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GIDALARDAN IZOLE EDILEN ENTEROBACTERIACEAE SUSLARINDA
GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZLARIN MOLEKULER
YONTEMLE ARASTIRILMASI

OZET

Gunumuzde hastane ve toplumsal kaynakli olarak direngli bakterilere artan sekilde
rastlanmaktadir. Bu yeni tlr biyolojik tehlike tim Diinya’da insan saghigini ciddi
sekilde tehdit eder seviyelere gelmistir. Bu nedenle WHO, FAO ve EFSA gibi
otoriteler arastirmacilart bu konu iizerinde arastirma yapmalar1 i¢in tesvik
etmektedirler. Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) plazmid-aracili bla-
genleri tarafindan kodlanan, beta-laktam antibiyotikleri enzimatik inaktivasyon
direng mekanizmasi yoluyla etkisizlestiren ve infeksiyon tedavilerini basarisiz kilan
enzimlerdir. GSBL-kodlayan bla-genlerin farkli ve/veya tiirdes bakteriler arasinda
aktarilabilir olmalar1 risk dogurmaktadir. Bakterilerde direng gelisimi ve
yayillmasinda hastane ve toplumsal kaynakli etmenler disinda gidalarin da potansiyel
rolleri olduklar1 diistiniilmektedir. Tiirkiye’de GSBL-kodlayan bla-genlerin
varliklarii tespite donuk hastane ve toplumsal kaynakli arastirmalar yapilmis
olmakla birlikte, gida kaynakli bulgular {izerinde ciddi sekilde durulmamistir. Bu
calismada hayvansal kaynakli gida maddelerinden izole edilen ve Kkitle
spektrometresi ile tiplendirilen toplam 55 adet GSBL-lreten Enterobacteriaceae
suslarinda blargym, blasyy ve blactx-v  genleri ile  blactx-m  altgruplarinin
karakterizasyonu amaglanmigtir. GSBL-pozitif izolatlardan elde edilen DNA
materyaller Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile amplifiye edilmis ve
amplikonlari jel elektroforez teknigi ile goriintiilenmistir. Goriintiilenen 1 adet blargm
pozitif, 1 adet blasyy pozitif ve 1 adet blactx-m pozitif amplikonlar saflastirilmis,
sekanslanmis ve BLAST Programi kullanilarak benzesme dogrulamalar1 yapilmistir.
Istatistik analiz igin SPSS 19 programi kullamlmustir. GSBL-kodlayan bla genlerin
gida gruplari bazinda bulunma sikliklariin niteliksel kiyaslamasi1 Kruskal-Wallis H-
testi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar P<0,05 seviyesinde anlamli kabul
edilmistir. Molekdler incelemeler bla-genlerin dagilimmi %96,4 blatem, %65,5
blactx.m Ve %34,5 blagyy olarak vermistir. izolatlarin %81,8’inin birden fazla bla-
geni tagidiklar tespit edilmistir. bla-genlerin kombinasyonlar1 %57,8 blargmtblacrx-
M, %0222 blatemtblasyy, %17,8 blaem+blasyy+blacTx.m ve %2,2 blatepm+blacTxm
olarak tayin edilmistir. CTX-M-pozitif amplikonlar ileri analize alinmig ve alt
gruplart  %97,2 blactxm1 ve %2,8 blactx.ms olarak karakterize edilmistir.
Sekanslama ve BLAST analizi sonuglari ti¢ adet GSBL-pozitif amplikonlarin
tasidiklar1 blatem, blaspy ve blactxm genleri dogrulamustir. Istatistik degerlendirme
GSBL-kodlayan bla-genler icin hayvansal kaynakli gidalarin turine bakilmaksizin
potansiyel kaynak olduklarin1 gostermistir. Sonug¢ olarak, hayvansal kaynakli
gidalardan izole edilen Enterobacteriaceae suslarinin GSBL-kodlayan bla-genleri
tasidiklari, ¢oklu direng Ozellikleri gosterdikleri ve tuketicilerin bu genetik
materyaller ile kolonize olma riski tasidiklari tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: blatey, blasyy, blactxm, Enterobacteriaceae, GSBL, PCR,
BLAST.
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CHARACTERIZATION OF EXTENDED SPECTRUM BETA-
LACTAMASES IN ENTEROBACTERIACEAE FROM FOODS USING
MOLECULAR METHOD

ABSTRACT

Clinical and community-related resistant bacteria are widely found in the present
time. This new type of biohazard is a growing health concern of Global significance
for human health. That’s why, international authorities, including WHO, FAO and
EFSA, are enhancing the researchers to focus on this issue. Extended spectrum beta-
lactamases (ESBL) are the enzymes that are encoded by plasmid-mediated bla-genes.
inactivate beta-lactam antibiotics through a mechanism of resistance, so-called
enzymatic inactivation, and lead to failure of treatment of bacterial infections. The
bla-genes are easily transferable among the same and/or different bacterial species.
Not only clinical and community settings, foods are also under suspicion for
development and transmission of antibiotic resistance in bacteria. In Turkey, clinical
and community-related ESBL-producers were examined well, whereas foodborne
dissemination was not questioned seriously. The objective of this study was to
characterize blatgm, blasyy and blactx-m genes and blacrx-m subtypes in 55 ESBL-
producing Enterobacteriaceae isolated from foods of animal origin after
identification by mass spectrometer. DNA materials from each ESBL-positive isolate
were initially amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR), and subsequently
visualised by gel-electrophoresis. Within them, 1 blatgy positive amplicon, 1 blasyy
positive amplicon and 1 blacrx-m positive amplicon were purified, sequenced, and
confirmed using BLAST Program. SPSS 19 was used for statistical analysis.
Kruskal-Wallis H-test was performed for qualitative-comparison of frequency rate of
each bla-genes with respect to their sampling groups. P<0.05 was considered to be
significant. Genotypic results showed that frequency rates of blatgm, blactx-m and
blasyy were determined to be 96.4%, 65.5%, and 34.5%, respectively. The co-
existence of bla-genes were found as 57.8% blaremtblactx-m, 22.2% blatem+blasyy,
17.8% blatem+blactxmtblasqy, and 2.2% blarem+blacTx-m. Subtyplng CTX-M-
positive amplicons revealed that the most common subtype of blactx.m was 97.2%
blactx-m-1, followed by 2.8% blacrx-ms. Sequencing and BLAST analysis also
confirmed blaregwm, blasyy and blactx-m genes. The statistical evaluation provided that
foods of animal-origin were potential sources for ESBL-encoding bla-genes
regardless type of food. To conclude, we found that Enterobacteriaceae from foods
of animal orgin harboured ESBL-encoding bla-genes in some foods of animal origin,
indicated a multiresistance pattern, and leaded to the colonization of the consumers
with these spreadable genetic materials.

Keywords: blatem, blasyy, blactx-m, Enterobacteriaceae, ESBL, PCR, BLAST
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1 GIRIS ve AMAC

Antibiyotikler, insanlar ve hayvanlarda infeksiyon tedavisinde kullanilan kimyasal
maddelerdir (Wang ve ark. 2012). Son yillara kadar beseri tip bilimlerinin en biyik
antibiyotik tlketicisi grup oldugu seklinde yaygin bir inanig bulunmaktaydi. Ancak,
Dunya Uzerinde Uretilen antibiyotikler ve anabolik maddelerin 2/3’iinden fazlasinin
ziraat ve hayvancilik alanlarinda tuketildikleri ve bu durumun 60 yildir kesintisiz

devam ettigi belirtilmektedir (Laxminarayan ve ark. 2013).

Asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullanimi mikroorganizmalarda direng gelisimi ile
sonuglanmaktadir (Seiffert ve ark. 2013). Antibiyotiklere direncli bakteri turleri
arasindaki iliskiler anlagilmaya calisilmaktadir (Sharmah ve ark. 2006). Bu nedenle,
WHO, FAO ve EFSA gibi Uluslararasi otoriteler antibiyotiklere direnci “Biyolojik
Tehlike” smifina alarak, yayilis yollarinin anlasilmasi ve Onleyici tedbirlerin
belirlenmesi icin epidemiyolojik arastirmalart tesvik etmektedir (EFSA 2011; WHO
2013).

Antibiyotiklere diren¢ gelisiminin son 70 yil icinde gergeklestigi diistiniilmektedir.
Ancak, Bering Bogazinda 30.000 yildir donmus halde duran toprak tabakalarindan
izole edilen bakterilerde yapilan genomik analizler antibiyotiklere karsi direng
kodlayan farkli genlerin atalar1 hakkinda sasirtict bilgiler vermistir (D'Costa ve ark.
2011).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) Enterobacteriaceae familyasina
bagl tiirler arasinda en yaygin goriilen enzimlerdir (Cherkaoui ve ark. 2014). Bu tip
enzimler, penisilinler, 1., 2. ve 3. nesil sefalosporinler ve aztreonami hidrolize ederek
etkisizlestirmekte ve klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorleri tarafindan

baskilanmaktadirlar (Rupp ve Fey, 2003).

Bu tip enzimleri (Ureten enterobakterlerin sebep olduklar1 infeksiyonlarin
tedavilerinde basarisiz sonuglar alinmakta; morbidite, mortalite ve saglik giderlerinde
artig gortlmektedir (EFSA 2011).



Baglica GSBL’ler “Temoniera; TEM”, “Sulfidril Hiper Variabil; SHV” ve
“Sefotaksimaz; CTX-M” tipi enzimlerdir. Bu tip enzimler blargy, blasyy ve blactx-m
gibi genler tarafindan kodlanmaktadirlar (Giedraitiené ve ark. 2011; Habeeb ve ark.
2013). Ugiincii nesil sefalosporinler ve aztreonamin veteriner tip ve beseri tip
alanlarinda yogun kullanim1 bu tip enzimleri iireten bakteriler ve bla-genlerin

yayilmalarinda baslica rol oynamaktadir (Rice 2009).

GSBL-kodlayan bla-genlerin farkli ve/veya tiirdes bakteriler arasinda aktarilabilir
olmalari, insan barsak mikroflorasinin GSBL-pozitif Enterobacteriaceae ve bla-
genler ile kolonize olma riskini dogurmaktadir. Bu olumsuz durum infeksiyon
tedavilerinin basarisin1 sinirlandirmakta ve gittikge karmasik hal almaktadir (Garcia-
Tello ve ark. 2014).

Hastane ve toplumsal kaynakli sebeplerin disinda, gidalarin da antibiyotiklere
direncli suslar ve diren¢ kodlayan genetik materyallerin yayilmalarinda etkin rolleri

olduklari diisiiniilmektedir (Té&ngdén ve ark. 2010).

Turkiye’de 0Ozellikle enterobakterilerde GSBL-kodlayan bla-genlerin varliklarimi
tespite donik hastane ve toplumsal kaynakli arastirmalara yogun sekilde
rastlanmaktadir (Zaniani ve ark. 2012; Sharma ve ark. 2013). Ancak, gida kaynakli
bulgular Dilnya’da ve Turkiye’de henliz yeterli sekilde sorgulanmamistir (FAO
2015). Tirk hayvancilik sektoriinde antibiyotik kullaniminin yeterli sekilde kontrol
edilmemesi ve etkin takip sistemi olmamasi bla-genlerin gidalar yoluyla hizla

yayilmalariin temel sebebini teskil etmektedir (OECD 2015).

Direng kodlayan genlerin benzer ve farkli tiirler arasinda aktarilabilmeleri beta-
laktamaz iireten enterobakterilerin yayilmalarin1 6nlemede en ciddi engeldir. Gida
teknolojileri firsatg1 veya patojen mikroorganizmalarin gidalarda varliklarini ortadan
kaldirmaya doniik islemler uygulamaktadir. Ancak, bu teknolojiler direncten sorumlu
genetik materyali ortadan kaldirmamaktadir. Bu sebeple, gida teknolojilerinde ileri

miihendislik ¢aligmalar1 yapilmasi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, hayvansal kaynakli gida maddelerinden izole edilmis ve kitle
spektrometresi ile tiplendirilen toplam 55 adet GSBL-lreten Enterobacteriaceae
suslarinda bu tip beta-laktamazlar1 kodlayan blatem, blasyy ve blactx-m genleri ile

blactx-m altgruplarinin karakterizasyonu amaglanmuistir.



2 GENEL BIiLGIiLER

2.1 Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae familyas: tliyeleri Gram-negatif (GN), basil, fakultatif anaerob,
sporsuz, glukoz ve diger sekerleri fermente eden, nitrati nitrite indirgeyen, oksidaz
negatif, katalaz pozitif ve insan ve hayvan barsak mikroflorasinin 6nemli bileseni
olan bakterilerdir (Dogan ve ark. 1996).

Baslica tiyeleri arasinda Klebsiella spp. Proteus spp., Salmonella spp., Shigella spp.,
Kluyvera spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp.ve Eschericia (E.) coli gibi turler
bulunmaktadir (Torlak 2011).

Bu bakterilerin firsat¢i ve patojen olanlar1 septisemi, iiriner sistem enfeksiyonlari,
pnomoni, kolesistit, kolanjit, peritonit, yara enfeksiyonlari, menenjt, gastroenterit

gibi bircok ciddi enfeksiyona sebep olmaktadirlar (Tham ve ark. 2012).

Diinya’da her yil ortalama 130 ila 175 milyon kisinin enterobakter kaynakli triner
sistem infeksiyonuna yakalandiklar1 ve tedavi giderlerinin yillik 1,5 milyar $’1
buldugu bildirilmektedir (Foxman 2003).

2.1.1 GSBL-lUreten Enterobacteriaceae

Arastirmalar GSBL iireten enterobakterilerin ilk identifiye edildikleri 1983 yilindan
bu yana farkli cografi bolgelerde genis sekilde yayilma gostermislerdir (Mesa ve ark.
2006). EFSA 25 lye Ulkenin verilerine dayanarak antibiyotiklere kars1 en ¢ok direng
gelistiren tiirlerin enterobakteriler oldugunu bildirmistir (EFSA 2010).

Bu durumu tetikleyen baslica etmenler arasinda enterobakterlerin  klonal
genislemeleri, diren¢ genlerini transfer edilebilmeleri ve novo ortaya ¢ikislar
gelmektedir (WHO 2013).

GSBL (reten Enterobacteriaceae familyasina ait suslar tGg¢lncu nesil sefalosporin ve
aztreonam: hidrolize ederek etkinliklerini yitirmelerine ve tedavilerin basarisiz

olmasina sebep olmaktadirlar (Paterson ve Bonomo 2005).



Enterobacteriaceae Uyelerinde antibiyotiklere direncin en 6nemli mekanizmas1 beta-
laktamaz enzimleri Gretilmesidir. GSBL Ureten enterobakterilere hastane, toplumsal
ve gida kaynakli rastlanmaktadir (EFSA 2011). Son yillarda ¢ok sayida arastirmaci
GSBL-lreten enterobakterilerin ekonomik ve saglik boyutlari, gelisimi, yayilimi ve
etki mekanizmalarint irdeleyen arastirmalara ilgi gostermektedirler (Capita ve
Alonso-Calleja, 2013). GSBL-lreten E. coli hakkinda duyulan kaygilar gittikge
artmaktadir. Direncli E. coli kaynakli infeksiyonlardan 6liim oran1 GSBL-Uretmeyen
E. coli kaynakli infeksiyonlardan 6liim oranina gore ii¢ kati daha yiiksek oranda
gergeklesmektedir. Ayrica, 2000’li yillardan itibaren drencli E. coli bulunma siklig
dikkat ¢ekici sekilde artis gostermektedir (Rao ve ark. 2014).

2.2 Antibiyotik Ajanlar

Antibiyotik ajanlar inflamasyonla seyreden hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Ayhan ve Tas 2013). Bir antibiyotik ilacin gelistirme siireci yaklagitk 10 yil
almaktadir (Barker 1999). Insanlik tarihinde bilinen en eski antimikrobik ajan
Penicillium chrysogenum’dur. Benzer sekilde Milattan 6nce (M.0.) 3000°de Cin’de
kiiflenmis soya fasiilyesi, M.O. 1500’de Misir’da bozulmus arpa ekmegi, Milattan
Sonra (M.S.) 2.ylizyilda Srilanka’da kiiflii yagli tohum kiispesi ve M.S. 16.ylizyilda
Yunanistan’da peynir kifu infeksiyon tedavisinde kullanilmistir (Page 2012).

Modern antibiyotik ajanlar bakterilere hiicre duvari sentezinin inhibe edilmesi
(vankomisin, sefalosporinler, penisilinler, karbapenemler), 50S ve 30S ribozomal
yapt protein sentezinin inhibe edilmesi (kloramfenikol, eritromisin, kanamisin,
tetrasikline) ve DNA giraz ile RNA sentez metabolizmalarin inhibe edilmesi
(kinolonlar, rifampisin) gibi farkli mekanizmalar araciligiyla etki etmektedirler
(Durupinar 2001).

2.2.1 Beta-laktam antibiyotikler

Beta-laktam antibiyotikler molekil yapisinda beta-laktam halkas1 bulunan, etki
mekanizmalar1 kendilerine 6zgli olan, kimyasal yapilar ve farmakokinetik 6zellikleri
birbirlerinden farkli kimyasallarin bulundugu ¢ok genis bir gruptur (Ulusoy 2004).
Baslica beta-laktam antibiyotik gruplari penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar

ve karbapenemlerdir (Sadan 2003).



2.2.2 Beta-laktam antibiyotiklerin etki mekanizmasi

Antibiyotikler hedef bakterinin belli bir fonksiyonunu inhibe ederek etkilerini
gosterirler. Baslica hedefleri bakteri hiicre duvari, hiicre membrani, bakteriyel
protein sentezi, biyokimyasal ve metabolik yollar, replikasyon ve diger

fonksiyonlardir. (Durupinar 2001).

Beta-laktam antibiyotikler bakterilerde hiicre duvar1 sentezinden sorumlu penisilin
baglayan proteinlerin (PBP) transpeptidaz aktivitesini bloke etmekte, bu sekilde
peptidoglikan sentezini engelleyerek hiicre duvarini onaramayan bakterinin inaktif

olmasina yol agmaktadirlar (Cho ve ark. 2014).

0 i) H : a R H 2

Sekil 2.1: Beta-laktam halkasi ve farkli beta-laktam antibiyotikler (a: beta-laktam
halkasi, b:penisilin, c:sefalosporin, d:karbapenem, e:monobaktam, f:oksimino grubu)
(Tarnberg 2012)
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Sekil 2.2: Penisilin ve sefalosporin (Tarnberg 2012)



| Bakimevleri | i ! Kitalararas: Seyahatler

Sekil 2.3: GSBL-uUreten Enterobacteriaceae kaynaklar1 (Woerther ve ark. 2013)



Cizelge 2.1: Veteriner ve beseri tipta kullanilan beta-laktam antibiyotikler (Smet ve ark. 2009)

Beta-Laktam

Spektrumu

Veteriner Hekimlik

Beseri Hekimlik

Penisilinler

Penisilin/beta-laktamaz
inhibitori
kombinasyonlari

1. nesil sefalosporinler

2. nesil sefalosporinler

3. nesil sefalosporinler

4. nesil sefalosporinler

Monobaktamlar

Karbapenemler

GP bakteriler ve aminopenisilinler ayn1 zamanda GN
bakterilere kars1 etki gosterirler.

Thmal edilebilir antimikrobiyal etkileri vardir. Genel olarak,
penisilinlerle birlikte beta-laktam antibiyotiklerin
etkisizlestirilmelerini 6nlemek amaciyla kulanilirlar.

Orta spektrumlu antibiyotiklerdir. Stafilokokal ve streptokokal
infeksiyonlara kars1 etkilidirler.

GN bakterilere kars1 daha genis etki gosterirler. Bazi GP
bakterilerin faaliyetleri geciktirirler.

GN bakterilere kars1 genis spektrumlu etki gosterirler.

GP ve GN bakterilere kars1 genis spektrumlu etki gosterirler.

Duyarli GN bakterilere karsi giiglii etkileri vardir. GP ve
anaerob organizmalara kars1 tesir etmezler.

Aerob ve anerob GP ve GN bakterilere karsi etki ederler.

Ampisilin, amoksisilin,

benzilpenisilin, kloksasilin,

hetasilin

Amoksisilin-klavulanat
Sepadroksil, sefapirin,
sefaleksin

Sefaklor, sefamandol,
sefonisid, seforanid,
sefuroksim

Sefovesin, sefpodoksim,
seftiofur

Sefkuinom

Kullanilmamaktadir

Imipenem, meropenem

Penisilin, ampisilin,
amoksisilin

Amoksisilin-klavulanat,
piperasilin-tazobaktan

Sefalozin

Sefuroksim, sefoksitin

Seftriakson, sefotaksim,
seftazidim

Sefepim

Aztreonam

Imipenem, meropenem




2.3 Direnc Tipleri

Genetik yapilari ve metabolik fonksiyonlar1 bilinen bakteriler farkli ortam
kosullariyla basa ¢ikabilmek igin bagskalasim gegirerek direng mekanizmalari

gelistirmektedirler (Newell ve ark. 2010).

Baslangicta gelismekte olan iilkelere 6zgii vakalar olarak algilanan antibiyotiklere
kars1 diren¢g olgusu, giiniimiizde yeni tiirlerin katilimi ile karmasiklasarak

strmektedir (Fischbach ve Walsh 2009).

Bakteriler kosullara kolay adapte olurlar. Bu kabiliyetleri sahip olduklari genetik
materyal ile basarilmaktadir. Bir kisim bakteriler antibiyotiklere dogal direnclidirler.
Ornegin hiicre duvar1 gegirgenliginde azalma ve efluks pompasi gibi mekanizmalar
sayesinde antibiyotiklerden etkilenmezler (Arslan 2014). Bazilari ise mutasyon
gecirerek veya diren¢ kodlayan genetik materyali kazanarak kazanilmis direng
Ozellikleri gosterirler (Aygul 2015).

2.3.1 Dogal direng

Dogal (Intrinsik) direnclilik bakterinin kendi yapisina bagli ve nesiller arasinda
aktardiklart kaliimsal bir 6zelliktir (Gomez ve Neyfakh 2006). Antibiyotiklerin
hayatimiza girmesinden ¢oOk Oncesi donemlere ait Antartika buzullarinda ve

denizinde dogal direngli enterobakteriler tespit edilmistir (Barker 1999).

Bu tlr bakterilerde antibiyogin etki edecegi hedef bdlge bakterinin yapisinda
bulunmamakta, antibiyotige karsi beta-laktamazlar gibi 6zgln enzimler salgilamakta
veya hiicre duvar gegirgenligini ayarlayarak mucadele etmektedirler (Ciftgi ve Asik
2011; Sharma ve ark. 2014). Ornegin, vankomisin moleklii E. coli’nin hiicre duvari

porinlerinden gecemeyecek kadar blyuktir (Webber ve Piddock 2003).

Enterobakteriler genel olarak makrolid ajanlara, Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Acinetobacter spp.,
Achromobacter xylosoxidans, Serratia marcescens ve Aeromonas tarleri
penisilinlere ve beta-laktam ajanlara karsi dogal direnglidirler (Walsh ve Duffy
2013).



2.3.2 Kazanilmis direng

Antibiyotikler kullanima ilk sunulduklarinda, bakterilerde direng gelisimi
ongoriilmemistir. Ancak, gelismeler beklentilerin tam tersi sekilde gerceklesmistir.
ClnkU bakterilerin mutasyon disinda farkli mekanizmalar yoluyla antibiyotikleri
etkisizlestirecek enzimler iretecekleri ve/veya direngten sorumlu genetik
materyalleri aralarinda aktarabilecekleri tahmin edilmemistir (van Hoek ve ark.
2011).

Antibiyotik ajanin bakteri Uzerinde yarattigi baski dis ortam kaynakli bir etkidir.
Bakteri populasyonu antibiyotik ile ilk karsilastiginda ilag etkili olmaktadir. flacin
kullanim siklig1 arttikga bazi bakteri tlrleri canliliklarini siirdiirmek igin direng
gelistirmektedirler. Bu durum 6zellikle mutasyon geg¢irmis olan tiirlerde kolaylikla
gerceklesmektedir. Sonug olarak yeni direncli tlrler ortaya ¢ikmaktadir (Verraes ve
ark. 2013).

Mutasyonlar genomda bulunan bircok bdlgede genetik degisikliklere neden
olabilirler. Ancak, direng gelisiminde kiigiik bir rol oynarlar (Howden ve ark., 2006;
Sharma ve ark., 2014).

Kazanilmig direng antibiyotiklere duyarli bir bakterinin mutasyon veya plazmid,
transpozon, integron ve serbest DNA gibi aktarilabilir genetik materyalleri kazanarak
direncli duruma gelmesidir. Enzimatik inaktivasyon, hiicre duvari gegirgenliginde ve
bakterinin hedef bolgesinde degisimler baslica kazanilmis diren¢ mekanizmalaridir.
Mutasyon, konjugasyon ve transdiiksiyon gibi modlar yardimiyla direng 6zelligi
nesiller arasinda aktarilmakta ya da farkli ve/veya tiirdesler arasinda transfer
edilmektedir (Meral ve Korukluoglu 2014). Kazanilmis diren¢ konusunda genetik
etkilesimler detayli incelenmis olmakla birlikte, biyokimyasal siire¢ler heniiz

anlasilabilmis degildir (Culyba ve ark. 2015).

2.4 Diren¢ Mekanizmalari
Bakteri genetiginin bir ifadesi olan antibiyotik direncinin gelismesi ve yayilmasinda
pek ¢ok etmenlerin etkisi bulunmaktadir (Somer 2010).

Antibiyotikler hedef bakteri turiine bes farkli mekanizma ile etki gdsterirler. Bu

mekanizmalar; hiicre duvar1 sentezini durdurma, hiicre zar1 islevini bozma,



mikroorganizmanin protein sentezini bozma, mMmikroorganizmanin niikleik asit

sentezini inhibe etme ve antimetabolik etkilerdir (Taham ve ark. 2012).

Bakteriler antibiyotiklere kars1 enzimatik inaktivasyon, aktif pompa sistemi, hicre
duvar1 gecirgenliginde ve bakterinin hedef bolgesinde degisimler ile hiicre ici
metabolik dlzenleme gibi mekanizmalardan biri ya da birkagini kullanarak

kullanarak miicadele ederler (Durupinar 2001; Taham ve ark. 2012).
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Sekil 2.4: Mutasyon mekanizmasi (Alekshun ve Levy, 2007)
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Sekil 2.5: Kazanilmis direng (Alekshun ve Levy, 2007)
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Cizelge 2.2: Beta-laktam ajanlara kars1 direng mekanizmalar1 (Alekshun ve Levy,

2007)
Beta- Diren 3y
cta . € (;. Mekanizma araci Ornekler
laktam ajan mekanizmasi
Bakteri salgiladigi
genislemis spektrumlu
beta-laktamaz emzimi
yardimiyla Enterobacteriaceae
antibiyotigin beta- familyasina ait
. laktam halkasini tirlerin
Enzimatik . . . L
o etksizlestirmektedir. penisilinler ve
inaktivasyon .
Beta-laktam sefalosporinlere
halkasinin yapisinin kars1 gosterdikleri
bozulmasiyla direnclilik
antibiyotigin dig
duvardaki PBP’lere
- baglanamamaktadir.
Penisilin, 8
ampisilin, .
meglosilin Bakteri orijinal
o erasilin' PBP’lerde mutasyonal
peperastiin, il ya da yatay transfer ile Stafilokoklarin
sefazolin, Bakterinin 3 -
. kazandig1 yapilsa metisilin ve
sefotaksim,  hedef s : e
- o degisiklikler sayesinde oksasilin ajanlara
seftazidim,  bdlgesinde e i} .
. antibiyotik ajanin kars1 gosterdikleri
aztreonam,  degisim . . -
. hiicre duvarina direnclilik
imipenem

Di1s membran
gecirgenliginde
degisim

baglanamasini
engellemektedir.

Bakteri hiicre duvari
porin kanali ¢apini
azaltarak dis membran
gecirgenliginde
degisime yol
acmaktadir. Bu
durumda beta-laktam
ajan daralan
porinlerden
gecememektedir.

E. aerogenes, K.
pneumoniae ve P.
aeruginosa
suslarinin
imipeneme kars1
gosterdikleri
direnclilik
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; D1y membran proteinlerinde s ' Alctif pompa sistemi {le
w, gerceldestirdigi degisiklikler sayesinde LS antibiyotik ajan hiicre disma atihr.
ilacin hiicre igine girisini engellenir.

Ehtbryotiiet

| hiici'g:g.t;ﬁlé' |I

g Euzimatk Inakiivasyon veya 4, Astbiyotic facm hedefi ofan
antibiyotik ilacn hedefi olan o . .
£ bélgede modifilkasyon gergeldesir.
b&lgede modifikasyon yapilr.

Sekil 2.6: Bakteriyel direng stratejileri (Alekshun ve Levy, 2007)
2.5 Diren¢ Genetigi

Yiiz yil 6nce Paul Ehrlich adli bilimadami parazitlere karsi tedavide coklu ilag
kokteyli yOntemini Onermistir. Bu yaklasim giinimiizde gegerliligini halen
korumaktadir. Charles Darwin Paul Ehrlich déneminde yasamis olsaydi,
antibiyotiklerin sebep olduklar1 selektif baski yoluyla bakterilerde gelisen direncin
ardil nesillere aktarildigina tanik olacak ve Unli eseri “Tirlerin Kokeni” giris boliimii
basligin1 “insan-aracili seleksiyon mekanizmasi” seklinde belirleyecekti (Levin ve
ark. 2014).

Bakteriler genetik farkliliklarini yalniz mutasyon yoluyla degil, tiirdes ve/veya diger

bakteri turlerinden de kazanirlar. Kromozomal veya kromozom dis1 materyallere
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bagl direnc¢ bu sekilde gelismektedir. Kromozomal direng bakteri kromozomunda
10° replikasyonda 1 yatay gen transferi ile ya da mutasyonlar sonucu olusmaktadir.
Sonug olarak ortaya ¢cok daha fazla baskalasim gegirmis suslar ¢gikmaktadir (Thomas
ve Nielsen, 2005).

Yatay gen aktarimi mekanizmasi i¢inde kromozoma aktarilan veya kromozomdan
alman dinamik genomlar (plazmidler, transpozonlar, integronlar, bakteriyofajlar)
uretilmektedir. Bu karslikli genetik materyal aligverisi bakterinin patojen 6zelliklerini
tayin etmektedir (Ochman ve ark. 2000; Eraksoy 2008). Ornegin, E. coli K-12
genomunda agik okuma gergevelerinin %17’sinden fazlasi son 100 milyon yil i¢inde
sitozin ve guanin orani ile kodon kullanim paterni Enterobacteriaceae familyasina

yakin farkli mikroorganizmalardan kazanilmistir (Levin ve Bergstrom 2000).

Gen kaseti integron (Int) iizerinde bulunmaktadir. Integron her iki ucunda insersiyon
sekanslamalar1 (IS) olan transpozona (Tn) yerlesiktir. Transpozon ise plazmid
lizerinde yer almaktadir. Plazmid bu nedenle genetik bilgi tasiyan bir tiir nakil aract

gorevi gormektedir (Norman ve ark. 2009).

2.5.1 Integron

Integron (Inf) ortamda serbest halde bulunan direng genini yakalayan ve diger
bakteriye entegre olarak transdiiksiyon modu ile direng geninin yatay transferine
olanak saglayan DNA dizisidir (Tenover 2006; Chen ve ark. 2013).

Bugiine kadar bes integron sinifi tanimlanmistir. GSBL-Ureten Enterobacteriaceae
arasinda bu smiflardan en sik Smif 1°e (Intl) rastlanilmaktadir (Machado ve ark.
2007). Intl geni prevalansinin GSBL-pozitif E. coli suslarinda %11-%42 arasinda
degistigi tespit edilmistir (Sepp ve ark. 2009). Son yillarda blactx.m geninde
integrona benzer yapilara rastlanilmakla birlikte, blatem veya blasyy genlerin

genellikle plazmidler Gizerinde bulunduklar1 bilinmektedir (Chen ve ark. 2013).

2.5.2 Insersiyon sekansi

Insersiyon sekansi (iS-elemani) transpozondan daha basit yapisi olan ve 2.500
bp’dan kiiciik genetik materyaldir. Giiniimiize kadar 500’ askin IS-elemani
tanimlanmigtir.  IS-eleman1  kompozit transpozonlarin sonlarin1  belirlemektedir.
Transpozondan farkli olarak kendi yer degistirme ve diizenlenmesinde sorumlu

genetik bilgiyi tasimakla gorevlidir (Schneider ve Lenski 2004).
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[S-eleman1 prokaryotik hiicrelerde bol miktarda bulunana en kiigiik intraselliiler
mobil genetik elemandir. Genetik ¢esitlilik markorii olarak kabul edilmekte ve
bakterinin yasamini siirdiirmesini saglayacak mutasyonlara katki saglamaktadir (De
Visser ve ark. 2004).

[S-elemanmin iki ucunda 10-40 bp kadar tersine tekrarlanan sekanslar ile bu
sekanslari digindan kusatan ve yeni girdigi alictya ait hedef bolge ve ayni yonde 5-12
bp uzunlukta direkt tekrarlanan niikleotid sekanslari bulunmaktadir. iS-elemaninin
iki ucunda DNA iizerinde yer degistirmesini saglayan, siniri belirleyen ve

transpozisyon enzimi kodlayan gen bulunmaktadir (Eraclio ve ark. 2015).

2.5.3 Transpozon

Transpozonlar (Sigrayici Genler) bakteri genlerinin degisik yerlerine yerlesebilen
veya kromozomdan plazmide, plazmidden plazmide, plazmidden DNA veya
bakteriyofaja yer degistirerek, kodladiklar1 fonksiyonlari (antibiyotik direnci, laktoz
fermentasyonu, 1sitya direng, toksin olusturma) aktarabilen DNA dizileridir (Baglan

2003; Cengiz 2010).

Transpozonlar 2-20 bp biiyiikliigiinde olup, kendi kendilerine degil, ancak kromozom
veya plazmidle birlikte replike olabilirler (Kuyucu 2007). Konjligasyon surecinde
kazanilmis diren¢ geninin konagmm genomuna veya plazmide transferi ile

birlesmesinde rol oynarlar (Yice 2001).

Enterobacteriaceae tiirleri arasinda kazanilmis direnglilik insersiyon dizileri
transpozonlar araciligiyla kolaylikla aktarilmaktadir (Coleri ve Cokmiis 2008).

2.5.4 Plazmid

Plazmidler 4-400 bp biiyiikligiinde olan ve kromozomdan bagimsiz replike olabilen

ekstrakromozomal genetik materyallerdir (Kuyucu 2007).

R-faktorii adi verilen direng plazmidleri genellikle antibiyotikleri parcalayan
enzimlerin Gretilmesinden ve c¢oklu antibiyotik direncinden sorumludurlar (Gur
1989; Demirtlrk ve Demirkal 2004).
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Sekil 2.7: Mobil genetik elemanlarin hiyerarsisi (Norman ve ark. 2009)
2.5.5 Bakteriyofaj

Bakteriyofajlar (faj) hayvanlarin barsak mikroflorasinin dogal iiyesidirler. Bakteriler
arasinda diren¢ genlerinin yatay transferi genel olarak konjligatif plazmidler ve
transpozonlar araciligi ile ger¢eklesmekle birlikte, cok az bir kisminin transdiiksiyon
modu sayesinde bakteriyofajlar tarafindan yapildi bilinmektedir (Shousha ve ark.
2015). Direng plazmidi bakteriyofaj tarafindan tasinarak diger Dbakteriye
aktarilmaktadir (van Hoek ve ark. 2011).

2.6 Diren¢ aktarimi modlari

Bakterilerde antibiyotik ilaglara direng gelistikten sonra, direngten sorumlu genler
konjugasyon, transduksiyon ve transformasyon modlarinin bir veya birka¢i yoluyla
diger bakteri tlrlerine aktarilir (Kuyucu 2007).

2.6.1 Transformasyon

Transformasyon yalnizca tek bir DNA’nin ortaya salimi ve bu serbest genetik

materyalin bagka bir tiir tarafindan kabulii ve rekombinasyonu mekanizmasidir

(Thomas ve Nielsen 2005) (Sekil 2.9).
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Transformasyon bakteri hiicre duvarmin liziz olup, ortama serbest kalan direncten
sorumlu genetik materyalin baska bir bakteri tarafindan kazanimini saglamaktadir
(Tenover 2006).

2.6.2 Transduksiyon

Transduksiyon bakteri fajlar1 araciligiyla gen rekombinasyonunun saglandigi
islemdir (Thenmozhi ve ark. 2014) (Sekil 2.10).

2.6.3 Konjugasyon

Konjugasyon sirecinde enterobakteri plazmid igeren direng genini diger bakteriye
transfer eder. Bu gen transferi pilus adi verilen ve iki hiicrenin sitoplazmalarini
birbirlerine baglayarak kopri gorevi géren bir mekanizma sayesinde yapilir. Bu
sekilde plazmid bir bakteriden digerine kolaylikla aktarilir (Tenover 2006) (Sekil
2.11). Enterobacteriaceae tiirleri arasinda Tn7 transpozon vektorlerini kullanarak

yapilan kromozomal tamamlama konjugasyon moduna iyi bir o6rnektir (Crepin ve
ark.2012)

TRANSFORMASYON!- | TRANSDUKSIYON KONJUGASYON

Balterilerin kurduklan Pius
DMNA parcalan duyarh baska bir tarafindan tagmarak difer mekanizmas: ile plazmid direncli
balcteri tarafindan alimr. bakteriye aktarihr. ' bakteriden duyarh olana altardr

Sekil 2.8: Direng aktarimi modlar1 (Alekshun ve Levy, 2007)
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N Bakterivei DA ] Viral DNA

Sekil 2.9: Transformasyon mekanizmasi (Torrence ve Isaacson, 2003)

Plazmid

Kromozom
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nd Alici
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4. #

Yeni Verici

Yeni Verici

Sekil 2.10: Transdiiksiyon mekanizmasi (Torrence ve Isaacson, 2003)
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Sekil 2.11: Konjugasyon mekanizmasi (Torrence ve Isaacson, 2003)
2.7 Beta-laktamazlar (bla)

Beta-laktam antibiyotiklerin ¢ogu Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin
sentezledigi beta-laktamaz (bla) enzimleri tarafindan inaktive edilirler (Aktas 2004).
Gunlimuzde beta-laktam antibiyotiklere karsi Ozellikle enterobakterilerde direng
gelisimi yayilma ve karmasiklasan ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Akalin 2004).

Beta-laktamazlar beta-laktam antibiyotiklerde beta-laktam halkasinin amid bagini
parcalayarak etkisiz hale getiren enzimlerdir. Bu tip enzimler kromozom, plazmid
veya transpozon adi verilen aktarilabilir genetik elemanlar araciligi ile sentezlenirler

(Sun ve ark. 2009).

Beta-laktamazlar etkiledikleri substratlara, biyokimyasal 6zelliklerine, ilk izole
edildikleri bakterilere, ilk izole edildikleri suslara, ilk izole edildikleri hasta
isimlerine, ilk izole edildikleri cografi bolgelere, ilk izole edildikleri hastaneye,
sentezlendikleri genlere ve ilk defa bulan kisiye gore isimlendirilirler (Orak 2005).

Beta-laktamazlar nikleotid ve aminoasit dizilimlerine gore A, B, C ve D olmak izere
baslica 4 molekiiler simif altinda toplanmislardir. A, C ve D gruplarina ait beta-
laktamazlar beta-tam antibiyotikleri serin ester araciligi ile hidrolize ederek etkisiz
hale getirirler. Enzim ilk olarak antibiyotige nonkovalent bag ile tutunur. Ortaya
¢ikan yeni metabolit nonkovalent bir yapidir ve Michaelis kompleksi olarak
adlandirilir. Enzimin aktif ucundaki serin kismin yan zinciri iizerinde yer alan serbest

hidroksil, kovalent agil-ester olusturmak i¢in beta-laktam halkasina dogru hareket
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gecer. Aktif enzim serin yapmin hidrolizi ile serbest kalarak, antibiyotigin

etkisizlesmesini saglar (Livermore 1995).

Beta-Lakfamazlar

! ! ! !
sSimf A SifD Sinf B SinfC
« SHY « OXA = IMP = AmpC
*TEM + Wik « ChMY
« CTX-M] * NDM-1 « FOX
s KPC » MOX
| mutasyonlar J
Geniglemig-spektrumlu- MMetallo-beta- Arﬁpc beta-
beta-laktamazlar laktamazlar {MBL) laktamazlar

Sekil 2.12: Beta-laktamazlarin siniflandirilmasi (Ghafourian ve ark. 2014)

B smifi metallo beta-laktamazlar ¢inko mineralini kullanarak etki gosterirler

(Thenmozhi ve ark. 2014).

Beta-laktamaz Uretimi anaerobik Gram negatif bakteriler arasinda bilinen en énemli

direng mekanizmasidir. Giiniimiize kadar 200°tG askin beta-laktamaz enzimi

tanimlanmistir. Bu tlUr enzimlerin g¢esit sayisi

fazladir ve plazmid aracili

sentezlenmeleri sayesinde kisa siirede yayilis gostermislerdir (Fernandez-Canigia ve

ark. 2015).
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Sekil 2.13: Beta-laktamazlarin etki mekanizmasi (Livermore 1995)

2.7.1 Genislemis-spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)

Antibiyotiklere stk maruz kalmak bakterilerin sentezledikleri beta-laktamaz
enzimlerinde mutasyona yol agmis ve yeni nesil antibiyotiklere kars1 etki alanlarini
genisletmeleri ile sonuglanmistir. Genislemis-spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL)

aslinda beta-laktamazlarin baskalasim gegirmis tlrlerdir (Shaikh ve ark. 2015).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar 1980°li yillarin basinda ilk olarak
Almanya’da tanimlanmistir (EFSA 2011).

Son yirmi yil zarfinda, GSBL-{reten Enterobacteriaceae goriilme sikligi dikkat
cekici sekilde artis gostermistir (von Salviati ve ark. 2015). GSBL-{reten bakteriler
genellikle antimikrobiyal maddelere kromozomal ya da plazmid aracili
mekanizmalar yardimiyla ¢oklu direng sergilemektedirler (EFSA 2011). Bu ¢esit
enzimler Gglncu nesil sefalosporinler ve aztreonami etkisizlestirmektedirler (Akgam
ve ark. 2004).

GSBL’ler TEM ve SHV tiirevi GSBL’ler ve TEM ve SHV dist GSBL’ler olmak
Uzere 2 gruba ayrilirlar (Livermore 1997). En yaygin GSBL ¢esitleri TEM, SHV ve
CTX-M varyantlaridir (Liebana ve ark. 2013). CTX-M varyantlar1 CTX-M-1, CTX-
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M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25 olmak iizere baslica 5 alt grupta toplanirlar
(Bonnet 2004). CTX-M varyantlar1 2000’li yillardan bu yana onciileri TEM ve SHV
cesitlerine gore Diinya’da bilinen en yaygin GSBL tiirii olmustur (Fernandes ve ark.
2014).

TEM, SHV ve CTX-M enzim ailelerinin yaninda OXA, PER, VEB, GES ve baska
GSBL tipleri de tanimlanmistir (Tiikenmez-Tigen ve Miilazimoglu 2012).

2.7.1.1 A Smmfi GSBL
TEM-tipi

Temoneira (TEM) tipi GSBL ilk olarak 1965 yilinda Yunanistan’ da izole edilen E.
coli’de saptanmigtir (Fazeli ve ark. 2015). TEM ailesi glinimUzde TEM-1 ve TEM-2
tirevleri olarak devam etmektedir. Bu tir enzimler penisiline ve birinci nesil
sefalosporinlere etkili iken, oksimino-sefalosporinlere karsi olumsuz tesir

gostermemektedirler (Colodner 2005).

TEM tipi GSBL’ler, hizla Klebsiella (K.) oxytoca, Citrobacter (C.) freundii ve
Acinetobacter spp. gibi diger enterobakterilere sigramis ve hizli yayilma
gostermisledir (Al-Jasser 2006). Gunumizde 140 kadar TEM tipi enzim

tanimlanmistir (Thenmozhi ve ark. 2014).

beta-laktamazlar GSBL

E104K M182T
( stabilite] ? ) . {stabilte}

\ (32385
TENL52 {CTX-R {;stabilte )
Spektrum: Geniglemis spektrum:
o _____.——-"—'_';']énsilinler
- penilizinler , - 1nci nesil sefalaspaorinler
- Inci nesil sefalosporinler -2nci nesil sefalospaorinler
- 2nci nesil sefalosporinler - 3ncil nesil sefalosporinler (Brnek: sefotaksim)

—\__-monobaklam_la_r {firnek: aztreanamy)

sefamizin {sefotetan, sefoksiting, karbapenem
{mipenem)ve inhibitarlere kargi duyarlilik {8)

Sekil. 2.14: TEM-1 aminoasit farklilagsmasi ve yeni TEM-52 olusumu (Ghafourian
ve ark. 2014)
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SHV-tipi

Siilfidril Hiper Variabil (SHV) tipi GSBL sulfidril degisken aktif noktaya gore
adlandirilir. Cogunlukla K. pneumoniae suslarinda yaygin sekilde goriiliirler
(Samaha- Kfoury ve Araj, 2003). SHV tipi enzimlerin aminoasit yapilart %68
oraninda birbirleri ile yakin benzerlik gosterirler (Fazeli ve ark. 2015).

Bu tur enzimler ampisilin, tigesiklin ve piperasilin gibi genis spektrumlu penilisinlere
kars1 direngli, diger taraftan oksinomino-sefalosporinlere kars1 etkisizdirler.
Gunumuzde Klebsiella tirlerinin %20’si SHV-1 tipi beta-laktamaz pozitif olup,

plazmid-aracili ampisilin direncinden sorumludurlar (Shaikh ve ark. 2015).

Son ¢aligmalara gore 60’dan fazla SHV tipi enzim tanimlanmistir (Thenmozhi ve
ark. 2014).

CTX-M-tipi

Sefotaksimaz (CTX-M) tipi beta-laktamazlar ilk olarak Kluyvera familyasinda
saptanmistir (Ibrahimagi¢ ve ark. 2014). Bu tip enzimlerin genis spektrumlu
sefalosporinleri hidrolize etme Ozellikleri intrinsik niteliktedir (Bayraktar ve ark.
2010).

CTX-tipi enzimler sefotaksime kars1 giiclii hidrolitik aktivite gosterirler. Glnimuzde
80’1 agkin CTX-M tipi enzim belirlenmistir (Thenmozhi ve ark. 2014). Aminoasit
dizi benzerliklerine gére CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25

olmak Uzere 5 alt grupta toplanirlar (Tzouvelekis ve ark. 2000).

Daha c¢ok E. coli ve K. pneumoniae suslari ile yayildiklar1 bilinmektedir (Ehlers ve
ark. 2009). Son yillarda CTX-M tipi enzimlerin bulunma sikliklarinin 6zellikle
Isvigre, Tiirkiye ve Endonezya’da artis gosterdigi rapor edilmistir (Ibrahimagi¢ ve

ark. 2014).
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Sekil 2.15:CTX-M-tipi beta-laktamaz iireten Enterobacteriaceae dagilimi (Rossolini
ve ark. 2008)

D Smifi OXA-tipi GSBL

Oksasilin  (OXA) tipi enzimler ¢ogunlukla Pseudomonas (P.) aeruginosa’da
rastlanan, OXA-1’den OXA-10’a kadar altgruplari1 olan ve oksiimino-

sefalosporinleri hidrolize eden genis spektrumlu enzimlerdir (Aktas ve ark. 2012).
2.7.1.2 Diger GSBL tipleri

Diger GSBL-tipi enzimler arasinda baslicalar1 Guyana Extended-Resistance (GES)-
tipi, Brasilian Extended-Resistance (BES)-tipi, Vietnamese Extended-Resistance
(VEB)-tipi ve Pseudomonas Extended-Resistance (PER)-tipi beta-laktamazlardir
(Fazeli ve ark. 2015). PER-tipi enzim ilk defa Paris'te bir Tiirk hastanin idrarindan
izole edilen P.aeruginosa'da tespit edilmistir. P.aeruginosa ve Acinetobacter spp.
tdrlerinde bulunma sikliklar1 yiiksektir (Atilla ve ark. 2012).

2.7.2 C Smifi AmpC-tipi beta-laktamazlar

Aminopenisilin inaktive eden sefalosporinaz (AmpC)-tipi enzimler Ozellikle
Enterobacter (E.) cloacae suslarinda siklikla goriilen ve tim sefalosporinlere,
aztreonama ve penisilinlere karsi direng gOsteren beta-laktamazlardir. Plazmid
kaynaklt AmpC tipi enzimler ilk olarak 1989°da tanimlanmistir. Kromozomal

kaynakli enzimler indiiklenebilir 6zellige sahipken, plazmid kaynakli AmpC tipi

24



enzimler indiklenebilir degildir. Bu tip enzimi iireten bakterinin ayni zamanda
GSBL pozitif oldugu bilinmektedir (Atilla ve ark. 2012).

Plazmid aracii AmpC tipi beta-laktamaz aktarilabilir oldugundan kolayca
yayilmakta ve yogun bakim tinitelerinde salginlara yol agmaktadir. Bu tiir enzimler
cogunlukla genis spektrumlu sefalosporine direncli Gram negatif bakterilerden izole
edilmektedir (Thenmozhi ve ark. 2014). En sik K. pneumoniae, E. coli, Salmonella
tarleri, K. oxytoca, P. mirabilis, E. aerogenes ve C. freundii turlerinde gorilmektedir
(Koldas ve ark. 2011). Amp-C tipi beta-laktamazlar klavulanik asit tarafindan inhibe
edilmemektedir. Ancak, oksasilin inhibe edici etki gostermektedir (Medeiros 1997,
Tham ve ark. 2012).

2.7.3 B Simfi Metallo-tipi beta-laktamazlar

Metallo-beta-laktamazlar (MBL) ilk olarak 1991’de Japonya’da P. aeruginosa
susunda tespit edilmistir. Daha sonra Asya ve Avrupa ulkelerinde Gram negatif P.
aeruginosa ve A. baumannii suslarinda yeni MBL-tipi beta-laktamazlar bildirilmistir.
Son yillarda Diinya ¢apinda hizli yayilis gostermektedirler (Bulut ve Caglar, 2013).
MBL-tipi  enzimler beta-laktam antibiyotikleri  ¢inko iyonu  kullanarak

etkisizlestirirler (Guclu ve ark. 2013).

2.8 GSBL-Ureten Enterobacteriaceae epidemiyolojisi

2.8.1 Hastane kaynakh GSBL-Ureten Enterobacteriaceae
Dunya’da Durum

Ik olarak 1983 yilinda tespit edilen hastane kaynakli GSBL’ler oksimino-
sefalosporinler ve monobaktamlar1 hidrolize edebilmekte; sefamisin ve
karbapenemlere karsi etki etmemektedirler. Hastane kaynakli izolatlarda en siklikla
gorilen GSBL’ler SHV ve TEM tipleridir. ilk kez Kluyvera spp.’de belirlenenn
cikan ve son yillarda Enterobacteriaceae familyasi i¢inde yiikselise gecen CTX-M
tipi beta-laktamaz tirlerine Avrupa, Asya, Giiney Amerika ve Kuzey Amerika’da
rastlanmaktadir (Pitout ve ark. 2005).
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Sekil 2.16: GSBL (reten E. coli izolatlarin 2001 y1l1 itibariyle bulunma siklig1
(Brolund 2014)
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Sekil 2.17: GSBL ureten E. coli izolatlarin 2012 yil1 itibariyle bulunma siklig1
(Brolund 2014)
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Hastane kaynakli GSBL’lerin toplam infeksiyonlarin %7’sine yol agtiklar
bilinmektedir. A.B.D’de K. pneumoniae suslarinin %20’sinin 3.nesil sefalosporinlere
kars1 direncli olduklar1 rapor edilmistir. Ayrica, GSBL iireten Enterobacteriaceae
tirlerinin yalnizca beta-laktam ajanlara degil, farkli tip antibiyotiklere kars1 da direng

gosterdikleri tespit edilmistir (Schwaber ve Carmeli 2007).

En cok rapor edilen hastane kaynaklt GSBL ureten enterobakteriler K. pneumoniae,
K. oxytoca ve E. coli’dir. Bu tiirlerin yanindan daha az rastlanmakla birlikte
Enterobacter spp., Salmonella spp., M. morganii, P. mirabilis, S. marcescens ve P.

aeruginosa’da bulunmaktadir (Bhattacharjee ve ark. 2008).

GSBL pozitif enterobakterilerin yol actiklart infeksiyonlar sebebiyle Avrupa’da her
y1l 2.800’1 askin kisi hayatin1 kaybetmekte ve ek tedavi giderleri 18 milyon Euro’yu
asmaktadir (Brolund 2014).

Hastane kaynakli GSBL pozitif enterobakterilerin bulunma sikliklar1 Avrupa’da
%17,6-38,9, Kuzey Amerika’da %8,5-8,8, Asya’da %5, Yeni Zelanda’da %61-67,
Cin’de %13,8-56,5, Cezayir’de %16,4-31,4, Misir’da %11-42,9, Tunus’ta %11,7-
77,8, Fas’ta %1,3-7,5 ve Guney Afrika’da %8,8-13,1 olarak bildirilmistir (Storberg
2014)

Avrupa ve Amerika Ulkelerinde hastane kaynakli en sik tespit edilen bla geni CTX-
M-1 altgrubu altinda yer alan CTX-M-15dir. CTX-M kodlayan gen, E. coli
izolatlarin  %90’indan fazlasinda ve K. pneumoniae suslarinin %35-65,5’unda
gorulmektedir. SHV ve TEM-tipi genlerin prevalansi %1,7-42,9 arasinda degismekte
olup, ¢ogunlukla K. pneumoniae suslarinda bulunmaktadir. Asya Ulkelerinde CTX-
M-tipi genlerin bulunma oranlar1 %38,2-55,5 arasinda degisirken, en baskin bla
genler SHV ve TEM olarak (%34,3-85,3) rapor edilmektedir (Storberg 2014).

Tarkiye’de Durum

Turkiye’de hastane kaynakli GSBL pozitif Enterobacteriaceae tirlerinin gorilme
sikliginda diizenli artis oldugu belirlenmistir. GSBL-Ureten E. coli prevalansi 2008
yilinda %33,2, 2013 yilinda %48,8 ve 2014 yili itibariyle %58,8’¢ yiikselmistir.
Benzer sekilde, K. pneumoniae 2008 yilinda %40, 2013 yilinda %49,6 ve 2014 yili
itibariyle %62,8 olarak rapor edilmistir (www.uhes.saglik.gov.tr).
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Aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu Uluslararast MYSTIC projesi bulgularina gore
hastane kaynakli GSBL pozitif enterobakterilerin %13,9’unun es zamanli AmpC-tipi
beta-laktamaz da iirettikleri anlasilmistir (Korten, 2007).

Arastirmalar hastane kaynakli GSBL pozitif enterobakterilerde en baskin bla-tipi
genin CTX-M tipi oldugu ve bu gen grubunu TEM ve SHV tiplerinin izledigini
ortaya koymaktadir (Zaniani ve ark. 2012; Sharma ve ark. 2013).

2.8.2 Toplumsal kaynakhh GSBL-Ureten Enterobacteriaceae
Dunya’da Durum

Toplumsal kaynakli GSBL-pozitif enterobakterilerin baslica yayilis yollar1 fekal
bulasma ve uluslararasi seyahat aglaridir (Woerther ve ark. 2013).

Aragtirmalara gore toplumsal kaynaklt GSBL’lerin bulunma sikliklar1 2008 yili
oncesi %10’un altinda iken, sonraki donemlerde basta Tayland gibi iilkeler olmak

tizere sert bir yiikselisle %60 mertebelerine ulastigini gostermektedir (Marcade ve
ark. 2009).

CTX-M-1 altgrubu dyesi CTX-M-15-tipi enzimi Ureten E. coli suslarin tiim
Diinya’da en ¢ok bulunan toplumsal kaynakli GSBL tasiyici tiir olduklar1 ve son
yillarda evcil ve gida amagh yetistirilen hayvanlarda da goruldikleri rapor
edilmektedir (Lahlaoui ve ark. 2014). Toplumsal kaynakli GSBL pozitif
enterobakterilerin hizli yayilmalarinda etken sebebin hastanelerde tedavi goren, bu
esnada GSBL-lreten K. pneumoniae ile kolonize olan ve tedavi sonunda taburcu
edilen kisiler olduklari diigiiniilmektedir (Chong 2011).

Toplumsal kaynakli GSBL pozitif Enterobacteriaceae turlerinde TEM, SHV ve
CTX-M- altgruplarina ait bla-genlerine farkli kombinasyonlar seklinde bir arada
bulunduklar tespit edilmistir (Chong ve ark. 2013).

Tarkiye’de Durum

Toplumsal kaynakli iiriner sistem infeksiyonu (USE) vakalarmnin artisinda GSBL
pozitif E.coli suslarin 6nemli rolleri olduklari belirlenmistir. Ancak, farkli cografi
bolgeler icin yeterli ve doyurucu epidemiyolojik bulgular bulunmamaktadir (Duman
ve ark. 2014).
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Isve¢’te yapilan bir aragtirma aralarinda Tiirkiye olmak iizere Asya ve Orta Dogu
Ulkelerine seyahat edecek kisiler icin iiriner infeksiyon ve/veya septisemi riski
oldugunu, direncli Klebsiella suslarinin kiiresel dagilimina bakildiginda en yiiksek

bulunma oranina Tiirkiye’de rastlandigini raporlamistir (Taham 2012).

Baska bir arastirma Tirkiye, Bahreyn, Irak, Israil, Yemen, Urdiin, Katar, Liibnan,
Umman, Filistin, Suudi Arabistan, Suriye, Birlesik Arap Emirlikleri (BAE) ve
Kibris’a seyahat eden Federal Almanya Cumbhuriyeti vatandaslariin %211’inin
GSBL-lreten E. coli ile infekte ve %5’inin ise bu direncli bakteri tipi ile kolonize

olduklar1 saptanmigtir (Leistner ve ark. 2013).

EARSS Tiurkiye’de en yaygin toplumsal kaynakli GSBL iireten turlerin E. coli-K.
pneumoniae ve bu tirlerde en baskin beta-laktamaz tiplerinin SHV ve CTX-M

olduklarini rapor etmistir (Coque ve ark. 2008).

[zmir ilinde 2004-2005 yillar1 arasinda toplam 3.108 adet Uriner sistem infeksiyonu
vakalarinin  %2,6’sinin  toplumsal kaynakli E. coli kaynakli olduklari, E. coli
suglarinin %21’inin GSBL f{irettikleri ve en yaygin bla-genin %53 ile CTX-M-1
altgrubu oldugu bildirilmistir (Yumuk ve ark. 2008).

Turkiye genelinde 2011-2013 yillar1 arasinda ydrutilen bir bagka aragtirma toplum
kaynakl1 tiriner sistem infeksiyonlarina yol agan E. coli suslarmin %15’inin GSBL
pozitif olduklarini tespit etmistir (Duman ve ark. 2014).
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Sekil 2.18: Toplumsal kaynakli GSBL pozitif Enterobacteriaceae tasiyici sayist (Woerther ve ark. 2013)
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2.8.3 Gida kaynakh GSBL-Ureten Enterobacteriaceae

Hayvan giibresi ve atiklari direngli Enterobacteriaceae turlerinin insan, diger
hayvanlar ve cevreye bulasmasinda 6nemli roller oynamaktadirlar (Cengiz 2010).
Ancak, Gida Teknologlar1 Enstitiisii (IFT) gida zinciri yoluyla yayilan direngli
bakteriler ve diren¢ genleri hakkinda kamuoyunun ve farkli disiplinlerden
aragtirmacilarin dikkatlerini gida kaynakli direngli bakterilerin lzerine g¢ekmistir
(Doyle ve ark. 2013).

Gida teknolojileri patojen ve firsatg1 mikroorganizmalarin gidalarda varliklarini
etkisizlestirmektedir. Hayvansal gida kaynakli bakteriler ham maddenin elde
ediligsinden itibaren, islenmesi stresince bilin¢li olarak uygulanan koruyucu faktorler
ve slrecler ile karsilasabilmektedir (Dikici 2009). Bu nedenle 6rnegin 1sil islem
gorniis gida triinleri mikrobiyolojik bakimdan glvenilir kabul edilmektedir (Li ve
ark. 2011). Inaktivasyon islemi bakterinin hiicre duvarina zarar da verecektir. Islem
sonunda diren¢ aktarabilen genetik materyaller ortamda serbest kalacak ve tiirdes
veya farkli bakterilere gen aktarimi olasiligi yiikselecektir (Verraes ve ark. 2013).
Diger taraftan, direncten sorumlu bu tip hareketli genetik sindirim kanalinda kolonize

olduklarina dair net bulgu bulunmamaktadir (Meral ve Korukluoglu 2014).

Gida kaynakli enterik bakteriler arasinda direngten sorumlu genetik materyallerin
aktarildiklar1 in vitro calismalar ile kamitlanmistir (Walsh ve ark. 2008). Gida
giivenligi agisindan bakildiginda GSBL kodlayan bla-genlerin gidalar yoluyla
alindiklarinda tiirdes ya da farkli tiir bakteriler arasinda aktarilmalari olas1

gorinmektedir (Ganter ve Stelling 2011).

Gida endiistrisinde starter, fermentasyon ve probiyotik amagli yogun sekilde
kullanilan laktik asit bakterilerinin tasidiklari direng genlerini patojen bakterilere
aktardiklart kamitlanmistir (Yamaguchi ve ark. 2013). Bu nedenle, direncli starter
kalturler ve probiyotik bakterilerin hayvan yemlerine konulmasi ve insanlar
tarafindan tiiketilen fermente gidalarda bulunmasi kesinlikle yasaklanmistir (EFSA
2007). Bu nedenle, ziraat, hayvancilik ve kiiltiir balik¢ilig1 sektorlerinde direncli
bakteriler ve direngten sorumlu genetik materyallerin varliklarin1 ortadan kaldiracak

tedbirlerin gerekliligi agik sekilde gortilmektedir (Serum ve L'Abée-Lund 2002).

Gida kaynakli direncli bakteriler ve direng genlerini hastane ve toplumsal kaynakl
olanlardan ayirt etmeye dénuk ¢alismalar siirekli artis gostermektedir (Mor-Mur ve
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Yuste 2010). Uriner sistem infeksiyonu olan bazi kisilerden izole edilen E. coli
serotipinin hayvansal gida kaynakli oldugu belirlenmistir. Bu saptama Gida Kaynakli
Uriner Sistem Infeksiyonu (FUTI) denilen yeni bir tanimi ortaya ¢ikarmustir
(Nordstrom ve ark. 2013). Ulusal ve uluslararas1 kaynaklar GSBL Ureten enterik
bakteriler ve direng genlerinin gidalarda epidemiyolojik durumu hakkinda net
bulgular sunamadiklar1 i¢in, bu hassas konunun gida zinciri i¢inde varlig1 ve

sebeplerinin anlasilmasi ayrica onem tasimaktadir (Durso ve ark. 2012).
Dunya’da Durum

Diinya’da yogun sekilde iiretimi yapilan ve tiiketilen hayvansal kaynakli gidalardan
tavuk eti, ¢ig siit ve peynirlerde direngli enterobakteriler tespit edilmistir (Hasman ve
ark. 2005). Literatiirde en ¢ok rapor edilen GSBL pozitif enterobakteriler E. coli, E.
cloacae, Salmonella spp., K. pneumoniae ve Citrobacter spp.’dir (Stefani ve ark.
2014). Ozellikle E. coli bulunma siklig1 en yiiksek tiir olarak bildirilmistir (Valentin
ve ark. 2014; Su ve ark. 2014).

Tavuk etlerinde GSBL-iireten Enterobacteriaceae suslarin  bulunma oranlar
Belcika’da %27,2 (Smet ve ark. 2008), Almanya’da %75 (Schwaiger ve ark. 2012),
Cin’de %13,9 (Zheng ve ark. 2012), Hollanda’da %94 (Stuart ve ark. 2012),
Ispanya’da %93,3% (Aidara ve ark. 2013), Avusturya’da %24 (Petternel ve ark.
2014), Polonya’da %64,7 (Makaa ve ark. 2014) ve Danimarka’da %1,3 (Garcia-
Migura ve ark. 2014) olarak tespit edilmistir.

Tavuk etlerinde tespit edilen bla-genleri Dogu Avrupa ve Yakin Dogu iilkelerinde
CTX-M (Bonnet 2004), Brezilya, Sili ve Arjantin’de CTX-M ve SHV (Bonelli ve
ark. 2014; Ferreira ve ark. 2014), Tunus’ta TEM ve CTX-M (Chouchani ve ark.
2011), Kuzey Avrupa Ulkelerinde CTX-M (Aidara ve ark. 2013), Japonya’da SHV
ve CTX-M (Hiroi ve ark. 2012, Kawamura ve ark. 2014), Almanya’da TEM, SHV
ve CTX-M (Reich ve ark. 2013), Cin’de CTX-M (Rao ve ark. 2014), Avusturya’da
SHV ve CTX-M (Zarfel ve ark. 2014) ile Hindistan’da TEM, CTX-M ve SHV’dir
(Kar ve ark. 2015).

Sit ve siit driinlerinde durum tavuk etlerinden pek farkli degildir (Kumar ve ark.
2010). Ozellikle 1s1l islem gérmeden direk ¢ig siitten iiretilen taze peynirlerin yogun
tuketildikleri Hollanda ve Fransa igin riskler vardir (Dahmen ve ark. 2013). Bu gida
grubu Urinlerde GSBL-iireten enterobakteriler arasinda E. coli ve Enterococcus
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tiirleri ilk siralar1 almaktadir (Wang ve ark. 2006). Ozellikle GSBL-pozitif E. coli
insidansi en yliksek sustur. Bu susun bulunma sikligi Portekiz’de %80,9 (Amador ve
ark. 2009), Fransa’da %5,8 (Dahmen ve ark. 2013), Hindistan’da %1,5 (Kar ve ark.
2015), Tayvan’da %10,5 (Su ve ark. 2014), iran’da %38 (Khoshbakht ve ark. 2014)
ve Misir’da %58,6 (Ahmed ve Shimamoto 2015) olarak bildirilmistir.

Cig siitlerde en yaygin goriilen bla-genler ispanya’da CTX-M (Geser ve ark. 2012),
Ingiltere ve Galler’de CTX-M (Randall ve ark. 2014), Tayvan’da TEM, CTX-M ve
SHV (Su ve ark. 2014) ile Endonezya’da TEM ve CTX-M’dir (Sudarwanto ve ark.
2015). Taze peynirlerde ise Portekiz’de TEM (Amador ve ark. 2009), Iran’da CTX-
M (Khoshbakht ve ark. 2014) ve Misir’da TEM, CTX-M ve SHV (Ahmed ve
Shimamoto 2015) gelmektedir.

Sebzeler ve salatalar (Corpet 1988; Blaak ve ark. 2014), domuz eti (Makaa ve ark.
2014), meyveler, tahillar, kok ve sogansi bitkiler (Schwaiger ve ark. 2011), kanatl
yemleri (Oyinloye ve Ezekiel 2011) ile perakende et ve et Urtnlerinde (Sj6lund-
Karlsson ve ark. 2013) GSBL-pozitif enterobakteriler rapor edilmistir.

Tarkiye’de Durum

GSBL ureten Enterobacteriaceae ve bla-genlerin gidalarda varliklarini tespite doniik
calismalara Tiirkiye’de yeterli sekilde rastlanmamaktadir. Incelemeler ¢ogunlukla
gida amach yetistirilen hayvanlardan alinan fekal 6rneklerde ve hayvansal kaynakli
gidalarda antibiyotik kalintilari ile izolatlarda disk yaklagimli yontemler araciligiyla
antibiyotik duyarlilik taramalardan ibaret kalmaktadir.

Bu baglamda tavuk eti ve sakatatlarda Salmonella ve S. typhimurium (Ata ve ark.
2013; Gonciioglu ve ark. 2013), siit ve siit tiriinlerinde L. monocytogenes ve Brucella
(DUmen ve ark. 2011; Gurler ve ark. 2013), kirmiz1 etlerde enterokoklar (Bayram ve
ark. 2011), mezelerde L. Monocytogenes ve Salmonella (Terzi ve ark. 2013; Girler
ve ark. 2013) tdrleri gibi antibiyotiklere duyarli veya direngli izolatlar tespit

edilmistir.

Turkiye’de gida kaynakli antibiyotiklere direncli bakterilerin durumu belirlemeye
donik arastirmalar yapilmustir (Saric1 2015; Gokalp 2015; Ondes 2015; Sékmen ve
ark. 2015; Ozadam 2016). Bu ¢alismalar GSBL- ve diger tip beta-laktamazlar1 disk

yaklasimli yontemler ile tarayan ve antibiyogram dogrulamas: ile kesin sekilde tespit
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eden incelemelerdir. Bu incelemelere gore GSBL-pozitif enterobakteri frekansi tavuk
etlerinde %27,5 (Saric1 2015), siitlerde %21,5 (Gokalp 2015) kirmiz1 etlerde %20,9
(Ondes 2015), sebzelerde %20,4 (S6kmen ve ark. 2015) ve peynirlerde %21,6
(Ozadam 2016) ve izolatlar arasinda en baskin tipin E. coli oldugu rapor edilmistir.
Ancak, bu arastirmalar genotipik yontemler kullanarak bla- karakterize etmeyen
incelemelerdir. Tiirkiye’de tek bulgu Pehlivanlar-Onen ve ark. (2015) tarafindan
yuratilen ve tavuk etlerinden izole edilen GSBL-pozitif E. coli suslarinda blacrx-m-1

alt grubunun belirlendigi ¢alismadir.

2.9 GSBL tespit yontemleri

Uluslararasi otoriteler antibiyotiklere direncli mikroorganizmalarin tespiti ve yayilis
yollarinin anlasilmasi i¢in epidemiyolojik c¢alismalar yapilmasini, hizl, kesin ve
giivenilir tespit yontemleri gelistirilmesini ve takip aglar1 kurulmasini oncelikli

politikalari olarak belirlemislerdir (EFSA 2011; WHO 2013).

Dinya’da antibiyotiklere duyarlilik tespit yontemlerini belirleyen ve diizenli sekilde

giincelleyen Uluslararasi orgiitler bulunmaktadir. Bu orgiitler asagida sunulmaktadir

(Alekshun ve Levy, 2007):

e Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, A.B.D)

e European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, AB)

e Office International des Epizooties (OIE, AB)

e British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC, ingiltere)

e Deutsches Institut fur Normung (DIN, Almanya)

e Comite de I’Antibiogramme de la Societe Francaise de Microbiologie (CA-SFM,
Fransa)

e Swedish Reference Group for Antibiotics (SRGA, Isveg)

e Calibrated Dichotomous Sensitivity Test (CDS, Avustralya)

Yontemlerin ayirnm giicti, tekrarlanirlik, tiplendirebilirlik, stabilite, kullanim
kolayligi, maliyet, hiz ve bilgisayar analizine uygunluk gibi birbirlerine gore avantaj
ve dezavantajlari vardir (Alekshun ve Levy, 2007).
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Uluslararasi otoritelerden CLSI ve EUCAST E. coli, P. mirabilis ve Klebsiella spp.
ve plazmid aracili Amp-C Dbeta-laktamazlar disinda, diger Enterobacteriaceae
tirlerinde GSBL- tespiti icin standart yontemler dnermemektedirler (Orak 2005).

GSBL ureten Enterobacteriaceae suslarinin otoanalizér cihazlar ile tespiti fenotipik
yontemleri dogrulamak icin tercih edilmektedir. Bu nedenle daha ileri molekdler

(genotipik) yontemlere gereksinim duyulmaktadir (Shi ve ark. 2015).

2.9.1 Fenotipik yontemler

Fenotipik yontemler antibiyoiklerin bakteri tiirlerine karst in-vitro etkinligini
saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Baslicalar1 duyarlilik testleri (kat1 ve sivi
besiyerlerinde seyreltme ve disk difiizyonu yaklasimi), gradiyent difiizyon (E-test) ve
otoanalizor (Vitek 1, Vitek 2 ve BD Phoenix) sistemlerdir (EUCAST 2013).

Antibiyotik duyarlilik testlerinde "diflizyon" ve "diliisyon" olmak iizere iki yontem
kullanilmakta, disk diftizyon testinde elde edilen bulgular dilisyon testi ile
dogrulanmaktadir (Yildirim 2010). GSBL- tarama testinde duyarlilik ve 6zgilliigiinii
tayin eden en 6nemli faktor kullanilan sefalosporin grubu antibiyotiktir (Polsfuss ve

ark. 2012).

Disk diflizyon testi GSBL tarama amagli en ¢ok tercih edilen yontemdir. GSBL
pozitif oldugu diisiiniilen enterobakterinin sefpodoksim (CPD), seftazidim (CAZ) ve
sefotaksim (CTX) antibiyotiklere kars1 duyarlilig: belirlenir. Ug tip antibiyotikten en
az birisine ait inhibisyon zonu ¢apmin (CAZ igin <22 mm, CTX igin <27 mm ve
CPD igin <7 mm) referans degerin altinda kalmasi durumunda izolatin siipheli
GSBL-pozitif oldugu diistintilur (CLSI 2013). Ancak, disk difiizyon testi bazi sessiz
direng mekanizmalarint g0zden kagirmaktadir. Bu da testin 6zgullik gulcini
zayiflatan bir dezavantajdir. Bu nedenle Uluslararasi otoriteler zon 6l¢timii sinir

degerlerini gerekli kosullarda revize ederler (Wang ve ark. 2011).

Disk diftizyon testin duyarliliginin azaldig1 durumlarda dogrulama yapilmasi gerekir.
Dogrulama testleri klavulanik asit ve sefalosporin ajan arasindaki etkilesimi
gostermektedir. Bu amacla klavulanik asit (CLA) iceren ve igermeyen tiirdes diskler
etrafinda olusan zonlarin differansiyel 6l¢im farki >5 mm ise, izolat GSBL-pozitif
kabul edilir.
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Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degerinin belirlendigi diliisyon yéntemi,
hedef bakteri ile antibiyotik ajan1 bir araya getirerek, aralarindaki etkilesimin
goOstergesi bir minimum ilag miktar1 belirlemeye dayanir. Benzer sekilde gradiyent
diftizyon (E-testi) yontemi kati1 besiyerinde difiizyon yoluyla MIK degerlerinin
saptanmasina miimkiin kilan ve kullanim1 kolay bir tekniktir (Pfaller ve Segreti 2006;
Mohanty ve ark. 2009; Soltani ve ark. 2014).

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar rutin duyarlilik testleri ile her zaman kesin
tespit edilemezler. Bu durumda otomatize sistemlere basvurulmaktadir. Bu amagla
Diinya’da kullanilan (i) VITEK 1 (bioMérieux, Fransa), (ii) VITEK 2 (bioMérieux)
ve (iii) Phoenix (Becton Dickinson Biosciences, ABD) sistemleri vardir (Singh ve
Singh 2014).

Aragtirmacilar fenotipik yontemlerin birbirlerinden farkli duyarlilik ve oOzgiilliik
gOstermeleri sebebiyle, daha kesin ve hizli sonuglar verecek yeni yontemler

gelistirilmesini tavsiye etmektedirler (Bastos ve ark. 2015).

2.9.2 Genotipik yontemler

Direncli bakteri turlerinin siirekli artis1 ve yeni direng mekanizmalarinin gelisimi
nedeniyle fenotipik testlerin duyarlilik ve ozgiilliiklerini daha yiiksek seviyelere

¢ikaracak arastirmalara devam edilmektedir (Tomlin ve ark. 2001).

Gen ifadesi sonucu ortaya ¢ikan iiriinleri inceleyen fenotipik yontemler yeteri kadar
ayirt edici gice sahip degildirler. Zaman alic1 olmalari, diisiik tekrarlanabilirlik
oOzellikleri, yorum guglikleri ve bakteride biyolojik ozellikleri degistiren random
mutasyonlar ve gen ifadelerinde varyasyonlardan dolayr zayif ayrim yapmalari
baslica dezavantajlaridir (EUCAST 2013). Arastirmalar fenotipik yodntemlerin
GSBL-ureten bakterilerin %40’ min sefotaksim ve/veya seftriaksona duyarliliklarini
hatali tespit ettiklerini, GSBL ve AmpC es zamanli iireten tirlerin %32’sini
kagirdiklarini bildirmistir (Pfaller ve Segreti 2006).

Standart fenotipik yontemleri kullanarak tespiti mimkin olmayan durumlarda
genotipik yontemler tavsiye edilmektedir (Marshall ve Levy 2011). Genotipik
yontemler zaman kazandirmasi, yiikksek duyarlilik ve o6zgilliikleri ile O©ne
cikmaktadirlar (Waldeisen ve ark. 2011). Fenotipik ve genotipik yontemler birlikte
kullanildiklarinda son derece yararli bilgiler saglamaktadir (Morrissey ve ark. 2014).
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izoelektrik nokta, PCR, real-time PCR, PCR-RFLP, DNA-mikroarray ve sekanslama
bu alanda son yillarda artan sekilde kullanilmaya baslayan genotipik yontemlerden
baslicalaridir (Willemsen ve ark. 2011).

Izoelektrik odaklanma ya da diger adiyla elektroforez, farkli yiik, biiyiikliik veya
bicimde olan proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekillerin bir elektrik alanin
etkisi altinda go¢ ettirilerek ayrilmasi ve saflastirilmasi amaciyla tercih edilen bir
elektrokinetik  yontemdir. (Yalgintepe-Glinestutar ve Cantiirk-Rodop  2009).
Izoelektrik odaklanma (Elektroforez) bir bakima PCR tekniginin onciisii kabul

edilmektedir (Ozgen-Arun ve Ugur 1999).

PCR belli bir gen bolgesinin tespiti iizerine dayali caligmakta, yiiksek duyarlilik ve
0zgullik ile genetik materyalin hizli ve giivenilir sekilde tespitini miimkiin kilmakta

ve enzimin bagh oldugu aile saptanabilmektedir (Zankari ve ark. 2012).

Real-time PCR hizli olusu, yiiksek duyarlilik ve o6zgilligi, nicel caligmaya
uygunlugu ve otomatize edilebilmesi gibi avantajlar1 olan DNA’ya dayali bir
yontemdir. Amplifikasyon sonrasi elektroforetik isleme gerek kalmamaktadir. Real-
time PCR es ve ger¢ek zamanli olarak birden fazla bakterinin tek seferde taranmasini

miimkiin kilmaktadir (Shi ve ark. 2010).

PCR-RFLP yontemi DNA’nin bakterilerin bakteriyofajlara karsi savunma amagli
tirettikleri farkli restriksiyon enzimlerinden bir veya bir kag1 ile kesime ugratildiktan
sonra, agaroz jel elektroforezi islemine tabi tutularak etidyum bromiir ile boyanmis

jelde bantlarmin yerleri ve sayilarmin kiyaslanarak g¢esitlendirilmesi ilkesi iizerine

kuruludur (Sobeli ve Kayaardi 2014).

DNA mikroarray yuzlerce oligontkleotid probun Uzerinde immobilize edildigi cam
mikroskop slaytlar veya c¢iplere dayali otomatik ve minyatiir bir teknolojidir. Bu
sayede birgok gen aktivitesi eszamanli olarak takip edilebilmektedir (Law ve ark.
2014).

2.9.2.1 DNA sekanslama ve BLAST analizi

DNA organizmalarda kalitimsal bilgi tasiyicisi olan ¢ift zincirli sarmal bir yapidir.
Bu yapt niikleotid adi verilen birimlerin birbirlerine fosfodiester bagi ile
baglanmasiyla olusmaktadir. Bir niikleotid, seker, fosfat ve adenin (A), sitozin (C),
guanin (G) timin (T) denilen dort bazin birinden olugmaktadir (Birben 2006).
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DNA sekanslamasi DNA molekiiliindeki A,S,G ve T niikleotid bazlarin sirasinin
belirlenmesi islemidir. Bu teknoloji sayesinde bakteri, maya, mantar, viriis gibi farkli
organizmalarin ~ genomlarmin  hizh  ve yiiksek  dogrulukla  dizilenmesi,
genetik/epigenetik aglar1 kurmak ve genom varyasyonlar1 (gesitliligi) hakkinda

detayli bilgiler edinmek miimkiin olmaktadir (Ustek ve ark. 2011).

FUORIMLER PIRIMIDINLER
e i
|:- i
NS
ol paniLE
Héi"ﬁfch‘?j:f E: ‘:I\HI'I"‘I_,.-?'CH
|
H H
Adenin (&) Urasil (L)
O O
I g
L T
ol
2 .8
H;N”Cﬁ*ﬁ’{:%'?j’f o"fc g
[
H H
Guanin (&) Timin (T)
e
i
rilf*"‘grﬁH
c2 o SCH
gl
o "f
H
Sitozin [C)

Sekil 2.19: Nukleotidler

DNA sekanslama islemine PCR Urlniniin saflastirilmasi ile baglanir. Saflastirmasi
tamamlanan DNA ve primer setlerin derigimleri belli bir degere ayarlanir. Termal

Dondiiriicti yardimiyla dongiisel sekanslama yapilir.

Dongusel sekanslama denatiirasyon, baglanma ve uzama adi verilen ardisik tig

islemin belli bir siklikta tekrar edilmesi prensibine dayanmaktadir.
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Elde edilen drinler jel veya kapiler elektroforez ile gérintilenirler. DNA sekanslama
kitleri dongtisel sekanslama prensibine dayali tasarlanmaktadir. Ticari sekanslama
Kitleri PCR ic¢in gerekli tim kimyasallari, floresan boyali ddNTP“ler ile Taqg DNA
Polimeraz enzimini “Big Dye Ready Reaction Mix” adi verilen tek bir karisim

seklinde hazir bulundurmaktadir.
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Sekil 2.20: Niikleotidlerin DNA sarmali olusturmasi (Appliedbiosystems)
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Sekil 2.21: Floresan isaretli terminator donglisel sekanslama asamalari
(Appliedbiosystems)
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Sekil 2.22: Donglsel sekanslama asamalar1 (Appliedbiosystems)

Bu karigima yalnizca primer ve saflastirilmis kalip (template) DNA eklenerek, PCR
uygulamasina gecilmektedir. Bu islemin sonunda ¢ift yonli ham DNA sekanslari
elde edilir. PCR iiriinii i¢in elde edilen iki dizi karsilastirilarak tek dizi haline
getirilir. Elde edilen nikleotid ya da aminoasit dizileri (tiplendirme amacli) gen
bankasindan (GenBank) alinan referans diziler ile karsilastirilarak analiz edilir (Tagh

ve Bahar 2010).

AT TCCACACAACATACGARAGCC GGARAGCATAABARDG
180 190 200

o Vo

gooooodsooeOooOo0O000RO0OOOO0BOD00ODY

Sekil 2.23: Dort renkli floresans ve tek renkli radyoaktif sekanslama
(Appliedbiosystems)
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Glinlimiizde kullanilan yeni sekanslama (dizileme) sistemleri arasinda Roche 454
FLX, Illumina/Solexa Genome Analyzer, Applied BioSystem SOLiD™ System,
Helios Heliscope™ ve Pacific Biosciences SMRT gelmektedir (Mardis 2008).

iy

Saaslaa tUseamy
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frfilTﬁi GEATCAG CGUAAG GGARTTGR O GACATAR

TR TG TAGT GG GTICGIC T TRACIG TGTATT

=
Sekarslana F Al samal
ATGACGGATCAGDEC

e VYWY

e IACTGCCTAGTCG
e WAV

Sekil 2.24: DNA sarmallarin sekanslamasi (NWABR.ORG 2015)

Yeni sekanslama teknolojileri sayesinde uzunlugu 35 ila 700 bp arasinda degisen
genetik materyalde yiiksek verim ve diislik maliyetle milyonlarca okuma
aliabilmektedir. Yeni nesil sekanslama teknolojisi tiim gen igerigini elektroforez,
PCR ve Southern blot gibi konvansiyonel plazmid-tiplendirme yodntemlerine gore

yiiksek ayirim 6zelligi ile ortaya koymaktadir (Brolund ve ark. 2013).

8ekans 1: Ustsarmal |

ATGACGOATCAGCCGCAAGLGGAATTGGCGACATAA

TACTGOCTAGTEGGCGTTCGOCTTAACCGLTGTATT

||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sexans I AN s
Sekans 1: ; .
e 55-ATGACGGATCAGC -3

Sekans 2: 3'-TACTGCGOCCTAGTCG=25
Ters (R) .

BLAST biyoenformatik arac kullanlarak ki sarmalin
sekanslamalasi kiyas edilebilir

Sekil 2.25: DNA sekanslarin kiyaslamasi (NWABR.ORG 2015)
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Sekil 2.26: Sekanslama kromatogram sonuglart (NWABR.ORG 2015)

Yeni nesil sekanslama teknolojisi CTX-M, TEM ve SHV-tipi bla genleri ylksek
hassasiyet ile tespit edebilmektedir (Veenemans ve ark. 2014).

Molekdiler biyoloji ve DNA sekanslama teknolojilerindeki hizli gelisim ylziinden
cok biliyiilk miktarlarda veri iretilmektedir. Diinya’da canli organizmalara ait

niikleotid dizi bilgilerinin depolama islemi ii¢ veri tabanmi tarafindan iistlenilmistir

(Kalaycioglu 2013).
Bu veri tabanlari asagida sunulmustur:

e Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI-GenBank; ABD)
e Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvar1 (EMBL; Ingiltere)
e Japonya Veri Taban1 (DDJB; Japonya)

Bu U¢ temel veri tabani “International Sequence Database Colloboration (INSDC)”
kurulusu altinda erisime agik hale getirilmesine olanak saglamaktadirlar.

Veritabanlarinda arastirma yapabilmek i¢in tasarlanmig biyoenformatik araglar olan
FAST ALL (FASTA) formati ve Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
yazilimlar1 bulunmaktadir (Albayrak ve Yoruk 2013).
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Kontrol suslar:

Molekiiler incelemelerde pozitif ve negatif kontrol amaghi K. pneumoniae ATCC
700603 (GSBL pozitif; Oxoid CL3074, Ingiltere) ve E. coli ATCC 25922 (GSBL
negatif; Oxoid CL7050, Ingiltere) suslar1 kullanilmistir.

3.1.2 GSBL-pozitif Enterobacteriaceae suslar

blatgm, blaspy ve blactx-m  genleri ve blacrx.m  altgruplarinin - genotipik
karakterizasyonu icin mikrobiyolojik ve CLSI (2013) yontemleri uygulanarak tavuk
etlerinden 29 adet (Saric1 2015), ¢ig inek siitlerinden 24 adet (Gokalp 2015) ve taze
peynirlerden 2 adet (Ozadam 2016) olmak (izere elde edilen toplam 55 adet kesin
GSBL-pozitif Enterobacteriaceae suslari kullanilmistir. Suslarin dagilimi Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1: GSBL-pozitif suslarin dagilim1

Sus Tard (n)
Orijini Sayis1 _ E K C C.

(n)  E.coli . . .

cloacae  pneumoniae brakii werkmanii

Tavuk Eti 29 24 2 2 - 1
Inek Siitii 24 18 3 - 3 -
Taze Peynir 2 2 - - - -
Toplam 55 44 5 2 3 1
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3.2 Yointem

Cizelge 3.1°de verilen toplam 55 adet GSBL-pozitif Enterobacteriacaeae suslarda bu
tlr beta-laktamazlar1 kodlayan blatem, blasyy ve blacrx-wm genleri ve blacrx-m

altgruplarinin karakterizasyonu asamasina gecilmistir.

3.2.1 DNA izolasyonu

Suslardan GENESpin DNA izolasyonu kiti (Eurofins GeneScan, Almanya)
talimatlar1 takip edilerek DNA izolatlar1 elde edilmistir. Elde edilen izolatlar ileri

analizler icin -20°C’de saklamaya alinmustir.
3.2.2 PCR primer setleri se¢cimi

blatem, blasyy ve blacTx-m primer setleri segimi

blarem, blaspy ve blactx-m genlerini tespit edecek primerler Ojdana ve ark. (2014)
calismas1 ve www.lahey.org/studies‘deki kosullara bagl kalinarak diiz (F)/ters (R)
olacak sekilde Fullgen Ltd. ve Iontek Ltd. (istanbul, Tiirkiye) sirketlerine

tasarlatilmigtir. Primer dizilimleri Cizelge 3.2°de sunulmustur.

Cizelge 3.2: blargwm, blasyy ve blactx-m primer dizilimleri (Ojdana ve ark. 2014)

blarem F 5’-GCTCACCCAGAAACGCTGGT-3’
blarem R 5’-CCATCTGGCC CCAGTGCTGC-3’
blasyyv F 5’-CCCGCAGCCGCTTGAGCAAA-3’
blasnv R 5’-CATGCTCGCCGGCGTATCCC-3’
blacTx-m F 5’-SCSATGTGCAGYACCAGTAA-3’
blactx-m R 5’-ACCAGAAYVAGCGGBGC-3’
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blacTx-m altgruplar primer setleri segimi

blactx-m altgruplarini tespit edecek primerler Woodford ve ark. (2006) ¢alismasi ve
www.lahey.org/studies‘deki kosullara bagli kalinarak diiz (F)/ters (R) olacak sekilde
Fullgen Ltd. ve lontek Ltd. (istanbul, Tiirkiye) Sirketlerine tasarlatilmistir. Primer

dizilimleri Cizelge 3.3’te sunulmustur.

Cizelge 3.3: blactx-m altgruplar1 primer dizilimleri (Woodford ve ark. 2006)

blacTx.m1 F 5'-AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC
blacrx-m1 R 5-AGC TTATTC ATC GCCACG TT
blacrx-mz F 5°-CGA CGC TACCCC TGC TATT
blacrx-mz R 5°-CCA GCG TCA GAT TTT TCA GG
blacTx-ms F 5°-TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC
blactx-ms R 5°-AAC CCA CGA TGT GGG TAG C
blactx-me F 5°-CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG
blactx-me R 5°-ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC
blacTx-mzs F 5°-GCA CGA TGA CAT TCG GG

blactx-m2s R 5’-AAC CCA CGA TGT GGG TAG C

3.2.3 PCR amplifikasyonu

Madde 3.2.1.1°de elde edilen DNA izolatlarinda blargy, blasyy ve blactx-m genlerin
karakterizasyonu Madde 3.2.1.2°de tasarlatilan primerler, kontrol suslar1 GSBL
pozitif K. pneumoniae ATCC®700603, GSBL negatif E. coli ATCC®25922
kullanilarak amplifiye edilmistir. PCR cihaz1 olarak Thermal Cycler PTC-0200G
DNA Engine (BioRad, Turkiye) kullanilmistr.
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Cizelge 3.4: blatgpm, blasyy ve blactx-m solisyon icerikleri (Ojdana ve ark. 2014)

Icerik Miktar ( pl)
PCR Miks 12,5
blarem_F (10pM) 1
blarem_R (10uM) 1
Distile Su 7,5
Ornek DNA 3
Toplam Hacim 25

b|aTE|\/|, bIaSHV ve blaCTx_M PCR pl’OtOkOlU

Ojdana ve ark. (2014) yaymninda verilen PCR amplifikasyon kosullar1 gradyent PCR
uygulanarak optimize edilmistir. Her primerden (F/R) 10 uM olacak sekilde 1 pl diiz
primer ve 1 pul ters primer, 12,5 pl 2xPCR Master miks, 3 ul DNA izolati1 ve 7,5 pl
ultra saf distile su olmak {iizere toplam 25 pl olacak sekilde PCR soliisyonu
hazirlanmistir.  blatem, blasqyy ve blacrx.v solisyon icerikleri Cizelge 3.4°te

sunulmustur.

blatew icin 95°C’de 15 dk; toplam 35 déngii olmak kaydiyla 95°C’de 1 dk, 63°C’de
1 dk ve 72°C’de 1 dk ve son olarak 72°C’de 10 dk olacak sekilde PCR uygulanmistir.

blasyy icin 95°C’de 15 dk; toplam 30 doéngii olmak kaydiyla 94°C’de 30 sn,
58,5°C"de 30 sn ve 72°C’de 45 sn ve son olarak 72°C’de 10 dk olacak sekilde PCR

uygulanmustir.

blactx-v icin 95°C’de 15 dk, toplam 30 déngii olmak kaydiyla 94°C’de 30 sn,
55°C’de 30 sn ve 72°C’de 45 sn ve son olarak 72°C’de 10 dk PCR uygulanmustir.

Optimizasyon oncesi ve sonrast PCR kosullar1 Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve Cizelge

3.7°de verilmistir.

Elde edilen amplikonlar 0,5XTBE (Tris-Borat-EDTA; 89 mM Tris, 89 mM borik
asit, 2 mM EDTA) (Merck, Almanya) tamponu iginde jel elektroforezi yapilincaya

kadar 4°C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.5: blatgym PCR Kosullar

Optimizasyon Oncesi

Optimizasyon Sonrasi

Ilk denatiirasyon 95°C, 5 dk, 1 déngii

95°C, 15 dk, 1 dongii

Denatiirasyon 94°C, 1 dk™ 95°C, 1 dk
1 1
Primer baglanmast 58°C, 1dk 1 ] 83°%, 1dk 1
l\,. 35 déngu ‘.| 35dongu
Sentez 72°C, 1dk | 72°C, 1dk !
1 1
1 1
Son 72°C, 10 dk” 72°C,10d .

Cizelge 3.6: blasyy PCR Kosullari

Optimizasyon Oncesi

Optimizasyon Sonrasi

fIk denatiirasyon 95°C, 5 dk, 1 déngii

95°C, 15 dk, 1 déngi

Denatiirasyon 94°C, 1dk ™, 94°C, 30 s>,
1 1
imer ba o, 10k | oc. 308 [
Primer baglanmasi 58"C, 1dk 51 35 dongi 58,5°C, 30¢ ">{ 30 dongy
1
Sentez 72°C, 1dk 72°C, 45sn !
Son 72°C, 10 dk 72°C, 10 dk

Cizelge 3.7: blactx-m PCR Kosullar

Optimizasyon Oncesi

Optimizasyon Sonrasi

Ik denatiirasyon

94°C, 3 dk, 1 déngi

95°C, 15 dk, 1 déngil

94°C, 30 sn--

] 55°C, 30sn
35 déngu

>

30 dongu

Denatiirasyon 94°C, 20 sn -
Primer baglanmasi 55°C, 30 sn E\
Sentez 72°C, 45 sn E

|
son 72C, 10 dk

72°C, 45 sn

N ===

72°C. 10 dk_
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blactx-m altgruplar1 PCR protokoll

Woodford ve ark. (2006) yayininda verilen PCR amplifikasyon kosullar1 gradyent
PCR uygulanarak optimize edilmistir. Her primer ¢iftinden (F/R) 20 uM olacak
sekilde 0,75 ul duz primer ve 0,75 pl ters primer (blactx-m-s Ve blacrx-m-2s ters
primerler 1,5 ul), 12,5 pl 2xPCR Master miks ve 5 pul DNA izolat1 olmak iizere
toplam 25 ul olacak sekilde PCR soliisyonu hazirlanmigtir. PCR sollsyonu Cizelge

3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8: blacrx-m altgruplar1 PCR sollisyonu igerigi

Icerik Miktar (pl)
PCR Miks 12,5 pl
Grupl_F (20uM) 0,75 ul
Grupl R (20uM) 0,75 ul
Grup2_F (20uM) 0,75 ul
Grup2_R (20uM) 0,75 ul
Grup8_F (20uM) 0,75 ul
Grup9_F (20uM) 0,75 ul
Grup9_R (20uM) 0,75 ul
Grup25_F (20uM) 0,75 ul
grup18-25 R (20uM) 1,5 ul
Ornek DNA 5 ul
Toplam Hacim 25,0 pl

Optimizasyon kosullar1 95°Cde 15 dk; 94°Cde 25 sn, 52°Cde 40 sn ve 72°C’de 50 sn
olmak kaydiyla toplam 5 dongii; devaminda 94°C’de 25 sn, 54°C’de 40 sn ve
72°C’de 50 sn olmak kaydiyla toplam 22 déngii ve son olarak 72°C’de 6 dk seklinde
uygulanmustir (Cizelge 3.9). Elde edilen PCR Uriinleri, 0,5xTBE tamponu icinde jel
elektroforezi yapilincaya kadar 4°C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.9: blactx-m altgruplar1 PCR kosullar

Optimizasyon Oncesi Optimizasyon Sonrasi
flk denatiirasyon 94°C, 5 dk, 1 déngi 95°C, 15 dk, 1 dongii
Denatiirasyon 94°C, 25 sn-+ 94°C, 25 sn =~
Primer 52°C. 40 sn :;_ 20 dongo 52°C, 40 sn :;_ s o
baglanmasi ! !
Sentez 72°C, 50 sn. 72°C, 50 sn..
Denatiirasyon 94°C, 25 sn I
Primer baglanmasi 540C, 40 sn E> 22 dongii
Sentez 72°C, 50 sn E
Son 72°C, 6 dk 72°C,6dk =’

3.2.4 Agaroz jel hazirlama

Hazirlanacak %2 agaroz jel igin 2 gr agaroz tozu (BioRad 161-3103, Turkiye) 100
ml 0.5xTBE tampon ¢Ozeltisine (Merck) ilave edilmistir. Solisyon isiticili manyetik
karistiric1 (Stuart CB162, ingiltere) yardimiyla 100-150°C sicaklikta agaroz tozu
tanecikleri timuyle eriyinceye kadar 30 ila 40 dk karistirilmistir. Homojen hale gelen
solisyon el yakmayacak sicakliga gelinceye kadar oda kosullarinda 5-10 dk
sogumaya birakilmistir. Bekleme sirasinda ¢okelti olugsmamasi igin bir kac kez
sallanarak karistirilmigtir. Taraklar ve bantlar dikkatlice ¢ikarilarak temizlenmis,
tabaga yerlestirilmis ve jel dokme aparati hazirlanmistir. Solisyon jel hava kabarcigi
olusturmayacak sekilde, sabit bosaltma hizinda 30 ml seviyesi ¢izgisine kadar tabaga
dokiilmistiir. Hava kabarcigi olusmasi durumunda mikro pipet ucu ile patlatilmistir.
Jel dokiimii tamamlanan aparat 10 dk kipirdatilmadan jelin donmasi igin
bekletilmistir. Taraklar jel tabagiyla birlikte elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Jelin kurumamasi igin Uzerini kaplayacak kadar 0.5XTBE Tamponu konulmustur
(Ojdana ve ark. 2014).
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3.2.5 Agaroz jel yiritme ve gérunttleme

bla-genlerin agaroz jel ylritme ve gorintilemesi Ojdana ve (2014) ve Woodford ve

ark. (2006) yayinlarinda bildirilen talimatlar takip edilerek yapilmustur.

Parafilm (zerine sirastyla; 1,5 ul DNA Loading tamponu (Fisher Scientific
Fermentas, Ingiltere), 3 pl PCR iiriinii, 1,5 pl DNA ladder (Fisher Scientific
Fermentas Gene Ruler) ve markor iizerine 1,5 ul SYBRGreen Tip-1 (Sigma G7654,
ABD) pipetlenmistir. Soliisyon mikro pipet ile 1-2 defa karistirildiktan sonra jele
yiiklenmigtir. Cihaz 5 V/cm potansiyel fark ile voltaj 170 V’a ayarlanmistir. Kontrol
suglart >200 bp’den daha uzun oldugu igin 20 dk ylritilmistir. Calismada
elektroforetik olarak GEL DOC 2000 (BioRad, Tirkiye) cihazi kullanilmustir.

Cizelge 3.10: bla-genleri amplikon buyiklikleri

Primer (F/R)  Amplikon biiyiikliigii (bp)

blarem 686
blashy 733
blacTx-m 585
blacTx-m-1 415
blacTx-m-2 552
blactx-m-s 666
blacTx-m-9 205
blacTx-m-25 327

Jelde olusan bla-genleri bant goruntiileri “blatem 686 bp, blasyy 733 bp ve blactx-m
icin 585 bp (Ojdana ve ark. 2014) ile blactx-m- altgruplar1 blactx-m-1 415 bp, blacTx-
m-2 552 bp, blactx-m-s 666 bp, blacTx-m-9 205 bp ve blactx-m-25 327 bp (Woodford ve
ark. 2006) UV 1sik altinda PowerPac™ Imaging System (Bio-Rad, Trkiye) ile
goruntilenmis ve Quantity One 4.6.3 Gel Doc XR Software (Bio-Rad, Turkiye)

programi ile analiz edilmistir (Cizelge 3.10).
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3.2.6 DNA sekanslama

Madde 3.2.5’de bant goriintiileri alinan 1 adet blargm, 1 adet blasyy ve 1 adet blacrx-

m amplikonlarin sirasiyla saflastirma ve sekanslama (dizileme) islemine gegilmistir.

bla-gen PCR drtnleri High Pure PCR Product Purification Kiti (Roche, Turkiye)
kullanim talimatlar takip edilerek saflagtirilmistir. Saflagtirmasi tamamlanan 1 adet
blatem, 1 adet blasyy ve 1 adet blacrx-w bla-genleri sekanslama reaksiyonuna

alinmustir.

Sekanslama hazirliklart ABI PRISM® BigDye Terminator Cycle Sequencing Kiti
(AB Applied Biosystems, Tiirkiye) talimatlari takip edilerek yapilmistir. Sekanslama
islemine hazir hale getirilen iiriinler ABI Prism® 310 Genetic Analyzer (AB Applied

Biosystems) cihazina yliklenerek, sekanslama islemi gergeklestirilmistir.

Tamamlanmis bla-genlerin sekanslari GenBank veritabanina ait BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool) Programi kullanilarak kontrol edilmistir
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Sekanslar benzerlik oranlarina gore erisim
numaralar1 ile listelenmis ve listelenmis her bir sekansin agiklamasi, E-degeri ve

benzeme yuzdesi (%) gosterilmistir.

3.2.7 Ilstatistik degerlendirme

Istatistik analiz i¢in SPSS 19 (SPSS Inc., ABD) paket programi kullanilmustir.
GSBL-kodlayan blargm, blasyy ve blacrx-v genlerin incelenen enterobakteri
suslarimin elde edildikleri gida ornekleri bazinda bulunma oranlarmin niteliksel
kiyaslamas1 Kruskal-Wallis H-testi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar P<0,05
seviyesinde anlamli kabul edilmistir. Kruskal-Wallis testi normal dagilim
gbstermeyen en az lic grubun ortalamalar1 arasindaki farkliligin anlamliligini test
etmek icin kullanilan ve ANOVA“nin parametrik olmayan alternatifi bir yontemdir.
Bu yontemde varsayim aranmadigi igin, Vvarsayim bozulursa, teste etkisi

olmamaktadir. Bu yontem cabuk ve kolay yapilmaktadir (www.sbu.saglik.gov.tr).
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4 BULGULAR

Ug arastirmada (Saric1 2015; Gokalp 2015 ve Ozadam 2016) tavuk eti, ¢ig inek siitii
ve taze peynirlerden mikrobiyolojik yontemle elde edilen ve CLSI (2013) talimatlar1
takip edilerek GSBL varligi bakimindan incelenen kesin GSBL-pozitif toplam 55
adet Enterobacteriaceae suslarinda bu tir enzimleri kodlayan blasyy, blatem ve

blactx-m ile blactx-m altgrup genlerinin karakterizasyonu yapilmistir.

4.1 blaTEm, bIaSHV ve b|ac‘|'x-|v| genlerin bulgularl

GSBL pozitif suslardan elde edilen DNA materyallerinde yapilan PCR uygulamasi
ve jel elektroforezi sonuglarina gore en baskin bla geni %96,4 (n=53) blarem-tipi
olarak tespit edilmistir. Bu oran1 %65,5 (n=36) ile blactx-v-tipi ve %34,5 ile (n=19)
blasyy-tipi takip etmistir. GSBL pozitif suslardan elde edilen DNA materyallerinde
blasny, blatem ve blactx-m gen bolgeleri jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.1, Sekil
4.2 ve Sekil 4.3’te sunulmustur.

b|as|-|v 733 bp

Sekil 4.1: blasyy gen bélgesi jel elektroforez gorintisi
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blarew 686 bp

D e~ e e e D S D D e e s S ey

Sekil 4.2: blargm gen bolgesi jel elektroforez goruntisu

bIaCTx_M 585 bp

Sekil 4.3: blactx-m gen bolgesi jel elektroforez gorintisi

54



bla genlerin enterobakteri tipi bazinda dagilimi E. coli suslarinda %47,8 blatewm,
%37,8 blactx-m ve %14,4 blasyy; E. cloacae suslarinda %83,3 blarem ve %16,7
blagny; Citrobacter suslarinda %57,1 blargm ve %42,9 blasyy ve K. pneumoniae
suslarinda %33.3 blargm, %33,3 blactx-m Ve %33,3 blasyy olarak tespit edilmistir.

Bulgular Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1:Bakteri tiplerine gore bla genlerin dagilimi

Giada cinsi blagqy blatem blactx-m

E. coli 13 43 34

E. cloacae 1 5 -

C. brakii 3 3 -

C. werkamanii - 1 -

K. pneumoniae 2 2 2

Toplam 19 54 36
120,0%

100,0%
100,0%
83,3%

80,0%

60,0%
47.8% 50,0% 50,0%
! 33,3%

33,3%  33,3%

I

E. coli E. cloacae C. brakii C. werkmanii K. pneumoniae

0,
40,0% 37,8%

16,7%

20,0% 14,4%

0,0%

EblaSHV ®EblaTEM i blaCTX-M

Sekil 4.4: bla genlerin enterobakteri tipine gore dagilimi (%)
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4.2  blactx-m altgrup bulgular:

Toplam 36 adet blactx-m pozitif amplikonlar arasinda; en baskin altgrup %97,2
blactx-m-1 (N=35) olarak bulunurken; yalmizca %2,8 blactx-ms (n=1) altgrubu

karakterize edilmistir.

Enterobakteri tipi bazinda blacrx.m-1 altgrubu 33 adet E. coli ve 2 adet K.
pneumoniae suslarinda goriiliirken, 1 adet E. coli susunda blacrx-.m-s altgrubu

karakterize edilmistir.

blacTx.m-1 415 bp

bIaCTX_M_g 666 bp

Sekil 4.5: blactx-m-1 Ve blactx-m-s jel elektroforez goériintlsi
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E. coli K. pneumoniae

B blaCTX-M-1  ® blaCTX-M-8

Sekil 4.6: blactx.v altgruplarin enterobakteri tipine gore dagilimi (n)
4.3 blaspy, blatem ve blactx-m genlerin kombinasyonlar: bulgular:

GSBL pozitif enterobakteri Izolatlarinin %83,6’sinde (n=46) bla-genlerin bir arada
kombinasyonlar seklinde bulunduklari tepit edilmistir. bla genlerin yaptiklar
kombinasyon dagilimi %56,5 (n=26) blarem ve blactx-m, %23,9 (n=11) blasyy ve
blarem, %19,6 (n=9) blasyy, blatem ve blactx.m olarak belirlenmistir. Bla genlerin
coklu bulunma durumu ve enterobakteri tipine gore dagilimi Sekil 4.7 ve Sekil

4.8’de sunulmustur.

2,2%

H blaTEM & blaCTX-M H blaTEM & blaSHV
i blaTEM & blaSHV & blaCTX-M  blaTEM & blaCTX-M

Sekil 4.7: blasyy, blatem ve blactx.m genlerin kombinasyonlar1 dagilimi (%)
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26

25
20

15

10

6 6
5 3
0 | | .

E. coli E. cloacae C. brakii K. pneumoniae

H blaTEM & blaCTX-M H blaTEM & blaSHV
blaTEM & blaSHV & blaCTX-M B blaTEM & blaCTX-M

Sekil 4.8: bla genlerin enterobakteri tipine gore ¢coklu bulunma durumu (n)
4.4 DNA sekanslama ve BLAST analizi bulgular:

Madde 3.2.3’de PCR uygulanan ve Madde 3.2.5’de bla-gen bant goriintiileri alinan 1
adet blatem pozitif E. coli, 1 adet blagyy K. pneumoniae ve 1 adet blactx-m E. coli
amplikonlarin sirasiyla saflagtirma ve sekanslama (dizileme) islemi yapilmistir.
Sekanslama bulgular1 BLAST Programi kullanilarak tamamlanmistir. Sekanslanan
izolatlar GSBL iireten tiirdeslerine >%99 oraninda benzerlik gostermistir.
Kromatogram baz dizilimleri ve benzesme bulgular1 Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11,
Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de sunulmustur.
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TTAAGGCTOOAG AATC AGT TGO TGO AT AGTO OO TTACATODAACTOOATCTCACAGOOO TAAD ()
GCACTTIT. TOTO

OTEO0HE TATTATCCOG TO TIRAC OO0 GO AAGAGCAA CTOGOTOROOGCA TACACTATICTCAGA [
Ammammmummmmmwuwn
TATHACOTOCTOICATA ACCATOACTOATAACACTOCT OOC AACTTACTIC TOACAACOA T OO
CACCOAACOAGCTAACCOCT TTT T CAC AACATOOO OATCATOT. mumm
ARCOGEAGCTOA ATEAA GOCATACCAAACEACCGAGOOTGACACCAOGA THOCTOCAGCAATG GCL
ACAACOTTO OOCAAACTATTAAC THHOGAAC TAC TTAC TC TAGC TIC OGO CAMCAATTAATAGAC
T AT AT CROOATA AADTTO CASDACCACT TR T T T OOTTT
ATTOCTO ATAAATC T AGD OO0 TOASCOTOOOTC TOO COO O TATCATTOC ACACTOOOO L0 DA
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Sekil 4.9: blargyv sekanslama kromatogram baz dizilimi
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Sekil 4.10: blatgm BLAST analizi benzesme sonuglari
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>4_SHV-blaSHV_F
4 AAAAAACCAGCTGETOGEGOCGOE TAGGCATCA TAGAAATGEATCTCE OCAGCGEC CGCAOGCTG
ACOGOCTGEOGCGOOG ATGAACGOGTGGE TGC CATGATGAG CACCTTTAAAG TAGTGCTCTGOGGOG
CAGTGCTGEOGCGGETEEATGCCGETEA OG AACAGCTGEAGCGAA AGATCCACTATOGOCAGCAG
GATCTGG TGOACTACTOGOC GO TCAGOGA AAAACACCT TGCOG ACGG CATGACGO TCGOCGAACTC
TOTGCCOCOOCCATTACCATOAGCATAACAGCHCOOCCATC TOCTGCT OO CACCOTCOECOGCC
COGCAGCATICACTCCCTTTTTC COCCACATCCECCACAACTTCACCCCOCT TCACOD CTG GRAAA
CCOAACTCAATCACC O CTTCCOCC OCA OO COOC O ACA CCACTACCCCGCCCAC CATCOOC OO
ACCCTCOGCAAGCTECTGA CCAGCCAGOE TCTGACGCGOOCGTICGCAACGECAGCTECTGCACTCS
ATGG TGCACGATOGGG TG COGGACCETTE ATOOGCTOCG TG CTE COGGOGEEE CTGGTITATOGE
CEATAGACCGEAG CTEEOG AACGEGETGOG OO OG G GATTGTOGCCCTGC TTGGOCCGAATAACA A
GCAGAGOGGATTGTGETCATTTATCTGOG GGATACCOCGGCGAA CATGAA

Sekil 4.11: blasyy sekanslama kromatogram baz dizilimi
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Sekil 4.12: blasyy BLAST analizi benzesme sonuglari
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GGG OTTTAAAAAAAA AAGTG CAAAGCGAACCGAA TCTCTTAAATCAGCCAG TTCAGATCAAAAAA
TCTGACTTGGTTAACTATAATCCGATTGOGG AAAAG CACGTCGATGGGACGATGTCACTGG CTGAG
CTTAGCGCGGCOGOGCTACAGTACAGOGATAACGTGG COATGAATA AGCTGATTTCTCACGTTIGGC
CGECOCC GCTACCE TCACCGCOTTOGCOCCACACCTCUCAGACCAA ACGTTOCCTCTCGACCGTACC
GAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCOGGGOG ATC OO COTGATACCA CTTCACCTCOG GGCAATGECG
CAACTCTGOG TAATCTGACGCTGGGTAAAGCATIG GGTGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACAT
GGATCAAAGGCAATACCACCGOTGCAGCE AGCATTCAGGLC TGEA CTGCCTCCTICCTGGETIGTGG
GG ATAAACCECCACCOGTE ACTATCOCACCACCAACCGATATOGCGUTCATC TGOL CA AAAGATC
GTGOCCCGOCTCAATOG GOTAA

Sekil 4.13: blactx-m sekanslama kromatogram baz dizilimi
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[ Escnerichia coli strain AKH11/42 beta-lactamase CTX-M-1 (CTX-M-1) gene. partial cds 931 931 93% 0.0 99% JX2688861
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RlaCT ¢ e 2 i s 931 93 99% 00 99% JQ387RES
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ia coli sirain 4 lactamase CT-Al-1 (blaCTi-M-1) gene, complets cds 931 931 99% 00 99% 456393 1 |
b3l 122 511 5 -l 12CTX--1) gen 931 931 99% 00 99% HMI210431 ‘
@ coli strain 8T131 394, complele sequence 931 931 99% 00 99% HM1386521 ‘

a:  99% 0.0 99% (3(12‘.’.1'33-11i

[ Escherichia coli strain 388/06 plasmid pKCT398 insertion sequence iS4, partial sequence; inserfion sequence 1826 TnpA (tnpA) gene. complete cds: MphtA) {mph(A)) gene. complete cds: i (mnd and hypothetical protein genes. partial sequence; ES-betalacta 931 931 99% 0.0 99% GQ2749311
e |
| Escherichia 2 efion sequence arlal sequence: Insertion seque : ete £a al protelnike genes, palal sequence; beta 931 99% 00 99% GQ2rASPRl
|

62748979 |

931 9%% 0.0 99% GQ2749271
|

1) Kisbsisila pneumoniae plasmid port4Qiny invA invA} nene_complets cds: orf10 gene. complets sequance: inserfion saquence 1826 TnpA (InpA) qene_comiplate cds: insertion sequance ISEcp1. complete sequence: and extends ctrum class A beta-lacta 931 931 99% 00 99% EJ2356037

[0 Escherichia coli plasmid p1204v1463 insertion sequence IS26 Tnpé (inpAl gene. complete cds; inserion sequence ISEcp1. complete sequence; and extended-specium dass A beta-ladiamase CTX-M-1 (5iaCTX-M-1) gene. complete cds 931 931 9% 0.0 99% EJ2366021 ‘
g 9393 9% 00 99% EUSEZeent
@ ain SA3 aclamase CTX:-M 1 gene padial cds 931 931 9%% 0.0 99% EU4017031 ‘
a ium beta-lactamase CTX-M-51 (blaCTX--61) gene. complete cds 931 931 99% 0.0 99% EF2101421 ‘
B E Coll plasmid bet: Dla-CTX-h-1 gana complete cds 931 931 99% 0.0 99% DO9159551

931 931 9% 0.0 99% DQEEIY 1‘
931 931 99% 0.0 99% DO6634881 |

iz coli isglaie E1 exended-spectrum belaadamase
ia coli plasmid pHSG-1 BlaCTX-11-36 gene for bet CT¥-14-36, complete cds 931 931 99% 0.0 99% AB177IELN
Proteus mirabilis iInpA gene (partialk inpA gene (partial) and bIaCTX-M-1 gane 931 931 9%% 00 99% AJ41634;
@ -1 931 93 99% 00 99% X925061
F1 Ershadehin calitnnh nann BIACTY M £ anns and OREATT (narfialh aad incndios eaminnen [@Een ¢ 614 Q1 DORL AN 009 AMANIANA 1 =
@star] | € cooge coogecivane|[& nemn 3 ot Seavence g | | mme ey ow

Sekil 4.14: blactx-.m BLAST analizi benzesme sonuglari
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45 Tstatistik bulgular

GSBL-kodlayan blargm, blasyy ve blactx-v  genlerin incelenen enterobakteri
suslarmin elde edildikleri gida ornekleri bazinda bulunma oranlarmin niteliksel
kiyaslamas1 Kruskal-Wallis H-testi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar P<0,05

seviyesinde anlamli kabul edilmistir.

Kruskal-Wallis test istatistik degeri H, P<0,05 duzeyi igin y2 anlamlilik tablosu sinir
degeri olan 5,991 ile karsilastirilmistir. Istatistik analiz icin SPSS 19 (SPSS Inc.,
ABD) paket programi kullanilmistir. H degeri 5,935, ¥2=12,5291 ve P=0,001903
(P<0,01) (ClI 95%) olarak bulunmustur. 5,935<5,991 oldugundan 0,05 dlzeyinde

anlamli kabul edilmemistir.

Sonug olarak, GSBL-kodlayan bla-genler i¢in hayvansal kaynakli gidalarin gidanin

tiirline baglh olmaksizin potansiyel kaynaklar olduklar1 goriilmiistiir.

65






5) TARTISMA VE SONUC

Kontrolsuz, bilingsiz ve asir1 antibiyotik kullanimi barsak mikroflorasi iizerinde
selektif baski yaratarak tlrlerde diren¢ gelisiminde 6nemli roller oynamaktadir
(Yibar ve Soyutemiz 2013). Direngli bakteriler ve direngten sorumlu genetik
materyallerin insanlara bulagsma kaynaklar1 arasinda hastaneler, bakim merkezleri, ev
gibi ortak yasam alanlari, su kaynaklari, uluslararasi ticareti, insan gogii ve asiri

antibiyotik kullanimi1 gelmektedir (Reuland ve ark. 2014).

Hayvancilik sektoriinde antibiyotik kullaniminin miktar1 beseri alanda antibiyotik
kullaniminin en az iki kat1 daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bu durumda gida
amacl yetistirilen hayvanlar ve bu hayvanlardan elde edilen gida maddeleri direngli
bakteriler ve direngten sorumlu DNA materyallerin yayilmasinda 6nemli roller
oynamaktadir (Arslan ve Ozdemir 2008). Bu gerekten yola ¢ikarak Uluslararasi ve
ulusal otoriteler biiylime amagl antibiyotik kullanimina ciddi kisitlamalar getirmistir.
Ancak, bu gibi tedbirlere ragmen ABD’de iiretilen antibiyotiklerin %40’ indan fazlasi
hayvanlarda kullanilmaktadir (Levy 2002). Gida amagli yetistirilen hayvanlar disinda
meyve ve sebze yetistiriciliginde gilibre amach kullanilan digkilar ve diger
antimikrobiyal ilaclar yoluyla toprak ve su kaynaklari direncli bakteriler ve direngten

sorumlu genetik elemanlar ile kontamine olmaktadir (Levy ve Marshall, 2004).

Antibiyotiklere direngli enterobakteriler 6nemli infeksiyon kaynaklaridir (Lahlaouia
ve ark. 2014). Insan barsak mikrofloras: bu tirler igin uygun kolonizasyon ortami
saglamaktadir. Ayn1 zamanda direng kodlayan genlerin tiirdes ve/veya farkli
bakteriler arasinda aktarilabilir olmalar1 tedavileri gii¢lestirmektedir (Allen ve ark.
2010; Lupo ve ark. 2013). Antibiyotik kullaniminda hatalardan geri ddnmek
miimkiin olsa bile, doga kurallar1 direncli tlirlerin tiirdes ve farkli bakteriler arasinda

yayillmaya devam edeceklerini gostermektedir (EFSA 2011).

Codex Alimentarius Komisyonu gida kaynakli GSBL-ureten enterobakteriler ve bu
tip beta-laktamazlar1 kodlayan bla-genlerin yayilma yollarinin anlasilmasi ve etkin

sekilde miicadele etmek i¢in bir Uluslararas1 koordinasyon birimi kurmustur (Doyle

67



ve ark. 2013). Bu gelismeyi takiben, Avrupa Doktorlar Komitesi (CPCM;
http://www.cpme.eu), Avrupa Dis Hekimleri Konseyi (CED;
http://www.eudental.eu) ve Avrupa Veteriner Hekimler Federasyonu (FVE;
http://'www.fve.org) 2014 yilinda Briksel’de GSBL-ireten Enterobacteriaceae
tiirlerine kars1 miicadele i¢in bir ortak basin bildirisi yayimlamistir (FVE 2014). Bu
ciftliklerde ¢alisan ve antibiyotik kullanmamis kisilerde hayvansal kaynakli direngli
izolatlarin genotipik benzerleri tespit edilmistir. Sonug olarak, bu bulgular otoriteleri
harekete gcirmek ve ortak eylem plani ¢agrisi yapmak icin yeterli olmustur (Cogliani
ve ark. 2011).

Hayvansal kaynakli gidalar kesim, isleme ve c¢evresel etmenler yiiziinden direngli
bakteriler ile kontaminasyona maruz kalmaktadir (Kalter ve ark. 2010). Isil isleme
tutulmadan ¢ig tiiketilmeleri ve/veya direkt taze peynir tiretiminde kullanilmalar

insan saglig1 igin risk olusturmaktadir (Overdevest ve ark. 2011).

Bu calismada tavuk eti, ¢ig inek siitii ve taze peynirlerden mikrobiyolojik ve CLSI
(2013) yontemleri uygulanarak elde edilen GSBL-pozitif toplam 55 adet
Enterobacteriaceae suglarinda (Sarict 2015; Gokalp 2015 ve Ozadam 2016) blasuy,
blarem ve blactx-m ile blactx-m. Molekiler sonuglar hayvansal gidalar kaynakli
GSBL-lreten Enterobacteriaceae suslarinin bu tip beta-laktamazlari kodlayan bla-
genleri ve bla-gen kombinasyonlar1 igin potansiyel rezervuar olduklarini ve halk

saglig1 agisindan 6ngorilemeyen potansiyel riskler olusturduklarini gostermistir.

5.1 Gida kaynakh GSBL-pozitif Enterobacteriaceae genel durumu

Ekonomik degeri olan ve gida amagli yetistirilen hayvanlarda yogun antibiyotik
kullaniminin bu sonucu iiretmesi normal karsilanmalidir. Genislemis spektrumlu
beta-laktamaz Ureten E. coli prevalansinin yiiksek olmasia yapilabilecek en iyi
aciklamalardan birisi gida amagh yetistirilen hayvanlarda biiyiimeye doniik
antibiyotik kullaniminin AB {ilkelerinde 1999 yili itibariyle yasaklanmasi olup, bu
yasagin sonucu olarak terap6tik amagli antibiyotik satiglarinin dikkat c¢ekici sekilde
artis gostermesidir. Ornegin Ingiltere’de terapotik amagl veteriner antibiyotik
satiglar1 1999 yilinda 383 ton iken, yasakla birlikte 2000 yilinda 437 tona;
Danimarka’da 1996 yili satiglar1 48 ton iken, 2001 yilinda 94 tona ¢ikmistir
(Casewell ve ark. 2003).
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Turk hayvancilik sektoriinde antibiyotik kullanimmin kontrol edilememesi ve yeterli
takip sistemi kurulmamasi ise GSBL-Ureten enterobakterler ile bu enzimleri

kodlayan genlerin gida zinciri araciligiyla yayilis hizlarinin 6ngoriillememesine sebep

olmaktadir (OECD 2015).

Biiyiimeyi tesvik edici antibiyotiklerin kullanimlarinin yasaklanmasinin esas nedeni
direngli bakteriler ve direngten sorumlu genetik materyallerin insanlara bulagsmalari
tizerine endiselerin artmasidir (Castanon 2007). Arastimalar bu endiseleri destekler
nitelikte veriler sunmaktadir. Ornegin antibiyotik kullamminin diger Avrupa
ilkelerine gore nisbeten yiiksek seviyelerde oldugu Hollanda kanatli endiistrisi
tarafindan tiretilen tavuk etlerinin %94 tiniin GSBL-pozitif enterobakterler icerdikleri
ve ileri molekiler incelemeler neticesinde insanlardan izole edilen GSBL-pozitif
tirdeslerinin =~ %35’inin  tavuk eti  kaynakli olduklar1  rapor edilmistir

(HardyDiagnostics.Com).

Diinya’da hayvansal kaynakli gidalardan izole edilen baslica GSBL-ureten bakteri
tarleri E. coli, E. cloacae, Salmonella spp. K. pneumoniae, K. ozaenae, K. oxytoca,
P. stuartii, M. morganii ve Citrobacter turleridir (Stefani ve ark. 2014). Bu
calismada tavuk eti, ¢ig siit ve taze peynir 6rneklerinden izole edilen E. coli (n=44),
E. cloacae (n=5), Citrobacter spp. (n=4) ve K. pneumoniae (n=2) suslart molekler
yontemle direng genleri karakterize edilmistir. Bu caligmada gere¢ olarak secilen
GSBL-pozitif enterobakteri turleri ile Uluslararasi literatiirde bildirilen tirler familya
ve tip bakimindan birbirleriyle Ortiismiislerdir (Kalter ve ark. 2010; Stefani ve ark.
2014).

Gida kaynakli direng faktorlerinin yayilmasinda en etkin olan enterobakteri tlrl E.
coli suslaridir. GSBL-pozitif E. coli bulunma sikligi 2000’li yillardan sonra hizli
sekilde artis gostermistir (Rao ve ark. 2014). Bu konudaki endiselerin esas sebebi
GSBL-pozitif E. coli suslarina bagl infeksiyonlardan oliim oraninin direngli
olmayan E. coli kaynakli infeksiyonlara gore ii¢ kat yiikksek olusudur (Melzera ve
Petersen 2007). Bu c¢alismada, toplam 55 adet GSBL-pozitif Enterobacteriaceae
tipleri arasinda en yaygmn tip %80 E. coli’dir. Uluslararasi veriler ile
karsilagtirildiginda %85 ile Portekiz’e (Amador ve ark. 2009), %94 ile Hollanda’ya
(Stuart ve ark. 2012) ve %93,3 ile ispanya’ya (Aidara ve ark. 2013) yakin oldugu
goralirken; %53,3 ile Almanya’dan (Schwaiger ve ark. 2012), %1,3 ile
Danimarka’dan (Garcia Migura ve ark. 2014), %45 ile Belcika’dan (Smet ve ark.
69



2008), %12,4 ile Cin’den (Zheng ve ark. 2012), %24 ile Avsuturya’dan (Petternel ve
rak. 2014), %10,5 ile Tayvan’dan (Su ve ark. 2014) ve %3,1 ile Hindistan’dan (Kar
ve ark. 2015) ise daha yiiksek ¢ikmistir. Tiirkiye agisindan bakildiginda bu ¢alismada
hayvansal gida kaynakli GSBL-pozitif E. coli bulunma siklig1 Pehlivanlar-Onen ve
ark. (2015), Saric1 (2015), Gokalp (2015), Ondes (2015), S6kmen ve ark. (2015) ve
Ozdam (2016) bulgular1 ile Ortiismiistiir. Sonug olarak, bu calismada incelenen
izolatlar arasinda GSBL-lreten E. coli’nin en baskin fenotip oldugu gériilmiistiir. Bu
nedenle direngli enterobakteriler ile kontamine olmus tavuk etleri ve yeterince
sterilizasyon islemi gormeden direkt sekilde tiiketilen ya da taze peynir iiretiminde
kullanilan ¢ig siitler gida giivenligi ve halk sagligi bakimindan ciddi riskler
getirmektedir (Kumar ve ark. 2010). Ornegin, TUlrkiye’de bir yilda iiretilen siit
miktarinin en az %901 inek siitii olup, yaklasik %50’sinin hicbir sterilizasyon islemi
gormeden direkt sekilde tiiketilmektedir (Akbay ve Tiryaki, 2008). Bu nedenle,
GSBL-pozitif enterobakteriler bulasmis siit ve siit triinleri insan sagligimni igin

potansiyel risk olusturmaktadir.

Tirkiye acisindan bakildiginda hastane kaynakli direngli enterobakterler hakkinda
bulgular mevcut iken, gida kaynakli epidemiyolojik veriler bulunmamaktadir. T. C.
Saglik Bakanligi Ulusal Hastane Enfeskyionlar1 Surveyan Programi verilerine gore
(www.uhes.saglik.gov.tr) GSBL-pozitif E. coli frekanst 2008 yilinda %33,2 iken
2013 yilinda %48,8’¢ yiikselmistir. Sonug olarak, hastane ve gida kaynakli direngli
tirlerin ayirt edilebilmeleri i¢in molekuler epidemiyolojik analizler yapilmasi

gerekmektedir.

5.2  blasyy, blatem Ve blactx-m gen tiplerinin genel durumu

Antibiyotiklere diren¢ gelisiminin son 70 yil i¢inde gergeklestigi diisiinilmektedir.
Ancak, Bering Bogazinda 30.000 yildir donmus halde duran toprak tabakalarindan
izole edilen bakterilerde yapilan genomik analizler antibiyotiklere karsi direng
kodlayan farkli genlerin atalari hakkinda sasirtict bilgiler vermistir (D'Costa ve ark.
2011).

GSBL’lerin %330 fenotipik yontemlerle tespit edilememektedir (Naas ve ark.
2007). Bu durumun baslica nedeni direngli yeni tiirlerin ortaya ¢ikigi ve farkli direng

mekanizmalarmin gelismesidir. Ornegin, TEM ve SHV tipi beta-laktamazlar
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seftazidime (CAZ) ve kismen sefotaksime (CTX) direng gosterirlerken, CTX-M tipi
beta-laktamazlar sefpodoksime (CPD) ve kismen seftazidime (CAZ) direng
sergilemektedirler. CTX-M tipi beta-laktamazlar CAZ ile tarandiklar1 zaman tespit
edilemeyebilmektedirler (Srisangkaew ve Vorachit 2004). Bu gibi durumlarda

genotipik testlerin yapilmasi tavsiye edilmektedir (Taneja ve Sharma 2008).

Turkiye icin gida kaynakli GSBL’ler konusu 2015 yilina gelene kadar disk-
yaklasimli genel tarama testleri ve antibiyotik kalintilari ile smirh kalmistir. bla-
genlerin molekdler epidemiyolojisi tizerine incelemeler yapilmamistir. Gida kaynakli
aragtirmalarin aksine, hastane ve toplumsal kaynakli ¢alismalara daha fazla agirlik
verilmistir (Gundogan ve Yakar 2007; Gundogan ve ark. 2011; Gundogan ve Avci
2013).

Hastaneler, toplumsal ve gida kaynakli CTX-M-tipi bta-laktamazin goriilme siklig
2000’1i yillardan itibaren tiim Diinya’da yiikselise ge¢mistir (Naas ve ark. 2007;
Liebana ve ark. 2013). Benzer sekilde Turkiye’de hastane kaynakli en sik rapor
edilen bla-geni CTX-M-tipi olup, bunu TEM-tipi ve SHV-tipleri izlemektedir (Nazik
ve ark. 2011; Sharma ve ark. 2013). Bir baska arastirma hastane kaynakli SHV-tipi
beta-laktamazin TEM-tipi beta-laktamazdan daha yiiksek siklikta goriildiigiinii rapor
etmistir (Zaniani ve ark. 2012).

Hastane kaynakli enterobakterilerde TEM, SHV ve CTX-M-tipi bla-genlerin her gl
es zamanli olarak tasinmaktadir. Bu kombinasyonlari tasiyan enterobakteriler
antibiyotiklere kars1 yiiksek direng davraniglari gostermekte ve saglik acisindan

onemli tehdit olusturmaktadirlar (Novais ve ark. 2010; Zheng ve ark. 2012).

Bu calismada, karakterize edilen bla-genlerin tipleri ve kombinasyonlart Ulusal
hastane ve toplumsal kaynakli ve Uluslararasi hastane, toplumsal ve gida kaynakl
bulgular ile ortiismektedir. Bu ¢alismada Turkiye’de blargm, blactx-m Ve blasyy
diren¢ genlerinin yalniz hastane ve toplumsal kaynakli degil, ayn1 zamanda gidalar
araciligryla yayildiklari, ¢oklu direng ozellikleri tasidiklar1 ve hastane kaynakli bla-
genlerin bulunma sikliklar1 ile karsilastirildiklarinda benzerlikler tasidiklari
anlagilmistir. Bulgularimiz neticesinde; gida amaghh hayvan yetistiriciliginin

antibiyotik kullanimi bakimindan ciddi sekilde kontrolli sonucuna varilmstir.

Bu calismada toplam 55 adet GSBL-pozitif enterobakteri suslarin %96,4’{inde

blarem , %65,5’inde blactx.w  ve %34,5’inde blasyy tipi genleri tasidiklart tespit
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edilmistir. Izolatlarin %81,8’inin birden fazla bla-geni tasidiklar1 goriilmiistiir. bla-
genlerin kombinasyonlar1 %57,8 blatemtblactx-m, %22,2 blargm+blasyy, %17,8
blatemtblasqpv+blacTx-m ve %2,2 blatem+blacTx-m olarak belirlenmistir. Sekanslama
ve BLAST analizi l¢ adet GSBL-pozitif amplikonlarin tasidiklar1 blatgm, blasyy ve

blactx-m genleri dogrulamistir.

Dinya’da tavuk etleri, ¢ig siitler ve taze peynirlerden izole edilen enterobakteri
tirlerinde bla-genlerin karakterize edildikleri ¢cok sayida arastirma bulunmaktadir.
Bu calismada tespit edilen bla-genlere ait karakteristik bulgular Dogu Avrupa ve
Yakin Dogu Ulkelerinde CTX-M ile (Bonnet 2004), Portekiz’de TEM (Amador ve
ark. 2009), Tunus’ta TEM ve CTX-M (Chouchani ve ark. 2011), ispanya’da CTX-M
(Geser ve ark. 2012), Almanya’da TEM, SHV ve CTX-M (Reich ve ark. 2013),
Kuzey Avrupa Ulkelerinde CTX-M (Aidara ve ark. 2013), Japonya’da SHV ve CTX-
M (Hiroi ve ark. 2012, Kawamura ve ark. 2014), Brezilya, Sili ve Arjantin’de CTX-
M ve SHV (Bonelli ve ark. 2014; Ferreira ve ark. 2014), Avusturya’da SHV ve
CTX-M (Zarfel ve ark. 2014), Tayvan’da TEM, CTX-M ve SHV (Su ve ark. 2014),
Ingiltere ve Galler’de CTX-M (Randall ve ark. 2014), iran’da CTX-M (Khoshbakht
ve ark. 2014), Cin’de CTX-M (Rao ve ark. 2014), Endonezya’da TEM ve CTX-M
(Sudarwanto ve ark. 2015), Misir’da TEM, CTX-M ve SHV (Ahmed ve Shimamoto
2015) ve Hindistan’da TEM, CTX-M ve SHV (Kar ve ark. 2015) dagilimlar ile
benzerlik gostermistir. TUrkiye’de ¢ig inek sitleri ve taze peynirlerde bla-genlerin
varliklarim1 ortaya koyan molekiiller c¢alismalar olmadigi i¢in karsilastirma
yapilmamustir. Ancak, Pehlivanlar-Onen ve ark. (2015)’1in tavuk etlerinden izole
ettikleri enterobakteri en baskin bla-geni blactx-m, takiben blargm ve blasyy olarak
belirlenmistir.  Aym1  ¢alisma, bla-gen kombinasyonlar1  blargm+blacTx-m,
blaremtblactx-mtblasyy, blacrx-mtblarem ve blargmt+blasyy. Bizim ve Pehlivanlar-
Onen ve ark. (2015)’nm yaptiklar1 molekiiler arastirma neticesinde en ortak yon
CTX-M tipi ve TEM-tipi beta-laktamazlar1 kodlayan genlerin baskin karakterler
olmalar1 ve kombinasyonlar seklinde bulunmalaridir. Bu arastirma ve Pehlivanlar-
Onen ve ark. (2015)’m calismasinda blargw+blactxm en yaygin bla-gen

kombinasyonu olarak bulunmustur.

GSBL’ler kazanilmis ve siklikla plazmidler iizerinde yerlesik 6zgiin bla-genler
tarafindan kodlanirlar. Direngten sorumlu bu mobil genetik materyaller Uzerine

yapilan molekiiler incelemeler genetik ge¢misleri hakkinda miisterek baglantilar
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bulundugunu gostermektedir. bla genlerin, farkli ve/veya tiirdes enterobakter tiirleri
arasinda rastgele dagilmadiklari, geligleri, gen ekspresyonlari, muhafaza edilisleri,
filogenetik gecmisleri ve virulans 6zellikleri arasinda karmasik etkilesimler oldugu

anlasilmistir (Branger ve ark. 2005).

Bu caligmada elde edilen genotipik Bulgular bazi hayvansal gida kaynakli GSBL-
ureten enterobakterilerin SHV ve TEM-tipi bla-genler ile bu gen kimelerinin
arasindan s1yrilip baskalasarak farkli dogal direng profili sergileyen CTX-M-tipi bla-
genleri icerdiklerini, karakteristikleri, bulunma sikliklar1 ve kombinasyonlarina
bakildiginda Uluslararas1 Bulgular ile ortiistiiklerini ve gida kaynakli antibiyotik
dreingliliginin yayilmasinda kiresel bir sorunun énemli bir pargasi oldugunu net

sekilde ortaya koymustur.

5.3 blacrx-m tipi altgrup genlerinin durumu

CTX-M-tipi beta-laktamazlar, aminoasit dizi benzerlikleri esas alinarak CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25 olmak uzere 5 altgrupta toplanirlar
(Tzouvelekis ve ark. 2000).

CTX-M-1 altinda toplanan “CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-
15, CTX-M-22 ve CTX-M-23” altgruplart arasinda CTX-M-15 allelinin daha yaygin
oldugu bilinmektedir (Hawkey 2015).

CTX-M-tipi genlerin orijini ¢evresel kaynakli ve insanlara az ya da hi¢ patojen etki
gostermeyen Kluyvera tiirleridir. Ornegin, CTX-M-1 ve CTX-M-2 tiplerinin mensei
Kluyvera ascorbata iken, CTX-M-8 ve CTX-M-9 tiplerinin mensei Kluyvera
georgiana olarak belirlenmistir. Ancak, CTX-M-25 tiplerinin orijini olan Kluyvera

susu heniiz tanimlanmamistir (Rossolini ve ark. 2008).

CTX-M-8 altgruplarinin orijin olarak K. georgiana kromozomal bla-genleri olan
KIuG, KluY ve blactx-m-7s’den ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Canton ve ark. 2012). CTX-
M-Grup-8 tipi beta-laktamazlar ilk kez 2000°li yillarda CTX’e direngli
enterobakterilerde tanimlanmistir (Bonnet ve ark. 2000).

CTX-M tipi genlerde karakterize edilmis IS (insersiyon Elemanlar1) ISEcpl, ISCR1,

IS10 and 1S26°dir. Bunlardan ISEcpl ilk olarak CTX-M-1 tiplerinden CTX-M-15

altgrubunda tanimlanmistir. Bu insersiyon elemani 42-266 bp araliginda yerlesik

olup, insersiyon elemanin bulundugu plazmid 80.000-85.000 bp biiyiikliigiindedir.
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CTX-M-2 ve CTX-M-9 altgruplarinda ISCRI1 insersiyon elemant ve CTX-M-8
tiplerinden ise IS10 tespit edilmistir (Rao ve ark. 2014).

Uluslararas1 arastirmalar en yaygin goriillen CTX-M pozitif Enterobacteriaceae
tirind E. coli ve alt gruplar1 CTX-M-1, CTX-M-2 ve CTX-M-9 olarak rapor
etmistir. Bu bulgular1 destekleyecek sekilde Ispanya, Portekiz, Ingiltere, Kuzey
Avrupa Ulkelerinde “CTX-M-9”, Kanada ve ABD’de “CTX-M-1 ve CTX-M-97,
Cin’de “CTX-M-1 ve CTX-M-9”, Japonya’da “CTX-M-2 ve CTX-M-9”,
Hindistan’da “CTX-M-1", Glney Amerika Ulkelerinde “CTX-M-2 ve CTX-M-8 ” ve
Avustralya’da “CTX-M-1" gorilmektedir (Rao ve ark. 2014).

Gida amagh yetistirilen hayvanlardan elde edilen fekal 6rneklerde CTX-M pozitif
enterobakterilerin varliklari ilk olarak 2005 ve 2006 yillarinda Ingiltere’de yiiriitiilen
iki ayrn1 calisma ile ispatlanmistir. Gida iiretiminde kesim ve diger isleme
asamalarinda gergeklesecek fekal capraz bulasma GSBL-pozitif E. coli suslar
yoluyla CTX-M-tipi genlerin yayilmalarinda rol oynamaktadir. Ciftlik hayvanlarinda
CTX-M-tipi beta-laktamazlarin yiiksek goriilme sikliklarinin temelinde hayvanlarda
kullanilan antibiyotik tiiriinlin tayin edici oldugu diistiniilmektedir (Horton ve ark.

2011).

Hollanda’da CTX-M-tipi beta-laktamazlara insanlarda az rastlanirken, tavuk
etlerinde %80 gibi yliksek mertebelerde olduklari rapor edilmistir. Epidemiyolojik
incelemeler tavuk yetistirilen ¢iftliklerde ¢alisan kisilerden izole edilen
enterobakteriler ve tasidiklari bla-genlerin hayvanda elde edilen karakteristiklerle
ortiistiiglini gostermistir. Fekal kaynakli enterobakteriler ile capraz bulagma riski, bir
gram fekal 6rneginde 10° ve daha iizeri sayida bakteri bulundugu icin normal
karsilanmalidir. Bu durumda, bla-genlerin miktarlarinin saptanmasi ayrica nem

tasimaktadir (Carlet 2012).

Gida kaynakli CTX-M-1 pozitif enterobakterilerin toplumda nozokomiyal salginlara
yol actiklar1 (Calbo ve ark. 2011), yenidoganlarin bebek mamasi araciligiyla blacrx-
m-1 ile infekte olduklar1 (Cassettari ve ark. 2009), ciftlik hayvanlar1 ve ciftlikte
calisan kisilerde ayni1 diren¢ genlerine rastlanmasi gibi vakalar gidalarin bu tir direng
genlerinin yayilmalarinda oynadiklar1 rolleri gostermesi bakimindan biiylik 6nem

tasimaktadior (Miyakis ve ark. 2011; Hansen ve ark. 2014; Pokhrel ve ark. 2014).
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CTX-M-8 tipi beta-laktamazlar son yillarda insan, hayvan ve gida kaynakli E. coli
suglarinda artan sekilde goriilmektedir. Almanya’da gida kaynakli CTX-M-8 pozitif
enterobakterilerin goriilme sikliklarinin 2009-2012 yillar1 arasinda dikkat c¢ekici
sekilde artis gostermistir (Eller ve ark. 2013). Ispanya ve ABD’de ¢ok sik seyahat
eden kisilerde bu tip bla-genlerin tespit edildikleri ve yayilmalarinda gidalarin
o6nemli rolleri olduklari ispatlanmistir (Aizawa ve ark. 2014).

CTX-M-8 pozitif E. coli suslar1 Brezilya, Uruguay, Arjantin, ABD, Kanada, Kenya,
Ispanya ve Almanya’da siit ve sigir etlerinde, Ingiltere, Isvec, Japonya ve Tunus’ta

tavuk etlerinde tespit edilmistir (Sihem ve ark. 2015).

Hong Kong’ta yapilan bir arastirma, tavuk etlerinden izole edilen CTX-M pozitif E.
coli susun tasidigi 60.000 ila 90.000 bp uzunlugunda CTX-M-tipi bla-geninin
aktarim sikligimin dondr bazinda 10 " 101 arasinda gerceklestigini rapor etmistir. Bu
baglamda, bulgularimiz hayvansal gidalar kaynakli enterobakterilerin bla-genleri igin
uygun rezervuar olduklarin1 géstermesi bakimindan ayrica 6nem tasimaktadir (Duan

ve ark. 2006).

Bu c¢alismada, CTX-M-pozitif izolatlarin alt gruplar1 %97,2 blactx-.m-1 ve %2,8
blactx-m-s olarak belirlenmistir. CTX-M-8 altgrubuna yalnizca bir adet E. coli
susunda rastlanmistir. TUrkiye’de gida kaynakli baskin altgrup CTX-M-1 olarak tek
arastirmada bildirilmistir (Pehlivanlar-Onen ve ark. 2015). Bu sonu¢ bizim
calismamizda elde ettigimiz bulgular ile Ortiismistiir. E. coli susunda karakterize
edilen CTX-M-8 altgrubu genellikle hastane kaynakli enterobakterilerde
gorilmektedir. Ancak, Turkiye’de hastane kaynakli en yaygin CTX-M-1 altgrubu
olup, E. coli izolatlarinda %86,8 goriilme sikligina sahiptir (GOonilli ve ark. 2008).
Bu bulgu Cin (%72,2) ve ABD (%91) bulgulari ile yakin benzerlikler gostermektedir
(Zhang ve ark. 2014). Bu nedenle bizim ¢alismamiz blaCTX-M altgrup dagiliminin
gida kaynakli ve hastane kaynakli Ulusal ve Uluslararas: veriler ile Ortiismesi

acisindan 6nem tagimaktadir.

A, B1, B2 ve D viriilent filogenetik gruplarina ait enterobakterlerin in vitro ortam
kosullarinda direngli olmayan tiirdeslerine bla-genleri aktarimlari incelenmistir. Bu
sebeple, Brezilya’da gida kaynakli blactx-m-s Ve blacrx-m-1 genlerin E. coli suslari
tarafindan tiirdeslerine ve patojen B2 suslarmma kolaylikla aktarildiklari

kanitlanmistir. Bu sebeple, barsak mikroflorasinin GSBL-Ureten enterobakteriler ve
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bla-genleri ile kolonizasyonu olmalari i¢in uygun bir ortam sagladiklari, direngli
tiirlerin gelismeleri ve yayilmalarindan rezervuar gorevi yaptiklari, insan ve hayvan
mikroflorasinin  dogal {iyesi olan enterobakterilerin insanlara gida yollu
bulagsmalarinda baslica itici sebeplerden olduklari anlasilmistir (Botelho ve ark.

2015).

Sonug olarak, bulgularimiz CTX-M altgruplarinin 6ngoriilmesi zor, hizli ve dikkat
¢ekici yayilislarinda hayvansal gida kaynakli enterobakterilerin  dnemli rolleri
olabilecegi, insanlarin bu tip diren¢ genlerini tasiyan enterobakterler ile infekte ve
kolonize olmalar1 durumunda bakteriyel infeksiyonlarin ciddi sekilde artis
gosterecegi Diinya’daki diger veriler ile uyumlu olacak sekilde ortaya koymustur
(Canton ve ark. 2008; Tham ve ark. 2012; Rasheed ve ark. 2014; Laube ve ark. 2014;

Hammerum ve ark. 2014).

5.4 Gida Bilimi ve halk saghgi acilarindan bulgularin 6nemi ve oneriler

Bakterilerde gorilen direnclilik olgusu bitunsel bir yaklagimla ele alinmasi gereken
bir olgudur. Ug milyar yil1 askin siiredir yery(ziinde var olan bakteriler icin ilk ciddi
sinav diger hayvan tiirlerinin ortaya ¢ikislar ile ger¢eklesmistir. Bakteriler, bu yeni
potansiyel konaklarin kendilerine verecekleri zararlardan tiirlerini korumak ig¢in
mekanizmalar gelistirmistir. Bu tUr savunma mekanizmalar1 aslinda dogal ve
edinilmis immun sistemlerin ortak ve birbirlerini tamamlayici yanitindan baska bir

sey degildir (Jarva ve ark. 2003).

Insan immun sistemi dogal ve edinilmis olmak iizere birbirini tamamlayici iKi
altsistemden olugmaktadir. Bu yapmin baslica aktivasyon yollar1 klasik antijen-
antikor etkilesimi sonucu {iretilen serum proteinleri, lektin, dogal inhibitorler ve
korunmayan alternatif yilizeyler ile diren¢ mekanizmalar1 sergilemektedir. Bu nedenle
insanlar a¢isindan savunma mekanizmalar1 bakterilerden fakli goriinmemektedir

(Rautemaa ve Meri 1999).

Bakterilerin 3,5 milyar yil o6nce evrimlesmeye basladiklar1 dikkate alirsak,
antibiyotiklerin modern yasama girdigi son 70 yilin ne kadar kisa bir an oldugunu
gormemek miimkiin degildir. Bu gercege ragmen, penisilinin hizmete sunuldugu
1940’larin sonlarina dogru S. aureus suslarin %350’sinin penisilinaz iireterek

antibiyotik ilaclara kars1 direng gelistirdikleri fark edilmistir (WHO 2014).
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Yalnizca ABD’de Uretilen tim antibiyotik ilaclarin %80’i ¢iftlik hayvanlar icin
kullanilmaktadir. FDA nin 2009 yili tahminlerine gore bu ylzdelik oran yillik 13.000
tona karsilik gelmektedir. AB Uyesi 10 tlkede 2007 yili veteriner ilaglari satis1 3.500
ton civarinda gergeklesmistir. Bu durum yalniz Fransa’da 2009 yilinda 1067 tondur
(Carlet ve ark. 2012).

AB 2006 yilinda blytme amagl antibiyotik ajanlarin hayvan yemlerine konulmasini
yasaklamigtir. Ancak, 300 milyonu askin nifusu olan ve gida amaghi 10 milyar
hayvan bulunan ABD’de bu konuda olumlu bir gelisme olmamistir (Huttner ve ark.
2013)

Bilingsiz, asir1 ve kayit dist antibiyotik kullanima getirilen Ulusal ve Uluslararasi
kisitlamalar getirilmistir. Buna ragmen, Diinya iilkelerinin giliniimiizde birbirlerine
gida zincirleri ve seyahat aglar ile bagli olduklar1 gerce§ini géz 6niinde bulunmak
durumundayiz. Bu durumu en iyi anlatan Orneklerden birisi Hindistan’da tespit
edilen beta-laktamaz Ureten enterobakterilerin 4 ay gibi ¢ok kisa bir siire sonra

Ingiltere’de izole edilmelerdir (Hawkey 2008).

Insan saglig1 bakimindan tehlikeli E. coli, Salmonella ve Campylobacter gibi patojen
mikroorganizmalarin gidalarda varliklart rutin sekilde kontrol edilmektedir. Ancak,
direng oOzellikleri i¢in Uluslararast ve Ulusal kodekslerde heniiz bir diizenleme
getiririlmemistir. Sayet bu diizenlemeler yapilirsa, gida kaynakli direngten sorumlu
mobil genetik elemanlarin yayilma yollar1 anlasilabilecektir. Ornegin, Hong Kong’ta
gida amagh yetistirilen hayvanlardan izole edilen GSBL-pozitif enterobakterler ile
hastane kaynakli tiirdesleri arasindaki benzerlikler bulunmustur. Bu bulgular yayilma
yollar1 i¢in mantikli bir agiklama getirmektedir. Diger taraftan, Brezilya’da gida
kaynakli CTX-M pozitif E. coli suslar ile ingiltere’de izole edilen CTX-M pozitif
tiirdesleri farkliliklar gostermektedir. Bu bilgiler antibiyotik direngliligi ve yayilis
yollarinin anlagilmasi agisindan konunun karmasikligini agiklamak bakimindan

6nemlidir (Duan ve ark. 2006).

EFSA 2007 yilinda antibiyotiklere direncli suslarin hayvan yemlerine, insani tiiketim
amacli fermente ve probiyotik gidalara konulmasina yasak getirmistir
(Vankerckhoven ve ark. 2008; Sharma ve ark. 2014). Ancak probiyotik ve starter
kiltarlerde igin getirilen tedbirler diger gida maddeleri s6z konusu oldugunda gida

giivenligi parametresi olarak henliz gida kodekslerine girmemistir.
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Ampisilinin 1960’11 yillarda piyasaya siiriilmesinden sadece 7 yil sonra SHV-tipi ve
TEM-tipi beta-laktamazlarin sebep olduklart plazmid-aracili direng 6nemli bir sorun
olmaya baslamis ve izolatlarin %17’sinde goriilmiistiir. CTX ve CAZ gibi Uglincu
nesil genislemis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler enterobakteri kaynakli
infeksiyonlarin tedavilerinde 1980’li yillarda kullanilmaya baslamistir. Bir miiddet
sonra E. coli ve K. pneumoniae tirlerinde SHV-tipi ve TEM-tipi beta-laktamaz
kodlayan genlerin mutantlar1 tespit edilmistir. Bu durumu takip eden 20 yil i¢inde
GSBL-iireten enterobakterler basdondiirii bir hizla yayilmis ve g¢esitlenmislerdir

(Canton ve Hawkey 2006).

Asil siirpriz Enterobacteriaceae familyasinin bir {iyesi olan c¢evresel kaynakli
Kluyvera suslarindan E. coli ve K. pneumoniae tiirlerine genis spektrumlu plazmidin
aktarimi sayesinde CTX-M-tipi yeni bir beta-laktamazin gelismesidir. Bu tip beta-
laktamazlar ilk olarak 2000°1i yillarda Hindistan’da tespit edilmis, E. coli suslarinin
%60’1nda goriilmiis ve kisa zaman iginde 50’yi agkin alleli bulunmustur. CTX-M-tipi
beta laktamazlar yakin akrabalarindan ¢ok daha hizli yayilmig ve Diinya’nin
neredeyse insan ayagl degmemis Antartika bolgesine kadar ulagsma basarisi
gostermistir. Giiniimiize gelindiginde GSBL-iireten bakterilerin es zamanli ¢oklu
diren¢ sergiledikleri anlagilmistir. Bilim Diinyas1 bu kezde c¢oklu direng gdsteren
enterobakterlere karsi karbapenemleri gelistirmistir. Bu seferde ayn1 dongii devam

ederek, karbapenemlere kars1 karbapenamaz enzimi ortaya ¢ikmistir (Hawkey 2008).

Antibiyotik direncliligin sebep oldugu mali yiikler yalnizca morbidite, mortalite ve
tedavinin basarisizligr ile smurli kalmamaktadir. Bunlarin yaninda aslinda daha
biyiikk kiilfet gelisimi ve yayilmasini Onlemek igin alinacak tedbirlerden
dogmaktadir. Baslica giderler karantina ve ¢apraz bulasmalar1 engelleyecek biyolojik
tedbirler, famasotik gelistirmeler, egitim ve bilinglendirme faaliyetleri, yeni
diizenleyici yonetmelikler olusturulmasi, karantina ile capraz hastane bulagmalarini
Onleyecek tedbirlerdir. Tim bu gider kalemleri maliyetlendirilmeleri son derece zor

olan detaylardir.

Avrupa Birliginde yapilan bir anket, insanlarin %53’Unun antibiyotiklerin virtslere
ve gribal infeksiyonlara kars1 etkili olduklarina inandiklarint géstermistir (Carlet ve
ark. 2012).
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Bu durum bilingsiz antibiyotik kullanimina ne kadar uygun bir ortam oldugunu
gostermesi bakimindan ayrica 6nem tagimaktadir. Tiirkiye’de antibiyotik ajanlarin
dogru kullanimi1 saglayacak teknik personel saysinin diger iilkelerden az olmasi
sebebiyle, direngliligin 2,5 kat daha yiiksek goriildiigii rapor edilmistir (Olivier ve
ark. 2010).

Antimikrobiyal direng ABD’ne her yil 400 milyon ila 18,6 milyar $ arasinda mali
yuk getirmektedir. Gliney Afrika’da tedavi basina duyarl tiiberkiiloz mikrobu i¢in 35
$ harcanirken, direncli tliberkiiloz mikrobuna kars1 4.300 $ harcanmaktadir. Peru’lu
yetkililer duyarli tiiberkiiloz tedavisi 267 $ olurken, coklu diren¢ gosteren
tiiberkiilozun tedavisi yaklasik 8.000 $ yik getirmektedir (Okeke ve ak. 2005).

Her y1l Avrupa’da 25.000 ve ABD’de 19.000 kisinin direncli mikroorganizmalarin
sebep olduklar1 infeksiyonlar sebebiyle &ldukleri bildirilmistir. Coklu direng
Ozellikleri gosteren bakterilerin saglik giderlerinde yol agtiklart maliyetin Avrupa’da
1,5 milyar Euro (Carlet ve ark. 2012) ve ve ABD’de 2013 yil1 itibariyle 50 milyar $
oldugu tahmin edilmektedir (Huttner ve ark. 2013).

Antibiyoiklere karsi diren¢ gelisimi bu hizla devam ederse, 2050 yili sonunda
yaklastk 100 milyon insanin direngli bakterilerin sebep olduklari infeksiyonlar
sebebiyle 6lecekleri ve Ulkelere getirecegi toplam mali yiikiin 100 trilyon $’1 asacag:
ongorulmektedir (O’Neill 2014; WHO 2014).

Turkiye icin direncli mikroorganizamalar sebebiyle ekstra mali yiik 2007 yil1 bazinda
7,3 milyon Euro olarak tahmin edilmistir. Ancak, bu bilginin iginde gidalarin katkis1
hakkinda veriler bulunmamaktadir (de Kraker ve ark. 2011).

Bu arastirmada 6ne ¢ikan baglica sonuglar ve oneriler asagida sunulmustur:

e incelenen gidalardan izole edilen enterobakteriler genislemis spektrumlu
beta-laktamazlar1 kodlayan ve transfer edilebilen blargm, blactx-m ve blasyy
mobil genetik elemanlara konak gorevi yapmaktadirlar. TEM-tipi ve CTX-M-
tipi genler frekanslar1 en yaygin genotipik elemanlardir. blatem ve blacrx-m
ortak bulunma paterni yiiksektir. En yaygin CTX-M-tipi alleleri CTX-M-1 ve
CTX-M-8’dir. Genotipik dagilim Diinya’daki diger bulgular ile Ortiisen
benzerlikler gostermistir. Tiirkiye agisindan gida kanakli GSBL-kodlayan
genlerin hastane ve toplumsal kaynakl olanlar ile

benzerliklerinin/farkliliklarinin molekuler incelemeleri yapilmalidir.

79



Hayvansal kaynakli gidalar direngli enterobakteri tlrleri ve direngten sorumlu
genleri icin potansiyel rezervuar gorevi yapmaktadir. Bu nedenle, hastane ve
toplumsal kaynaklar disinda, gidalar da bla-genlerin yayilmalarinda 6nemli
roller oynamaktadirlar.

Diren¢ kodlayan genlerin benzer ve farkli tiirler arasinda aktarilabilmeleri
beta-laktamaz {ireten enterobakterilerin yayilmalarin1 6nlemede en ciddi
engeldir.

Endiistriyel gida amagh hayvan yetistiriciliginin fayda-cikar iligkisinden ¢ok;
insan  saghgint  koruyacak sekilde sirdiiriilmesi, etraflica tekrar
degerlendirilmesi ve diizenlemeler yapilmas1 gerekliligi anlagilmistir.
Diinya’da gida kodeksleri gidalarin mikrobiyal bulagmalarini kontrol amaglh
standartlar belirlemesine karsin antibiyotiklere direncli
mikroorganizmalardan bahsetmemektedir. Bu nedenle gida giivenligi ve halk
saghg acisindan gida kodekslerine antibiyotiklere karst  direngli
mikroorganizmalarinda tespitinin ilave edilmesi gerekmektedir.

Gida teknolojileri firsatgr veya patojen mikroorganizmalarin gidalarda
varliklarin1 ortadan kaldirmaya doniik islemler uygulamaktadir. Ancak, bu
teknolojiler direngten sorumlu genetik materyali ortadan kaldirmamaktadir.
Bu sebeple, gida teknolojilerinde ileri miihendislik c¢aligmalar1 yapilmasi
gerekmektedir.

Gida Miihendisligi agisindan, gida giivenligi arastirmalarinda molekiiler
yontem kullanimlarinin yayginlastirilmasi, saglik ve yasam bilimleri ile
disiplinleraras1 lisansiistii ¢alismalariin  tesvik edilmesi  gerekliligi
gorilmiistiir.

Gida giivenligi agisindan direngli bakteriler ve diren¢ kodlayan genetik
elemanlarin farkli gidalarda hizli ve kesin tespitine olanak verecek duyarlilik
ve Ozgilligi yiiksek genotipik (molekiler) yontemleri gelistirilmeli veya

kullanimi1 yayginlastirilmalidir.

Sonug olarak, bazi hayvansal kaynakli gidalardan elde edilmis enterobakterilerde

genislemis spektrumlu beta-laktamazlar1 kodlayan bla-genlerin varliklari, gidalarin

direng genetiginden sorumlu bu tir DNA materyallerin yayilmalarinda rol

oynadiklari, tlketiciler agisindan gida giivenligi ve halk sagligi bakimindan tehdit

olusturduklar1 kanitlanmaistir.
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