazirlanmistir. Eliptik
inhibisyon zonunun stripi kestigi deger MiK degerini vermektedir. Iki u¢ arasmdaki
degerleri birbirine oranlandiginda MiK degerinde >8 kat fazla azalma olmas1 GSBL
varligini gosterir.

Benzer sekilde sefotaksim ve sefotaksim-klavulanik asit iceren E-test stripleri de

bulunmaktadir (Daglar ve Ongiit., 2012)
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Sekil.2.11. E test yontemiyle olusmus dire¢ zonlar1

4. Mikrodiliisyon yontemi

MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) bir mikroorganizmanin iiremesini
engelleyen en diisiik ilag derisimidir. Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir
mikroorganizmanin tiremesini inhibe etmek veya Oldiirmek igin gerekli olan
minimum konsantrasyonunu belirlemek i¢in uygulanir. Dillisyon testleri tiip diliisyon
ve agar diliisyon olmak tizere iki sekilduygulanmaktadir. Tiip diliisyon metodunda
besiyeri olarak katyon (kalsiyum ve magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton Broth
kullanilir. Mikroorganizmanin standart bir siispansiyonu (0,5 McFarland) hazirlanip,
antimikrobiyal ajanin ¢esitli diliisyonlarini igeren her bir tiipe esit miktarlarda
eklenir. Ayrica antibiyotik igermeyen, liremenin gostergesi olan kontrol tiipiine de
eklenir ve 35°C'de bir gecelik inkiibasyona birakilir. (Demirpek, 2012).

Fenotipik yontemleri dogrulama ve MiK degerlerini tespit etme amaciyla kullanilan
bu yontemde zon c¢ap1 kiiciildikce MIK degerlerinde biiyiime olmasi beklenir
(Demirpek, 2012). Sefotaksim ve seftazidim MIiK degerleri, hem tek basma hem de
klavulanik asit varliginda saptanir. Klavulanik asit varliginda MIK degerlerinde >8

kat azalma GSBL gostergesi olarak kabul edilir (Daglar ve Ongiit., 2012).
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Sekil 2.12. Mikrodiliisyon yontemi

5. Ug boyutlu test

Standart disk difiizyon testi i¢in ATCC 25922 E. coli susu inokiile edilmis plagin
ortasina sefoksitin diski konulur. Diskten 5 mm uzaklikta olacak sekilde yariklar
acilir ve yariklara pipet yardimiyla 25-30 pL elde edilen enzimlerden konulur.
inhibisyon zonuyla kesisen yariklardaki suslardan 3 mm’ye esit ve 3mm’den fazla
distorsiyona neden olanlar “li¢ boyutlu test pozitif” olarak kabul edilir (Barroso,
Freitas ve Lito, 2000).

6. Boronik asit yontemi

Bu yontemde Boronik asidin AmpC beta-laktamaz aktivitesini inhibe etme
ozelliginden yararlanilir. Boronik asit yonteminin K. pneumoniae karbapenemaz
pozitif suslarinin belirlenmesinde oldukg¢a basarili oldugu bildirilmistir. Fakat ticari
hazir elde edilebilir

olmamas1 ve sonuclarin agiklanmasi i¢in bir giine daha ihtiya¢c duyulmasi nedeniyle
rutin olarak kullanilmamaktadir (Patel ve ark., 2009)

7.0tomotize sistemler

Bakteriyolojide kullanilan VITEK 2 (bioMerieux) ve Phoenix (Becton Dickinson),
Mikro-scan panel test gibi otomatize sistemler kullanilmaktadir. Bu sistemler; GSBL
varligini, tiim penisilinleri, sefalosporinleri ve aztreonami direngli olarak rapor
ederler. Bu sistemlerin 6zellikle K. pneumoniae suslarindaki karbapenem direncini
saptamakta yetersiz oldugu bildirilmistir (Endimiani ve ark., 2010).Mikro diliisyon
ve otomatize sistemlerin karsilastirildign durumda. 1ki yontem arasindaki kategori
uyumu oranlart tiim antibiyotiklerde %97'min iizerinde hesaplanmistir (Giilmez

Hascelik, 2008).
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VITEK®MS (bioMérieux)

MASS Spektrometre (MALDI-TOF MS; Matrix Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry). Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon /iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi, protenlerin peptit kiitle
parmak izi analiz teknigidir. MALDI TOF yontemi tiim bakteri hiicrelerinden protein
profillerinin ¢ikarilmasida kullanilabilecek bir yontemdir. Bu profillerin referans bir
spektra ile karsilastirilmasi sonucu ile bakteriler kolaylikla tanimlanabilmektedir
(Ruifat ve ark., 2014).

Matriks destekli lazer iyonizasyonunda (MALDI) lazer dalga boyunu en 1yi sekilde
absorbe eden ve biyo molekiilleri 151¢1n dogrudan tahribatindan koruyan bir matriks
varlig1 s0z konusudur. Bu duruma en uygun matriks aromatik maddelerdir. Bu
matriks varliginda analizi yapilacak molekiiliin yiizeyden kopmasi ve iyonizasyonu
icin gereken enerjiyi lazer 1s1masindan alan bir ¢carpisma iyonizasyonu teknigidir. Bu
teknikte, her bir lazer atisinda meydana gelen iyonlarin ¢oziilmesi ve ayrilmasi i¢in
atis analizoriine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple MALDI ile birlite kullanilan iyon
ayirict kiitle analizorii “time of flight” ya da “Ucgus zamani” (TOF) analizoriidiir.
Hareket aninda her bir peptit bir paket iyonla temsil edilir. Bu iyonlar dar bir aralikta
ki kinetik enerjiye sahip olarak hareket ederler. Hizli hareket eden iyonlar reflektore
ilk once ulasir ve kinetik enerjisi sifir olana kadar bu hareket devam eder. TOF,
iyonlarm agirhiklar1 ile dogru orantili bir silire iginde dedektére ulagmasini
saglamaktadir (Karatayli ve Bozdayi, 2008).Bu teknik biyomolekiillerin (protein,
peptid, seker) ve biiyiikk organik molekiillerin (polimer, denimer, makro molekiil)
analizine olanak saglayan, kiitle spektromektresinde kullanilan hassas bir tekniktir
(Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Bu nedenle MALDI TOF mikrobiyolojide daha fazla

kullanilmaktadir
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Cizelge 2.7. Yontemlerin karsilastiriimasi (Daglar ve Ongiit, 2012)

Yiintem Avantajlan Dezavantajlan

ICI";I F’SBL tarama Uygulama ve yorum kolayhs GSBL ler her zaman direncli olmayabilir
estleri

Cift disk sinerji Uygulama ve yormm kelayliz Duskler arasi mesafeler halen standart degil

e boyutlu test

E test
Otomatize sistemler
Izoelekirik odaklama

PCR
Oligotiplendirme

PCR-RTLFP

Niikleotid dizd analiz

Uygnlama ve yorum kolayhs
Uygulama kolayhg
Uygulama kolayhg

Olas: enzim gruplanm simflandirarak

PCE. testine 6neiil olma Gzelligindedir.

Eolay wygulama, gen ailesme speafik
(Oizgiil TEM varyantlan saptanabili
Uygulama kolay, spesifik niikleotid

defigikliklen saptanabilir

Altim standart. Yem enzimler
saptanabilir

GSBLye dzgiil degildir.
Duyarhhg cift disk sinerji yéntenunden daha ditgik

Karbapenem diren¢li K. prneumoniae suglanndaki
direnci saptamada diisiik duyarlihk

Uygulama zor, benzer 1zoelekirik noktah enzimlen ay
etmekte yetersiz

TEM ve SHV varyantlan arasmda aynm yapmada
yetersiz
Yeni varyantlar tespit edilememekte

Spesifik nitkleotid degisiminin saptanmalidir

Uygulanma zor, maliyet yiiksek

2.8.Tavuk Etlerinde GSBL Ureten Enteobakterilerin Epidemiyolojisi

Diinyada yogun bir sekilde iiretimi ve tiiketimi gerceklesen tavuk iiriinlerinde
direncli enterik bakterilerin varligi Diinyada yapilan bir ¢ok calismada rapor
edilmistir fakat iilkemizde bu alanda yapilan calismalar oldukca smnirli sayidadir
(Stuart ve ark., 2013; Stuart ve ark., 2012; Depoorter ve ark ., 2012; Schwaiger ve
ark., 2012; Lopez-Cererove ark., 2012 ; Laube ve ark., 2014; Gonzalez ve ark., 2013;
Overdevest ve ark., 2011; Campoz ve ark., 2014 ; Schaumburg ve ark., 2014 ; Kaya
ve ark., 2007 ;Ata ve ark., 2015 ;Keskinéz, 2010)

Gonzalez ve ark., (2013) Ispanya Navara’da “Et iiriinlerinde genis spektrumlu
betalaktamaz {reten enterobakterin yayginligr” baslikli calismada kiimes
hayvanlarmin et iirlinleri icerisinde ESBL iireten enterobakter agisindan en yiiksek
yaygihiga sahip oldugunu gosterdi (%84). Bu ¢alismada direng profili en yiiksek
bakteri E. coli (%71) olarak rapor edildi.

Stuart ve ark., (2013). Hollanda’da “Hastalardaki ve kiimes hayvanlarindaki
izolatlarmdaki es AmpC betalaktamaz genleri ve plazmit ¢esitleri” baslikli ¢alismada
98 adet iiclincii nesil sefalosporin’e direncli tavuk eti 6rneginin %12 sinde AmpC
iireren E.coli tespit etmislerdir. Yaptiklari ¢alismada kiimes hayvanlarindan insanlara

beta-laktamaz genlerini tasiyan E. Coli nin transfer olabilecegini 6nermislerdir.
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Skockova ve ark., ( 2015). Cek Cumhuriyetinde “Parakende etlerdeki E. coli’lerin
antimikrobik direngleri” baslikli ¢alismalarinda sigir izolatlar1 ile kiyaslandiginda
kiimes hayvanlarinda daha yiiksek bir diren¢ degerleri tespit etmislerdir. Ayrica bu
sonuca dayanarak kiimes hayvanlarindaki genis spektrumlu betalaktamazlarin
iiretimi a¢isindan en risk tastyan et kaynagi oldugunu 6nermislerdir.

Deporter ve ark., (2012). Belcika da “Besi hayvanlarinin etlerinin tiiketimi ile
insanlarm  Ucilinci  nesil  sefalosporine direngli E. coli maruziyetinin
degerlendirilmesi” baslikli ¢alismalarinda besi hayvanlarinin %35’inin iigiincii nesil
sefalosporinlere direngli oldugunu maruziyetin biiyiik bir bdliimiiniin ¢apraz
kontaminasyondan kaynaklandigmi bu maruziyetin halk saglig1 i¢in son derece riskli
oldugunu ve direnc¢li antimikrobik genlerin insan bagirsagindaki bakterilere transfer

ithtimalinin miimkiin olabilecegini dnermislerdir.

.ﬂmtibiyntihl;re kargl direnc kazanan mikroplar
J l insanlarn ve hayvanlarin bagwsaEIannda ve difer

arganlannda (rer.

Direncli mikro- 3
bu tagly an, ,-"' 5
gevresine ve & i
hastaneye ya- 5"!- “2'3 ﬂl
tarsa sadhk

calizanlanna
bulastinr.

Sekil 2.13. Antibiyotik direncinin yayilmasi

Lopez-Cerero ve ark., (2012). Ispanya’nin giineyinde “Genis spektrumlu
betalaktamaz {ireten E. coli’lerin ¢ig kiimes hayvanlar1 etinde artan kolonizasyonu”

baslikli caligmalarinda 2010 yili itibar1 ile GSBL tasiyan E. coli oranim1 % 93,3
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olarak tespit etmislerdir. 2007°de yapilan baska bir calismada direncin % 62,5 iken
ii¢ y1l icerisinde %93,3’e yiikselisine dikkat ¢ekmislerdir.

Schwaiger ve ark., (2012). Almanya Bavyera da “Kesimhaneden ve perakende
satisgtan almmis tavuk ve domuz etinden yalitilmig antibiyotige direngli
enterobakterilerin yaygmnligr” bashkli calismalarinda % 67 E. coli, %16 Enterobakter
tiirleri, %8 Citrobakter tiirleri, %12 Klebsiella, %8 Salmonella tespit etmislerdir.
Klepsiellanin kesimhaneden aliman Orneklerde E. coli disindaki en yaygin form
oldugunu tespit etmislerdir. Enterobakter, Citrobakter ve Klebsiella kesimhaneden
alman orneklerde E. coli disindaki en yaygin bakteriler olup, kesimhaneden alinan
orneklerle kiyaslandiginda direngli bakteri yayginligini perakende et drneklerinde
daha yiiksek bulunmuslardir.

Stuart, ve ark., (2012). Hollanda da yaptig1 “Organik ve geleneksel tavuk etindeki
GSBL kontaminasyonunun kiyaslanmasi” baslikli calismada 98 c¢ig tavuk ornegini
(60 geleneksel, 38 organik) incelemis ve geleneksel 6rneklerde %100, organik
iirtinlerde %84 GSBL pozitif mikroorganizma tespit edilmislerdir.

Overdevest ve ark., ( 2011 ). Hollandada yaptiklar1 c¢alismalarinda insan kan
ornekleri ve rektal siiriintiilerinden elde ettikleri E. coli izolatlariyla ¢ig tavuk
etindeki genis spektrumlu beta laktamaz genleri tastyan E. coli izolatlarini incelenmis
ve ¢ig tavuk etindeki GSBL igeren E. coli previlansini %79,8 olarak rapor
etmislerdir.

Kaya ve ark., (2007) Tiirkiye de yaptiklar1 “ tavuklardan izole edilen E.coli,
Klebsiella ve Enterokoklarda antibiyotik duyarlilk durumlar1’”  baslhikl
calismalarinda tavuk intestinal sisteminden identifiye edilen 80 E. coli ve Klebsiella
suslarinda genislemis spektrumlu beta-laktamaz tespit edememisler fakat %17,5
ornekte yliksek diizey aminoglikozit direnci tespit etmislerdir.

Gilindogan ve Avci (2013). Tirkiyede yaptiklar1 ¢alismada “hayvan orjinli
yiyeceklerde genis spektrumlu betalaktamaz iireten E. coli ve Klebsiella tiirlerinin
antibiyotik diren¢ previlansi” baslikli caligmalarinda 50 Klebsiella oxytoca nin %26,
45 E. coli nin % 44 ve 13 Klebsiella'minda %38,5’ini GSBL pozitif oldugunu
tespitetmislerdir. Bu calismada ¢ift disk sinerji yontemi yapilmis antibiyotik
dogrulama ve MIK degeri taini yapilmamistir.

Ata ve ark., (2015).Tiirkiye de yaptiklari“Tiirkiye’nin gesitli bolgelerindeki tavuk
karkaslarindan izole edilen Sa/monella seovarlaninin ¢oklu ilag direngliligi ve genis

spektrumlu beta laktamaz aktivitesi” baslikli caligmalarinda 930 tavuk karkasindan
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izole edilen 99 Salmonella 1zolat1 12 farkli antibiyotige karsi test edilmis, izolatlarin
%46’sinda coklu ilag direnci goriilmiis olup %1 oraninda genis spektrumlu beta
laktamaz rapor etmislerdir.

Keskinoz, (2010). Adana bolgesinde tavuk ciftliklerinden Enterobacteriaceae
iiyelerinin izolasyonu ve antibiyotik direnglilik dagilimi bashkl tez caligmasinda
GSBL direnci saptiyamamis fakat ¢oklu ila¢ direncini belirledigi caligmada, 1., 2., ve
3., yem donemlerinde inceledigi etlik tavuklarda 31 farkli antibiyotige karsi direng
sorgulamistir.2. yem doneminde direncin %100 ¢ikmasmni kullanilan yemlerdeki

yiiksek oranda anibiyotige baglamistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gere¢

Temmuz ve Eyliil 2014 tarihleri arasinda Sakarya, Kocaeli ve Istanbul illerinde
yerlesik marketler, kasaplar, sarkiiteriler, halk pazarlar1 ve tavuk yetistiricilerinden
77 adet karkas tavuk etleri ve 32 adet tavuk sakatatlar1 olmak tizere toplam 109 adet
numune toplandi. Aliman &rnekler 4°C’de 6zel soguk tasima kutusunda (Aviterm 180
Thermobox, Istanbul, Tiirkiye) laboratuvara getirildi ve bekletilmeden analize alind1.
Toplanan numunelerin dagilimi Cizelge 3.1. de sunuldu.

Cizelge 3.1. Numunelerin Dagilimi

Cinsi Durumu Adet (n) %
Acik 42 38,5
Ambalajl 26 23,9
Karkas tavuk eti ——
Kiimes 9 8,3
Tavuk Eti Toplam 77 70,7
Acik 18 16,5
Ambalajl 14 12,8
Tavuk sakatati S
Kiimes
Toplam 32 29,3
Genel Toplam 109 100

3.1.1. Kontrol Suslan

Bu caligmada CLSI 2013 talimatlarina uygun sekilde kontrol amagh Eschericia coli
ATCC 25922 (GSBL negatif kontrol) ve Klebsiella pneumonieae ATCC 700603
(GSBL pozitif kontrol ) suslar1 kullanildi.
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Cizelge 3.2. Kontrol suslar1

Sus tipi Kodu Markasi Kullanim amact

E. coli ATCC 25922 Oxoid CL7050 GSBL negatif sus

K. pneumonieae ATCC 700603 Oxoid CL3074 GSBL pozitif sus

3.1.2. Kat1 besiyerleri

Cizelge 3.3. Kromojen GSBL selektif agar bilesimi

Bilesen Tanimi1 Miktar1 (gr/lIt)
Pepton karigimi 43,2
Kromojenik karigim 1

Agar 15

Selektif karigim 0,5

59,2 gr toz Kromatik GSBL Agar (Liofilchem, Italya) 1 It distile su ile karistirild1.
Hazirlanan ¢6zelti otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril edilen ¢ozelti
50°C’ye kadar sogutuldu. Sogutulan besiyerine GSBL+AmpC suplemani
(Liofilchem, Italya) eklendi ve tiimiiyle ¢oziinene kadar karistiricida tutuldu.

Hazirlanan soliisyon petri plaklarina dokiilerek, 4-6°C’de saklamaya alindi.

Cizelge 3.4. Mueller Hinton Agar (MHA) kompozisyonu

Bilesen Tanimi1 Miktar1 (gr/lIt)
Sigir Eti Ekstrakti 2

Kazein Asit Hidrolizati 17.5

Nisasta 1.5

Agar No.1 17

Kalsiyum Iyonlar 50-100 mg/1t
Magnezyum Iyonlari 20-35 mg/lt

38



38 gr toz Mueller Hinton Agar (MHA) (LABM, Ingiltere) 1 It distile su ile
karstirildi. Elde edilen ¢ozelti 121 °C’de 15 dk steril edildi. Steril edilen ¢ozelti
47°C ye kadar sogutularak petri plaklarina dokiildii ve 4-6°C’de saklamaya alind1.

Cizelge 3.5. Tripton Soy Agar (TSA) kompozisyonu

Bilesen Tanimi1 Icerik (gr/lt)

Kazeinin Pankreatik Dijesti 15
Soya Fasulyesi Kiispesi Papaik Dijesti 5
Sodyum Kloriir 5

Agar 12

1 litre saf su igin 37 gr toz Tripton Soy Agar (LABM, Ingiltere) 1 It distile su iginde
10 dk 1yice eriyene kadar manyetik karisticida karistirildi. Soliisyon otoklavda 121
°C’de 15 dk sterilize edilerek 47 °C ye kadar sogumaya birakildi. Soguyan soliisyon
petri plaklarina dokiilerek, 4-6°C’de saklanmaya alind1.

Enterobacteriaceae Enrichment broth (EE broth)

Enterobacteriaceae liyesi  bakterilerinin gelisimini destekleyen secici sivi bir
besiyeridir.EE broth, Mossel Enterobacteriaceae’ nin biiyiimesini kolaylastirmak
icin Mossel, Visser ve Cornelissen tarafindan gelistirilmistir (Mossel ve ark., 1963).
EE broth, hasarli veya yaralanan hiicrelerin iyilesmesi i¢in zengin bir ortam saglayan,

zenginlestirme suyu olarak kullanilmaktadir (Hartman ve Minnich, 1981).
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Cizelge 3.6. Enterobacteriaceae Enrichment broth (EE broth) Bilesimi

Bilesen Tanimi1 Miktar1 (g/L)
Kurutulmus dana safrasi 20
Enzimatik jelatin 10

Sodyum fosfat dibazik 8

Dekstroz 5

Potasyum fosfat, monobazik 2

Parlak Yesil 0,015

45 g EE buyyon (Mossel-7603) tartilarak 1 L suda siispanse edilir. 1000C’ deki su
banyosunda 30 dk bekletilir. Otoklavlanmadan sogumasi beklenir ve kullanilacagi
ana kadar oda sicakliginda bekletilir. 25°C” de koyu siyah-yesilimsi renktedir.

3.1.3. Kullanilan Alet, Cihaz ve Malzemeler

1000 pl mikro pipet (Brand, Almanya)

90 mm steril plastik petri (Firatpen, Tiirkiye)

10 pl steril tek kullanimlik 6ze (LP Italiana)

Agz1 zipli steril numune torbas (interscience, Fransa)

Steril tuzlu su ¢ozeltisi (% 0,85 NaCl, ) (Eczacibas1 Baxter, Tiirkiye)
0,5 McFarland Standart Soliisyonu (Biomerieux, Fransa)

Steril ucu pamuklu ekiivyon cubugu (Cultiplast,italya)

100 mm cam deney tiipii

Bactident Oxidase Oksidaz kiti (Merck, Almanya)

GSBL Tarama antibiyotik diskleri (MAST, Almanya)

Otoklav (Hirayama, Japonya)

Su banyosu (Stuart, Ingiltere)

37°C inkiibator (Binder, Almanya)

4-6 °C buzdolab1 (Arcelik, Tiirkiye)

Distile su cihaz1 (Aquatron A4000, Almanya)

GF6100 model elektronik hassas terazi (AND GF-6100, Japonya)

Homojenizator (Easymix, Fransa)
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3.2.Yontem

3.2.1.Numune Hazirlama

Soguk numune tasima kutusunda 4°C’de laboratuvara getirilen numuneler
bekletilmeden analize alindi. Her bir numuneden 25 gr miktar steril forsep ve steril
bistiiri yardimiyla alinarak AND GF-6100 model hassas elektronik terazide tartildi.
Tartilan miktar bek alevi ortaminda filtreli homojenizasyon torbasi ((Interscience,
Fransa) i¢ine konuldu. Bu islem her numune i¢in tekrarlandi ve her tartim sirasinda
olas1 bulagsmay1 dnlemek i¢in forsep, bistiiri ve diger tutucu aletler %70’lik etil alkol
(24102 Sigma-Aldrich) ¢ozeltisine batirildiktan sonra bek alevinde sterilize edildi.
3.2.2.0n zenginlestirme

Madde 3.2.1°de hazirlanmis ve tartimi tamamlanarak steril homojenizasyon torbalar1
(Interscience, Fransa) icine konulmus numunelerin {izerine kullanma talimatina gére
hazirlanmis 225 ml Enterobacteriacae Enrichment Buroth ,(LABM, Ingiltere) steril
meziir yardimiyla dokiildi. Agizlar1 dikkatlice kapatilan torbalar homojenizatorde
(AES Easy Mix, Fransa) 4 dk siiresince homojenize edildi. Homojenize edilen

siispansiyon 37°C’de 18-24 saat gece asir1 inkiibasyona birakildu.

Sekil. 3.1.Kiiltiir bazli ¢alisma
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3.2.3. Selektif Zenginlestirme

Madde 3.2.2°de 6n zenginlestirme iglemi tamamlanmis olan siispansiyondan steril bir
0ze yardimiyla alinan 10 pl bek alevi ortaminda GSBL kromojen agara(Liofilchem,
italya) siiriintii ekim yapildi. Ekim islemi tamamlanan petriler 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakildi.inkiibasyon sonunda iiretici firma ( Liofilchem, Italya )
talimatlar1 takip edilerek petrilerde gelisen kolonilerden ve tipik 1-2 mm ¢apinda

yesil renkli koloniler GSBL siipheli Klepsiella (K). Pneumoniae’ye ve pembe—mor

renkli koloniler ise GSBL siipheli E. coli’ye isaret etti.

Sekil 3.2.GSBL siipheli pembe koloniler Sekil 3.3.GSBL siipheli mavi koloniler

3.2.4 Saflastirma

Madde 3.2.3’de elde edilen GSBL siipheli izolatlar saflagtirmak i¢in TSA besi yerine
pasaj edildi ve 37 °C de 18-24 saat tekrar inkiibasyona birakildi. Saflastirilan
izolatlarm saklanmasi i¢in %90 tripton soy buyyon (TSB) (LABM, Ingiltere) ve
%10 gliserol igeren stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan soliisyon 2 ml Eppendorf
tiiplerine konularak, 121 °C’de 15 dk sterilize edildi ve sogumaya birakildi. Soguyan
stok soliisyonu tiiplerine steril bir 6ze yardimiyla inkiibasyonu tamamlamis saf
izolatlar inokiile edildi ve vortekslendi. Tiplendirme, disk difiizyon, disk diflizyon
dogrulama ve MIK degeri testlerinde kullanilmalar1 amaciyla -20 °C’de derin

dondurucuda saklanmaya alind1.
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3.2.5.0ksidaz Testi

Madde 3.2.4°de saflastirilan izolatlar Merck Bactident Oxidase (Merck, Almanya)
kiti talimatlar1 takip edilerek oksidaz testine alindi. Negatif sonug veren koloniler bir

sonraki agamada Vitek® MS (bioMerieux, Fransa) aleti ile tiplendirmeye alind1.
3.2.6. Fenotipik Yontemler

3.2.6.1.Disk Difiizyon Testi

Tiplendirmesi yapilan siipheli kolonilerden saf diisen tek bir koloni steril tuzlu su
cozeltisinde (%0,85 NaCl,) siispanse edildi. Stispansiyon 0,5 McFarland standartina
gbre (10°%kob/ml) ayarlandi.  Siispansiyondan steril ekiivyon ¢ubugu yardimiyla
Mueller Hinton Agara (LiofilChem, Italya) siiriintii ekim yapildi.  Besiyeri
siispansiyonu emene kadar 1-2 dk beklenildi. Siispansiyon tiimiiyle emildikten sonra,
besiyerine steril forsep yardimiyla sefpodoksim (CPD), sefotaksim (CTX) ve
seftazidim (CAZ) igeren kullanima hazir antibiyotik diskleri yerlestirildi (Mast
GSBL CPDI10, Ingiltere). Diskler yerlestirilitken olusacak zonlarm birbirleri ile
cakigmamast icin MAST talimatlar1 takip edildi. Zon c¢aplar1 CLSI (2013)
talimatlarina gore degerlendirildi. Buna goére, zon caplar1 en az birisi CPD ve CAZ
<17 mm ve CTX<22 mm olan izolatlar GSBL siipheli kabul edilerek disk diflizyon

konfirmasyonu testine alind1.

Cizelge 3.7.Kullanilan antibiyotik diskler

Antibiyotik disk Kisaltmas:
Seftazidim 30 pg CAZ 30
Sefpodoksim 10 pg CPD 10
Sefotaksim 30 pg CTX 30
Seftazidim 30 pg/klavulanat 10 pg CAZCV
Sefpodoksim 10 pg/klavulanat 1 pg CPD CV
Sefotaksim 30 pg/klavulanat 10 pg CTX CV
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Sekil 3.4. Kullanilan antibiyotik diskler ve disk difiizyon ¢aligmasi

3.2.6.2.Disk Difiizyon Konfirmasyonu Testi

Disk difiizyon konfirmasyonu testi i¢in koloniler steril tuzlu su ¢ozeltisinde (%0,85
NaCl,) siispanse edildi. Siispansiyon 0,5 McFarland standartina gére (10 *kob/ml)
McFarland Birimi Hiicre Densitometresi (bioMerrieux, Marcy I’Etoile Fransa)
ayarlandi. Siispansiyondan steril ekiivyon yardimiyla Mueller Hinton Agar hazir
besi yerine siiriintli ekim yapildi. Steril forsep yardimiyla Sefpodoksim (CPD10 mg),
Sefotaksim (CTX 30mg) ve Seftazidim (CAZ 30mg) + klavulanik asit (CV 10 pg)
iceren kullanima hazir MAST D67C ESBL tarama kiti prosediirii takip edilerek petri
plagina 3 disk yerlestirildi. Diskler CLSI (2013) talimatlarina gére ve MAST D67C
GSBL dogrulama kiti talimatlar1 takip edilerek zon bolgeleri birbirlerini
baskilamayacak sekilde ve disk merkezleri arasinda en az 25 mm ile petri
kenarindan en az 15 mm uzaklik kalacak sekilde konumlandirildi. Plaklar ters
cevrilerek 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda tiirdes
disklerin zon gaplar1 arasindaki difereansiyel fark CLSI talimatina gore en az 5 mm
ve iizeri olan koloniler antibiyogram dogrulama ve MIK degerlerinin tespiti icin

analize alind1.
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Sekil 3.5. Disk Difiizyon Konfirmasyonu Testi Zon Olgiimleri

3.2.7.Vitek® MS ile Tiplendirme

Madde 3.2.5’te oksidaz negatif sonug¢ veren saflastirilmis Gram (-) enterobakteri
izolatlar1 Vitek® MS (bioMérieux, Fransa) aleti ile tiplendirme asamasma alind1.
Slayt pozitif kontrol kuyucuguna referans sus E.coli ATCC 8739 ve diger
kuyucuklara ise GSBL siipheli izolatlar 1 pl steril 6ze yardimiyla siiriim yapildi.
Stirtimii yapilan her bir kuyucuga mikropipet yardimiyla 1 ul matriks soliisyonu
(bioMérieux, Fransa) pipetlendi. Slayt, tim kuyucuklar1 oda kosullarinda kuruyana
kadar 1-2 dk bekletildi. Cihaz yazilimina slayt barkodu okutuldu ve Orneklerin
oldugu kuyucuklar isaretlendi. Hazir slayt kasete yerlestirildi ve aletin okuma islemi

programindan baglatildi. Okuma tamamlandiginda sonuglar veritabanindan not alind1

Sekil 3.6 Vitek®MS cihazi ve slaytlarin cihaza yerlestirilmesi

45



3.2.8.Antibiyotik Dogrulama ve MiK Degerlerinin Tayini

Disk diflizyon konfirmayon testine gore GSBL silipheli kolonilerin fenotipik
dogrulamas1 ve MIK degerlerinin tespiti Micronaut-S beta-lactamase VII kiti (Merlin
Diagnostika, Almanya) prosediirii takip edilerek yapildi. GSBL siipheli izolatlar
ekiivyon cubuk ile steril tuzlu su c¢ozeltisine (%0,85 NaCly) siispanse edildi.
Siispansiyon 0,5 McFarland standartma gére (10 *kob/ml) McFarland Birimi Hiicre
Densitometresi (bioMerrieux, Marcy I’Etoile Fransa) ayarlandi. Siispansiyondan
mikropipet yardimiyla 50 pl alinarak steril 11 ml Muller Hinton Buyyona (Merck,
Darmstad, Almanya) pipetlendi. Tiipler vorteklenerek Steril kiivetlere bosaltild.
Farkli dilisyonlarda antibiyotikler igeren plak kuyularina her kuyucuga 100 pl
gelecek sekilde inokiile edildi. islemi tamamlanan plaklar 37 °C de 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu tamamlanan plaklar cihaza ( Thermo
Scientific™  Multiskan™ FC Mikroplate spektrofotometresiyle (405 nm))
yerlestirilerek okutma islemi yapildi. .

MIK degerleri ve antibiyogram dogrulama analizi sonucu hangi bakterilerin GSBL
pozitif veya negatif oldugu,tespit edilip otomatik olarak MCN6 yazilimi (Sifin,
Germany) ile okuma sonuclar1 degerlendirildi. Sonuclar fenotipik sonuglarla

karsilastirildi ve kesin GSBL pozitif veriler kaydedildi.

Sekil 3.7. Multiskan spektrofotometre
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4.BULGULAR

Bu ¢alismada Sakarya, Kocaeli ve Istanbul’daki, halka agik pazarlar, marketler,
kasaplar ve tavuk kiimeslerinden toplanan 77 karkas ve 32 tavuk sakatati olmak
iizere 109 ¢ig tavuk numunesi genis spektrumlu beta-laktam antibiyotiklere direngli
enterik bakterilerin identifikasyonu ve diren¢ profillerinin tespiti amaciyla analize
alindi. On zenginlestirme sonras1 GSBL selektif agara siirme yOntemiyle ekimi
yapildi. Toplam 109 numunenin 33 adetinde (%30,2) GSBL pozitif enterik bakteri

izole edildi..

4.1.Selektif Zenginlestirme Sonuclar:

GSBL selektif besiyerine ekimi yapilan 109 adet ¢ig tavuk orneginde seffaf, mavi ve
pembe olmak iizere ti¢ farkli koloni gelisti. Baz1 petrilerde hem pembe hem mavi
koloniler olusurken, bazi petrilerde tek renk koloniler gozlendi. Siipheli izolatlar

TSA besiyerine gecilerek saflagtirmasi yapild.

4.2.0ksidaz Testi Sonuclan

GSBL selektif besiyerinde iiremesi goriilen 178 tipik koloniye Merck Bactident
Oxidase(Merck, Almanya) kiti talimati takip edilerek oksidaz testi yapildi. Oksidaz
negatif bulunan izolatlar, VITEK*MS (bioMérieux) ile tiplendirmesi yapildi ve daha

sonra GSBL tarama testine alind.

4.3. VITEK®MS (bioMérieux) ile Tiplendirme Sonuclan

Oksidaz negatif sonu¢ veren ve GSBL tiplendirmesi yapilan 72 adet izolat, Vitek®
MS (bioMérieux, Fransa) paneli ile analiz edildi. 5 sus, veri tabani yetersizligi veya
sahsi hatalarimiz yiiziinden tanimlanamazken 67 sus cihazin tanimladigi belirli
giivenirliklerde tanimlandi. Tanimlanan enterik bakteriler (E.coli, K. pneumoniae,
Citrobacter werkmanii, Enterobacter clocaea, Serratia fonticola, Acinobacter

baumonnii, Hafnia alvei,Pseudomanas putida, Pseudomanas aeruginosa, Proteus
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mirabilis, Kluyvera intermedia, Myroides odoratimimus) olarak belirlendi ve

sonuglar tabloda sunuldu.

VITEK°MS ile Tiplendirilmesi Yapilan
Enterobakteri Dagilimi

B GSBL(+) ™ GSBL(-)

Sekil 4.1. Tiplendirme sonuglar1
4.3.Fenotipik Sonuglar

4.3.1. Disk Difiizyon Testi Sonuclar

Oksidaz negatif bulunan 67 adet Gram negatif enterik bakteri GSBL wvarligi
bakimindan tarama testine alindi. Sefpodoksim (CPD), Sefotaksim (CTX) ve
Seftazidim (CAZ) igeren kullanima hazr MAST CPD10 GSBL tarama kiti(Mast
Group ESBL Kit CPD10,ingiltere) prosediirii takip edilerek petri plagina 3 disk
yerlestirildi. GSBL tarama testi yapilan ve zon caplar1t CLSI (2013) talimatlarina
gore CPD ve CAZ i¢in <17 mm ve CTX i¢in <22 mm direngli zon ¢ap1 6l¢iimii veren
koloniler direngli sayildi. Sonuglar (%45) CAZ, (%96) CPD, (% 87) CTX seklinde
rapor edildi ve en fazla direng ( %96) ile CPD’e gosterildi.

4.3.2.Disk Difiizyon Konfirmasyonu Testi Sonuclar

Disk diflizyon testi sonucu siipheli sayilan 65 izolat disk diflizyon konfirmasyon
testine alinarak, antibiyogram dogrulamasi yapildi. CLSI (2013) kriterlerine gore

Sefpodoksim (CPD 10 mg), Sefotaksim (CTX30mg) ve Seftazidim (CAZ 30mg)
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klavulanik asit (CV10 pg) igeren kitler kullanildi. 62 izolat belirlenen zon ¢apinin
altinda kalarak GSBL siipheli sayild1.

GSBL siipheli disk diflizyon sonuglari, kombine disk diflizyon konfirmasyon testi ile
tekrar incelendi. inceleme sonucu izolatlarda CLSI 2013 talimatlarma gore (%72)
CAZ CV, (%90) CTX CV ve (%93) CPD CV direngli tiir tespit edildi. Sonuclar
cizelge 4.2..de sunuldu. Yapilan cift sinerjide CAZ CV, CPD CV, CTX CV zon
Olgtimleri 5 mm fark dikkate almarak yapild.

Disk diflizyon konfirmasyon sonuglarina gore izolatlarm tanesi CLSI 2013

kriterlerine gore belirlenen zon ¢apinin altinda kalarak GSBL siipheli sayilda.
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Cizelge 4.1.Disk Tarama Sonuglar1

Tipi (>) A 5 A CPD A
3]s 5|z o ¥
|©)] |©)] O O |©)]

E. cloacae 16 19 3 23 30 7 12 25 13
Escheria coli 28 30 2 20 32 12 10 22 12
Eschericia coli 13 26 13 9 28 19 8 18 10
Escheria coli 17 27 10 11 21 10 0 22 22
Eschericia coli 17 27 10 20 30 10 12 25 13
K. pneumoniae 23 28 5 12 28 16 0 19 19
Eschericia coli 17 27 10 18 28 10 8 23 15
Eschericia coli 24 29 5 16 30 14 0 20 20
Eschericia coli 13 27 14 9 30 21 0 17 17
Eschericia coli 20 29 9 14 28 14 0 23 23
Eschericia coli 20 28 8 13 30 17 6 23 17
K. pneumoniae 18 27 9 11 30 19 6 23 17
Eschericia coli 18 28 10 11 30 19 6 23 17
Eschericia coli 14 16 2 12 33 21 14 24 10
Eschericia coli 18 30 12 11 30 19 6 20 14
Eschericia coli 13 24 11 22 29 7 12 22 10
Eschericia coli 23 28 5 13 28 15 0 20 20
Eschericia coli 25 28 3 14 30 16 0 20 20
Eschericia coli 19 22 3 19 24 5 9 20 11
Eschericia coli 14 18 4 20 22 2 0 7 7

Eschericia coli 20 25 5 10 25 15 6 19 13
Eschericia coli 17 21 4 14 19 5 7 7 0

Eschericia coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Eschericia coli 22 27 5 24 32 8 14 19 5

C. werkmanii 23 27 4 30 30 0 12 18 6

Eschericia coli 18 26 8 20 30 10 15 21 6

E. cloacae 20 28 8 12 28 16 11 22 11
Eschericia coli 20 30 10 25 34 9 20 28 8

Eschericia coli 19 25 6 19 30 11 10 24 14
Eschericia coli 10 22 12 20 28 8 0 15 15
Eschericia coli 10 22 12 20 28 8 0 15 15
Eschericia coli 14 23 9 20 27 7 0 17 17
Eschericia coli 9 24 15 15 22 7 0 13 13
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4.4. Antibiyogram Dogrulama ve MiK Tayini Sonugclar

Disk diflizyon konfirmayon testine gére GSBL siipheli sayilan 62 izolatin fenotipik
dogrulamas1 ve MIK(Minimal inhibasyon konsantrasyonu degerlerinin tespiti
Micronaut-S beta-lactamase VII kiti (Merlin Diagnostika, Almanya) prosediirii takip
edilerek yapildi. Sonug olarak 33 izolat CLSI kriterlerine gore kesin GSBL pozitif
sayildi. MIK degerleri tespit edildi ve tablo da sunuldu. Kesinlesen sonuglara gore

109 ¢ig tavuk numunesinden (%30,2) oraninda GSBL pozitif sonug rapor edildi.
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Cizelge 4.2. Antibiyogram Dogrulama Sonuglar1
Edoage [R| 30 | 16 | <0258 |R| & |>32] <020 ]|t Q5[5 |8 ]s]|05]s| 4 |[p]| =4 +
Escheriacoli | R | >128 | 16 | =164 |R| 18 | 16 5|« 0% Il 1 | R| 64 |R| =324 +
Eschericiacoli | R | >18 | >3 | <025 2 | 02504 | <] <025 | <025 (s |<4]|s]| <05 |r| 6t <0254 4
Escheriacoli | R >18 | >3 | <025 |R| 30 | 8| <025/ |s|<1] <025 <025 ]|¢s|8(s|<05]|r| 18 <0254 4
Eschericia coli 0254 | s| <t |o5| <0204 |s|<t| <0205 [05]s|<4|s]|<05]|r|>18 <0,25/4 +
Kpneumoniae | R | >18 | >3 | =324 |Rr| & | 3 S| 8| <05 |r|o18 <0254 ‘
Escheridacoli | R 32 | 32 | <025M [R| 128 [>3| SO.254 | s | <1 <025 | <025 | s [<4|s| <05 |s| 4 <0,25/4 +
Escheridacoli | R [ >u8 | >3 | <025H || 32 |2 |<02M | s|<l| <025 |08 |5 |<4|s]|05|r|1m <0254 +
Eschericiacoli | R | >128 | >3 | =164 | R | u8 |>n| =24 |s|<1| 2 TR 8201 1 |[r] 18 <0254 "
Eschericiacoli | R 1 128 | > | $025M |11 8 | 4| <0254 |s|[<t] <025 ]<025 s |<4|s|<05]|] 1 <0254 +
Escheriacoli |R| 128 | 32 | =054 |R| 18 [32|02M s st 1 [ 05 | |s4]s]|<05|nr|>8 <0254 i+
Kpneumoniae [ R | >18 | > | S025H |R| 32 | 32| 024 |s|<1| <025 | 025 |5 |<4|s| <05 |r|8 <0254 4
Eschericiacoli | R | >128 | >3 | <0254 |R| 32 | 16| <0260 |s|<t| <025 |<0b S| <05 |R|>18 <0,25/4 +
Eschericacoli | R | 128 | >3 | <025 |R| 18 [>32| 0280 | s |<1] <025 | <025 | s [<4|s| <05 || 64 <0.2504 +
Eschericacoli | R | >128 | >3 | <025 [R| 64 | 16| <0250 | s|<1]| <025 | <025 | s |<4]|s| <05 |R|>8 <0,25/4 +
Eschericia coli 02506 | r| 32 >3] 02506 |s|st] <02 |<025]s|4]s]| <05 <0254 4
Eschericiacoli | RL 18 | 32 | <0254 [R| 16 02504 | s <1] <025 1 <025 (s |<4d]|s]| <051 1 <0254 4
Eschericiacoli | R | >128 | >3 | <0250 || <1 |o5| <0250 |s|<t| <025 | <02 | |<4|s|<05|n]|>8 <0254 4
Eschericia coli s | =164 | R | 128 >3] =164 [ 2] 2 4 1R ]s]| <05 |[r|>8 <0254 +
Escheridacoli |R| 6 | 8 | =324 |R| 64 16| =84 || RS2 s] <05 | 1| 1 =414 +
Eschericiacoli | R | >18 | >3 | <025M |[s| 4 | 1| <020 025 5] 85| €5 [r]>18 <0,25/4 +
Eschericiacoli | R | >128 | 32 B R 64| 2| = ||| 025|025 R (232]5]| 05 |r| 08 <0254 s
Eschericiacoli | R [ 16 B (R| 16 8| =4l |s|t T R(>32]s] €5 [s] 8 <0,25/4 4
Eschericia coli 5| < 5 (<05 s | <4ls]| 05| « +
C. werkmanii 5| < 5 (<05 RUI>16( 5] <025 | 5 (<025 +
Eschericia coli R| 16 5|05 RIS4|s]05]s| < s
E.cloacae 5| 4 5 <05 RI>8 (5|05 | 16 '
Eschericia coli || 16 5 <05 G| <dls|05] | ¢ s
Eschericia coli 5| < 5 <05 Gl <dls|05] | ¢ s
Eschericiacoli | R | >128 | >3 | <025 |R| 18 | 16| 020/ | 5| 1| <025 [ 025 | s |<4|s| <05 |R[>18 <0254 ol s
Eschericiacoli | R| >128 | >3 | <025 [R| 16 |16 <020/ | | <1 | <025 | 025 | s [<4|s| <05 |r]|>m8 <0,25/4 +
Eschericiacoli | R| 32 | 16 =l4 I8 [ 2| =058 | s|<t] <025 | €025 R (|>2[s]| 055 2 <0254 4
Eschericacoli | R | >18 | >% | =164 |R| 16 | 8| =164 | s|s1] <025 | <02 | g [>32|s| <05 [r]| 64 <0250 +

Kombine disk difiizyon dogrulama testi pozitif sonu¢ veren GSBL ve AmpC {ireten

izolatlarm antibiyogram dogrulama sonuglar1 72,7 CTX’e, %63,6 CAZ’a, %30
COX’ye, %57,7 CEP’e dire¢ gosterdiklerini ortaya koydu. Bu izolatlar igin MIK
degerler1 CTX e kars1 >128 pg/mL, CAZ’a kars1 16-128 pg/mL, COX’a kars1 4-32

pg/mL, ve CEP’e kars1 1-128 pg/mL diliisyon araliklar1 arasinda degisiklik gosterdi.
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Cizelge 4.3. GSBL Tarama ve Konfirmasyon Metotlar1 sonuglarinin

GSBL Antibiyotik  Iki metod
tarama dogrulama  arasindaki
sonucu ve MIK GSBL(+)
VITEK®MS ile tiplendirmesi GSBL(+) degeri ctkma
yapilan mikroorganizmalar mikroorgani tespiti oranlar1
Zma sayisi  sonucu (%)
(62) GSBL(+)
mikroorgani
Zma sayisi
(33)
E. coli 32 28 87,5
Klebsiella Pneumoniae 6 2 33,3
Enterobacter cloacae 4 2 50
Citrobacter werkmanii 5 1 20
Serratia fonticola 2 0 0
Acinetobacter baumonnii 2 0 0
Hafnia alvei 4 0 0
Pseudomanas putida 1 0 0
P. aeruginosa 3 0 0
Proteus mirabilis 1 0 0
Kintermedia 1 0 0
Myroides odoratimimus 1 0 0
Karsilagtirilmasi

GSBL pozitif oldugu kesinlesen numunelerin, numune durumlar1 ve GSBL bulunma
oranlar1 Cizelge 4.4 de verildi.  Tavuk numunelerini toplama sekline gore
siniflandirdigimizda direkt c¢iftlikten alinan kiimes damizlik numunelerde yalnizca
E.coli izole edildi. Ambalajli numunelerde E.coli ve E. cloacae izole edilirken agik
dokiim seklinde satilan tavuk 6rneklerinden aliman numunelerde ise K. pneumonia, E.

cloacae ve C. werkmanii tespit edildi.
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Cizelge 4.4. Numune cinsi bazinda GSBL pozitif izolatlarin durumu

Tavuk Eti Ambalaj Bakteri Izolat Izolat yiizdesi
Tipi Durumu Tipi Sayisi (n) (%)
Citrobacter 1 4.5
Agik Dokiim K. pneumoniae 1 4.5
Karkas E.coli 12 54.6
Kapali Ambalajli  E.coli 5 22.8
Kimes E.coli 3 13,6
Ara Toplam 22 100
Enterobacter 1 9,1
Acik K.peneumoniaea 1 9,1
Sakatat E.coli 5 454
Kapali ambalajli Enterobacter 1 9,1
E.coli 3 27,3
Kiimes - - -
Ara Toplam 11 100
Toplam 33
Tavuk Karkas ve Sakatatlarinda GSBL (+)
Enterobakter Dagilimi
mEcoli mK.peneumoniaea Citrobacter werkmanii  m Enterobacter cloacae

Karkas Sakatat

Sekil 4.2.Kesinlesen sonuglara gore sakatat ve karkastaki GSBL pozitif

mikroorganizma dagilimi
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Fenotipik dogrulama sonunda 33 GSBL pozitif izolattan %84 E. coli, %6.06 K.
pneumonia, %6,06 E. cloacae, %3.03 C. werkmanii olarak tanimlandi. Sonuglar

Sekil 4.5. de sunuldu.

Tavuk Etlerinde GSBL Ureten Enterobakteri
Dagilimi

ME.coli HMK.pneumonia M Enterobactercloacae M Citrobacter werkmanii

3%

\ 6%

Sekil 4.3.GSBL pozitif izolatlarin tiir dagilimi

Cizelge 4.5. GSBL pozitif tanimlanmis enterobakterilerin

dagilim1
Tanimlanan mikroorganizma % n
E. coli 84 28
K. pneumonia 6,06 2
E. cloacae 6,06 2
C. werkmanii 3,03 1
Toplam 100 33
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5.TARTISMA VE SONUC

Bu calismada c¢ig tavuk eti ve sakatatlarinda genis spektrumlu beta-laktam
antibiyotiklere direngli entererobakterlerin identifikasyonu ve diren¢ profillerinin
tespiti amaciyla Marmara Bolgesindeki gesitli illerin halka agik pazar, market ve
kasaplarindan alman toplam 109 6rnek iizerinde calisildi. Toplam 109 numunede
%30,2 kesin GSBL pozitif enterobakter izolat1 tespit edildi. Kullanilan metot
acisindan gidalarda antibiyotik direnci belirlemede, disk diflizyon, disk diflizyon
dogrulamas1 ve daha sonra antibiyotik dogrulama ve MIK degerlerinin tespiti
yapilmasi yoniiyle Tiirkiyede yapilan ilk ¢aligmadir.

Antibiyotik duyarhlik testlerinde “difiizyon”ve “diliisyon”olmak tlizere baslica iki
metod uygulanmaktadir. Difiizyon testleri icerisinde disk diflizyon 6zellikle tercih
edilmektedir ve sonuglar sivi diliisyon metoduyla dogrulanmaktadir. Bu ¢alismada
ISO 21528-2 standartlar1 takip edilerek ¢alisilmistir. Buna ek olarak Vitek MS Maldi
tof ile tiplendirme ve MIK degerlerinin tayini gibi dogrulama yontemleride ve CLSI
2013 prosediirlerine gore uluslararast kabul gérmiis yontem ve standartlar’da
uygulanmistir. Bu calismada GSBL iireten enterobakterilerin frekansiy/bulunma
siklig1 %30,2 olarak tespit edilmistir.

On zenginlestirme sonrasi selektif besiyeri (GSBL)’ye ekim yapilan izolatlarin
VITEK®MS (bioMérieux) ile yapilan tiplendirme sonuglar1 E.coli, K. pneumoniae,
C. werkmanii, E. clocaea, S. fonticola, A. baumonnii, H. alvei, P.putida, P.
aeruginosa, P. mirabilis, K. intermedia, M. odoratimimus olarak belirlendi ve bu
alanda yapilan ¢aligsmalarda diinya literatiiriiyle (E.coli, E.cloacae, Salmonella spp.,
K.pneumoniae ve Citrobacter spp.) uyumluluk gosterdi (Gonzalez ve ark., 2013;
Tham ve ark.,, 2012).Kesinlesen sonuglara gore tanimlanan GSBL pozitif

mikroorganizmalar ve oranlar1 Cizelge 5.1. da sunulmustur.
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Cizelge 5.1. GSBL pozitif tanimlanmis enterobakterilerlerin dagilimi

Bakteri Tipi % n
E. coli 84 28
K. pneumonia 6,06 2
E. cloacae 6,06 2
C. werkmanii 3,03 1
Toplam 100 33

Yapilan disk diflizyon sonucun gore Dbeta-laktam duyarhilik motifleri
degerlendirildiginde en yiliksek diren¢ sefpodoksime gdsterildi (CPD %96,9). Disk
difizyon testi yapilan izolatlarin %45,4 CAZ, %96,9 CPD, % 87,8 CTX olmak iizere
en yiksek direncin CPD’me kars1 gelistirildigi goriilmiistiir. Disk diflizyon
konfirmasyon sonuglar1 % 72 CAZ CV, %90 CTX CV ve %93 CPD CV olmak lizere
diskdifiizyon sonuglarini desteklemis ve paralellik gostermistir.

Ulkemizde bu alanda yapilan calismalarm sayis1 oldukca az ve metod agisindan
bizim kullandigimiz sekliyle mevcut degildir. Tirkiyede gida alaninda yapilan
antibiyotik direng belirleme calismalarinada yalnizca fenotipik yOntemlerle
identifikasyon yapilmis su ana kadar antibiyogram dogrulama ve MIK degerleri
tespiti yapilmamistir. Kaya ve ark., (2007) Calismalarinda tavuk intestinal
sisteminden izole edilen 80 E. coli ve Klebsiella suslarinda GSBL direnci tespit
etmedikleri ¢aligmalarinda bazi  antibiyotikler i¢in  diren¢  durumlarini
bildirilmislerdir.Calismada %17,5 6rnekte yiiksek diizey aminoglikozit direnci tespit
edilerek yiikselmekte olan antibiyotik direncine vurgu yapilmistir.

Kaya (2007); tavuklarin ¢cekum igeriginden alman numunelerde ki E.coli ve
K.pneumoniae suslarinda antibiyotik diren¢ ve duyarlililk durumlarmi inceledigi
calismasinda E.coli deki en yiiksek duyarliligm IMP (imipenem)den sonra CAZ
(%96) kars1 gosterildigini rapor etmistir. Bu calismada CAZ(45,4)ile diren profili
sergilemistir.Kaya,yaptig1 ¢alismada metod agisindan fenotipik yontem kullanilmistir
ve sonuglar GSBL negatif olarak rapor edilmistir. Kaya’nin calismasinda GSBL
acisindan higbir pozitif 6rnegin olmamasini bizim ¢alismamaizla karsilastirdigimizda
tavuk etlerindeki kontaminasyonun tavuk etinin kesim sonrasi olabilecegini

disiindiirdi. Bu c¢alismanin  kisitlayict  tarafi  direk kesimhaneden 6rnek
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almamamasina bagl olarak kontaminasyonun hangi agsamada olduguyla ilgili yorum
yapilamayis1 olmustur.

Tiirkiyede hayvan orjinli yiyeceklerde GSBL iireten E. coli ve Klebsiella tiirlerinin
antibiyotik direng prevalansini ¢ikarmayi amaglayan Gilindogan ve Avci (2013), 50
Klebsiella oxytoca nin %26, 45 E. coli nin % 44, 13 Klebsiella ninda %38,5°1 GSBL
pozitif oldugu tespit edilmistir Bu ¢alismada cift disk sinerji metodu kullanilmas,
antibiyotik dogrulama ve MIK degeri tespiti yapilmamistir. 2013 te yapilan ¢alisma
sonuclarimiz1 destekler nitelikte olsada yanlizca fenotipik tespit yapmis olmalarindan
dolay1r vyeterli degildir. Nitekim yanlizca disk difiizyon ve disk diflizyon
konfirmasyon sonuglarimiza baktigimizda GSBL oram1 % 66 iken antibiyotik
dogrulama ve MIK degerleri tespiti sonunda %33’e diismiistiir. iki yontem arasidaki
%50 lik fark tarama testlerinin bu alanda yapilan ¢aligmalarda yeteri kadar giivenilir
olmayacagmi dislindiirmiistiir. Metotlar arasindaki uyum oranlar1 (bkz) cizelge
4.3.’te sunulmustur.

Ote yandan tiim Diinyada ihracati ve ithalati gerceklesen tavuk etinde farkli
calismalardan elde edilen verilerin karsilastirilabilmesi icin  sadece ayni
metodolojinin kullaniliyor olmasi yeterli olmamaktadir. Dolayisiyla verilerin MIK
degerleriyle birlikte verilmesi orijinal verilerin hizli ve kolay bir sekilde
degerlendirilebilmesi acisindan onem tasiyacaktir.

Yine Tirkiye de yapilan farkli bir calismada 930 tavuk karkasindan izole edilen 99
Salmonella izolat1 12 farkli antibiyotige karsi test edilmis, izolatlarin %46’sinda
coklu ila¢ direnci goriiliip %1 oraninda GSBL direnci bulunmustur (Ata ve ark
2015). Yaptigimiz calismayla karsilastirdigimizda GSBL direncinin Salmonella gibi
hayvansal gidalarda yogun bulunan enterik bakteriden ziyade E.coli ve Klepsiella
gibi hastane kokenli bakterilerde yiikselisi dikkat ¢ekicidir. Goriildiigi gibi
Tiirkiyede bu alanda yapilan calismalar antibiyotiklerin kalint1 riskleri ve fenotipik
yontemlerle antibiyotiklerin diren¢ durumlarini tespit etmenin Gtesine gecememistir.
Klinik alanda yapilan bir¢ok ¢alisma olsada gida alaninda yapilan ¢alismalar smirl
sayida kalmstir.

Gidalarda GSBL iireten enterobakterilerin varligini1 saptamaya yonelik caligmalar
tiim Diinyada yapilmaktadir (Stuart ve ark., 2013; Stuart ve ark., 2012; Depoorter ve
ark ., 2012; Schwaiger ve ark., 2012; Lopez-Cererove ark., 2012 ;Laube ve ark.,
2014; Gonzalez ve ark., 2013; Overdevest ve ark., 2011; Kaya ve ark., 2007 ;

59



Campoz ve ark., 2014 ;Ata ve ark., 2015 ;Schaumburg ve ark., 2014 ;Keskinoz,
2010;Y1ldirim, 2010).

Tavuk etlerinde GSBL prevalanst ¢esitli lilkelere gore farklhilik gdstermektedir.
Hollanda da %94 olan GSBL direnci Diinyanin en fazla tavuk lretimi yapan li¢
iilkesinden biri olan Cinde %13,9 olarak bildirilmistir (Stuart ve ark., 2012; Zhang ve
ark., 2012).Yaptigimiz ¢alismada cikan sonuglarimiz % 30,2 ile Hollandanin ¢ok
altinda fakat Cin’in {lzerinde cikmistir. Genellikle gelismis {ilkelerde saglik
sektoriinde kullanilan antibiyotik miktarmin fazla olusuyla hastane kdkenli
enterobakterilerdeki direncin yiikselisi paralellik gostersede gida alaninda boyle bir
yorum yapmak heniiz dogru olmayacaktir.

Antibiyotiklerin insanlarda (yogun bakim iinitelerinin ve hastanede yatis siirelerinin
giderek uzamasi) ve hayvanlarda (gida endiistrisinde 6zellikle ¢iftlik hayvanlarinda
anaflaktik uygulanmasi) siirekli ve yanlis kullanimi, yayilimdaki ana etken olarak
diisiiniilmektedir (Philips ve ark 2004; Demirtiirk ve Demirdal 2004; Bandura ve ark
2014). Tirkiyede antibiyotiklerin biiylime faktorii olarak kullanimi 21/01/2006
tarihinden itibaren tiimiiyle yasaklanmis (Resmi Gazete: say1:26056; Tuncer, 2007)
olmasma ragmen karma yem fabrikalarmin irettigi yemlerin kontrolleri etkili bir
sekilde  yapilamadigindan bu  yemlerin  sektérde  kullaniminin  Oniine
gecilememektedir. (OECD, 2015; Anonim, 2003).

Antibiyotik direnci toplum saghigini1 baskilayan ve tiim Diinyada endiseyle takip
edilen 6nemli bir sorundur (Bush ve ark 2011). Insanlaradaki direng antibiyotiklerin
yaygin kullanimi 6zellikle gelismis iilkelerde gelir diizeyinin artisina bagli olarak
hastanelerdeki yatma siiresinin artmasi ve fazlaca antibiyotik kullanimi sonucu
olusan diren¢ karsisinda genis spektrumlu yeni antibiyotiklerin gelistirilmesini ve
buna bagli olarak antibiyotik dire¢ prevelansinin giderek artisina sebep olmustur
(Laxminarayan ve ark., 2013).

Hayvanlardaki artan direncin ise veteriner hekimlikteki kullanilan aminoglikozitler,
Beta-Laktamlar, (Penisilin ve sefalosporin), glikopeptitler, polipeptitlerler,
tetrasiklinler, makrolidler, sulfanomidler gibi antimikrobik maddelerin kiimes
hayvanlarmin tiretimi sirasinda yogun ve yanlis kullanilmasina bagli olarakortaya
ciktig1 ve ozellikle ¢ig tavuk iiriinlerinde ortaya ¢ikan direncli bakterilerin insanlarda
sikca kullanilan antibiyotiklere dahi yogun bir diren¢ kazandigi bildirilmistir

(Jacoby, 2015; Hammerun ve Heuer 2009) . Direnc¢li bakterilerin besin {iriinleri
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vasitasiyla hayvanlardan insanlara gecisini raporlayan bir ¢ok g¢alisma mevcuttur
(Thorsteinsdottir ve ark., 2011) .

Enterik bakteriler baglica sepsis, iiriner sistem ve solunum yolu infeksiyonlar1 olmak
iizere intraabdominal infeksiyonlar, pinemoni, yara yeri infeksiyonlar1 hatta
menenjite sebep olabilmekte ve bu infeksiyonlarda gelisen komplikasyon riski ve
Olim oran1 giderek artmaktadir (Tlikenmez- Tigen ve Miilazimoglu, 2012). Gelisen
direng karsisinda tedavilerin maliyeti ve siliresinde artmalar baglamistir. Dolayisiyla
antibiyotige direngli bakterilerin yayilimini infeksiyon hastaliklarinin basarili bir
sekilde tedavisini giiglestiren Onemli bir problem olarak degerlendirmek
gerekmektedir (Anderson, 2003) .

Diinya c¢apinda bircok insanm diyetinin énemli bir boliimiinii olusturan tavuk eti,
fiyatmin ucuz olmasi, B vitamini ve bir¢ok mineral acisindan zengin olmasi, yag
oranmin diisiik, sindiriminin kolay, saglikli ve besleyici bir protein kaynagi olmasi
sebebiyle beslenmede fazlaca tercih edilmektedir (Inci ve ark 2014) .

Ulkemizde hergegen giin artarak devam eden tavuk eti tiiketimi 1990’11 yillarda fert
basina 3,8 kg iken 2001 yilinda 8,5 kg diizeyine ulagsmis hatta 2014 yilinda ise bu
miktar 21 kg’a kadar ¢cikmistir. (Besd Bir, 2014) .

Tavuk eti ve iriinlerinin insan beslenmesindeki biiyiikk onemine karsilik, insan
sagligin1 olumsuz etkileyebilecek, ciddi enterik hastaliklara ve infeksiyonlara yol
acabilen patojen ve/veya firsat¢it bakteriler ile bulasma olasiligi yliziinden, gida
gilivenligi acisindan risk olusturabilmektedir. Bu nedenle tavuk eti ve {iriinlerinde
insan saghigma zararli bazi mikroorganizmalari varliklar1 ve bulunma iist smirlar1
ulusal ve uluslararasi1 otoriterler tarafindan belirlenmistir. Tirkiyede Tirk Gida
Kodeksi tarafindan belirlenen gida hijyeni kriterleri girig boliimiinde tablo halinde
sunulmustur.

Gida giivenligi bakimindan 6nemli indikator mikroorganizmalarin varliklari, rutin
kontrolleri ve antibiyotik kalmtilarmin takibi 4/5/2012 tarihli ve 28282 sayilt Resmi
Gazete’de yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek
Farmakolojik Aktif Maddelerin Smiflandirilmasi ve Maksimum Kalint1 Limitleri
Yonetmeligi ile denetlenmektedir. Ancak,  zararli bakteriler ve antibiyotik
kalintilarina dair yonetmelikler var olmasmma ragmen, antibiyoiklere direngli
mikroorganziamalarin tavuk eti ve lriinlerinde denetlenmesine dair Tirkiye ve
yurtdiginda heniiz bir talimat /yonerge yirirliige girmemistir. Bu agidan

bakildiginda, tavuk eti ve driinlerinde yetistiricilikten itibaren antibiyotiklerin
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kullannminin denetlenmesi, gidalarda varliklarinin arastirilmasit ve olasit yayima
yollarinin anlasilmasi bakimindan, bu ¢alismada yapildig1 sekilde antibiyotiklere
direngli bakterilerin tip ve bulunma sikliklarmin diizenli olarak takibi tavsiye
edilmektedir (EFSA 2011). Bu nedenle, bu ¢alisma tavuk etlerinde mevcut olan
direncli bakterilerin varliklarin1 saptamayr amaglamasi acisindan ayrica Onem
tasimaktadir

Tavuk Triinlerine genel olarak Enterobakter, Alkaligenes, Esherichia, Bacillus,
Flavobacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Acinetobacter-Moraxella,
Corynebacterium, Staphylococcus ve Salmonella gibi bazi mikroorganizmalar
mevcuttur (Unliitiirk ve Turantas, 2015). Insan beslenmesinde 6nemli bir protein
kaynagi olan tavuk triinlerinin kesimden sonra, tiiylerin yolunmasi, i¢ organlarmin
cikarilmasi, yikanmasi, haslanmasi, lretimi, nakliyesi ve tiiketiciye ulasana kadar
gecen depo siiresi esnasinda gerekli hijyenik kurallara uyulmamasi veya ete elle
dokunulmasi, etin kontamine su ve diger gida maddeleriyle temasi ile kolaylikla
enterobakteriler tarafindan kontamine olabilmesinin miimkiin oldugu bildirilmistir
(Alvarez- Fernandez ve ark 2013) .

Tavuk etinin yeterince pisirilmemesi veya capraz kontaminasyon gibi cesitli
nedenlerle insan sindirim sistemine ulusan GSBL diren¢li enterobakteriler ayni
genleri insan mikroflorasindaki yararli bakterilerede aktarmasi olasiligi, direncin
yayillmasinda dikkate alinmas1 gereken 6nemli bir konudur.

Gida kaynakli enterobakterler’deki {iciincii nesil sefalosporinlere karsi dirence katki
saglayan plazmid kodlu beta-laktamazlarin artan yaygmligi halk saghigi agisindan
Diinya ¢apinda tanman bir sorundur. Yakin zamanda yapilan caligmalar GSBL
genlerinin, onlarm plazmidlerinin ve bu plazmidleri barindiran E.coli izolatlarmin
gecisinin kiimesten insanlara dogru olabilecegini dngdrmiistiir (Overdevest ve ark.,
2011; Leverstein-Van Hall ve ark. 2011) .

Chiaretto ve ark (2008) ise ciftlik hayvanlari, evcil hayvanlar, yabani hayvanlar ve
cevresel atiklardan aldigi1 6rneklerden GSBL pozitif E.coli ve Salmonella tiirleri izole
ettikleri c¢alismalarinda toplum kokenli GSBL iireten mikroorganizmalarin
yayllimmin, hayvanlardan insanlara veya insanlardan hayvanlara olabilecegi
ongormiislerdir. Carratoli (2008) ise hayvanlarin GSBL iireten enterobakteriler i¢in
depo gorevini gordiigiinii savunmustur.

Sonuglar veteriner hekimlikte asir1 ya da bilingsiz antibiyotik kullanimi, hijyenik

olmayan kosullarda hayvansal gidalarin paketlenmesi, nakliyesi gibi sebepleri
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diistindiirsede  direngli  bakterilerin insanlardan hayvanlarami, hayvanlardan
insanlarami akisiin oldugunu anlamak i¢in ileri diizey molekiiler caligmalara ihtiyag
vardir.

Seksenli yillarda GSBL iireten suslarin ¢ogu hastane kokenli iken 2000’ den sonra
toplum kokenli ve gida kokenli suslarda da GSBL tespit edilmeye baslanmistir.
1980’11 yillarda Avrupada 6zellikle K.pneumoniae de sik goriilmekte olan GSBL,
gliniimiizde ozellikle E.coli acisman ilk smrayr almaktadwr. GSBL yaygmligi
toplumsal alanda dikkate deger oranda artisiyla saglikli bireylerin diskilarindan bile
izole edilmistir. Toplum kokenli fekal tasiyiciligin 2001 yilinda %2,1, 2002 yilinda
%7,5, 2010 yilinda %11,3’ e yiikseldigini rapor edilmistir (Canton ve ark 2008;
Mirelis ve ark, 2003; Wickramasinghe, 2012).

Belcikada canli besi hayvanlarindan yalitilan E.coli suslarmin %35°1 3. nesil
sefalosporinlere karst direngli  bulunmustur. Olusan direng, yogun besi
hayvanciligina ve tavuktaki c¢apraz kontaminasyona baglanmistir. CLSI 2013
standartlarina uygun ve bu g¢alismayla ayni metotoloji kullanilmis ve arkasindan
genetik analizler yapilmustir. Insan saghg igin son derece kritik dneme sahip bu
direncli antimikrobik genlerin insan bagirsagindaki bakterilere transferinin muhtemel
oldugu ongorilmiistiir. (Deporter ve ark., 2012).

Hollanda’da yapilan benzer bir c¢alismada ise insan kan Ornekleri ve rektal
stiriintiilerinden elde edilen E. coli izolatlariyla ¢ig tavuk etindeki genis spektrumlu
beta laktamaz genleri tasiyan E. coli izolatlar1 incelenmis ve ¢ig tavuk etindeki
GSBL igeren E. coli previlanst %79,8 olarak belirlenmis ve bizim ¢alismamizdaki E.
coli prevelansi(%84) ile paralellik gostermistir. (Overdevest ve ark., 2011).

Ispanya Navara’da kiimes hayvanlarmin et diriinleri icerisinde GSBL iireten
enterobakteriler agisindan (%84) oranla en yiiksek yaygmliga sahip oldugu
bildirilmistir. Yapilan bu calismada direng profili en yiiksek bakteri £. coli (%71)
olarak rapor edilmistir (Gonzalez ve ark., 2013).

Yaptigimiz calismada direg¢ profili en yiiksek bakteri olarak E. coli (%84) tespit etmis
olmamiz literatiirle paralellik gdstermistir. Ispanyanin giineyinde tavuk etlerinde
yapilan diger bir ¢alismada GSBL tasiyan E. coli oranmin 2007°de % 62,5 iken 2010
yili itibar1 ile % 93,3 ‘e yiikseldigi bildirilmis ve {i¢ yilda artarak devam eden direncgli
enterobakterilerin tavuk etindeki varhigina dikkat ¢ekilmstir (Lopez-Cerero ve ark.,

2012)
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Almanya Bavyera da ¢ig tavuk etinden izole edilen GSBL prevelans1 % 67 E. coli,
%16 Enterobakter turleri, %8 Citrobakter tiirleri, %12 Klebsiella, %8 Salmonella
olarak tesit edilmistir. Klebsiella nin kesimhaneden alinan Orneklerde, E. coli
disindaki en yaygin form oldugununa vurgu yapilmis, Sa/monella ‘nin tavuk etinde
%17, domuz etinde % 0,4 oldugu, Enterobakter, Citrobakter ve Klebsiella nin
kesimhaneden alinan Orneklerde E. coli disindaki en yaygin bakteriler olup,
kesimhaneden alinan Orneklerle kiyaslandiginda direngli bakteri yaygmligi
perakende et drneklerinde daha yiiksek bulunmustur (Schwaiger ve ark., 2012).

Bu anlamda, yaptigimiz calismada acik dokiim satilan {triinlerdeki FE.coli
prevelansinin yayginligi Diinya literatiirii ile uyum gostererek tavuk iirtinlerinin
kesim sonrasi perakende satis ve nakliye sirasinda capraz kontaminasyona maruz
kaldigmi diisiindiirmiistiir. Ulkemizde siirekli degisen yOnetmelikler tavuk
driinlerinin marketlerdeki satisinin kapali olmasina nihayet karar vermis olup agik
dokiim tavuk triinleri satis1 Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Gida ve Kontrol
Genel Midirligi tarafindan 5 Subat 2015’te 29266 sayili resmi gazetede
yayimlandigi sekliyle yasaklanmistir.

Ozellikle 3. kusak sefalosporinlere kars1 olusan diren¢ ¢ogu zaman Beta laktam+
Beta laktamaz kombinasyonlarina kars1 da olusarak multi dirence sebep olmaktadir
(Demirtiirk  ve  Demirdal 2004). Hollandada kiimes hayvanlarindaki
enterobakterilerde GSBL direng prevelanst %94 olan bir ¢alismada 98 adet iiclincii
nesil sefalosporin’e direngli tavuk eti 6rneginin %12 sinde AmpC fireten E.coli
oldugu tespit edilmistir (Stuart ve ark, 2013 ) Bu calismada 33 adet GSBL pozitif
izolatin 2 tanesinde (%6) AmpC iireten E. coli tespit edilmistir, calismamiz bu
bakimdanda literatiir ile paralellik gdstermistir.

Ulkemizde ve birgok Diinya iilkesinde organik tavuk iiretiminde, antibiyotik
kullanilmamasina bagli olarak, direngli bakterilerin organik tavuk etlerinde
bulunmayacagi diisiiniilsede yapilan g¢alismalar organik diye ifade edilen bircok
besinin bu anlamda masum olmadigini gostermistir.

Hollanda da “Organik ve geleneksel tavuk etindeki GSBL kontaminasyonunun
kiyaslanmas1” baslikli ¢alismada 98 c¢ig tavuk 6rnegi (60 geleneksel, 38 organik)
incelenmis geleneksel orneklerde %100, organik triinlerde %84 GSBL pozitif
mikroorganizma tespit edilmistir. £. coli’de belirlenen GSBL genleri gelenksel et

ornekleri ile biiylik oranda ayni bulunmustur (Stuart ve ark., 2012).
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Direngli bakterilerin yayilimindaki hiz tiim Diinyanin dikkatini ¢eken ciddi bir halk
saglig1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sigir izolatlar1 ile kiimes hayvanlarindan izole
edilen izolatlar GSBL direnci bakimindan karsilastirilinca ve kiimes hayvanlarmin
enterobakteriler agisindan daha yiiksek dirence sahip oldugu ayrica bu sonuca
dayanarak kiimes hayvanlarindaki genis spektrumlu beta-aktamazlarn {iretimi
acisindan en risk tasiyan et kaynagi oldugunu onerilmistir (Skockova ve ark., 2015).
Sonug olarak tavuklarda kesin olarak yasaklanmasina ragmen anabolik madde olarak
ve anafilaktik olarak kullanilan antibiyotiklere maruziyetin fazla olusu ve altarnatif
anabolik {irtinlerin degerlendirilmesi gerektigi diisliniilmiistiir.

Hayvanlarda anabolik madde olarak antibiyotiklerin kullanimi yasaklanmis olsada
ciftliklerde kagak kullanilan karma yemlerin Oniline gecilemeyisi gergegi ve artan
talep karsisinda {reticiler biliylimeyt hizlandirict  farkli  anabolik maddeleri
degerlendirmeye baglamistir. Anabolik madde olarak degerlendirilen iniilinin
kanatlilarda kolonik mikrobiyal ekoloji, hayvan sagligi, yumurta kabuk kalitesi, yem
etkinligi tizerinde olumlu etkilere sebep oldugu ve kanath beslenmesinde probiyotik
olarak kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir (Asan ve Ozcan 2006).
Son yillarda Tiirkiyede ve Diinyada yem katki maddesi olarak kullanilan
biyoteknolojik tirtinlerden humik asit, malik asit, asetat, propiyonat, biitirat, gibi
organik asitler bagirsak pH sin1 diisiirerek ve patojen bakterilerin gelisimini
engelleyerek, prebiyotik ve probiyotikler bagirsak florasini yararh
mikroorganizmalar leyhine ¢evirerek ve yemden yararlanmayi arttirarak, tibbi ve
aromatik bitkiler ile esansiyel yaglar gibi antibiyotiklere altarnatif biiylime faktorleri
yogun bir sekilde arastirilmaktadir (Karademir ve Karademir, 2003).Bu anlamda yem
katki maddesi olarak kullanilan humik asidin kismi olarak anabolik etki yaptig1 ve
humik asit kalitesindeki artigla bu etkinin daha fazla artacagi dnerilmistir (Oztiirk
2012).

Ucuz ve besleyici olmas1 sebebiyle fazlaca tiiketilen tavuk iiriinlerinin GSBL {ireten
Enterobacteriaceae igermesi ve bu gidalarla beslenen insanlara aktarilan bu genlerin
hastaliklarda kullanilan ayni grup antibiyotiklere karsi gosterebilecekleri direng
sebebiyle tedavisinin olumsuz etkilenebilecegi diisiiniilmekte ve bu anlamda
gidalardaki antibiyotik direncleriyle ilgili gen karakterizasyonu c¢aligsmalarmin

genisletilerek yapilmasi ongoriilmektedir.
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Yaptigimiz c¢alismada kullanilan metod agisindan fenotipik yontemlerin GSBL
belirlemede yeterli olmadigi, GSBL tarama sonuglarmm MIK degerleri tespiti ve
mikrodiliisyon ile dogrulanmasi gerektigini ortaya koymustur.

Sonug olarak; bu ¢alismada Istanbul ili ve ¢evre bdlgelerinde satisa sunulan karkas
tavuk etleri ve sakatat Uriinlerinde fenotipik yontemler ile yapilan incelemelerde
GSBL pozitif enterik bakterler kesin sekilde tespit edilmistir. Bu bakimdan, GSBL
pozitif enterobakterler iceren tavuk etlerinin tiiketici ve sagligi bakimlarindan risk
teskil ettikleri anlasilmistir. GSBL pozitif enterobakterilerin gidalardaki yaygmligi ve
halk saglig1 acisindan risk faktorlerinin degerlendirilmesi agisindan daha ileri genetik

calismalara ihtiyac oldugu goriilmiistiir.
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