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OZET

Gumiis B. (2015). Kopek ve kedi diskilarinda genislemis spektrumlu beta laktamaz ve
AmpC beta laktamaz iireten Escherichia coli’nin prevalansmin belirlenmesi. Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismada, Istanbul ilinde saglikli kopek ve kedi diskilarinda, genislemis spektrumlu
beta laktamaz (GSBL) ve/veya AmpC beta laktamaz iireten Escherichia coli’nin
prevalans: ve beta laktamaz genlerinin belirlenmesi amaglandi. 192 koépek ve 192 kedi
diskr 6rnegi 1 mg/L sefotaksim igeren MacConkey agara ekildi. GSBL ve AmpC beta
laktamaz pozitifligi tarama ve dogrulama testleri ile fenotipik olarak tespit edildi.
Fenotipik olarak pozitif oldugu belirlenen izolatlarda TEM, SHV, OXA-10, PER-2,
CTX-M ve alt gruplar1 ile AmpC genlerinin (CIT, FOX, MOX, EBC, ACC, DHA)
varligi PCR ile arastirildi. GSBL iireten E.coli prevalansi genotipik olarak kopeklerde
%20,3 (n=39) ve kedilerde %8,3 (n=16); AmpC iireten E.coli prevalansi kopeklerde
%3,7 (n=7) ve kedilerde %0,6 (n=1) bulundu. GSBL ve/veya AmpC beta laktamaz
tireten E.coli'nin kopek izolatlarinda, sirasiyla; blaCTX-M Grup 1 (n=39), blaTEM
(n=21), blaCIT (n=5), blaSHV (n=2) ve blaMOX (n=1) genlerini igerdigi belirlendi.
Kedi izolatlarinda, sirasiyla; blaCTX-M Grup 1 (n=13), blaTEM (n=11), blaCTX-M
Grup 9 (n=3) ve blaSHV (n=2) genlerini igerdigi belirlendi. Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda, GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli'nin kopeklerde fekal kolonizasyonun
onemli oldugu (p<0,001), cinsiyet ve geg¢misinde antibiyotik kullaniminin &nemli
olmadig1 bulundu. Bu ¢alisma ile Istanbul’da saglikli eslik¢i hayvanlarda GSBL ve
AmpC beta laktamaz iireten E.coli varligi ilk defa ortaya kondu ve kopege ait bir E.coli
izolatinda daha Once insanlarda bildirilmigs fakat hayvanlarda diinya c¢apinda
bildirilmemis olan blaMOX geni ilk kez belirlenmistir. Veteriner hekimlik alaninda
antibiyotik direncine iliskin risk faktorlerinin degerlendirildigi siirvey c¢alismalarina
ihtiyag oldugu, etkili kontrol 6nlemleri ile direng gelisiminin sinirlandirilmasina yonelik
¢ozlim Onerilerinin gelistirilmesi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: GSBL, AmpC beta laktamaz, MOX, eslik¢i hayvanlar

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 25490
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ABSTRACT

Gumus B. (2015). Determination of extended-spectrum beta lactamase (ESBL) and
AmpC beta lactamase producing Escherichia coli prevalence in fecal samples of dogs
and cats. istanbul University, Institute of Health Science, Microbiology Depatment.
Doktora Tezi. Istanbul.

The aims of this study were investigate the prevalence and genes of extended-spectrum
beta lactamase (ESBL) and/or AmpC beta lactamase producing Escherichia coli from
feces of healthy dogs and cats in Istanbul. Fecal samples of dogs (n=192) and cats
(n=192) were collected and cultured on MacConkey agar plates containing 1 mg/L
cefotaxime. ESBL and AmpC positivity were phenotypically detected by monitoring
and confirmation tests. TEM, SHV, OXA-10, PER-2, CTX-M with subgroups and
AmpC genes (CIT, FOX, MOX, EBC, ACC, DHA) were investigated by PCR.
Prevalence of ESBL producing E.coli was demonstrated 20.3% (n=39) in dogs and
8.3% (n=16) in cats; AmpC producing E.coli 3.7% (n=7) in dogs and 0.6% (n=1) in
cats. Canine isolates contained, respectively; blaCTX-M Group 1 (n=39), blaTEM
(n=21), blaCIT (n=5), blaSHV (n=2) and blaMOX (n=1). Feline isolates contained,
respectively; blaCTX-M Group 1 (n=13), blaTEM (n=11), blaCTX-M Group 9 (n=3)
and blaSHV (n=2). Association fecal colonisation of ESBL and/or AmpC producing
E.coli in dogs was found statistically significant (p<0.001). Sex and the history of
antibiotic treatment were found insignificant. In this study, the presence of ESBL and
AmpC producing E.coli from healthy companion animals in Istanbul was determined
and one canine E.coli isolate harboured blaMOX AmpC gene, which has been
previously reported in humans but not been reported in animals in worldwide for the
first time. The survey studies in veterinary medicine, which evaluated risk factors
related to antibiotic resistance and solutions to limit the development of resistance with
effective control measures are need to be developed.

Key Words: ESBL, AmpC beta lactamase, MOX, companion animals

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 25490



1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda antibiyotiklere karsi direng sorununa, hayvanlar ve insanlar arasinda
direncli suslarin yayilma riski, direngli bakterilerden ileri gelen hastaliklarin varlig1 ve
artan tedavi masraflar1 nedeniyle biliyilk ©6nem verilmektedir. Antibiyotiklerin
hayvanlarda yaygin kullaniminin, genislemis spektrumlu [-laktamazlar (GSBL) ve
AmpC gibi antibiyotik diren¢ genlerinin olusumuna yol agabilecegi ve direngli suslarin
besin zinciri, direkt temas ya da kontamine su kaynaklari ile topluma yayilabilecegi

vurgulanmistir (EFSA, 2011).

B-laktam antibiyotikleri inaktive eden GSBL ve AmpC B-laktamazlar plazmidik
ozellikleri ile bakteriler arasinda aktarilabilmektedirler. Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. gibi tiirler en sik B-laktamaz iireten mikroorganizmalar arasinda yer
almaktadir. B-laktamaz inhibitorlii antibiyotik kombinasyonlarin klinik kullanima girmesi
ile plazmid kontrolinde AmpC p-laktamaz sentezleyen mikroorganizmalarda artis
gozlenmeye baslanmistir (EFSA, 2011; Li ve ark. 2007).

Ulkemizde 6zellikle insanlarda bu konu iizerinde énemle durulmakta olup, halen
caligmalar devam etmektedir. Ancak, insanlarla birlikte yasamalar: ve aile bireylerinden
kabul edilmeleri nedeniyle "eslik¢i hayvan" olarak nitelendirilen kopek ve kedilere ait bir

aragtirma mevcut degildir.

Bu c¢alismada Istanbul ilinde kopek ve kedi diskilarinda GSBL ve AmpC B-

laktamaz tireten E.coli varliginin ve prevalansinin ortaya konulmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. p-laktam Antibiyotikler

2.1.1. p-laktam Antibiyotiklerin Siniflandirmasi

B-laktam grubu antibiyotikler dort tiyeli B-laktam halkasindan olugmaktadir.
Gruplar i¢inde yan zincir modifikasyonlar1 farkli B-laktam antibiyotik gruplarini ve farkl
farmakokinetik o6zellikleri olusturmaktadir. Bakteri spektrumuna (dar ya da genis),
aktivite tipine (bakterisit ya da bakteriostatik) ve en yaygimi kimyasal yapilarina gore
(penisilinler, sefalosporinler, B-laktamaz inhibitor kombinasyonlari, monobaktamlar,

karbapenemler) birgok siniflandirma yapilmistir (Murray ve ark. 2005).

1. kusak sefalosporinler (dar spektrumlu); sefazolin, sefalotin, sefapirin. Gram

pozitif bakterilere iyi, Gram negatif bakterilere orta derecede etkilidirler.

2. kusak sefalosporinler (genis spektrumlu); sefonisit, sefuroksim, sefamisinler,

sefoksitin, sefotetan. Anaerob bakterilere daha fazla etkilidirler.

3. ve 4. kusak sefalosporinler (genis spektrumlu); sefaperazon, sefotaksim,
seftazidim, seftriakson, sefepim. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi
etkilidirler (Murray ve ark. 2005).

Karbapenemler; imipenem, doripenem, ertapenem, meropenem. Diger f-
laktamlara gore daha genis spektruma sahiptirler. Genellikle hastane ortaminda direng
kazanmig Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii izolatlarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Livermore ve Woodford, 2006). Metisilin direnc¢li stafilokok ile

Enterococcus faecium harig tiim bakterilere etkilidir (Yang ve Guiglielmo, 2007).

B-laktamaz inhibitér kombinasyonlari; klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam.
Tek basmna zayif etkili olup, penisilin ve sefalosporinlerle kombine kullanildiginda
sinerjik etki gostererek geri doniisiimsiiz olarak p-laktamazlari inaktive ederler (Bonomo
ve Rice, 1999).

Monobaktamlar; aztreonam. Gram negatif bakterilere etkilidir (CLSI, 2013).



2.1.2. p-laktam Antibiyotiklerin Diren¢ Mekanizmalari
B-laktam antibiyotikler, bakterilerin dis membraninda bulunan penisilin baglama
proteinlerine (PBP) etkiyerek, peptidoglikan sentezinin son asamasini durdurur ve

gelismekte olan bakterilerin hiicre duvar1 gelisimini 6nler (Livermore, 1995).

B-laktam antibiyotiklere karsi olusan direncin PBP'nde olusan degisikliklere,
permeabiliteye ve B-laktamaz enzimlere bagli olarak ti¢ sekilde gerceklestigi bildirilmistir
(Li ve ark. 2007).

1) PBP’nde olusan degisikliklere bagh direnc

B-laktam antibiyotiklerin hedef bolgesine ait degisiklikler, genellikle antibiyotigin
aktivite gosterdigi spesifik gen bolgesinde, PBP’yi kodlayan genlerdeki nokta
mutasyonlar1 sonucu gelisir. Antibiyotik ve hedef bolgenin baglanma affinitesi azalir. Bu
mekanizma Gram pozitif bakterilerdeki p-laktam direncinden sorumludur; 6rnegin,
PBP2a kaynakli metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve PBP5 kaynakli
direngli Enterococcus spp. (Li ve ark. 2007).

Gram negatif bakterilerde, PBP’ne bagli diren¢ nadiren goriilir. Ancak
Haemophilus influenza ve Neisseria spp. gibi Gram negatif bakterilerde PBP degisimine
bagli direng goriilebilmektedir (Antignac ve ark. 2001).

2) Permeabiliteye bagh direnc

Hiicre duvarinin gecirgenligine ait degisikliklerdir. Dig membran porin degisimi

veya aktif pompa (efluks) sistemine bagl gerceklesir.
a. D1s membran porin degisimine bagh direng

Hiicre duvarindan molekiillerin girisi; molekiillerin akim yiikii, sekil ve boyutuna
gore porinler tarafindan belirlenir. Porinlerde fonksiyon kaybi ile sonuglanan mutasyonlar
antibiyotik direncine neden olur. Ornegin, D2 porin kayb1 P.aeruginosa’da imipenem
direncine neden olmaktadir (Livermore, 1992). E.coli’de, OmpF, OmpC ve OmpE'nin
antibiyotik direnci ile iliskili oldugu bildirilmistir (Nikaido, 2003).

Porin kaybmin tek basina B-laktam direncine yol a¢gmasinin nadir oldugu,
genellikle direng olusumunda porin kaybmna ek olarak aktif efluks sistemi veya [3-

laktamaz tiretimi gibi ikinci bir mekanizmanin yer aldig belirtilmistir (Livermore, 1991).



b. Aktif efluks (pompa) sistemlerine bagh direng

Aktif efluks sistemlerine bagli direng, dis membran porin degisikligi ve/veya
AmpC p-laktamaz iiretimi gibi ikinci bir mekanizma ile birlestigi durumlarda
goriilmektedir. Ornegin, P.aeruginosa hiicresel membran kompozisyonuna bagl olarak

penem antibiyotiklere dogal direng igermektedir (Okamoto ve ark. 2001).
3) p-laktamaz enzimlerine bagh diren¢

B-laktamaz enzimler, [-laktam halkasin1 hidrolize ederek, substrati olan
antibiyotiklerle kompleks bir iiriin olusturur ve boylece B-laktamlar: etkisiz hale getirirler
(Livermore, 1995).

Gram negatif bakterilerde B-laktam direncinde baskin mekanizma, kromozom
veya plazmid ile kodlanan B-laktamazlarla inaktivasyondur (Bush ve ark. 1995;
Livermore, 1995). Bugiine kadar 400'den fazla B-laktamaz rapor edilmis ve yeni B-

laktamazlar hizla gelismeye devam etmektedir (Jacoby ve Munoz-Price, 2005).

B-laktamazlara gesitli siniflandirmalar uygulanmistir: Ambler Siniflandirma; A,
B, C, D ve Bush Simiflandirma; tercih ettikleri substratlara ve inhibitor profillerine gore
alt gruplara ayrilmigtir (Bush ve ark. 1995). Bush ve Jacoby (2010) tarafindan, ana
gruplarin her birinin ¢ok sayida yeni alt gruplart olacak sekilde, enzim aktiviteleri ve
Substratlarina gore: Grup 1 sefalosporinazlar (C smifi); Grup 2 genis spektrumlu
sefalosporinazlar, inhibitér kombinasyonu, GSBL ve serin karbapenemaz (siniflar1 A ve
D); grup 3 metallo-B-laktamazlar (B sinifi) seklinde smiflandiriimistir. Ozellikle Gram
negatif bakteriler temel alinarak, B-laktamazlarin klinik 6nemlerine gore siniflandirilmasi
Tablo 2-1’de verilmistir (Bush ve Jacoby, 2010).

B-laktamlara direng, P-laktamazlarin substrat/inhibitdr profili tarafindan
belirlenmektedir. Ornegin, 3. kusak sefalosporinlere direnclilik, C smifi AmpC B-
laktamazlar ile, A sinifi GSBL'ler ile (6rnegin TEM veya SHV tiirevleri ve CTX-M ailesi
gibi), D smift OXA GSBL'ler ile veya A sinifi ya da B sinift karbapenem hidrolize eden
B-laktamazlar ile ¢esitli yollardan kazanilabilir. Bu yiizden yeni gelistirilecek olan f3-
laktam ajanlarin B-laktamaz aktivitesine karsi stabil yapida olmasi gerekmektedir
(Bradford, 2001).



Tablo 2-1: Gram negatif bakteriler dikkate ahinarak, p-laktamazlarin klinik 6nemlerine

gore siniflandirilmasi

Ambler Fonk5|y(énel . Substrat tercihleri ve inhibitor - .
Simifi grup yada Enzim profilleri Ornek enzimler
alt gruplar*
A 2b TEM, SHV | Penisilinler, sefalosporinler (B-laktamaz | TEM-1, -2, -13, SHV-1, -11,
inhibitorlerine duyarli) -89
2be TEM, SHV | Genislemis spektrumlu sefalosporinler, | TEM-3, -7, -10, -12, -26,
(GSBL) monobaktamlar (B-laktamaz SHV-2, -3, -115
inhibitorlerine duyarli)
2br TEM, SHV | Penisilinler (B-laktamaz inhibitérlerine | TEM-30, -31, -163, SHV-10,
(IRT/IRS) direngli) -72, -84, -107
2ber TEM Genislemis spektrumlu sefalosporinler, | TEM-50, -158
(CMT) monobaktamlar (B-laktamaz
inhibitorlerine direncli)
2f GES Karbapenem, oksiimino-p-laktam ve GES-2’den GES-17’ye
sefamisin hidrolizinde artis (B-laktamaz
KPC inhibitorlerine degisken direnc) KPC-2’den KPC-11’¢
SME SME-1’den SME-3’e
B 3a IMP Monobaktamlar hari¢ karpabenemlere IMP-1’den IMP-30’a
(MBL) genis spektrumlu hidroliz (B-laktamaz
VIM inhibitorlerine direngli) VIM-1’den VIM-30’a
NDM NDM-1’den NDM-6’ya
C 1 CMY Sefalosporinler, sefamisinler (- CMY-1’den CMY-72’ye
(PMAB) laktamaz inhibitorlerine direngli)
DHA DHA-1’den DHA-8’¢
le CMY Sefalosporinler, sefamisinler ve GC1, CMY-10, -19, -37
(ESAC) seftazidime artan hidroliz (B-laktamaz
inhibitdrlerine direngli)
D 2d OXA Kloksasilin (B-laktamaz inhibitorlerine OXA-1, -2, -10
degisken direng)
2de OXA Kloksasilin, genis spektrumlu OXA-11, -14, -15
(GSBL) sefalosporinler (B-laktamaz
inhibitorlerine degisken direnc)
2df OXA Kloksasilin, karbapenemler (B-laktamaz | OXA-23, -24, -51, -58
(CHDL) inhibitorlerine degisken direnc)

*Alt gruplar 2a, 2c, 2ce, 2e ve 3b klinik olarak sik karsilagilan enzimlerden olmadigi i¢in tabloda bulunmamaktadir.
GSBL: genislemis spektrumlu B-laktamaz, IRT/IRS: sirasiyla, inhibitér direngli TEM/SHV, CMT: kompleks mutant
TEM, MBL: metallo-B-laktamaz, PMAP: plazmid-aracili AmpC B-laktamaz, ESAC: genislemis spektrumlu AmpC
sefalosporinaz, CHDL.: karbapenem-hidrolize sinif D f3-laktamaz.

Enterobacteriaceae familyasinda f-laktamlara direng, PB-laktamaz {iretiminin
kromozomal veya plazmid tarafindan kodlanmasi ile olusmaktadir. Genis spektrumlu p-
laktamlara kars1 direng; GSBL, AmpC ve metallo-p-laktamazlar gibi genis spektrumlu p-
laktamazlarin tiretimine bagl gelismektedir. GSBL’ler sefamisin ve karbapenemlere karsi
aktif olmayip ve klavulanik asit gibi B-laktamaz inhibitérleri ile inaktive edilebilirler.
AmpC B-laktamazlar ise klavulanik asit ile inhibe edilmezler ve sefepim ve karbapenem
hari¢ genellikle tiim B-laktamlara direnclidirler. Metallo-pB-laktamazlar aztreonam harig,

tim P-laktamlar1 inaktive edebilirler (Batchelor ve ark. 2005; Bradford, 2001).




Kromozomal mutasyonlar ve genetik aktarimlar B-laktam antibiyotiklere direng
kazaniminda etkilidir. Genellikle bakteriler farkli ortamlara uyum saglamak iizere
mutasyonlar gecirebilmektedirler (Martinez, 2009). Direnglilige ait gen transferi;
plazmidler, patojenite adalari, bakteriyofajlar, transpozonlar, integron ve IS elementleri
(insersiyon sekanslari) gibi gesitli mobil genetik elementler (MGE) ile gergeklesmektedir
(Normark ve Normark, 2002). Konjugatif plazmidlere ya da kromozomlara giris
yapabilme 6zellikleri bulunan transpozonlarin tasidigi antibiyotik direng genleri, direng

iletiminde en 6nemli unsurdur (Nordmann ve ark. 2009).

2.2. p-laktamazlar ve Tipleri

Enterobacteriaceac familyasinda p-laktamaz {iretimine bagh gelisen PB-laktam
direncinden sorumlu enzimler: (1) GSBL'ler (SHV, TEM ve CTX-M tipi), (2)
karbapenemazlar; A sinifi (K.pneumoniae karbapenemazlar [KPC tipi]), B sinifi (VIM,
IPM ve NDM tipleri gibi metallo-B-laktamazlar [MBL]), D sinifi oksasilinazlar (OXA-
48-benzeri) ve (3) plazmid kaynakli AmpC B-laktamazlar (CMY tipi) (Jacoby ve Munoz-
Price, 2005).

2.2.1. Genislemis Spektrumlu p-laktamazlar ve Tipleri

GSBL’ler, genis spektrumlu sefalosporinler (seftazidim veya sefotaksim),
penisilinler ve aztreonama kars1 hidrolitik aktivitesi bulunan, sefamisinlere (sefoksitin) ve
karbapenemlere etkili olmayan ve klavulanik asit gibi B-laktamaz inhibitorleri ile inhibe

edilen enzimlerdir (Livermore, 2008).

2.2.1.1. TEM Tipi p-laktamazlar

[lk TEM tipi, 1965 yilinda, Atina'da bulunan Temoneira isimli bir hastaya ait
penisilin ve 1. kusak sefalosporinlere direngli E.coli susundan izole edilmistir (Datta ve
Kontomichalou, 1965). 1980°li yillarda TEM-1, -2 ve -13 gibi mutantlar1 kesfedilmigtir
(Paterson ve Bonomo, 2005). Bazi TEM tiirevlerinin, B-laktamaz inhibitorlerine de
affiniteleri azaldigr bulunmus ve inhibitér direngli TEM (IRT) olarak adlandirilmstir.
TEM tiirevlerinin bazi mutantlar1 (CMT-1, -2, -3 ve -4) hem 3. kusak sefalosporinleri
hem de B-laktamaz inhibitorlerini hidrolize edebildigi tespit edilmistir (Fiett ve ark.
2000). 216 TEM tipi GSBL tespit edilmis ve bunlarin hepsi TEM-1 veya TEM-2

tiirevlerinin nokta mutasyonlari ile olusmustur (Jacoby ve Bush, 2014).



2.2.1.2. SHV Tipi p-laktamazlar

[lk SHV (siilfhidril degisken) tipi, 1970’li yillarda, penisilin ve 1. kusak
sefalosporinlere direngli Klebsiella pneumoniae susundan tanimlanmistir (Livermore,
2008). 1983 yilinda, Almanya'da, Klebsiella o0zaenae susundan sefotaksim ve seftazidimi
inaktive eden SHV-2 enzimi tamimlanmistir. TEM tipi GSBL’ler ile birlikte 1980°li
yillardan itibaren Enterobacteriaceae iiyelerinde 3. kusak sefalosporinlere direng
gelisiminden sorumlu olmuslardir (Pitout, 2012). 182 SHYV tipi tespit edilmis ve bunlarin
hepsi SHV-1 ve SHV-2’nin tiirevleridir (Paterson ve Bonomo, 2005).

2.2.1.3. CTX-M Tipi p-laktamazlar

Ik CTX-M tipi, 1980'lerin sonunda, Miinih'te 4 aylik bir bebekte gelisen kulak
infeksiyonundan izole edilen E.coli izolatindan tanimlanmigtir (Bauernfeind ve ark.
1990). Bunun yani sira FEC-1 susu, 1988'de Japonya’da B-laktamlarla ilgili laboratuvar
deneyleri yapilan bir kopegin diskisinda izole edilen E.coli izolatinda da belirlenmistir
(Matsumoto ve ark. 1988). TEM ve SHV tipi GSBL'lerin aksine CTX-M tipi enzimler,
mevcut enzimlerin mutasyonu sonucu degil, Kluyvera sp.’ye ait B-laktamazlarin gen
transferi ile ortaya ¢ikmiglardir (Pitout ve ark. 2004a). CTX-M tipi GSBL’ler, 2000'lerin
basindan itibaren TEM ve SHV tipi enzimlerden daha baskin sekilde, Enterobacteriaceae
familyasinda genis spektrumlu sefalosporin direncinden sorumlu olmaya baslamislardir.
Filogenetik ve tanimlanma sirasina gore 5 sinifa ayrilir: CTX-M Grup 1, CTX-M Grup 2,
CTX-M Grup 8, CTX-M Grup 9 ve CTX-M Grup 25 (Woodford ve ark. 2006). 150
CTX-M tipi tespit edilmistir (Jacoby ve Bush, 2014). Bugiine kadar tanimlanmis 6nemli
CTX-M enzimlerinin ait oldugu gruplara gore siniflandirmasi Tablo 2-2’te verilmistir
(Bonnet, 2004; Novais ve ark. 2008).

Tablo 2-2: CTX-M enzim ailesinde simflandirilan gruplar ve alt gruplari

CTX-M Grup1: -1,-3,-10, -12, -15, -22, -23, -28, -29, -32, -33, -42, -52, -53, -54, -55, -58, FEC-1
CTX-M Grup 2:  -2,-4,-5, -6, -7, -20, -35, -43, Toho-1

CTX-M Grup 8: -8

CTX-M Grup9: -9,-13,-14, -16, -17, -19, -21, -24, -27, Toho-2

CTX-M Grup 25: -25, -26, -41

2000 yilindan bu yana, CTX-M tipi GSBL iireten E.coli’ler (6zellikle CTX-M-14
ve -15) diinya capinda idrar yolu ve kan dolasimi infeksiyonlarinda izole edilerek toplum

kaynakli saglik sorunlarina neden olmustur (Pitout ve Laupland, 2008).



2.2.1.4. OXA Tipi p-laktamazlar

OXA tipi B-laktamazlar, oksasilin-hidrolizasyon yeteneginden dolay1r bu ismi
almigtir. Genis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edemez ve GSBL olarak kabul
edilmezler. Bu kuralin istisnalart OXA-10 ve OXA-13’ten OXA-19’a kadar olan
tipleridir. OXA serisi enzimler i¢inde GSBL 6zelliginde olan, olmayan ve karbapenemaz
ozelliginde olan enzimler (OXA-48) bulunur. OXA tipi GSBL’lerin, TEM ve SHV tipi
tirevlerinden gelistigi  diisliniilmektedir. OXA tipi GSBL’ler 3. ve 4. kusak
sefalosporinleri inaktive ederler. Genislemis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki
Tiirkiye’de Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde yatan bir hastadan izole edilen
P.aeruginosa susunda tanimlanmistir (Hall ve ark. 1993). Daha sonra yine diinyada ilk
kez OXA-14, -15, -16 ve -17 tipi B-laktamazlar Tiirkiye’de izole edilen P.aeruginosa
suslarinda tamimlanmistir. Tiirkiye’de, OXA tipi enzimler Enterobacteriaceae iiyelerinde
de goriilmeye baslamigtir. Siklikla P.aeruginosa’da bulunmaktadirlar. En yaygini OXA-
1'dir ve E.coli suslarinin %1-10’unda bulunmaktadir (Paterson ve Bonomo, 2005;
Livermore, 1995; Danel ve ark. 1995).

2.2.1.5. Diger GSBL Tipleri

PER (Pseudomonas-genislemis direngli), VEB (Vietnam genislemis spektrumlu
B-laktamaz), BES (Brezilya genislemis spektrumlu), GES (Guyana genislemis
spektrumlu), TLA (Tlahuica Hintlileri), SFO (Serratia fonticola) ve IBC (integron
kaynakli sefalosporinaz) diger GSBL tiirleridir. Bu enzimler Enterobacteriaceae

tiyelerinde yaygin degildirler (Paterson ve Bonomo, 2005).

2.2.2. AmpC Tipi p-laktamazlar

AmpC {ireten izolatlar sefalosporinlere ve sefamisinlere kars1 aktivite gosterir, -
laktamaz inhibitorleri ile zayif inhibisyon gosterir ve kloksasilin ile inhibe edilirler.
AmpC B-laktamazlarin iiretimindeki artig, B-laktam (penisilin, 1. kusak sefalosporinler,
sefotaksim veya klavulanik asit) kullanimi veya enzim ekspresyonunu diizenleyen

genlerin mutasyonu sonucu gergeklesebilir (Jacoby, 2009).

Enterobacteriaceae iiyelerinde kromozomal AmpC [-laktamazlar, oksiimino-
sefalosporinler  (sefotaksim, seftazidim), 7-metoksi-a-sefalosporinler  (sefamisin,
sefoksitin, sefotetan) ve monobaktamlara (aztreonam) karsi direnglidir. Klebsiella spp.,
Salmonella spp. ve Proteus mirabilis’te kromozomal B-laktamaz eksikligi nedeniyle

plazmid aracili AmpC tipi -laktamazlar s6z konusudur (Jacoby, 2009).



E.coli, kromozomal genleri ile AmpC tipi B-laktamaz sentezleyebilmektedir.
E.coli’de az diizeyde kromozomal AmpC geni eksprese edilmesine ragmen, gen
duplikasyonlar1 ve mutasyonlart ile AmpC promotorii ya da atteniiasyon mekanizmalari
ile gen ekspresyon diizeyi artmaktadir. Bazi durumlarda, kromozomal kodlanmig AmpC
sefalosporinaz iireten sefamisin/sefalosporin direngli E.coli izolatlarindan tiirev alarak,

plazmid aracili B-laktamaz tiretimi gerceklesmektedir (Philippon ve ark. 2002).

Plazmid aracili AmpC iireten organizmalar ilk kez 1980'lerde bildirilmistir. Bu
enzimler (MOX, ACT, FOX, ACC ve DHA gruplari); Enterobacter spp., C.freundii,
Morganella morganii, Aeromonas spp. ve Hafnia alvei tiirlerinin kromozomal kodlu
AmpC sefalosporinazlarinin tiirevleridir ve B-laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe
edilmezler. Tipik olarak biiyiik plazmidler tarafindan kodlanan ¢oklu direncin bulundugu
ve terapotik ilag segeneginin ¢ok az oldugu antibiyotik direncinden sorumludurlar
(Philippon ve ark. 2002).

Bazi AmpC enzim tipleri E.coli’de, bazilar1 ise Klebsiella spp.’de siklikla
bulunmaktadir. EBC ve DHA enzimlerinin E.coli’de diisiik, Klebsiella spp.’de yiiksek
oranda bulundugu, CMY-2 enziminin ise tersine E.coli’de yiiksek, Klebsiella spp.’de
diistik oranda bulunduklar1 bildirilmistir (Coskun ve Altanlar, 2012a). MOX grubu
enzimler Klebsiella spp. izolatlarinda belirlenmeye baslanmis (Horii ve ark. 1993;
Raskine ve ark. 2002) ve sonrasinda E.coli izolatlarinda da goriilmustiir (Mohamudha ve
ark. 2012; Wassef ve ark. 2014).

2.2.3. Karbapenemazlar
Karbapenemazlar tige ayrilirlar: MBL tipi, KPC tipi ve OXA-48 tipi enzimler.

MBL tip, EDTA ile inaktive edilebilirler. Penisilin, sefalosporin, sefamisin ve
aztreonam disinda yalniz karbapenemler etkili olmaktadir. NDM-1 tiirevi, ilk kez 2008
yilinda Hindistan’a seyahat ge¢misi bulunan Isve¢ bir hastadan izole edilen E.coli ve
K.pneumoniae'de belirlenmistir (Yong ve ark. 2009). Hindistan'da, NDM tipi MBL iireten
organizmalar hastane dis1 ¢evrelerde de yayilma gosterdigi belirtilmistir. VIM (Verona
integrini kodlanmis metallo-p-laktamaz) ve IMP (imipenemaz) gibi diger MBL’lar

P.aeruginosa’da ve Acinetobacter tiirlerinde yaygindir (Pitout, 2012).

Aztreonam dahil olmak {izere tiim B-laktamlar1 hidrolize edebilen KPC tipleri,

genis spektruma sahiptir. Klavulanik aside karsi zayif inhibisyon gdosterir (Pitout, 2012).
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KPC enzimler Ambler Sinif A'da yer alir ve simdiye kadar 15 tip belirlenmistir (Jacoby
ve Bush, 2014). KPC tipi karbapenemazlar ilk kez 1990'larin sonlarinda identifiye
edilmistir. Daha sonra Israil, Latin Amerika, Cin ve Yunanistan’a yayilim gostermistir
(Nordmann ve ark. 2009).

OXA-48 tipi karbapenemazlar Ambler simf D’ye aittir (Pitout, 2012). ilk olarak
P.aeruginosa izolatlarindan izole edilmis ve giiniimiizde bir¢ok Enterobacteriaceae
iiyelerinde izole edilmektedir. Bu enzimler penisilin, sefalosporin ve karbepenemleri
hidrolize eder ve oksiimino-sefalosporin ve monobaktamlara karsi sadece fenotipik
diizeyde aktivite gostermektedir. OXA tipi karbapenemazlar E.coli ve K.pneumoniae
suslarinda, Tiirkiye, Kuzey Afrika ve Hindistan'da goriilmiistiir (Gulmez ve ark. 2008;
Poirel ve ark. 2012). OXA-48 tipi karbapenemazlara ait genler kromozom ve plazmid ile
kodlanabilmektedir. Ozellikle kromozom tarafindan kodlanan genlerin A.baumannii

izolatlarinda antibiyotik direncinde énemli rolii bulunmaktadir (Pfeifer ve ark. 2010).

Tablo 2-3°te GSBL, AmpC ve karbapenemazlarin genel 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2-3: GSBL, AmpC ve karbapenemaz enzimlerinin karakteristik ozellikleri

Ambler Ornekler Diren¢ Spektrumu Inhibitérler
siniflandirma
Sinif A TEM (TEM-1, 2 ve 13 hari¢ Penisilinler, Klavulanik asit,
digerleri), SHV (SHV-1 sefalosporinler, tazobaktam,
harig digerleri), CTX-M monobaktamlar sulbaktam
AmpC Sinif C CMY, FOX, ACT, MOX, Penisilinler, sefalosporinler, Kloksasilin,
ACC, DHA sefamisinler, monobaktamlar  boronik asit
Karbapenemazlar
MBL tipi Siif B NDM, VIM, IMP Penisilinler, sefalosporinler,  EDTA ve diger
sefamisinler, karbapenemler  metal selatorler
KPC tipi Simif A KPC Penisilinler, Klavulanik asit,
sefalosporinler, sefamisinler,  (zayif inhibisyon),
karbapenemler tazobaktam boronik
asit
OXA tipi Simf D OXA-48 Penisilinler, NaCl

karbapenemler
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2.3. Veteriner Hekimlikte B-laktam Antibiyotiklerin Kullanim Alanlari
Beseri hekimlikte antibiyotik tedavi stratejisi hastanin bireysel saglik durumuna
gore uygulanirken; veteriner hekimlikte, 6zellikle gida hayvanlarinda siirii igerisindeki

diger hayvanlar ve diger ¢iftlik hayvanlar1 gz 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Veteriner hekimlikte hayvan tiirlerinin ve yetistirme ortamlarinin ¢esitliligi,
infeksiyon etkenlerinin patojenite mekanizmalari ve karmasik epidemiyolojileri nedeniyle
antibiyotik direnci farklilik gostermektedir (Acar ve Moulin, 2012). Cesitli hayvan
patojenlerinin baz1 antibiyotiklere direngli oldugu bildirilmistir. Ornegin; sigir, domuz ve
kanatli hayvanlarda E.coli; sigirlarda Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica
ve domuzlarda Actinobacillus pleuropneumoniae ve Streptococcus suis infeksiyonlarinda
gelisen antibiyotik direnci, dogrudan hayvan sagligi ve hayvan refahini etkilemektedir

(Lee ve Maurer, 2000; Noble ve Allaker, 1992).

Hayvanlarda antibiyotik kullanimi, siirii icinde ve iilkeler arasinda, direncli
bakterilerin yayilmasina neden olmakta (McEwen ve Fedorka-Cray, 2002) ve kontamine
cevre ve su kaynaklari ile temas yoluyla (Chee-Sanford ve Aminov, 2001) ya da gida

kaynakl1 (Platell ve ark. 2011) insanlara bulagma olasilig1 bulundurmaktadir.

B-laktam antibiyotikler, veteriner hekimlikte en sik regeteye giren antibiyotikler
arasindadir. Tablo 2-4’te hayvan infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan B-laktam

antibiyotikleri listelenmistir (Li ve ark. 2007).

Tablo 2-4: Veteriner hekimlikte kullanilan p-laktam antibiyotikler

B-laktam gruplar: Veteriner hekimlikte kullanilan tiirleri

Penisilinler Ampisilin, amoksisilin, benzilpenisilin, kloksasilin,
hetasilin

Penisilin-p-laktamaz inhibitor Amoksisilin-klavulanik asit

kombinasyonu

1. kusak sefalosporinler Sefadroksil, sefapirin, sefaleksin, sefazolin

2. kusak sefalosporinler Sefaklor, sefamandol, sefonisit, seforanit, sefuroksim

3. kusak sefalosporinler Sefovesin, sefpodoksim, seftiofur, sefoperazon

4. kusak sefalosporinler Sefkuinom

Monobaktamlar Kullanim alanm yoktur

Karbapenemler Imipenem, meropenem
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Avrupa'da kii¢iik hayvan hekimliginde genis spektrumlu antibiyotiklerin siklikla
kullanildig1 bildirilmis olup, en yaygin kullanilanlarinin amoksisilin-klavulanik asit ve
amoksisilin gibi B-laktamlar oldugu belirtilmistir. 1. kusak sefalosporinler genellikle
kopeklerde kullanilmaktadir. Sefovesinin gelistirilmesine bagli 3. kusak sefalosporin
kullaniminin artis1 gelismistir. Linkozamitler, fluorokinolonlar, makrolitler, tetrasiklinler,
nitroimidazoller ve trimetoprim-siilfonamitler kiiglik hayvan hekimliginde rutin
kullanilan diger antibiyotiklerdir (EMA/CVMP/AWP, 2013). Karbapenemler B-laktamlar
arasinda, en genis antimikrobiyal aktiviteye sahip olup, hayvanlarda kullanilmak iizere
lisans almamasima ragmen eslik¢i hayvanlarda etiket disi kullanilmaktadir (Teale ve

Moulin, 2012).

Veteriner hekimlikte antibiyotik uygulamalarinda, florokinolon ile 3. ve 4. kusak
sefalosporin kullaniminin sinirlandirilmasi ve klinik vakalarda antibiyotik duyarlilik testi

ile dogrulanarak uygulanmasi tavsiye edilmektedir (EMA/CVMP/AWP, 2013).

B-laktam antibiyotiklerin kopek ve kedilerde klinik endikasyonlara gore tercihleri
Tablo 2-5’de verilmistir (Guardabassi ve ark. 2004).

Tablo 2-5: Kopek ve kedilerde p-laktamlarin klinik endikasyonlarina gore tercihleri

Klinik Belirti p-laktam kullanimu (1. tercih) B-laktam kullanimi (2. tercih)

Tekrarlayan Amoksisilin-klavulanik asit, 1. kusak

piyoderma sefalosporin

Deri yaralar1 Sefotaksim, sefaleksin

Sistit Aminopenisilin, sefotaksim, Amoksisilin-klavulanik asit,
stilfonamit/trimetoprim florokinolon, sefaleksin, metronidazole

Uriner sistem Amoksisilin Tetrasiklin

infeksiyonlari

Nefrit Amoksisilin Florokinolon

Akut peritonit Sefoksitin, sefotetan

Pnémoni Amoksisilin-klavulanik asit,

sefalosporinler, penisilin, tetrasiklin,
stilfonamit/trimetoprim

Osteomiyelit Amoksisilin-klavulanik asit,
sefalosporinler
Leptospirozis Penisilin, amoksisilin

Prostat Siilfonamit/trimetoprim Makrolit, linkozamit, florokinolon
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2.4. Eslik¢i Hayvanlarda p-laktamaz Ureten Mikroorganizmalar

2.4.1. p-laktamaz Ureten E.coli Izolatlar

Hayvanlarda ilk PB-laktamaz enzimi 1986’da Japonya’da CTX-M tipi FEC-1
(Fujisawa, E.coli-1) olarak tanimlanan, p-laktam antibiyotiklerin farmakokinetik
arastirmalarinda kullanilan bir laboratuvar kopeginin diskisindan izole edilen sefotaksim
direngli E.coli susundan tanimlanmistir (Matsumoto ve ark. 1988). Kisa bir siire sonra
Bauernfeind ve ark. (1989), Almanya'da insanlarda CTX-M-1 tipi E.coli susu bildirmis
ve sonraki siirecte insanlarda CTX-M tipi GSBL iiretimi diinya ¢apinda yayginlasmaya
baslamistir. 1998 yilinda Ispanya'da idrar yolu infeksiyonu bulunan bir kdpekten SHV-12
tipi GSBL iireten E.coli belirlenmis, klinik olarak kopeklerde GSBL iireten ilk izolat
kabul edilmistir (Teshager ve ark. 2000). Bu gelismeleri izleyen siirecte, Portekiz ve
Italya'da, kopeklerde o6zellikle TEM ve SHV tipi GSBL iireten E.coli raporlari
bildirilmistir (Feria ve ark. 2002; Carattoli ve ark. 2005). Mevcut caligmalar insanlara
oranla siirli sayida olsa da, benzer gelismelerin eslik¢i hayvanlarda da oldugu kabul
edilmektedir. Yaymlanma tarihlerine gore, eslik¢i hayvanlarda GSBL ve AmpC iireten
bakteri tiirleri, Ewers ve ark. (2012)’nin yaptigi ¢alismadan adapte edilerek, Tablo 2-6’da

verilmistir.

2.4.1.1. Saghkh Eslik¢i Hayvanlar

Sagliklr eslik¢i hayvanlara ait digski 6rneklerinde saptanan GSBL veya AmpC (-
laktamaz tireten E.coli sikligi %7 ile 20 arasinda tanimlanmistir (Smet ve ark. 2010).
Ozellikle CTX-M-1 tipi GSBL'ler, Avrupa'da kopeklerde kommensal E.coli ve Latin
Amerika’da kopek ve kedilerde kommensal E.coli’de tanimlanmistir (Costa ve ark. 2004;
Carattoli ve ark. 2005; Moreno ve ark. 2008). Italya'da saglikli kopeklerin digkisindan
CMY-2 iireten E.coli suslar1 izole edilmistir (Carattoli ve ark. 2005).

2.4.1.2. Hasta Eslik¢i Hayvanlar

Eslik¢i hayvanlarda; idrar yolu infeksiyonu (O’Keefe ve ark. 2010), deri
infeksiyonu, cerrahi miidehale sonrasi iyilesmeyen yara (Sidjabat ve ark. 2006), genital
infeksiyon (SVARM, 2009), solunum vyolu infeksiyonu (Sun ve ark. 2010),
gastrointestinal infeksiyon (Ewers ve ark. 2010), eklem hastaliklart (SVARM, 2009) ve
apse (Gibson ve ark. 2010) ile ilgili bolgelerden alinan klinik orneklerden, nekropsi
sonucu infekte organ ve bagirsak igeriklerinden (Carattoli ve ark. 2005) GSBL {ireten

bakteri izolasyonu gerceklestirilmistir.
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Tablo 2-6: Diinyada ilk p-laktamaz izolasyonundan giiniimiize saghkh ve hasta eslik¢i
hayvanlarda saptanan GSBL ve/veya AmpC iireten bakteri tiirleri, f-laktamaz
tipleri ve izolasyon yillari

Bakteri tiirii Hayvan Tiirii B-laktamaz tipi Yil Ulke
E.coli Kopek (S) FEC-1 (CTX-M tipi) 1986 Japonya (Matsumoto ve
ark. 1988)
E.coli Kopek (S) CTX-M-1; CMY-2 2001-2003 ijtalya (Carattoli ve ark.
2005)
E.coli Képek (S) CMY-2 2002 Kanada (Murphy ve ark.
2009)
E.coli Kedi (S) CTX-M negatif 2002 Kanada (Murphy ve ark.
2009)
E.coli Kedi (S) GSBL ve AmpC negatif 2003 Portekiz (Costa ve ark.
2004)
E.coli Kopek (S) CTX-M-1; OXA-30 2003 Portekiz (Costa ve ark.
2008)
E.coli Kopek (S) Fenotipik GSBL pozitif 2004 Kanada (Lefebvre ve ark.
2006)
E.coli Kopek (S) CMY-2 2005 Ingiltere (Wedley ve ark.
2011)
E.coli Kopek & Kedi (S) CTX-M-1,-14; PER-2 2006 Sili (Moreno ve ark.
2008)
E.coli (ST131) Kopek (S) CTX-M-1; TEM-52B 2009 Kenya (Albrechtova ve
ark. 2012)
E.coli Kedi (S) CTX-M-15 2009 Kenya (Albrechtova ve
ark. 2012)
Enterobacteriaceae Kopek & Kedi (S) Fenotipik GSBL pozitif 2010 Isvigre (Gandolfi-
Decristophoris ve ark.
2013)
E.coli Kopek (S) SHV-12 Japonya (Harada ve ark.
2011)
E.coli Kopek (S) CTX-M-1; CMY-2 Tunus (Sallem ve ark.
2013)
E.coli Kopek (S) CTX-M-1, -9, -15, -32; 2010-2011 Portekiz (Belas ve ark.
CMY-2; DHA-1 2014)
E.coli Kopek & Kedi (H/S) CTX-M-3, -9, -14, -15, -24, 2007-2008 Cin (Sun ve ark. 2010)
-27, -55, -64, -65; SHV-12
E.coli Kopek & Kedi (H/S) CTX-M-1, -14, -15; 2011-2012 Hollanda (Hordijk ve ark.
TEM-35, -52; CMY-2 2013)
Salmonella enterica  Kopek & Kedi & At (H) CTX-M grup I11; SHV?, 1999-2003 Amerika (Frye ve
TEM% CMY-2 Fedorka-Cray, 2007)
E.coli Kopek (H) SHV-12; CMY-2,-7; CIT;  1999-2007 Avustralya (Gibson ve
OXA-10 ark. 2010)
E.coli Kedi (H) CMY-2,-7 1999-2007 Avustralya (Gibson ve

ark. 2010)
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E.coli Kopek (H) CMY-7 2000-2001 Awvustralya (Sidjabat ve
ark. 2006)
Enterobacter spp. Képek (H) SHV-12; OXA-10; CMY-2 2001-2005 Avustralya (Sidjabat ve
ark. 2007)
E.coli Képek (H) TEM-1 (IRT) Portekiz (Pomba-Feria ve
Caniga, 2003)
E.coli Kopek & Kedi (H) CTX-M-14,-15; SHV-12 ~ 2004-2007 Amerika (O'Keefe ve
ark. 2010)
E.coli Kopek & Kedi (H) CTX-M-1, -15 2004-2006 Almanya (Schink ve ark.
2011)
E.coli Kopek & Kedi (H) CTX-M-15 2007-2008 Awvustralya (Platell ve
ark. 2011)
E.coli, S.enterica, Kopek & Kedi & At (H) CTX-M-1, -9, -14, -15; 2007-2009 Hollanda (Dierikx ve ark.
P.mirabilis, TEM-52; CMY-2, -39 2012)
C.freundii, E.cloacae
E.coli (ST131) Kéopek & At (H) CTX-M-15; SHV-12 2008-2009 Avrupa (Ewers ve ark.
2010)
E.coli Kopek & Kedi (H) CTX-M-14, -15, -24; 2008-2009 Amerika (Shaheen ve
SHV-3 ark. 2011)
C.freundii Kopek & Kedi & At &  CTX-M-1; SHV-12 2008-2010 Awvrupa (Ewers ve ark.
Muhabbet kusu (H) 2011)
E.coli Kopek & Kedi (H) CTX-M-15 2010-2011 fsvigre (Huber ve ark.
2013)

®Genetik olarak karakterize edilmeyen
S=Saglikli Hayvan; H=Hasta Hayvan

Hasta eslik¢i hayvanlarda, iriner sistem infeksiyonlarindan izole edilen E.coli
suslarinda GSBL varlig1 dikkat ¢gekmektedir (Dierikx ve ark. 2012; Huber ve ark. 2013).
Pensilvanya’da, kopek ve kedi iiriner izolatlarindan %7,3 oraninda CTX-M-15, -14 ve
SHV-12 iireten E.coli tespit edilmistir (O'Keefe ve ark. 2010).

Italya’da ve Almanya’da direng izleme ¢alismalarinda solunum yolu infeksiyonu
bulunan kopekten CTX-M-1 iireten E.coli tespit edilmistir (Carattoli ve ark. 2005; Schink
ve ark. 2011). Hollanda, Fransa, Danimarka, Almanya ve Ispanya'da bulunan hasta kopek
ve kedilerde siklikla CTX-M-15 iireten E.coli tespit edilirken, Amerika’da CTX-M-14, -
15 ve -24, SHV, TEM ve CMY-2 tespit edilmistir (Ewers ve ark. 2010; Shaheen ve ark.
2011).

Hasta kopeklerde izole edilen GSBL veya AmpC iireten E.coli izolatlarinin siklig1
%1,4 ile %19,4 arasinda seyretmektedir (Smet ve ark. 2010).

Tiirkiye'de, simdiye kadar, saglikli ya da hasta eslik¢i hayvanlarda GSBL ve/veya

AmpC iireten E.coli izolatlarina yonelik herhangi bir ¢calisma yapilmamustir.
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2.4.2. p-laktamaz Ureten Diger Enterobacteriaceae Uyeleri

Bugiine kadar, eslik¢i hayvanlarda E.coli disinda diger Enterobacteriaceae
tiyelerinde  GSBL enzimlerinin varligi Citrobacter spp. (Ewers ve ark. 2011),
Enterobacter spp. (Sidjabat ve ark. 2007), Klebsiella spp. (Vo ve ark. 2007) ve
Salmonella spp. (Frye ve Fedorka-Cray, 2007) izolatlarinda bildirilmistir.

2700 izolatin incelendigi Hollanda’da bir ¢alismada, eslik¢i hayvanlarda idrar,
yara, solunum, abdomen ve kemik infeksiyonlarindan CTX-M-1, -2, -14, -15, TEM-52 ve
CMY-2 tipi GSBL iireten S.enterica, P.mirabilis, E.cloacae ve E.coli tiirleri izole
edilmistir (Dierikx ve ark. 2012).

ABD’nde yapilan bir calismada, veteriner klinigi ve hayvan barimaklarinda
bulunan eslik¢i hayvanlarda gastrointestinal infeksiyon salgininda c¢oklu ilaca direngli

Salmonella Typhimurium izole edilmistir (Wright ve ark. 2005).

GSBL iireten Salmonella suslarinin yaratacagi riskin  6nemli oldugu
savunulmaktadir. ABD’de bir ¢alismada, Salmonella suslar1 arasinda seftiofur direnci,
kedilerde %9,8, atlarda %19,2 ve kopeklerde %20,8 bulunmus ve bunlardan CTX-M grup
[1l, SHV, TEM ve CMY -2 identifiye edilmistir (Frye ve Fedorka-Cray, 2007).

2.4.3. Enterobacteriaceae Uyelerinde Karbapenemaz Uretimi

Eslik¢i hayvanlardan izole edilen Gram negatif bakterilerde karbapenem direnci
nadiren goriilmektedir. Bir raporda P.aeruginosa’da fenotipik imipenem ve meropenem
direnci tanimlanmig olsa da genotipik direng mekanizmasi tespit edilememis, bu izolatlar
VIM ve IMP negatif bulunmustur (Pitout ve ark. 2012). Eslik¢i hayvanlarda MBL ile
ilgili ilk rapor, ABD’de 5 kopek ve 1 kedi kokenli E.coli susunda NDM-1 pozitifligidir
(Shaheen ve ark. 2013). Veteriner hekimlikte ilk OXA-48 iireten E.coli ve K.pneumoniae
suslart yakin zamanda tespit edilmis; bu izolatlar Almanya'da hastane infeksiyonu

bulunan 6 kdpekten izole edilmistir (Stolle ve ark. 2013).

2.5. Gida Hayvanlarinda B-laktamaz Ureten Mikroorganizmalar

Saglikli gida hayvanlarindan izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinde GSBL
varligi, AmpC varligindan daha fazla cesitlilik gostermektedir. Enterobacteriaceae
tiyelerinde GSBL varligi %0,2 ile %40,7 arasinda degismektedir (Smet ve ark. 2010).
Bazi GSBL tiirleri belirli iilkelere spesifite gostermektedir; Belcika’da TEM-106,
Tunus’ta CTX-M-8 ile SHV-5 ve Cin'de ¢esitli CTX-M enzimleri gibi (Smet ve ark.
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2008; Jouini ve ark. 2007; Tian ve ark. 2009). Belirli GSBL’lerin diinya ¢apinda yaygin
goriildiigi belirtilmektedir. Avrupa’da TEM-52 ve SHV-12 iireten Enterobacteriaceae
tiyeleri 6zellikle kanatli hayvanlardan izole edilmistir (Cloeckaert ve ark. 2007). CTX-M-
1, -2 ve -14 tipi GSBL'ler, bircok Avrupa iilkesinde ¢ogunlukla kanatli hayvanlar ile
iligkili olmustur. CTX-M-15 enzimi son zamanlarda kanatli hayvanlar ve domuzlardan

izole edilen E.coli’de tespit edilmistir (Brinas ve ark. 2003; Costa ve ark. 2009).

Gida hayvanlarinda kommensal Enterobacteriaceae iiyelerinde AmpC varligi
%0,01 ile %88,5 arasinda degigsmektedir. Bunlar arasinda CMY-2 tanimlanan en yaygin
enzimdir (Smet ve ark. 2010).

Klinik olarak gida hayvanlarmda ilk GSBL iireten E.coli, 2004’te Ingiltere’de
ishalli buzagidan elde edilmis ve bu susta CTX-M-14 enzimi tanimlanmistir. Ayni ¢iftlik
icinde yetiskin sigirlarda da ayni sus goriilmiistiir (Liebana ve ark. 2006).

AmpC enzimleri sigir ve domuza ait klinik Orneklerde Enterobacteriaceae
iiyelerinde tespit edilmistir. Gida hayvanlarinda klinik 6rneklerden izole edilen AmpC
tireten etkenlerin sikligr %0,3’den %77’ye degismektedir. AmpC’ler arasinda en yaygin
tir CMY-2’dir. Bir raporda DHA-1 enzimi bulunmustur (Rayamajhi ve ark. 2008).

Insanlarda ve gida hayvanlarinda ayn1 suslarin tespiti, gida hayvanlari ile temas ya

da gida yoluyla bulagmanin olas1 oldugunu gostermektedir (Dierikx ve ark. 2013).

Tiirkiye’de veteriner hekimlik alaninda GSBL ve/veya AmpC {ireten bakteriler ile
ilgili heniiz yeterli sayida ¢alisma bulunmamasina ragmen, Ding ve ark. (2012) ile Aksoy
ve ark. (2005)’nin yaptig1 ¢alismalarda sirasiyla mastit siipheli inek siitleri ve sigirlarin
rektum mukozasindan alinan Orneklerde fenotipik olarak GSBL incelemesi yapilmus,

fakat herhangi bir pozitiflige rastlanmamistir.

2.6. Diger Hayvanlarda p-laktamaz Ureten Mikroorganizmlar

Bugiine kadar domuz, sigir ve kanath hayvanlar gibi besi hayvanlarinda ve bu
hayvanlara ait et ya da ¢ig siit gibi gida iriinlerinde (Brinas ve ark. 2003); insanlarla
yakin iligkili at (Vo ve ark. 2007), muhabbet kusu (Ewers ve ark. 2011) ve tavsan (Brinas
ve ark. 2003) gibi evcil hayvanlarda; geyik, baykus, yirtict kus, tilki (Costa ve ark. 2006),
mart1 (Poeta ve ark. 2008), gocmen kaz (Middleton ve Ambrose, 2005) ve kahverengi
sican (Guenther ve ark. 2010) gibi vahsi hayvanlarda GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli

bulundugu bildirilmis ve yayilimi tartisilmistir.
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2.7. Insanlarda p-laktamaz Ureten Enterobacteriaceae Uyeleri

2.7.1. Saghkh insanlar

2000 yilindan bu yana saglikli insanlarda GSBL iireten Enterobacteriaceae
iiyelerinin fekal tagiyicilifini rapor eden yayinlarin sayisi hizla artmaktadir (Valverde ve
ark. 2004; Kaneko ve ark. 2005). Insanda E.coli’lerde rapor edilen GSBL’lerin en baskin
olan1 CTX-M ailesine ait CTX-M-9 enzimidir.

Saglikli insanlarin digski 6rneklerinde AmpC f-laktamaz {reten bakterilerde
agirlikli olarak CMY-2 enzimi belirlenmektedir (Pai ve ark. 2004; Su ve ark. 2005).

Tirkiye'de, Kiigiikbasmaci ve ark. (2009), 2008’de saglikli insanlarin diski
orneklerinde %84,4 oraninda GSBL iireten E.coli saptamigstir. GSBL fireten suslarin

%90,6’sinda blactx-m, %68,7’sinde blatem ve %34,3’linde blasyy geni belirlenmistir.

2.7.2. Hasta Insanlar
Diinyanin ¢esitli bolgelerinde, GSBL ve AmpC pB-laktamazlara hastane veya
toplum kaynakli insan izolatlarinda rastlanilmaktadir (Paterson ve Bonomo, 2005; Pitout

ve ark. 2005; Livermore ve ark. 2007; Jacoby, 2009).

Insan izolatlarinda TEM-52 ve SHV-12 tiirleri ilk kez Avrupa'da bildirildikten
sonra (Knothe ve ark. 1983; Arlet ve ark. 1994), ABD’nde TEM tipi ve CTX-M tipi
GSBL’ler diinya ¢apinda baskin hale gelmistir (Jacoby ve ark. 1988; Rice ve ark. 1996).

Birgok farkli CTX-M tipi diinya genelinde, oOzellikle iriner sistem
infeksiyonlarindan izole edilen E.coli’ler arasinda yayginlagsmistir (Pitout ve ark. 2005;
Doi ve ark. 2007; Livermore ve ark. 2007). Baz1 CTX-M enzimleri Avrupa iilkelerinde
baskin goriilmiistiir; Ispanya ve Portekiz’de CTX-M-14 ve -9 (Garcia ve ark. 2005;
Romero ve ark. 2005; Mendonca ve ark. 2007), Italya ve Fransa’da CTX-M-1 ve -15
(Livermore ve Hawkey, 2005; Carattoli ve ark. 2008) ve Ingiltere’de CTX-M-15
(Livermore ve ark. 2007) belirlenmistir. ABD'de, en yaygin CTX-M tipleri, sirasiyla,
CTX-M-15, -16, -8 ve -14 olmustur (Lewis ve ark. 2007; Hanson ve ark. 2008). Afrika ve
Asya kitalarinda triner sistem infeksiyonlari, nozokomiyal ve toplum kdkenli E.coli
izolatlarinda CTX-M-15, -14 ve diger CTX-M tipleri rapor edilmistir (Chmelnitsky ve
ark. 2005; Gangoue-Pieboji ve ark. 2005; Ho ve ark. 2005; Song ve ark. 2009).

GSBL ve AmpC B-laktamaz iireten insan izolatlarinin diinyadaki dagilimi, Ewers

ve ark. (2012) nin yaptig1 calismadan adapte edilerek, Tablo 2-7’de verilmistir.
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Tiirler B-laktamaz tipi izolasyon yili  infeksiyon tiirii Ulke

GSBL

Enterobacteriaceae SHV-12 1995-1998 Uriner sistem infeksiyonu, Kamerun
bakteriyemi (Gangoué-Piéboji

ve ark. 2005)

E.coli, K.pneumoniae, = TEM-3, -15, -19, -21, 1999 Uriner sistem infeksiyonu, Fransa (Arpin ve

P.mirabilis, Enterobacter -24; CTX-M-1; SHV-44 bakteriyemi, yara ark. 2003)

aerogens

E.coli CTX-M-9 1996-1999 Uriner sistem infeksiyonu, ispanya (Garcia ve
bakteriyemi, yara ark. 2005)

P.mirabilis SHV-5; CTX-M-13, -14; 1999-2002 Bakteriyemi Cin (Ho ve ark.

TEM-11 2005)
E.coli, K.pneumoniae CTX-M-9, -14; SHV-2,  1995-2003 Uriner sistem infeksiyonu, Ispanya (Romero
-4,-12; TEM-4, -20, -53 bakteriyemi, solunum yolu ve ark. 2005)
infeksiyonu
E.coli CTX-M-9, -14, -32; TEM- 2002-2003 Uriner sistem infeksiyonu ispanya (Brinas ve
52; SHV-12 ark. 2005)
E.coli CTX-M-1, -3, -9, -14, 2002-2003 Uriner sistem infeksiyonu ispanya
-15, -32; SHV-2, -12; (Rodriguez-Bano
TEM-4, -52, -116 ve ark. 2009)
E.coli, K.pneumoniae E.coli: CTX-M-14, -15,  2004-2005 Uriner sistem infeksiyonu ~ Tayland (Kiratisin
-27, -40, -55 ve ark. 2008)
K.pneumoniae: CTX-M
-3, -14, -15, -27, -55
E.coli CTX-M-15 2006 Uriner sistem infeksiyonu Italya (Carattoli ve
ark. 2008)
Salmonella spp. TEM-63, -131; SHV-12  2002-2003 Salmonelloz Giiney Afrika
(Kruger ve ark.
2004)
Salmonella spp. CTX-M-9, -10; SHV-2 2000-2004 Salmonelloz Ispanya (Riano ve
ark. 2009)

E.coli CTX-M-14, -15, -32 2004-2006 Uriner sistem infeksiyonu, Portekiz

bakteriyemi, yara (Mendonga ve ark.
2007)

E.coli CTX-M-1, -2, -9, -14, -15 2005-2006 Solunum yolu infeksiyonu, Kanada (Zhanel ve
bakteriyemi, Uriner sistem ark. 2008)
infeksiyonu

E.coli CTX-M-3, -9, -12, -14, 2007 Uriner sistem infeksiyonu, Kore (Song ve ark.

-15,-22, -27, -57 bakteriyemi, yara 2009)
AmpC B-laktamazlar
Salmonella spp. CMY-2, -4; DHA-1 1999-2003 Salmonelloz Ingiltere
(Batchelor ve ark.
2005)
Salmonella spp. CMY-2 1999-2003 Salmonelloz Tayvan (Su ve ark.
2005)

E.coli CMY-2 1998-2000 Uriner sistem infeksiyonu, ABD (Winokur ve
bakteriyemi ark. 2001)

K.pneumoniae DHA-1; CMY-1 1998-2002 Bakteriyemi Giiney Kore (Pai

ve ark. 2004)

E.coli CMY-2 2002-2003 Uriner sistem infeksiyonu Ispanya (Brinas ve

ark. 2005)




20

Birgok tilkede E.coli ve K.pneumoniae suslarinda CMY ve DHA tipi AmpC'ler
genis cografi yayilim gostermekte ve siklikla belirlenen AmpC enzimlerinden
sayllmaktadirlar (Kruger ve ark. 2004; Su ve ark. 2005; Pfeifer ve ark. 2010).

Ulkemizde insanlara ait hastane izolatlarinda GSBL iireten E.coli siklig
giiniimiize kadar olan siiregte artma egilimi gostermistir: Biiyiikbaba ve ark. (1996) %0;
Toreci ve ark. (1996) %3,5; Kaygusuz ve ark. (1997) %0; Kaleli ve ark. (1998) %0;
Akincr ve ark. (2000) %10; Biiliic ve ark. (2003) %14, Azap ve ark. (2006) %43,7;
Uyanik ve ark. (2010) %44; Bilgi ve ark. (2013) %]17,4. Bu suslarin ¢cogunlugu ¢ocuk
hastalardan veya idrar &rneklerinden izole edilmistir. Ozellikle idrar yolu
infeksiyonlarindan izole edilen GSBL pozitif E.coli suslarinda CTX-M tipi p-laktamaz
prevalansi oldukga yiiksek oranlarda (%98) bulunmaktadir (Azap ve ark. 2010).

GSBL iireten E.coli’nin insanlarda kolonizasyonuna risk faktorii olarak; idrar yolu
infeksiyonlari, antibiyotik kullanim ge¢misi (6zellikle sefalosporin ve florokinolon
kullanimi), hastane ya da klinikte bulunma ge¢misi, huzurevi sakinleri, yashlik, diyabet

ve karaciger patolojisi gosterilmektedir (Pitout ve ark. 2005).

2.8. p-laktamaz Ureten Mikroorganizmalarin Epidemiyolojisi

2.8.1. p-laktamaz Ureten Mikroorganizmalara Ait Tiirler Arasi1 Bulas Verileri

Gida hayvanlarinda antibiyotik direnci ile ilgili siirveyans programlari
uygulanmasimna ragmen (Kanada’da CIPARS, ABD’nde NARMS, Danimarka’da
DANMAP), eslik¢i hayvanlarda konu ile ilgili bilgiler sinirlidir (Ewers ve ark. 2012).

Epidemiyoloji ¢aligmalar1 ile eslik¢i hayvanlarda GSBL iireten E.coli ve
K.pneumoniae suslar1 incelenmistir. Insan klinik izolatlar1 arasinda diinya c¢apinda
yayginlik gosteren E.coli B2 O25b:H4-ST131-CTX-M-15 (E.coli ST131 susu: CTX-M
ile birlikte florokinolon direnci iceren sus) eslik¢i hayvanlardan izole edilmistir (Pomba
ve ark. 2009). Avustralya’da yapilan bir ¢alismada, hastanede bulunan kopeklerin
digkilarindan da E.coli O25b-ST131 susu izole edilmistir (Guo ve ark. 2013). Avrupa
tilkelerinde eslik¢i hayvanlardan izole edilen GSBL iireten E.coli izolatlarinin %5,6’sinda
ST131 varhg belirlenmistir. insan ve eslik¢i hayvanlarda ST131 klonuna ait gelisen
salginlar, bu suslarin insan ve hayvanlar arasinda bulasmanin mevcut olabilecegini
vurgular niteliktedir. CTX-M-15 iireten ST131 E.coli susunun, insanlarda daha baskin

goriilmesi nedeniyle, bu organizmanin hayvan tiirlerine insanlar tarafindan bulagsmasinin
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daha olas1 oldugu vurgulanmaktadir (Ewers ve ark. 2010). Bunun yani sira insanlarda
izole edilen E.coli ST648, ST10, ST405 ve ST38 suslar1 eslik¢i hayvanlarda da rapor
edilmistir (So ve ark. 2012; Tamang ve ark. 2012).

Insanlar ve eslik¢i hayvanlar arasinda bulas hipotezini destekleyen en onemli
calisma, 5 kisi ve bir kdpegin bulundugu bir aileden elde edilen E.coli izolatlarinin
incelendigi ¢alismadir. Bu galismada, her bir 6 aile tiyesinden, annenin lriner sistem
infeksiyonu varligi ile baslayan ve kopekte liriner sistem infeksiyonu gelismesiyle devam
eden siiregte, periyodik olarak 3 yil boyunca ornekler alinmistir. Izolatlar PFGE ve
sekans analizi yapilarak, viriilens genleri birbiri ile karsilastirilmigtir. Annede infeksiyona
neden olan susun, diger 4 kiside diskida kolonize oldugu ve kopekte de infeksiyona
neden oldugu saptanmistir. Benzer sekilde, kopekte infeksiyona neden olan farkli bir
susun da, diger bes kisinin dordiinde digkida Kolonize oldugu bulunmustur (Johnson ve
ark. 2008).

CTX-M-1, ozellikle Avrupa'da sigir, domuz, kanatli hayvan ve eslikei
hayvanlarda tim GSBL'lerin 6nemli bir kismimi olusturmaktadir. Saglikli insanlarda,
kanatli hayvanlarda ve bunlarin satiga sunulan etlerinde en sik izole edilen GSBL’nin
CTX-M-1 tipi olmasi ile insan ve kanatli hayvanlar arasinda bulagsmanin olabilecegi
vurgulanmistir. Her ne kadar kesin bir kanit olmasa da, tavuk eti kontaminasyonu ve
insanlarda GSBL ireten bakterilerin saptanmasi, kanatli hayvanlardan insanlara GSBL

tireten E.coli bulagma olasiligini desteklemektedir (Ewers ve ark. 2012).

2.9. GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli izolatlarinin Tam1 Yéntemleri

GSBL ve/veya AmpC [-laktamaz {ireten E.coli’nin izolasyonunda sefalosporin
katkili agar kullanim1 birgok arastirici tarafindan onerilmektedir (Cavaco ve ark. 2008;
Costa ve ark. 2009). 1 veya 2 mg/L sefotaksim, seftazidim ya da sefpodoksim igeren
kromojenik oOzellikte bir agar kullanimi (6rnegin, MacConkey agar, Levine agar)
onerilmektedir. Ayn1 amagcla ticari selektif kromojenik agarlar (ChromID, bioMerieux;
Brilliance ESBL-agar, Oxoid) gelistirilmistir. Incelenen drneklerin ¢esidine gére 1 mg/L
sefotaksim veya seftriakson iceren Mueller-Hinton, Triptik Soya, Beyin Kalp Infiizyon

veya Luria-Bertani Buyyon ile 6n zenginlestirme gerceklestirilebilir (EFSA, 2011).
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2.9.1. GSBL Tan1 Yontemleri
GSBL tanisi, fenotipik ve genotipik yontemlerle yapilmaktadir. Fenotipik

yontemler; tarama ve dogrulama testi seklinde iki kisimdan olugmaktadir (CLSI, 2013).

2.9.1.1. Fenotipik GSBL Tarama Testleri

E.coli izolatlarinda CLSI OneriSine gore; disk diflizyon veya dillisyon
yontemleriyle sefotaksim, seftriakson, seftazidim, aztreonam veya sefpodoksime karsi
duyarliligin azaldiginin saptanmasi halinde dogrulama testleri uygulanir. CLSI’ye gore
GSBL’ler i¢in tarama testi degerlendirmesinde dikkate alinacak inhibisyon zonu ve MIK
degeri siirlar1 Tablo 2-8’de gosterilmistir (CLSI, 2013).

Tablo 2-8: GSBL tarama testinde dikkate alinan inhibisyon zonu ve MiK degerleri

Antibiyotik Inhibisyon zonu (mm) | MiK (ug/ml)
Sefotaksim (CTX: 30 pg) <27 >2
Seftriakson (CRO: 30 pg) <25 >2
Seftazidim (CAZ: 30 pg) <22 >2

Sefpodoksim (CPD: 10 pg) <17 >2
Aztreonam (ATM: 30 ug) <27 >2

2.9.1.2. Fenotipik GSBL Dogrulama Testi
Dogrulama testi, klavulanik asit ve indikator sefalosporinler arasindaki sinerjinin

gosterilmesi esasina dayanmaktadir (CLSI, 2013). Bu testler;
Kombine disk diffiizyon yontemi:

Sefotaksim (30 pug) ve seftazidim (30 ug) diskleri ve bu etken maddelere 10 pg
klavulanik asit eklenmis antibiyotik diskleri besiyerine yerlestirilir. 35°C bir gece
inkiibasyondan sonra klavulanik asit igeren ve icermeyen disklerin etrafindaki inhibisyon
zonlar1 karsilastirilir. Her iki kombinasyon diskleri etrafindaki zon, klavulanik asit
icermeyen diskler etrafindaki zonlara oranla >5 mm daha genis olmasi izolatlarda GSBL
varhigini gosterir (Drieux ve ark. 2008).

Cift disk sinerji yontemi:

Besiyeri ortasina amoksisilin-klavulanik asit diski ile seftazidim, seftriakson veya
sefotaksim, aztreonam veya sefpodoksim diskleri yerlestirilir. Inkiibasyondan sonra

sefalosporin veya aztreonam etrafindaki inhibisyon zonunun amoksisilin-klavulanik asit
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diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin tiremedigi sinerji alaninin bulunmasi

GSBL varligin1 gosterir (Drieux ve ark. 2008).
E-test yontemi:

Kat1 besiyerinde MIK degerinin saptandig1 bu testte, bir ucunda seftazidim veya
sefotaksim, diger ucunda Kklavulanik asit ile kombine edilmis stripler kullanilir.
Inkiibasyon sonras1 sekillenen eliptik inhibisyon zonunun stripi kestigi nokta MIK
degerini gosterir. Klavulanik asit varhiginda MIK degerinde 8 kat azalma GSBL varligini
gosterir (Bradford, 2001).

Mikrodilusyon yontemi:

Sefotaksim ve seftazidim MIK degerleri, hem tek basgma hem de klavulanik asit
varliginda saptanir. Klavulanik asit varhginda MIK degerlerinde 8 kat azalma pozitif
degerlendirilir (Bradford, 2001).

Uc boyutlu test:

Test edilecek mikroorganizma besiyeri ylizeyine yayildiktan sonra besiyerinde bir
yarik acilir. Yangin i¢i test edilecek mikroorganizmanin firetildigi sivi besiyeri ile
doldurulur. Antibiyotik diskleri bu yariktan 30 mm uzak olacak sekilde yerlestirilir.
Yariga bakan tarafta, disklerin etrafinda inhibisyon zonunda bozulma veya daralmanin
bulunmasit GSBL pozitif olarak degerlendirilir (Bradford, 2001).

Diger testler:

Rutin uygulamalar1 zor olan; klavulanik asit eklenmis besiyeri ve disk replasman
yontemi gibi testleri igerir. Bunlarin disinda GSBL saptamada otomatik sistemler
gelistirilmistir; Vitek-2 (bioMerieux), Walk Away (Dade Behring) ve Phoneix (Becton
Dickinson) (Drieux ve ark. 2008).

2.9.1.3. Genotipik Yontemler

Molekiiler yontemler ile enzimlerin tanimlanmast ¢ogunlukla arastirma amaciyla
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin birgcogunda sadece enzim ailesi gosterilebilmektedir.
Enzimin kesin olarak tanimlanmasi, altin standart kabul edilen niikleik asit dizi analizi ile
miimkiin olmaktadir. Bu yontemle farkli enzim tipleri ve mutasyonlar saptanabilmektedir

(Drieux ve ark. 2008).
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PCR, pB-laktamaz genine spesifik primerlerle yapilan, B-laktamaz enziminin
varligin1 saptamada kullanilan en yaygin yontemlerdendir. Ancak enzim varyantlari
arasinda ayrimi saglayamadigi, ozellikle gruplara spesifik primerler yardimiyla

GSBL’lerin saptanmasinda yararli oldugu bildirilmistir (Pitout ve ark. 2004a).

RFLP, amplifiye edilmis PCR iiriinleri restriksiyon endoniikleazlarla kesilerek
elektroforez yardimi ile gen iriinlerinin ayrimi gergeklestirilmektedir. Olusan her gen

riiniin biytikligi belirli GSBL genlerine 6zgii olmaktadir (Arlet ve ark. 1995).

Izoelektrik odaklama, bakteri DNA’smin poliakrilamid jelde yiiriitiilmesinden
sonra, B-laktamaz enzimlerinin  izoelektrik  noktalarinda (pI)  odaklanmasi
amaclanmaktadir. Bu izoelektrik noktalar sadece enzimlerin ailesi hakkinda bilgi
vermektedir. Ornegin, 5,2-5,7 pl, TEM; 7,4-8,2 pl, SHV; 7-7,2 pl, OXA; 8,3-9 pl, AmpC
tipi enzimler i¢in kabul edilmistir (Bradford, 2001).

Oligotiplendirme, nokta mutasyonlarinin saptanmasi i¢in oligoniiklotid problari
kullanilmaktadir. Bu yontemin kullanilmasiyla klinik izolatlarda gesitli yeni varyantlar

saptanabilmektedir (Mabilat ve Courvalin, 1990).

Niikleik asit dizi analizi, PCR sonrasi elde edilen iiriiniin gen dizisi ¢ikarildiktan
sonra gen bankasinda kayitlh bulunan dizilerle karsilastirma yapilmasi esasina
dayanmaktadir. Genin bilinen bir enzim tipi oldugu ya da yeni bir enzim oldugu ortaya

konmaktadir. Bu yontemle mutasyonlar da saptanabilmektedir (Fluit ve ark. 2001).

SSCP, ozgiil yerlesimdeki tek baz mutasyonlarini saptamaktadir. Bazi SHV

varyantlarin ayriminda kullanilir (Chanawong ve ark. 2000).

2.9.2. AmpC B-laktamazlarin Tam Yoéntemleri

2.9.2.1. Tarama Testleri

Genis spektrumlu sefalosporinlere ve sefoksitine kars1 azalmis duyarhhk;
oldukg¢a duyarli olmakla birlikte nonspesifiktir. Ciinkii bu kriterler E.coli’de kromozomal
AmpC’nin agir1 iiretilmesi veya membran gegirgenliginin azalmasi durumunda da

gortilebilmektedir (Doi ve Paterson, 2007).

Genis spektrumlu sefalosporinlere azalan duyarhlik ve p-laktamaz

inhibitorleri tarafindan inhibisyon yetersizligi; AmpC enzim varliginda gorildigi
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gibi, GSBL enzimlerinin ¢ok fazla iiretimi veya IRT, MBL ve bazi OXA tipi enzim
varliginda da goriilebilmektedir (Doi ve Paterson, 2007).

Genis spektrumlu sefalosporinlere azalan duyarhhk fakat sefepime ya da
sefpiroma duyarhlik; AmpC enzimlerinin GSBL ile birlikte oldugu durumlarda gézden
kagabilecegi bildirilmistir (Doi ve Paterson, 2007).

B-laktamazlarda tarama testi ile ilgili Jacoby ve ark. (2006)’nin kullandiklar1 f-
laktam antibiyotikler i¢inde sefpodoksimin en az negatif sonu¢ verdigi gozlenmistir.
P.aeruginosa gibi nonfermantatif Gram negatif bakterilerde sefoksitine karsi efluks veya
porin kaybi gibi nedenlerden 6tiirli direng gelistigi i¢in bu bakterilerde AmpC enzimi

yoniinden sefoksitin tarama testi yarar saglamamaktadir (Doi ve Paterson, 2007).

2.9.2.2. Dogrulama testleri

AmpC dogrulama testinde kullanilan indirekt yontemler; Tris-EDTA’l1
AmpC disk testi, sefoksitin agarda tiretme ve Modifiye Hodge testleridir. Bu testler porin
kaybina bagli gelisen sefoksitin direncini, AmpC p-laktamaza bagli sefoksitin
direncinden ayirabilen testlerdir (Doi ve Paterson, 2007).

AmpC dogrulama testinde kullanmilan inhibitor temelli direkt yontemler;
Boronik asit ile yapilan inhibisyon disk testi, Ro-48-1220 ile inhibisyon disk testi,
Syn2190 ile inhibisyon disk testi, piperasilin ve piperasilin-tazobaktam diskleri ile
yapilan inhibisyon disk testi, kloksasilin ¢ift disk sinerji ve izoelektrik odaklama

calismalarini igerir (Doi ve Paterson, 2007).

Molekiiler yontemler; Multipleks PCR, dizi analizleri, PFGE yontemleri
kullanilmaktadir (Perez-Perez ve Hanson, 2002; Jacoby, 2009).

Konjugasyon deneyleri; AmpC enzim genlerinin konjugatif olup olmadigini
gostermek i¢in konjugasyon veya transformasyon deneylerini igerir. Direncin alici

hiicreye aktarilip aktarilmamasina gore karar verilmektedir (Doi ve Paterson, 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekler

Kasim 2012 ve Ekim 2013 tarihleri arasinda Istanbul’un cesitli semtlerinde yer
alan evcil hayvan satig yerlerinden, belli bir siire i¢in sahibi tarafindan 6zel barmmaga
birakilan  kopeklerden, evde beslenen hayvanlardan, Kkliniklerden ve sokak
hayvanlarindan, 192 kopek ve 192 kediye ait toplam 384 diski 6rnegi rektal svab ile
alindi. Ornek bilyiikliigii %95 giiven diizeyi ve %5 mutlak kesinlige gore belirlendi.
Ornek alinan kopek ve kedilerin yaslari, cinsiyetleri, daha 6nce antibiyotik tedavisi
uygulanma bilgisi 6rnek alinma esnasinda varsa eslik eden insanlardan 6grenilmeye
caligildi. Bu bilgiler Tablo 3-1 ve Tablo 3-2’de ézetlendi. Orneklerin alindig1 kaynaklar,

bulunduklari ilge ya da semt ismine gore I, IL, III,... seklinde adlandirildu.

Digkr 6rnekleri Cary Blair Transport Medium igeren svablarla (Or-Bak, 09) alindu.
Alinan ornekler buz akiilerinin yardimi ile sogukta tutularak, en ge¢ 2-4 saat igerisinde
Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina
ulastirildi. -20°C’de saklandi. Ornekler 20’serli gruplar halinde haftalik periyotlarla

incelenmeye alindu.

3.1.2. Besiyerleri

GSBL ve AmpC iireten E.coli izolasyonu igin Tripticase Soy Broth (TSB)
(HiMedia, M011), sefotaksim (1 mg/L) katkili MacConkey agar; siipheli izolatlarin
identifikasyonu i¢in %7 defibrine koyun kanli agar, Simmons Sitrat agar (HiMedia,
M099), Nutrient agar (HiMedia, M001), Nutrient buyyon (HiMedia, CM0001), Metil
kirmizis1 (MR)-Voges-Proskauer (VP) buyyon (Himedia, M070), Ure agar, Triple Sugar
Iron agar (TSIA) (HiMedia, M021) ve karbonhidrat fermantasyon test besiyeri;
antibiyotik duyarlilig1 icin Mueller-Hinton agar (MHA) (HiMedia M391) kullanild:.

3.1.2.1. Sefotaksim Katkilh MacConkey Agar

MacConkey agar (HiMedia, M081B) belirtilen oranda hazirlandi, otoklavda
121°C de 15 dk sterilize edildi. 50°C’ye soguduktan sonra, sefotaksim (1 mg/L)
(HiMedia, MB134) ilave edildi, 25’er ml petri kutularina dagitild1 ve kullanilina kadar
4°C’de saklandu.
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Tablo 3-1: Ornek alinan képeklerin bulundugu semt, yas, cinsiyet ve bilinen bir antibiyotik
tedavisinin varhg bilgisi

KAYNAK

PR ANTIBIYOTIK
YAS (yil INSIYET i o
ILCE/SEMT ORNEK NO > CINS KULLANIM BILGISI
D-1 1 3 Bilinmiyor
D-2 5ay g —
D-3 1 g Bilinmiyor
D-4 2 ay a -
Bahgesehir I D-5 2 ay Q —
D-6 2ay 3 -
D-7 2 Q +
D-8 8 ay Q +
D-9 2ay Q +
D-10 5 Q +
Avcilar 1 D-11 9 Q +
D-12 4 Q Bilinmiyor
D-13 1 Q Bilinmiyor
Caddebostan | D-14 2 3 Bilinmiyor
D-15 3 3 Bilinmiyor
D-16 7 Q -
Kosuyolu I D-17 13 a +
D-18 16 ) +
D-19 3ay Q +
D-20 4 ay Q Bilinmiyor
D-21 1 Q Bilinmiyor
D-22 9 Q Bilinmiyor
D-23 4 Q Bilinmiyor
D-24 3 3 Bilinmiyor
D-25 3 3 Bilinmiyor
D-26 3 a Bilinmiyor
D-27 6 ay Q Bilinmiyor
D-28 6 ay Q Bilinmiyor
D-29 3ay Q Bilinmiyor
D-30 3ay Q Bilinmiyor
D-31 3ay 3 Bilinmiyor
D-32 3ay Q Bilinmiyor
D-33 4 ay Q Bilinmiyor
D-34 1 Q Bilinmiyor
D-35 3 Q Bilinmiyor
D-36 3 a Bilinmiyor
Altingehir [ D-37 3 Q Bilinmiyor
(Kdpek barinagr) D-38 3 Q Bilinmiyor
D-39 4 Q Bilinmiyor
D-40 4 Q Bilinmiyor
D-41 4 Q Bilinmiyor
D-42 8 a Bilinmiyor
D-43 9 3 Bilinmiyor
D-44 3ay Q Bilinmiyor
D-45 3ay Q Bilinmiyor
D-46 3ay 3 Bilinmiyor
D-47 4 ay Q Bilinmiyor
D-48 4 ay Q Bilinmiyor
D-49 6 ay Q Bilinmiyor
D-50 6 ay g Bilinmiyor
D-51 10 ay 3 Bilinmiyor
D-52 1 Q Bilinmiyor
D-53 3 Q Bilinmiyor
D-54 4 g Bilinmiyor
D-55 5 a Bilinmiyor
D-56 5 3 Bilinmiyor
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D-57 3ay Q Bilinmiyor
D-58 1 ? Bilinmiyor
D-59 1 3 Bilinmiyor
D-60 5 3 Bilinmiyor
Altingehir D-61 6 3 B!I!nm!yor
(Kopek barmnagr) D-62 3 3 Bilinmiyor
D-63 6 3 Bilinmiyor
D-64 6 ? Bilinmiyor
D-65 6 ? Bilinmiyor
D-66 5 3 Bilinmiyor
D-67 8 ? Bilinmiyor
D-68 3ay 3 Bilinmiyor
D-69 4ay ? Bilinmiyor
D-70 5ay ? Bilinmiyor
D-71 6ay ? Bilinmiyor
D-72 7ay 3 Bilinmiyor
D-73 7ay Q Bilinmiyor
D-74 7ay ? Bilinmiyor
D-75 9ay Q Bilinmiyor
D-76 1 ? Bilinmiyor
D-77 1 3 Bilinmiyor
D-78 1 Q Bilinmiyor
D-79 2 3 Bilinmiyor
D-80 2 ? Bilinmiyor
D-81 3 3 Bilinmiyor
D-82 5 3 Bilinmiyor
D-83 10 ? Bilinmiyor
D-84 3ay Q Bilinmiyor
D-85 4ay Q Bilinmiyor
D-86 6 ay d Bilinmiyor
D-87 7ay Q Bilinmiyor
D-88 7ay ? Bilinmiyor
D-89 10 ay 3 Bilinmiyor
Kumburgaz | 8-90 1 d Bilinmiyor
(Kopek barinagi) 91 2 ? Bilinmiyor
D-92 2 ? Bilinmiyor
D-93 3 ? Bilinmiyor
D-94 3 3 Bilinmiyor
D-95 3 3 Bilinmiyor
D-96 4 3 Bilinmiyor
D-97 5 ? Bilinmiyor
D-98 5 ? Bilinmiyor
D-99 11 3 Bilinmiyor
D-100 4ay 3 Bilinmiyor
D-101 4 ay 3 Bilinmiyor
D-102 6 ay 3 Bilinmiyor
D-103 6 ay 3 Bilinmiyor
D-104 7ay Q Bilinmiyor
D-105 7ay Q Bilinmiyor
D-106 7ay ? Bilinmiyor
D-107 7ay Q Bilinmiyor
D-108 1 3 Bilinmiyor
D-109 2 ? Bilinmiyor
D-110 3 3 Bilinmiyor
D-111 3 ? Bilinmiyor
D-112 3 3 Bilinmiyor
D-113 5 ? Bilinmiyor
D-114 6 3 "
D-115 7 3 "
D-116 7 ay Q
Mecidiyekdy I D-117 2 a3 —
D-118 12 E; "
D-119 9 0 m
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D-120 4 3 +
D-121 9 Q +
D-122 1 3 -
R D-123 9 ) +
Mecidiyekoy | D-124 11 3 "
D-125 1 Q +
D-126 3ay 3 +
D-127 1 3 -
Pendik | D-128 2ay Q —
Kadikoy 1 D-129 2 ay Q —
. D-130 6 3 Bilinmiyor
Etiler | D-131 3 o —
Goztepe | D-132 17 3 +
. D-133 2 Q Bilinmiyor
Etiler 11 D-134 6 ay Q Bilinmiyor
Kadikoy I1 D-135 3ay g -
Etiler 11 D-136 3ay 3 +
Kosuyolu II D-137 2 Q Bilinmiyor
Etiler IV D-138 5 d +
Yesilkoy I D-139 2 Q Bilinmiyor
. D-140 2 ay ) —
Kadikdy 1 D-141 2 9 Bilinmiyor
Saryer I D-142 2 3 Bilinmiyor
. D-143 2 Bilinmiyor
Balarkoy I D-144 1 g Bilinmiior
Bostanci [ D-145 4 ay ) +
D-146 5 Q +
. D-147 3ay Q -
Atagehir | D-148 8 3 "
D-149 12 1) +
D-150 3 Q +
D-151 5 3 -
Atakéy I D-152 5 3 -
(Sokak hayvanlari) D-153 5 3 -
D-154 1 ) —
D-155 1 Q +
Kadikoy 111 D-156 7 Q Bilinmiyor
Halkali I D-157 3ay < Bilinmiyor
Istinye I D-158 3ay 4 Bilinmiyor
Bostanci 1 D-159 1 Q +
Uskiidar I D-160 1 4 Bilinmiyor
Etiler | D-161 5ay Q -
D-162 3 a Bilinmiyor
D-163 3 3 +
Caddebostan 11 D-164 2 ay Q Bilinmiyor
D-165 3ay 3 Bilinmiyor
D-166 1 3 +
D-167 1 Q +
. D-168 3ay Q -
Etiler 11 D-169 7 0 "
D-170 3 3
Moda | D-171 1 Q Bilinmiyor
D-172 2 a Bilinmiyor
D-173 5 g —
D-174 10 1) —
D-175 8 1) —
D-176 5 ay Q +
Etiler 11 D-177 3 Q +
D-178 5 ay Q -
D-179 3 3 Bilinmiyor
D-180 9 Q +
D-181 1 Q Bilinmiyor
D-182 5 ay Q +




Beylikdiizii D-183 8 Q +
Cihangir | D-184 3 Q +
Goztepe 1 D-185 4 Q —

D-186 5 Q +
Etiler | D-187 1 Q +
D-188 1 Q +
Sariyer I D-189 8 Q +
Sisli D-190 5 Q +
- +
Kadikéy 11 B_ig; 2 f Y g "
D: Kopek

+: Antibiyotik kullanimi mevcut
—: Antibiyotik kullanimi mevcut degil

Tablo 3-2: Ornek alinan kedilerin bulundugu semt, yas, cinsiyet ve bilinen bir antibiyotik
tedavisinin varhg bilgisi

KAYNAK R i
, : yasoi) | cinsiyer | ANTIBIYOTIK
ILCE/SEMT ORNEK NO
C-1 3ay ) —
C-2 5ay Q +
C-3 3ay 3 Bilinmiyor
Bahgesehir I C-4 18 ay Q +
C-5 7ay Q Bilinmiyor
C-6 3ay Q +
C-7 4 ay 3 +
C-8 1 3 +
C-9 10 ay Q —
Avcilar I C-10 6 ay Q Bilinmiyor
C-11 1 Q -
C-12 3 Q Bilinmiyor
C-13 1 g +
- +
Yesilkoy 11 g_ig 4iy § "
C-16 2 ay ) +
C-17 8 Q —
C-18 6 Q Bilinmiyor
C-19 5 Q Bilinmiyor
C-20 5 Q Bilinmiyor
Caddebostan | C-21 10 ay 3 -
(Sokak hayvanlarr) C-22 10 ay Q -
C-23 8 ay Q -
C-24 8 ay Q —
C-25 4 Q +
C-26 1 Q Bilinmiyor
c-27 1 Q +
Kosuyolu I g_gg ; g :
C-30 3 3 +
Altingehir I C-31 1 3 -
(Kopek barinaginda barinan C-32 4 ay Q —
sahipsiz) C-33 1 ? -
C-34 3 3 Bilinmiyor
C-35 1 Q Bilinmiyor
C-36 1 Q Bilinmiyor
Atakoy 1 C-37 1 Q Bilinmiyor
(Sokak hayvanlar1) C-38 1 3 Bilinmiyor
C-39 1 Q Bilinmiyor
C-40 1 3 Bilinmiyor
C-41 1 a Bilinmiyor
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C-42 3 3 Bilinmiyor
C-43 1 Q Bilinmiyor
C-44 1 3 Bilinmiyor
Atakdy 1 C-45 1 3 Bilinmiyor
(Sokak hayvanlar1) C-46 3 3 Bilinmiyor
C-47 1 3 Bilinmiyor
C-48 2 Q Bilinmiyor
C-49 3 Q Bilinmiyor
C-50 3ay Q +
- +
Mecidiyekoy I g_g; 190?; § -
C-53 6 Q +
C-54 12 3 +
C-55 7 a n
C-56 1 3 +
Yesilkoy 11 gg; 77ay g -
C-59 4 3 Bilinmiyor
C-60 1 Q +
C-61 11ay Q +
Etiler | C-62 5 ) Bilinmiyor
Bostanci | C-63 3ay 3 -
Kadikoy I C-64 8 ay 3 +
Moda | C-65 6 3 Bilinmiyor
Biiyiikgekmece 11 C-66 10 ay 3 Bilinmiyor
Bostanci 11 C-67 1 Q —
Kadikoy 11 C-68 3 Q Bilinmiyor
C-69 1 3 Bilinmiyor
C-70 1 Q Bilinmiyor
C-71 7 Q Bilinmiyor
C-72 7 Q Bilinmiyor
C-73 5 3 Bilinmiyor
C-74 4 3 Bilinmiyor
C-75 2 Q Bilinmiyor
C-76 6 Q Bilinmiyor
C-77 5 a Bilinmiyor
Caddebostan | C-78 4 Q Bilinmiyor
(Sokak hayvanlar) C-79 2 Q Bilinmiyor
C-80 2 Q Bilinmiyor
C-81 3 Q Bilinmiyor
C-82 1 a Bilinmiyor
C-83 4 3 +
c-84 2 Q +
C-85 4 a Bilinmiyor
C-86 5 3 Bilinmiyor
C-87 3 Q Bilinmiyor
C-88 5 Q +
C-89 1 3 Bilinmiyor
C-90 11 3 +
Atakent | Col 5 7 "
C-92 1 Q
C-93 2 ay Q +
Etiler | C-94 2 Q —
C-95 2 ay Q -
Nisantasg [ gg? é g B'“”T'yor
Etiler I C-98 2ay Q -
Atagehir 11 C-99 6 a Bilinmiyor
Camlica I C-100 7 3 +
C-101 2 3 Bilinmiyor
- C-102 3 3 Bilinmiyor
Beyoglu 1 C103 7 3 "
C-104 3 Q +




32

C-105 7 Q +
C-106 2 Q Bilinmiyor
C-107 2 Q -
Beyoglu I €-108 6 d b
C-109 2 Q +
C-110 2 Q Bilinmiyor
C-111 4 Q -
C-112 4 3 +
C-113 3 3 +
C-114 3 Q +
Caddebostan 11 C-115 5 Q Bilinmiyor
C-116 2 Q +
C-117 3 Q +
C-118 15 ay 3 Bilinmiyor
C-119 4 Q +
C-120 1 3 Bilinmiyor
. c-121 7 Q +
Atagehir I C-122 6 3 Bilinmiyor
C-123 4 Q +
C-124 2 a Bilinmiyor
C-125 2 Q Bilinmiyor
C-126 2 a Bilinmiyor
Avecilar 11 C-127 4 3 +
C-128 2 Q +
C-129 9 3 Bilinmiyor
C-130 5 3 Bilinmiyor
C-131 10 Q +
C-132 6 ay Q -
C-133 9ay 3 Bilinmiyor
C-134 7 ) —
C-135 3ay Q —
Caddebostan 11! C-136 Tay 3z Bilinmiyor
C-137 3 Q Bilinmiyor
C-138 9 3 Bilinmiyor
C-139 6 ) -
C-140 2 Q +
C-141 2 a +
C-142 2 3 Bilinmiyor
C-143 1 3 +
C-144 1 Q -
C-145 1 Q Bilinmiyor
C-146 3 3 Bilinmiyor
C-147 1 3 Bilinmiyor
C-148 1 a Bilinmiyor
C-149 1 Q Bilinmiyor
. C-150 1 Q Bilinmiyor
(Sokﬁ‘kt";ll;"yyvgﬂan) C-151 1 0 Bilinmiyor
C-152 1 Q +
C-153 1 Q Bilinmiyor
C-154 1 Q +
C-155 1 3 Bilinmiyor
C-156 2 3 Bilinmiyor
C-157 1 a Bilinmiyor
C-158 1 Q Bilinmiyor
C-159 3 Q Bilinmiyor
Kadikoy I C-160 6 Q +
C-161 10 ay Q +
Atagehir 11 C-162 2 Q Bilinmiyor
C-163 1ay g Bilinmiyor
Etiler 111 C-164 1 Q Bilinmiyor
Besiktas I C-165 1 J +
Avecilar ITT C-166 5 < Bilinmiyor
Acibadem [ C-167 10 Q +
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Levent | C-168 1 3 +
C-169 7 Q Bilinmiyor
Saskinbakkal I C-170 3ay Q Bilinmiyor
Levent |1 C-171 7 Q +
C-172 3 3 +
Acibadem IT 173 2ay 3 Bilinmiyor
Besiktag 11 C-174 1 Q +
Atakdy 111 C-175 2 ay 3 Bilinmiyor
(Sokak hayvanlarr) C-176 1 J +
Etiler I C-177 1 Q Bilinmiyor
C-178 3 4 -
C-179 1 4 -
C-180 1 Q -
Atakoy 1T C-181 5 Q Bilinmiyor
(Sokak hayvanlarr) C-182 3 J -
C-183 1 g Bilinmiyor
C-184 1 3 +
C-185 1 3 Bilinmiyor
e C-186 1 3 +
Beylikdiizii I C-187 5 ay Q Bilinmiyor
Sirinevler I C-188 6 ay ) Bilinmiyor
. C-189 1 Q +
Bahgelievler I C-190 1 Q Bilinmiyor
o e C-191 3ay 3 Bilinmiyor
Beylikdiizii 1T C-192 1 3 n

C: Kedi
+: Antibiyotik kullanimi mevcut
—: Antibiyotik kullanimi mevcut degil

3.1.2.2. %7 Defibrine Koyun Kanh Agar
Nutrient agar (HiMedia, M001) belirtilen oranda hazirlandi, 121°C de 15 dk
otoklavda sterilize edildi. Soguduktan sonra, %7 oraninda defibrine koyun kani ilave

edildi. 25’er ml petri kutularina dagitildi ve kullanilina kadar 4°C de saklandi.

3.1.2.3. Ure Agar
Urea agar base (HiMedia, M112) belirtilen oranda hazirlandi, 121°C de 15 dk

otoklavda sterilize edildi. 50°C’ye soguduktan sonra, son konsantrasyon %2 olacak
sekilde %40 iire soliisyonu (Oxoid, SR0020) ilave edildi. 5’er ml tiiplere dagitild, tiipler
yatik halde katilastirildi ve kullanilina kadar 4°C de saklandi.

3.1.2.4. Karbonhidrat Fermantasyon Test Besiyerleri

10 g bakteriyolojik pepton (Oxoid, LP0037) ve 5 g NaCl (Oxoid, LP0005) 1 L
distile su iginde ¢o6ziindiikten sonra, son konsantrasyon %0,0025 olacak sekilde
bromkresol moru (Sigma, B5880) ilave edildi. 4’er ml tiiplere dagitildi ve 121°C de 15 dk
otoklavda sterilize edildi. Her tiipe son konsantrasyon %]l olacak sekilde laktoz
(HiMedia, RM565), glikoz (HiMedia, RM6549), ramnoz (HiMedia, RM062)’un steril

soliisyonlar1 eklendi ve kullanilina kadar 4°C de saklandi.
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3.1.3. Biyokimyasal Testler ve Ayiraglar
Katalaz Testi (Sigma, H3410),
Oksidaz Identifikasyon Stikleri (Oxoid, BR 64A),
Indol Ayiraci, Kovaks,
MR Ayirac,
VP Ayiraci-A ve VP Ayiraci-B.

3.1.4. Antibiyotik Diskleri
Sefotaksim (CTX; 30 pg) (HiMedia, SD040),
Seftriakson (CRO; 30 ug) (HiMedia, SD065),
Seftazidim (CAZ; 30 pg) (HiMedia, SD062),
Sefpodoksim (CPD; 10 pg) (HiMedia, SD725),
Aztreonam (ATM; 30 ug) (HiMedia, SD212),
Sefoksitin (CFX; 30 pg) (HiMedia, SD041),
Sefepim (CPM; 30 ug) (HiMedia, SD219),
Seftazidim-klavulanik asit (CAZ/CLA; 30/10 pg) (HiMedia, SD207),
Sefotaksim-klavulanik asit (CTX/CLA; 30/10 pg) (HiMedia, SD724).

3.1.5. Standart Suslar
Antibiyogramin kontrol degerlendirmesinde pozitif kontrol olarak E.coli ATCC
35218 (MicroSwab, MS-E027), negatif kontrol olarak E.coli ATCC 25922 kullanildh.

3.1.6. PCR

3.1.6.1. Ekstraksiyon
E.coli suslarmin DNA’sin1 elde etmek amaciyla ROCHE High Pure PCR

Template Preparation Kit (11796828001) kullanildi.

3.1.6.2. Amplifikasyon
Primer: Forvard ve revers primerlerin dizaym Elips Saglik Uriinleri Ithalat ve

Ihracat Ltd. Sti.’nde yapildi. Calismada kullanilan primerlerin gen dizilimleri, amplikon

biiyiikliikleri ve kaynaklar1 Tablo 3-3’te gosterildi.
PCR Master Miks (Thermo Scientific, KO171).

Negatif kontrol: DNaz/RNaz’dan ari distile su (Promega, P119).
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Tablo 3-3: Calismada kullanilan primerlerin gen dizilimleri ve amplikon biiyiikliikleri

Primer Adi

RN Amplikon
Hedef (ler) (Forvard) Gen Dizilimi (5°-3°) Biyiikliigii Kaynak
(Revers)
MAL SCSATGTGCAGYACCAGTAA Saladin ve ark.
CTXM MA2 CCGCRATATGRTTGGTGGTG >50bp 2002
Group-1F AAAAATCACTGCGCCAGTTC
CTX-MGrup 1 Group-1R AGCTTATTCATCGCCACGTT 415bp
Group-2F CGACGCTACCCCTGCTATT
CTX-MGrup 2 Group-2R CCAGCGTCAGATTTTTCAGG 552 bp
_ Group-9F CAAAGAGAGTGCAACGGATG Woodford ve ark.
CTX-MGrup 9 Group-9R ATTGGAAAGCGTTCATCACC 205 bp 2006
Group-8F TCGCGTTAAGCGGATGATGC
CTX-MGrup 8 Group-8/25R AACCCACGATGTGGGTAGC 666 bp
Group-25F GCACGATGACATTCGGG
CTX-MGUp25 | ¢ hin-8/25R |  AACCCACGATGTGGGTAGC 327 bp
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
TEM TEM-R CCAATGCTTAATCAGTGAGC 858bp | Arletveark. 1995
SHV SHV-F CTTTACTCGCTTTATCG 827b Chanawong ve
SHV-R TCCCGCAGATAAATCACCA P ark. 2000
XL MOX2 | MOXMF | GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT | .
o1 MOXM-R | CACATTGACATAGGTGTGGTGC P
LAT-1-2-3-4, CMY- CITM-F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 4621
2-3-4-5-6-7, BIL-1 CITM-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC P
DHAM-F | AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
DHA-1, DHA-2 DHAM-R | CCGTACGCATACTGGCTTTGC 405 bp Pérez-Pérez ve
ACC ACCM-F AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 245 b Hanson, 2002
ACCM-R TTCGCCGCAATCATCCCTAGC P
EBCM-F TCGGTAAAGCCGATGTTGCGC
MIR-1T, ACT-1 EBCM-R | CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT | 02PP
FOXM-F | AACATGGGGTATCAGGGAGATG
FOX-1-2-3-4-5b FOXM-R CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 190 bp
OPR1 GTCTTTCGAGTACGGCATTA Vahaboglu ve ark.
OXA-10 OPR2 ATTTTCTTAGCGGCAACTTAC 720 bp 1998
PER-2 PER-2-A CGCTTCTGCTCTGCTGAT 469 b Bauernfeind ve
PER-2-B GGCAGCTTCTTTAACGCC P ark. 1996

B-laktamaz tireten kontrol susglari:

blactx-m Grup 1 ve Grup 9, blarem, blasyy: Prof. Dr. Branka Bedenic (Zagreb
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Klinik ve Molekiiler
Mikrobiyoloji, Zagreb, Hirvatistan);

blactx.m Grup 2 ve Grup 8, blamox, blapua, blaacc, blarox: Lina Cavaco
(Danimarka Teknik Universitesi, Ulusal Gida Enstitiisii, Epidemiyoloji ve Mikrobiyal
Genomik Boliimii, Lyngby, Danimarka);

blactx-m Grup 25: Dr. Yvonne Pfeifer (Robert Koch Enstitiisii, Nozokomiyal

Infeksiyonlar, Wernigerode, Almanya);




36

blaci: Uzm. Dr. Serpil Coskun (Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,

Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye);

blaoxa-10: Prof. Dr. Haluk Vahaboglu (Istanbul Medeniyet Universitesi, Goztepe
Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1, Istanbul, Tiirkiye);

blaper-2: Prof. Dr. Adolf Bauernfeind (MICOER Enstitlisti, Miinih, Almanya)’den
elde edildi.
3.1.6.3. DNA Elektroforezi

TBE Buffer 10X (Promega, V4251): 1X oraninda kullanildi.

Agaroz jel: %]1,5 oraninda kullanildi. Agaroz (Sigma, A9539) 1,2 g ve 1X TBE
Buffer 80 ml, homojenizasyon saglanana kadar eritildi. Soguduktan sonra %0,1 oraninda
etidyum bromiir (Sigma, E1510) eklendi. Taraklart uygun yerlestirilmis jel kalip
tepsisinin iizerine dokiildii. Oda sicakliginda bekletilerek jelin katilagmasi saglandi ve

taraklar c¢ikarildi. Jel kalib1 elektroforez tankina yerlestirildi.
Yiikleme Soliisyonu: 6X DNA yiikleme boyasi (Thermo Scientific, R0611),
DNA marker: 100-1 000 bp (Thermo Scientific, SM0241).
3.1.7. Diger Geregler
Otomatik pipetler (0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1 000 ul; Isolab)
DNaz/RNaz’dan ari kapakli mikrosantrifiij tiipleri (Axygen)
DNaz/RNaz’dan ari filtreli pipet uglart (Axygen)
Mikrosantriflij (Hetttich)
Vorteks (Biosan)
Is1 dongii cihaz1 (Axygen Maxygen)
Agaroz jel elektroforez sistemi (Agagel Mini-Wide)
Elektroforez cihazi (Biometra-Powerpack P25)
Jel Gortintiileme sistemi (Syngene, Ingenius)

UV Transmilator (Infinity, Vilber Lourmat)
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3.2. Yontem

3.2.1. izolasyon ve Identifikasyon
Disk1 ornekleri, on zenginlestirme amaciyla, 15 ml TSB’ye ekilerek, aerobik
ortamda, 37°C’de 18 saat inkiibe edildi (Murk ve ark. 2009; Overdevest ve ark. 2011).

TSB’lerden 10’ar pl sefotaksim katkili MacConkey agarlara ekim yapilarak bir
gece 37°C’de inkiibasyona birakildilar. Besiyerinde iireyen kolonilerin makroskobik
morfolojileri belirlendi. Bu kolonilerden yapilan Gram boyali preparatlar incelendi.
Uygun makroskobik ve mikroskobik morfolojiye sahip koloniler kanli agar ve sefotaksim
katkili MacConkey agara pasajlanarak saflastirildi (EFSA, 2011).

Identifikasyon igin Gram boyanma 6zelligi, katalaz, oksidaz, sitrat, indol, MR,
VP, iire, TSIA’da HS olusumu ve karbonhidrat fermantasyon testleri uygulandi (Quinn
ve ark. 1994).

3.2.1.1. GSBL Tarama Testi

Taze ve saf kiiltiirlerdeki kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak serum fizyolojik
icerisinde 0,5 McFarland yogunlugunda Dbakteri siispansiyonu elde edildi.
Stispansiyondan 0,1 ml alinarak MHA {izerine yayildi. GSBL tarama testinde Onerilen
sefpodoksim, seftazidim, aztreonam, sefotaksim ve seftriakson antibiyotik diskleri
yerlestirildi ve 37°C de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda iireme
inhibisyon zon c¢aplar1 CLSI standartlarina gore verilen degerler dikkate alinarak
degerlendirildi. Kullanilan antibiyotik disklerinin en az ikisinde verilen degerlere uygun

suslar GSBL siipheli kabul edildi (CLSI, 2013) (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: Enterobacteriaceae iiyeleri ve E.coli ATCC 25922 i¢cin CLSI’nin belirttigi disk
difiizyon yontemi ile GSBL tarama testi sinir degerleri

Antibiyotik Ad1 Disk icerigi Inhibisyon zonu (mm) E.002|é9/°;2'CC
Sefotaksim (CTX) 30 ug <27 29-35
Seftriakson (CRO) 30 ug <25 29-35
Seftazidim (CAZ) 30 pg <22 25-32

Sefpodoksim (CPD) 10 pg <17 23-28
Aztreonam (ATM) 30 ug <27 28-36
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3.2.1.2. GSBL Dogrulama Testi

GSBL dogrulama testinde kombine disk diffiizyon yontemi uygulandi. GSBL
tarama testinde belirlenen inhibisyon zon ¢aplarina uygunluk gosteren GSBL siipheli
izolatlarin dogrulamasi i¢in; sefotaksim (CTX; 30 pg) ve sefotaksim-klavulanik asit
(CTX/CLA; 30/10 pg) ile seftazidim (CAZ; 30 nug) ve seftazidim-klavulanik asit
(CAZICLA; 30/10 pg) kombine diskleri yerlestirilerek zon c¢aplar1 oOlgiilerek
karsilastirildi. Sefotaksim ve sefotaksim-klavulanik asit kombine diski ile seftazidim ve
seftazidim-klavulanik asit kombine diskinin zon ¢api arasinda (her iki antibiyotik
kombinasyonunda) >5 mm ve iizerinde fark goriilmesi GSBL pozitif olarak
degerlendirildi (CLSI, 2013).

3.2.1.3. AmpC Tamimlama Testi

AmpC tamimlama testinde izolatlara sefoksitin ve sefepimin etkileri arastirildi.
Sefoksitine direngli (<14 mm) ve sefepime duyarli (=18 mm) izolatlar fenotipik AmpC
pozitif olarak degerlendirildi (EFSA, 2011; CLSI, 2013).

Fenotipik GSBL ve/veya AmpC olarak dogrulanan tiim izolatlar, GSBL ve AmpC
genleri arastirilmak tizere, %5 gliserol (Sigma, G-5516) ve TSB igeren tiiplere alinarak -
20°C’de saklandi.

3.2.2. PCRile GSBL ve AmpC Grubu Enzimlerine Ait Genlerin Arastirilmasi

3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Orneklerden DNA ekstraksiyonu, ticari kitte belirtilen ydnteme gore
gergeklestirildi. 1 ml’de 10° hiicre yogunlugu iceren bakteri elde etmek amaciyla
ekstraksiyon yapilacak izolatlar TSB besiyerine ekimi yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe

edildi. Izolatlarin ekstraksiyonu 4 McFarland yogunlugunda olan kiiltiirlerden yapild.

Calismaya baglamadan once “Inhibitor Removal Buffer’a 20 ml ve yikama
tamponuna 80 ml absoliit etanol (Sigma, 2402) eklendi. Liyofilize olan proteinaz K, 4,5
ml DNaz/RNaz’dan ari distile suda ¢oziildii ve 50 pl hacimlere ayrilarak, calisilincaya
kadar -20°C’de saklandi.

Steril 1,5 ml'lik tipe ml’sinde 10° hiicre yogunlugu igeren bakteri
stispansiyonundan 200 ul konuldu ve 5 dk 5 000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatanti
disar1 atild1. Uzerine 200 pl PBS eklendi. 5 ul lizozim soliisyonundan (10 mg/ml, 10 mM
Tris-HCI ile siispanse edilmis, pH 8) eklenerek 15 dk 37°C’de inkiibe edildi. 200 pl
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binding buffer ve 40 ul proteinaz K konuldu. Vortekslenerek 10 dk 70°C’de inkiibe
edildi. 100 pl izopropil alkol ilave edilerek karistirildi. Tiipteki sivinin tamami, toplama
tiipl ve filtreli tiiplere aktarildi. Toplama tiipti ve filtreli tiip 8 000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipii atilip yenisi filtreli tiiplin altina yerlestirildi ve 500
ul “Inhibitor removal buffer” eklenerek 8 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi toplama tiipii atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi ve filtreli tiipe 500 pl
yikama tamponu eklenerek 8 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Bu basamak bir kez daha
tekrarland1. Santrifilij sonras1 toplama tiipii atilmadan 10 sn 10 000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi toplama tiipii atilarak filtreli tiip steril 1,5 ml’lik tiipe yerlestirildi ve
iizerine 70°C’de bekleyen “Elution buffer” dan 200 pl ilave edildi. 8 000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapilarak filtreli tlipte bulunan sivimin tlipe gecmesi saglandi. Eliisyonu
tamamlanan tiipler PCR ¢alismalarinda kalip DNA olarak kullanmak tizere, ¢alisilincaya
kadar -20°C’de saklandi.

3.2.2.2. TEM Grubu Enzim Genlerinin Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 25 pl master miks,
22 ul DNaz/RNaz’dan ari distile su, 10 pmol forvard ve revers primerlerden 1’er pl ve 1
ul kalip DNA kullanilarak hazirlandi (Arlet ve ark. 2010).

Amplifikasyon 1s1 dongii cihazinda; 94°C’de 3 dk baslangic denatiirasyonu,
95°C’de 30 sn denatiirasyon, 55°C’de 30 sn primer baglanmasi, 72°C’de 45 sn sentez
dongiisiinden toplam 35 dongli ve son sentez asamast 72°C’de 5 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi (Arlet ve ark. 2010) (Tablo 3-5).

3.2.2.3. SHV Grubu Enzim Genlerinin Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 25 pl master miks,
22 ul DNaz/RNaz’dan ari distile su, 30 pmol forvard ve revers primerlerden 1’er pl ve 1
ul kalip DNA kullanilarak hazirland1 (Chanawong ve ark. 2000).

Amplifikasyon 1s1 dongii cihazinda; 95°C’de 5 dk baslangic denatiirasyonu,
95°C’de 15 sn denatiirasyon, 52°C’de 30 sn primer baglanmasi, 72°C’de 90 sn sentez
dongiistinden toplam 30 dongii ve son sentez asamast 72°C’de 5 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi (Chanawong ve ark. 2000) (Tablo 3-5).
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3.2.2.4. OXA-10 Geninin Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 20,5 pl master miks,
24,5 ul DNaz/RNaz’dan ari distile su, 50 pmol forvard ve revers primerlerden 1,5’er ul
ve 2 ul kalip DNA kullanilarak hazirland1 (Vahaboglu ve ark. 1998).

Amplifikasyon 1s1 dongii cihazinda; 94°C’de 10 dk baslangi¢ denatiirasyonu,
94°C’de 1 dk denatiirasyon, 55°C’de 1 dk primer baglanmasi, 72°C’de 1 dk sentez
dongiistinden toplam 35 dongili ve son sentez asamast 72°C’de 10 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi (Vahaboglu ve ark. 1998) (Tablo 3-5).

3.2.2.5. PER-2 Geninin Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 25 pl master miks,
22 ul DNaz/RNaz’dan ari distile su, 25 pmol forvard ve revers primerlerden 1’er pl ve 1
ul kalip DNA kullanilarak hazirlandi (Bauernfeind ve ark. 1996).

Amplifikasyon 1s1 dongii cihazinda; 95°C’de 3 dk baslangic denatiirasyonu,
94°C’de 30 sn denatiirasyon, 60°C’de 30 sn primer baglanmasi, 72°C’de 30 sn sentez
dongiistinden toplam 25 dongii ve son sentez asamasi 72°C’de 3 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi (Bauernfeind ve ark. 1996) (Tablo 3-5).

Tablo 3-5: TEM, SHV, OXA-10, PER-2 ve CTX-M genlerinin PCR karisimlar: ve
programlan

PCR karisiminin igerigi*

Hedef Amplifikasyon Kosullar:
Master Primer Kalip
Miks** konsanstrasyonu*** DNA
0,2 tM 94°C-3 dk, (95°C-30 sn, 55°C-30 sn, 72°C-45
TEM 25 pl (1 ul F) (1 plR) tul sn)x35, 72°C-5 dk
0,3 uM 95°C-5 dk, (95°C-15 sn, 52°C-30 sn, 72°C-90
SHV 25 ul (1wl F) (1 ulR) Lul sn)x30, 72°C-5 dk
] 0,5 M 94°C-10 dk, (94°C-1 dk, 55°C-1 dk, 72°C-1
OXA-10 | 20,5l (1,5 ul F) (1,5 ul R) 2ul dk)x35, 72°C-10 dk
] 0,25 M 95°C-3 dk, (94°C-30 sn, 60°C-30 sn, 72°C-30
PER-2 25 pl (1 ul F) (1 plR) tul sn)x25, 72°C-3 dk
] 0,2 M 94°C-3 dk, (95°C-30 sn, 57°C-30 sn, 72°C-45
CTX-M 25l (1wl F) (1 ul R) Lul sn)x35, 72°C-5 dk

*PCR karisiminin toplam hacmi 50 pl olacak sekilde DNaz/RNaz’dan ari distile su ile tamamlandi.
** Amplifikasyonda kullanilan PCR Master Miks 2X konsantrasyonda kullanildi.
***E: Forvard primer, R: Revers primer.
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3.2.2.6. CTX-M Geninin Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 25 pl master miks,
22 ul DNaz/RNaz’dan ari distile su, 20 pmol forvard ve revers primerlerden 1’er pl ve 1
ul kalip DNA kullanilarak hazirlandi (Saladin ve ark. 2002).

Amplifikasyon 1s1 dongli cihazinda; 94°C’de 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu,
95°C’de 30 sn denatiirasyon, 57°C’de 30 snh primer baglanmasi, 72°C’de 45 sn sentez
dongiistinden toplam 35 dongii ve son sentez asamast 72°C’de 5 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi (Saladin ve ark. 2002) (Tablo 3-5).

3.2.2.7. Multipleks PCR ile CTX-M Grubu Enzim Genlerinin Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 30 ul master miks, 6
ul DNaz/RNaz’dan ari distile su, CTX-M Grup 1, 2 ve 9’a ait forvard ve revers
primerlerinin dahil oldugu 10 ul’lik primer havuzu ve 4 ul kalip DNA ile hazirlandi. 10
ul primer havuzu; 10 pmol CTX-M Grup 1 forvard ve revers primerlerden 0,2°ser pl, 10
pmol CTX-M Grup 2 forvard ve revers primerlerden 0,2’ser pl, 10 pmol CTX-M Grup 9
forvard ve revers primerlerden 0,4’er pl'nin karisimindan elde edildi (Woodford ve ark.
2006). CTX-M Grup 8 ve 25 i¢in ayrt PCR programi seklinde; PCR reaksiyonu karigimi;
toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 34 ul master miks, 6 ul DNaz/RNaz’dan ari distile su,
gruplara ait forvard ve revers primerlerden 1’er pl ve 4 pul kalip DNA ile hazirlandi. CTX-
M grubu multipleks PCR ¢alismasinin optimizasyon ¢aligmalarinda CTX-M Grup 8 ve 25
icin anlaml1 pozitif sonuglar elde edilemediginden dolay her iki grup i¢in ayr1 ayr1 PCR

amplifikasyonlart yapilmasina karar verildi.

Amplifikasyon 1s1 dongii cihazinda; 94°C’de 5 dk baslangic denatiirasyonu,
94°C’de 25 sn denatiirasyon, 52°C’de 40 sn primer baglanmasi, 72°C’de 50 sn sentez
dongiistinden toplam 30 dongii ve son sentez asamasi 72°C’de 6 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi (Woodford ve ark. 2006) (Tablo 3-6).

3.2.2.8. Multipleks PCR ile AmpC Grubu Enzim Genlerinin Amplifikasyonu

PCR reaksiyonu karigimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 18 ul master miks,
18 ul DNaz/RNaz’dan ari distile su, gruplara ait forvard ve revers primerlerinin dahil
oldugu 10 pul primer havuzu, ve 4 ul kalip DNA ile hazirlandi. 10 ul primer havuzu; her
grup 10 pmol olmak tizere, MOX Grubu forvard ve revers primerlerden 0,6’sar ul, CIT

Grubu forvard ve revers primerlerden 0,6’sar pul, DHA Grubu forvard ve revers
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primerlerden 0,6’ser ul, ACC Grubu forvard ve revers primerlerden 0,5’er ul, EBC Grubu
forvard ve revers primerlerden 0,5’er ul, FOX Grubu forvard ve revers primerlerden

0,4’er pl’nin karigimindan elde edildi (Pérez-Pérez ve Hanson, 2002).

Amplifikasyon 1s1 dongli cihazinda; 94°C’de 3 dk baslangic denatiirasyonu,
94°C’de 30 sn denatiirasyon, 64°C’de 30 sn primer baglanmasi, 72°C’de 60 sn sentez
dongiisiinden toplam 25 dongli ve son sentez asamasit 72°C’de 7 dk olacak sekilde

diizenlenen program kullanilarak yapildi (Pérez-Pérez ve Hanson, 2002) (Tablo 3-6).

Tablo 3-6: CTX-M ve AmpC grup genlerinin multipleks PCR karisimlar: ve programlar

PCR karisiminin icerigi*
Hedef .
Gruplar Amplifikasyon Kosullar:
Master Primer Kalip
Miks** konsanstrasyonu*** DNA
0,1 uM
2 ¢ Grup 1 (0,2 ul F) (0,2 ul R)
[«5)
T o X 0,1 uM
X 20 Grup 2 30 pl
5 g o 0.2 “IOFI) ESV? W R) 94°C-5 dk, (94°C-25 sn, 52°C-
Grup 9 ’ 4ul 40 sn, 72°C-50 sn)x30, 72°C-
P (0,4 ul F) (0.4 ul R) " P )
Grup 8 0.3 uM
CTX-M PCR 34l a “101:3) SNi“ R)
Grup 25 (1ulF) (1 ul R)
0,1 uM
MOX Grubu (0.6 ul F) (0.6 ul R)
0,1 uM
x CIT Grubu (0.6 ul F) (0.6 uI R)
O
1) % DHA Grubu (0,6 101’:1) tl(l)vé IR) 94°C-3 dk, (94°C-30 sn, 64°C-
23 18 ul D RV, i 4ul | 30sn, 72°C-60 sn)x25, 72°C-
e ACC Grubu .~ B 7 dk
£ (0,5 pl F) (0,5 ul R)
s 0,1 uM
EBC Grubu (0.5 1l F) (0.5 ul R)
0,1 uM
FOX Grubu (0.4 ul F) (0.4 ul R)

* PCR karigiminin toplam hacmi 50 pl olacak gekilde DNaz/RNaz’dan ari distile su ile tamamlandi.
** Amplifikasyonda kullanilan PCR Master Miks 2X konsantrasyonda kullanildi.
***Her iki multipleks PCR ¢alismasinda forvard (F) ve revers (R) primerler ile 10 pl’lik primer havuzu olusturuldu.

3.2.2.9. PCR Uriinlerinin Elektroforezi ile DNA’nin Saptanmasi

PCR iiriinlerine agaroz jelde elektroforez yontemi uygulandi. %1,5 agaroz igeren
jel, 1X TBE ile 10 pg/ml etidyum bromiir ile boyanarak hazirlandi. Agaroz jele, DNA
marker (5 pul DNA marker ve 1 pl yiikleme soliisyonu), pozitif kontrol, negatif kontrol ve
orneklere ait PCR iriinleri (5 pl amplikon + 1 pl yiikleme soliisyonu) yiiklendi.
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Elektroforez islemi 1XTBE tampon icerisinde 90 Voltta 60 dk siirdiiriildii. Islemin

sonunda jel tanktan alinarak UV transmilatérde gozlendi. Olusan bantlar kaydedildi.

Agaroz jel elektroforetik seperasyonu sonucunda, pozitif kontrollerde spesifik
bant olusumu (Tablo 3-7), negatif kontrolde ise bant olmamas: yapilan PCR testinin

dogrulugunu gosterdi. Orneklerin spesifik DNA pozitif degerlendirilmesi belirtilen

molekiil agirliklarinda DNA bandinin varligia gore yapildi.

Tablo 3-7: Degerlendirmede kullanilan DNA bantlarimin molekiil agirhklari

S |[So|S|So|(So|S8| «
. . . . . < | o X
TEM | SHV | OXA10 | PER2 | X |X S|xS|xS|xS|xe/o|E [T |0 | 8|3
F IFs|lFE|lFR|IFE|IF2| S| O || g | w |
IR RSRCARSNCA RSN CHRSNCARSNT)
Molekiil
Agirhg | 858 | 827 720 469 | 550 | 415 | 552 | 666 | 205 | 327 | 520 | 462 | 405 | 346 | 302 | 190
(bp)
X o9 e} T ©O
.| 58| 28 | £8 |i¢8
Kaynak | > % g v 8 Ex |59 Woodford ve ark. 2006 Pérez-Pérez ve Hanson, 2002
@ S & £ 5 8 | =X
z |cg| Sz | &z |8F

3.2.3. istatiksel Analiz
Kopek ve kedi diskisinda GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli kolonizasyonunun

cinsiyet, hayvan tiirii ve antibiyotik kullanma gegmisi gibi etkenlerin 6nemi arastirildi.

Hayvan tiirli, cinsiyet ve antibiyotik kullanma ge¢misi degiskenleri; sirasiyla
kopek yada kedi, disi ya da erkek ve geg¢misinde herhangi bir zamanda antibiyotik
uygulamasinin bulunup bulunmamasina gore planlandi. Bu kategorilerin herbirinde

izolatlarin varlig1 veya yoklugu karsilastirildi ve istatistiksel olarak degerlendirildi.
Calismada, kopeklerde 85 erkek ve 107 disi, kedilerde 89 erkek ve 103 disi;

kopeklerde 45 adet antibiyotik uygulama ge¢misi bulunan ve 27 adet bulunmayan,

kedilerde 66 antibiyotik uygulama geg¢misi bulunan ve 30 adet bulunmayan hayvan;
kolonizasyon yoniinden degerlendirmeye alindi.

Istatistiki degerlendirmede veriler SPSS programinda kodlanarak Pearson Ki-kare
istatistiksel analizi ile yapilarak, p-degeri <0.05 olan degerler anlamli olarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Identifikasyon

Sefotaksim katkili MacConkey agarda tiremis, laktoz pozitif, Gram negatif,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol pozitif, MR pozitif, VP negatif, sitrat negatif, iire
negatif, TSIA’da H,S olusumu negatif, glukoz pozitif ve ramnoz pozitif olan 171 E.coli
susu izole ve identifiye edildi. Identifiye edilen 171 E.coli susunun 89°u kopeklere ve
82’si kedilere aitti.

4.2. Fenotipik GSBL Tarama Testi Sonuclari

CLSI standartlarinda verilen {ireme inhibisyon zon c¢aplarma gore kopek
izolatlarmin 541 (%60,7), kedi izolatlarinin 48’1 (%58,6) tarama testi pozitif bulundu
(Tablo 4-1 ve 4-2).

4.3. Fenotipik GSBL Dogrulama Testi Sonuclari
GSBL tarama testi sonucu pozitif bulunan 54 kopek izolatin 38’1, 48 kedi izolatin
16’s1 GSBL dogrulama testi pozitif bulundu.

Sonug olarak sefotaksim katkili MacConkey agardan izole edilmis 89 kopek
izolatinin 38’1 (%42,7), 82 kedi izolatin 16’s1 (%19,6), toplamda 171 E.coli izolatinin
54’1 (%31,6) fenotipik GSBL pozitif bulundu (Tablo 4-1 ve 4-2).

4.4. Fenotipik AmpC Tamimlama Testi Sonuclari

Sefotaksim katkili MacConkey agardan izole edilmis 89 kdpek izolatinin 3’1, 82
kedi izolatinin 1’1, toplamda 171 izolatin 4% fenotipik AmpC pozitif bulundu. Fenotipik
AmpC pozitif bulunan 3 kopek izolatinin 2’°si ayn1 zamanda GSBL pozitif E.coli izolati
idi (Tablo 4-1 ve 4-2).

4.5. Fenotipik GSBL ve AmpC Testi Sonuglar:

Kopek izolatlar1 i¢inde fenotipik olarak GSBL pozitif 38 izolatin 36’sinin sadece
GSBL pozitif, 2’sinin GSBL ve AmpC pozitif, ayrica 38 izolatin disinda bir izolatin da
sadece AmpC pozitif oldugu (n=39) belirlendi (Tablo 4-1).

Kedi izolatlar1 i¢inde fenotipik olarak GSBL pozitif 16 izolatin 15’inin sadece
GSBL pozitif, birinin GSBL ve AmpC pozitif oldugu (n=16) belirlendi (Tablo 4-2).



Tablo 4-1: Kopeklere ait izolatlarin fenotipik degerlendirme sonuglar:
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. GS_BL'Tf’:lrama Testi GSBL . GSB_L Dogrulama Testi AmpC Tammlama Testi
_ Ureme-inhibisyon zonu (mm) | Tarama Ureme-inhibisyon zonu (mm) GSBL AmpC
Omek| c1x | cro [caz | cpp |aTm| 1 | erx | cticLa|caz |cazicLa [ SO [ crx cpv | Sonus
D-4 14 0 20 0 0 + 14 22 20 26 GSBL+ S R -
D-5 18 0 20 0 0 + 18 24 20 26 GSBL+ S S -
D-6 14 0 20 0 0 + 14 20 20 26 GSBL+ S S -
D-7 0 0 0 0 0 + 0 6 0 6 GSBL+ S R -
D-8 0 0 0 0 0 + 0 6 0 6 GSBL+ S R -
D-9 0 0 0 0 0 + 0 6 0 6 GSBL+ S R -
D-10 0 0 10 0 10 + 0 6 10 16 GSBL+ S R -
D-11 0 0 12 0 10 + 0 10 12 12 - S R -
D-17 16 14 22 0 18 + 16 24 22 22 - S S -
D-18 0 0 22 0 0 + 0 20 22 22 - S S -
D-19 16 0 0 0 14 T 16 21 0 22 GSBL+ S R -
D-25 16 12 14 0 16 + 16 16 14 22 - S R -
D-26 16 10 10 0 16 + 16 18 10 10 - S R -
D-27 22 20 22 0 14 + 22 22 22 22 - S S -
D-30 15 0 10 0 0 A 15 22 10 16 GSBL+ S S -
D-31 16 0 0 0 14 + 16 20 0 18 - S R -
D-32 16 0 10 0 12 T 16 22 10 16 GSBL+ S S -
D-33 20 0 0 0 0 + 20 20 0 14 - R R -
D-35 16 0 10 0 0 A 16 22 10 16 GSBL+ S R -
D-36 14 0 14 0 0 + 14 22 14 20 GSBL+ S R -
D-37 14 0 14 0 0 + 14 22 14 22 GSBL+ S R -
D-38 20 0 0 0 0 + 20 20 10 14 - S R -
D-39 16 0 0 0 10 + 16 22 0 14 GSBL+ S S -
D-40 14 0 8 0 14 + 14 14 8 14 - R R -
D-42 28 26 24 22 28 - - S R -
D-44 16 12 0 0 12 + 16 22 0 16 GSBL+ S R -
D-45 14 0 0 0 12 + 14 20 0 12 GSBL+ S R -
D-46 14 0 0 0 12 + 14 20 0 12 GSBL+ S R -
D-48 14 0 0 0 10 + 14 20 0 14 GSBL+ S R -
D-53 20 0 0 0 14 + 20 20 0 14 - S R -
D-57 16 10 0 0 12 + 16 22 0 16 GSBL+ S S -
D-60 22 0 0 0 0 + 22 22 0 14 - S R -
D-62 12 0 0 0 10 T 12 20 0 16 GSBL+ S R -
D-63 20 12 0 0 0 + 20 20 0 12 - S S -
D-64 16 0 10 0 16 T 16 22 10 16 GSBL+ S R -
D-66 14 10 10 0 14 + 14 22 10 16 GSBL+ S S -
D-67 18 12 0 0 16 + 18 20 0 12 - S R -
D-73 20 0 0 0 16 + 20 22 0 18 - S R -
D-74 14 0 0 0 0 + 14 22 0 18 GSBL+ S R -
D-77 14 0 0 0 12 + 14 22 0 18 GSBL+ S R -
: GSBL porzitifligini, : AmpC pozitifligini gostermektedir.

CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim, ATM: Aztreonam, CTX/CLA: Sefotaksim/Klavulanik asit,
CAZ/CLA: Seftazidim/Klavulanik asit, CFX: Sefoksitin, CPM: Sefepim, S: Duyarli, R: Direngli
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. GS_BL_T_arama Testi GSBL . GSB_L Dogrulama Testi AmpC Tammlama Testi
] Ureme-inhibisyon zonu (mm) | Tarama Ureme-inhibisyon zonu (mm) GSBL AmpC
Of\ﬁfk CTX | CRO | CAZ | CPD | ATM sgﬁf}éu cTX |cTx/CLA | cAz | cazicLa | SO™ | crx CPM Sonug
D78 20 | o | 0o | 0 | 16 + 20 22 0 10 - S R -
D79 | 18 | o | 0o | 0 | 12 + 18 24 0 18 GSBL+ s R -
D83 | 16 | 0 | 0 | 0 | 10 + 16 22 0 12 GSBL+ S R -
D97 | 28 | 27 | 24 | 20 | 28 - - s s -
D99 | 28 | 26 | 23 | 22 | 28 - - s s -
D114l o [ o | o | 0 | O + 0 14 0 10 GSBL+ s R -
D15 12 [ 0o | o | 0 | 10 + 12 18 0 14 GSBL+ s R -
D118 12 [ o | o | 0 | 10 + 12 20 0 14 GSBL+ s R -
D-120| 16 | 10 | 10 | 0 | 12 + 16 22 10 18 GSBL+ s R -
D-123| 28 | 26 | 24 | 20 | 28 - - s s -
D-124| 28 | 27 | 24 | 22 | 28 - - s R -
D125 | 28 | 26 | 26 | 22 | 28 - - S R -
D-126 | 28 | 26 | 24 | 20 | 28 - - s R -
D-127| 28 | 26 | 26 | 24 | 28 - - s R -
D-128 | 29 | 28 | 28 | 24 | 28 - - S R -
D-130| 30 | 28 | 28 | 20 | 29 - - s R -
D-131| 28 | 26 | 26 | 22 | 28 - - s R -
D-133]| 30 | 27 | 23 | 18 | 30 - - s R -
D-134| 28 | 26 | 24 | 18 | 28 - - s R -
D-135| 28 | 26 | 24 | 20 | 28 - - s R -
D-136| 14 [ 10 | 0 | 0o | 14 + 14 20 0 12 GSBL+ S R -
D-137| 28 | 26 | 26 | 24 | 28 - - s R -
D-138| 29 | 28 | 28 | 18 | 28 - - s s -
D-139| 30 | 28 | 28 | 20 | 29 - - s s -
D-150 | 28 | 26 | 26 | 22 | 28 - - s s -
D-151 | 30 | 27 | 23 | 24 | 30 - - s s -
D-154| 28 | 26 | 24 | 18 | 28 - - s s -
D-161| 28 | 27 | 24 | 22 | 28 - - s s -
D-163| 28 | 26 | 23 | 20 | 28 - - s s -
D-164| 30 | 28 | 28 | 20 | 29 - - s s -
D-166 | 28 | 26 | 26 | 22 | 28 - - s s -
p6s| o | 0o | 12| 0 | 10 + 0 12 12 18 GSBL+ s R -
D-169 | 28 | 26 | 24 | 18 | 28 - - s s -
D170l 10 | 0 | 14 | 0 | 10 + 10 16 14 20 GSBL+ s R -
D-172| 28 | 26 | 24 | 18 | 28 - - s R -
D-173| 28 | 27 | 24 | 24 | 28 - - s s -
Das| 10 | 0 |12 | 0 | 10 + 10 18 12 20 GSBL+ s R -
pas|l o [ o | o | 0o | O + 0 10 0 12 GSBL+ R s AmpC+
D1zl o | 0o | 10| 0o | O + 0 12 10 16 GSBL+ R s AmpC+
D-180| 28 | 26 | 24 | 18 | 28 - - R S AmpC+
pag2l o | o | 12| 0 | © + 0 12 12 18 GSBL+ s R -
D-183| 28 | 26 | 26 | 24 | 28 - - s s -

: GSBL pozitifligini,

: AmpC pozitifligini gostermektedir.
CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim, ATM: Aztreonam, CTX/CLA: Sefotaksim/Klavulanik asit,
CAZ/CLA: Seftazidim/Klavulanik asit, CFX: Sefoksitin, CPM: Sefepim, S: Duyarli, R: Direngli
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Uren?e%iBr\lﬁigil;/%rrTi;]ejt(lmm) T(ifaBnI;a ﬁrfﬁgkfﬂgig:);gﬁ?gnﬂe(s;m) GSBL AmpC Tammlama Testi AmpC

OrN‘Lek CTX | CRO | CAZ | CPD | ATM sgﬁf}éu cTx | cTx/cLA | caz | cazicLa| SO | crx cpm | Sonus
D-184 | 29 28 28 24 28 - - S S -
D-185] 30 28 28 20 29 - - S R -
D-187 | 28 26 26 22 28 - - S R -
D-189 | 30 27 23 18 30 - - S R -
D-190 | 10 0 12 0 10 + 10 16 12 18 GSBL+ S R -
D-191| 28 | 27 | 24 | 20 | 28 - - S S -
D-192| 28 | 26 | 23 | 20 | 28 - - S S -

: GSBL pozitifligini, : AmpC pozitifligini gostermektedir.
CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim, ATM: Aztreonam, CTX/CLA: Sefotaksim/Klavulanik asit,
CAZ/CLA: Seftazidim/Klavulanik asit, CFX: Sefoksitin, CPM: Sefepim, S: Duyarli, R: Direngli
Tablo 4-2: Kedilere ait izolatlarin fenotipik degerlendirme sonuclari
. GS_BL'T'arama Testi GSBL . GSB_L D_ogrulama Testi AmpC Tammlama Testi

] Ureme-inhibisyon zonu (mm) Tarama Ureme-inhibisyon zonu (mm) GSBL AmpC

Omek| c1x | cro [caz | cpp |aTm| 1 erx | cTicLa|caz |cazicLa [ SO [ crx cpm | Sonus
C-1 28 27 24 24 28 - - S S -
C-4 14 14 16 16 24 + 14 20 16 18 - S S -
C-6 18 16 18 14 16 + 18 26 18 24 GSBL+ S R -
C-7 10 14 20 10 16 + 10 18 20 28 GSBL+ S R -
C-8 16 0 0 0 12 + 16 18 20 20 - S R -
C-11 0 14 0 10 0 + 0 14 12 14 - S S -
C-12 16 14 0 0 10 + 0 16 12 14 - S R -
C-14 10 12 22 0 0 + 10 12 22 22 - S S -
C-15 12 10 0 0 0 + 12 14 22 24 - S S -
C-22 0 0 18 0 0 + 0 22 22 24 - S R -
C-25 18 16 14 12 14 + 18 26 14 22 GSBL+ S S -
C-30 0 0 16 0 12 T 0 22 16 22 GSBL+ S R -
C-32 18 0 16 0 14 T 18 24 0 14 GSBL+ S R -
C-33 18 0 0 0 14 + 18 24 0 16 GSBL+ S R -
C-56 0 0 14 0 10 T 0 14 14 20 GSBL+ S R -
C-57 0 0 10 0 14 + 0 8 10 10 - S R -
C-58 14 0 12 0 14 + 14 16 12 12 - S R -
C-59 0 14 12 0 10 + 0 10 12 14 - S R -
C-60 0 0 14 0 0 + 0 8 14 14 - S R -
C-61 0 0 12 0 12 + 0 12 12 14 - S R -
C-64 14 0 12 0 14 + 14 20 12 18 GSBL+ S S -
C-66 12 0 10 0 10 + 12 12 10 14 - S S -
C-67 0 0 10 0 10 + 0 10 10 12 - S R -
C-69 14 12 16 16 10 + 14 16 16 16 - S S -
C-70 0 0 8 10 8 + 0 6 8 10 - S R -
C-77 16 0 0 0 12 + 16 18 20 20 - S R -
C-80 10 12 16 0 0 + 10 12 16 18 - S S -

: GSBL pozitifligini, : AmpC pozitifligini gostermektedir.

CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim, ATM: Aztreonam, CTX/CLA: Sefotaksim/Klavulanik asit,
CAZ/CLA: Seftazidim/Klavulanik asit, CFX: Sefoksitin, CPM: Sefepim, S: Duyarli, R: Direngli
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I"Jrenis-i?]hig{asgi?i;]ejt(lmm) T(ifaBnI;a ﬁrgn?gﬁfggigsr;olznzlgn’fje(srgm) GSBL AmpC Tammlama Testi AmpC
6,(]”0“ CTX | CRO | CAZ | CPD | ATM sgﬁf}éu cTX |cTx/CLA | cAz | cazicLa | SO™ | crx CPM Sonug
ce7| o | o |10] 0| 14 + 0 8 10 10 - -
co | 14| 0o |12] 0| 14 + 14 16 12 12 - -
cor|l o | o | 12| 0| 12 + 0 12 12 14 - -
co2| 14| 0o | 12| 0 | 14 + 14 20 12 20 |oesBL+ -
cor|l 12| 0o | 10| 0| 10 + 12 12 10 14 - -
cos| 10| o |10] 0 | 14 + 10 10 10 16 - -
cwol 18| o | oo o + 18 18 0 0 - -
c03| 14 | 12 | 16 | 16 | 10 + 14 16 16 16 - -
crw4|l 14| 0o | 12| 0 | 14 + 14 16 12 12 - -
cws| o [ 14 | 12| 0 | 10 + 0 10 12 14 - -
c113] 8 | o |[10] 0 | O + 8 14 10 16 |GsBL+ AmpC+
c116| o [ 14 | 0o [ 10| 0 + 0 14 12 14 - -
car| 14 | 12 | 16 | 16 | 10 + 14 16 16 16 - -
cao|l o | o | 18| 0| 0 + 0 22 18 22 - -
cis| 10 |12 | 16| 0| 0 + 10 12 16 18 - -
ca6| o [ 14 | 12| 0 | 10 + 0 10 12 14 - -

C-132 | 29 28 28 18 28 - -

C-133 | 30 28 28 20 29 - -

C-134 | 28 26 26 22 28 - -

C-136 | 30 27 23 24 30 - -

C-137 | 28 26 24 24 28 - -

C-138 | 28 27 24 20 28 - -

C-139| 28 26 23 22 28 - -

C-142| 30 28 28 20 29 - -

C-144| 8 0 12 0 8 + 8 14 12 18 GSBL+

C-145) 28 26 26 24 28 - -

C-146 | 29 28 28 18 28 - -

C-147] 30 28 28 20 29 - -

C-150 | 28 26 26 22 28 - -

C-151] 30 27 23 18 30 - -

C-152| O 0 10 0 8 + 0 12 10 20 GSBL+ -
C-153 ) 22 20 20 22 24 - - -
C-154| O 0 10 0 0 + 0 12 10 18 GSBL+ -

C-155] 29 26 26 24 28 - -

C-158 | 28 28 28 22 28 - -

C-159 | 29 28 28 20 28 - -

C-161) 28 26 24 22 28 - -

C-163 | 28 28 26 22 29 - -

C-165| O 0 10 0 14 + 0 20 10 18 GSBL+

C-171| 10 0 14 0 16 + 10 20 14 20 GSBL+

C-172| 28 26 26 24 28 - -

nlnlnlunlnlunlunlnlunlnlnlunlnlunlunlnlunlnlunnlnlunlnlonlunlnluolunloluolnlAd ool ool nolnln|ln
NI ;MWD |D[(D|D|D[(D|D|D (OO OO OOOOIOOO|OD[(T|OVO|TOOIOOOD|T| V(OO |O0|0(0|30
|

C-174 ) 29 28 28 18 28 - -

: GSBL pozitifligini, : AmpC pozitifligini gostermektedir.
CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim, ATM: Aztreonam, CTX/CLA: Sefotaksim/Klavulanik asit,
CAZ/CLA: Seftazidim/Klavulanik asit, CFX: Sefoksitin, CPM: Sefepim, S: Duyarli, R: Direngli
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. GSBL Tarama Testi GSBL . GSBL Dogrulama Testi AmpC Tanimlama Testi
Ureme-inhibisyon zonu (mm) | Tarama Ureme-inhibisyon zonu (mm) GSBL AmpC
OrN‘Lek CTX | CRO | CAZ | CPD | ATM sgﬁf}éu cTx |cTxicLA | caz | cazicLa| SO™ | crx cpm | Senus
C-175] 30 28 28 20 29 - - S S -
C-176 | 28 26 26 22 28 - - S S -
C-179 ] 30 27 23 18 30 - - S S -
C-180 | 28 26 24 24 28 - - S S -
C-184 | 28 27 24 22 28 - - S S -
C-185] 28 26 23 20 28 - - S S -
C-186 0 0 12 0 0 + 0 16 12 18 GSBL+ S R -
C-187 ] 30 27 23 18 30 - - S R -
C-188 | 28 26 24 18 28 - - S R -
C-189 | 28 27 24 24 28 - - S R -
C-190 | 28 26 23 20 28 - - S R -
c-191| 30 | 28 | 28 | 24 | 29 - - S R -
C-192 | 28 26 26 22 28 - - S R -
: GSBL pozitifligini, : AmpC pozitifligini gostermektedir.
CTX: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CPD: Sefpodoksim, ATM: Aztreonam, CTX/CLA: Sefotaksim/Klavulanik asit,
CAZ/CLA: Seftazidim/Klavulanik asit, CFX: Sefoksitin, CPM: Sefepim, S: Duyarli, R: Direngli
Tablo 4-3: Hayvan tiiriine gore fenotipik GSBL ve/veya AmpC iireten izolatlarin dagilimi
Sefotaksimli GSBL . o GSBL . | Yalmz GSBL GSBL ve Yalniz AmpC.
, tarama testi | dogrulama testi . - tamimlama testi
MacConkey’de o P pozitif izolat AmpC pozitif L
.. . pozitif pozitif izolat . pozitif izolat
iireyen izolat sayis1 | . sayisl1 izolat sayisi
izolat sayisi sayisi sayisl1
Kopek 89 54/89 38/89 (%42,7) 36/89 (%40,4) 2/89 (%2,2) 1/89 (%1,1)
Kedi 82 48/82 16/82 (%19,6) 15/82 (%18,2) 1/82 (%1,2) -
Toplam 171 102/171 54/171 (%31,6) | 51/171 (%29,9) | 3/171 (%1,8) 1/171 (%0,6)

4.6. PCR Sonuglari

4.6.1. Kopek iz

olatlar

Fenotipik olarak yalniz GSBL pozitif 36 susun hepsi genotipik olarak da GSBL

pozitif bulundu.

Fenotipik olarak GSBL pozitif, AmpC negatif olarak belirlenen 36 susun 4’iinde
(D-32, D-35, D-114 ve D-175) genotipik olarak belirlenen GSBL geninin yani sira AmpC

genleri de belirlendi.

Fenotipik olarak GSBL ve AmpC pozitif oldugu belirlenen 2 susta (D-176, D-

177) genotipik diizeyde GSBL yoniinden pozitiflik saptandi. Ancak bu suslar AmpC geni

yoniinden incelendiginde D-176’nin genotipik diizeyde AmpC pozitif, D-177’nin ise

genotipik diizeyde AmpC negatif oldugu saptandi.
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Fenotipik olarak yalniz AmpC pozitif olan 1 susta ise (D-180) genotipik olarak
AmpC’nin yani sira, GSBL geni de bulundu.

Sonug olarak PCR ile incelenen 39 susun 33’{niin yalmiz GSBL geni, 6’sinin

GSBL ve AmpC genlerini tasidig1 belirlendi (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Kopek izolatlarimin fenotipik ve genotipik GSBL ve AmpC sonuclari

Ornek no | Fenotipik GSBL | Fenotipik AmpC | Genotipik GSBL | Genotipik AmpC
D-4 + - + -
D-5
D-6
D-7
D-8
D-9
D-10
D-19
D-30
D-32
D-35
D-36
D-37
D-39
D-44
D-45
D-46
D-48
D-57
D-62
D-64
D-66
D-74
D-77
D-79
D-83
D-114
D-115
D-118
D-120
D-136
D-168
D-170
D-175
D-176
D-177
D-180
D-182
D-190
: GSBL pozitifligini, : AmpC pozitifligini gdstermektedir.

e o I I I [ S o U [P [ [ S [ [ [ S I A R [P [ [T [ [ [ S [ o R O o
|

+
|

|
o I o I o 1 [ [ I o e O e [ [ I [ o o o P [P [ [P [ [ (o o R [P [ [ [ [ (S [
|

+
|




4.6.2. Kedi izolatlar

Fenotipik olarak GSBL ve/veya AmpC belirlenen kedi izolatlarinda (n=16),
fenotipik olarak yalniz GSBL pozitif 15 susun hepsi genotipik olarak GSBL pozitif
bulundu. Fenotipik olarak GSBL ve AmpC pozitif 1 susun (C-113) genotipik diizeyde
GSBL yo6niinden pozitif oldugu, AmpC geninin ise negatif oldugu saptandi. Sonug olarak
16 kedi izolatinda sadece GSBL genleri belirlendi (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Kedi izolatlarinin fenotipik ve genotipik GSBL ve AmpC sonuclari

C-6

+

Ornek no | Fenotipik GSBL | Fenotipik AmpC | Genotipik GSBL

+

Genotipik AmpC

C-7

C-25

C-30

C-32

C-33

C-56

C-64

C-92

C-113

C-144

C-152

C-154

C-165

C-171

C-186

R IR I I [ [ IS IS VR R [P [P (S (o (S

R IR I I [ [ IS IS VR S [P [P (S (T (S

: GSBL pozitifligini,

: AmpC pozitifligini gostermektedir.

4.6.3. Kopek ve Kedi Izolatlarinda Saptanan GSBL ve AmpC Genleri
blacTx-m: 39 kopek (%100) ve 16 kedi izolatinda (%100) blactx-m geni saptandi.

blatem: 21 kopek (%53,9) ve 11 kedi izolatinda (%68,8) blatem geni saptandi.

blaspy: 2 kopek (%5,1) ve 2 kedi izolatinda (%12,6) blasyy geni saptandi.

CTX-M alt gruplari: blactx-m geni bulunan 39 képek izolatinin tiimiinde (%100)
blactx-v Grup 1 enzim geni oldugu saptandi. Kedi izolatlarinda blactx-m geni pozitif
bulunan 16 izolatin 13’tinde (%81,2) blactx-m Grup 1 geni ve 3’tinde (%18,8) blacTx-m

Grup 9 geni saptandi.

AmpC alt gruplar: Bir kopek izolatinda (%2,6) blayox geni, bes kopek

izolatinda (%12,9) blac T geni saptandi.
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1zolat1ar1n hi(;birinde b|aQXA.1o, b|apER-2, blaCTx-M Grup 2, blaCTx-M Grup 8, b|aCTx-

M Grup 25, bIaDHA, blaAcc, bIaEBC ve blaFox geni saptanmadl.

Kopek izolatlarinda belirlenen genlerin dagilimi; %46,1’si blatem + blactx-m Grup
1, %35,9’u sadece blactxm Grup 1, %35,1°1 blatgm + blacit + blactxm Grup 1, %35,1°1
blact + blactxm Grup 1, %2,6’s1 blapox + blacTx-m Grup 1, %2,6’s1 blagyy + blagit +

blactx-m Grup 1, %2,6’s1 blatem + blasyy + blactx-m Grup 1 olarak bulundu.

Kedi izolatlarinda belirlenen genlerin dagilimi; %43,8’1 blatgm + blactx-w Grup 1,
%25’1 sadece blactxm Grup 1, %12,5’1 blatem + blactxm Grup 9, %12,5’1 blatgm +

blasny + blactx-m Grup 1, %6,2’si sadece blactx-m Grup 9 olarak bulundu.

Tiim izolatlarin PCR sonuglarina ait veriler Tablo 4-6’da verilmistir.

4.7. istatiksel Analiz Sonuclar

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, kopek ve kedi diskilarinda GSBL ve/veya
AmpC ireten E.coli kolonizasyonunun hayvan tiirii ile arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,001). Kopeklerde kedilere oranla daha fazla kolonizasyon orani
belirlendi.

Kolonizasyon ve cinsiyet arasindaki iliski degerlendirildiginde, kopek ve kediler
icin bu faktoriin 6nem ifade etmedigi (p=0,827) saptandi.

Kolonizasyon ile kopek ve kedilerin gegmisinde antibiyotik uygulamasinin varligi
ile ilgili, alinan bilgilerin eksik olmasina da bagl olarak, istatistiksel olarak 6nemli

olmadigi bulundu (p=0,315).



Tablo 4-6: izolasyon ve identifikasyon sonuclarina toplu bakis
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Ornek ismi

Fenotipik Bulgular

Genotipik bulgular

Fenotipik Fenotipik
GSBL AmpC

Ana Gruplar

CTX-M Multipleks PCR

SHV
OXA-10

CTX-M

PER-2
Grup 25

D-4

AmpC Multipleks PCR

CIT

DHA

ACC

EBC

FOX

D-5

D-6

D-7

D-8

D-9

D-10

D-19

D-30

D-32

D-35

D-36

D-37

D-39

D-44

D-45

D-46

D-48

R R A R N A A S

R R R R A R A A R E s

D-57

+ a—

=2

|
+

: Fenotipik GSBL pozitifligini,

pozitifligini, [Jll: CTX-M Grup 9 geni pozitifligini,

- Fenotipik AmpC pozitifligini, [

: MOX geni pozitifligini,

: CIT geni pozitifligini gdstermektedir.

TEM geni pozitifligini, | : SHV geni pozitifligini, | : CTX-M geni pozitifligini, BI: CTX-M Grup 1 geni




Tablo 4-6: izolasyon ve identifikasyon sonuclarina toplu bakis
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Ornek ismi

Fenotipik Bulgular

Genotipik bulgular

Fenotipik
GSBL

Fenotipik
AmpC

Ana Gruplar CTX-M Multipleks PCR

SHV
OXA-10
PER-2
CTX-M
Grup 25

AmpC Multipleks PCR

D-62

CIT

DHA
ACC
EBC
FOX

D-64

D-66

D-74

D-77

D-79

D-83

D-114

D-115

D-118

D-120

D-136

D-168

D-170

D-175

D-176

D-177

o o o S S I S [ o S S [T o P o (S

+ |+ |1
|
|
|
|

D-180

+ 4|+

D-182

+

[
[
[

o o [ S [ [T [ o [ [ S (S BT [ [T [

D-190

+

+ - - +

: Fenotipik GSBL pozitifligini,
pozitifligini, [JJll: CTX-M Grup 9 geni pozitifligini,

: Fenotipik AmpC pozitifligini, -: TEM geni pozitifligini, : SHV geni pozitifligini, : CTX-M geni pozitifligini, -: CTX-M Grup 1 geni

]

: MOX geni pozitifligini, : CIT geni pozitifligini gostermektedir.




Tablo 4-6: izolasyon ve identifikasyon sonuglarina toplu bakis
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Ornek ismi

Fenotipik Bulgular

Genotipik Bulgular

Fenotipik Fenotipik
GSBL AmpC

Ana Gruplar

SHV
OXA-10

PER-2
CTX-M

C-6

C-7

C-25

C-30

C-32

C-33

C-56

C-64

C-92

C-113

C-144

C-152

C-154

C-165

C-171

o o I S (S B S o (o o S S S R S
[

[
o o S S (S U S o (o S S S S R S

C-186

+ —

- +

: Fenotipik GSBL pozitifligini,

pozitifligini, [Jll: CTX-M Grup 9 geni pozitifligini,

: MOX geni pozitifligini,

- Fenotipik AmpC pozitifligini, [.0: TEM geni pozitifligini,

CTX-M Multipleks PCR

AmpC Multipleks PCR

S & < | ol ol x
=3 2 = I Q sl O
- s O [a) < LLl LL
o O

: SHV geni pozitifligini, | : CTX-M geni pozitifligini, laes: CTX-M Grup 1 geni

: CIT geni pozitifligini gostermektedir.




Sekil 4-2: Kombine disk yontemi, GSBL dogrulama testi, negatif kontrol (E.coli ATCC
35218)

56



Sekil 4-4: GSBL dogrulama testi sonucu pozitif 6rnek goriintiisii (D-4)

57
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858 bp

Sekil 4-6: TEM grubu PCR sonuclarina érnekler

M: Marker, 1 ve 2: TEM pozitif kontrol (858 bp), 3: Negatif kontrol
Pozitif Ornekler: 4 (D-4), 6 (D-6), 7 (D-7), 8 (D-8), 9 (C-6)

Negatif Ornekler: 5 (D-5), 10 (D-57), 11 (D-62), 12 (D-64)
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7°8 9 10 1'12°M 1314015 16 a8 1990 0f 90 25 24

Sekil 4-7: SHV grubu PCR sonuglarina érnekler

1: SHV pozitif kontrol (827 bp), 2 ve 3: Negatif kontrol, M: Marker
Pozitif Ornekler: 20 (C-25)

Negatif Ornekler: 4 (D-4), 5 (D-5), 6 (D-6), 7 (D-7), 8 (D-8), 9 (D-9), 10 (D-10), 11 (D-
19), 12 (D-30), 13 (D-32), 14 (D-35), 15 (D-36), 16 (D-37), 17 (D-39), 18 (C-6), 19 (C-
7), 21 (C-30), 22 (C-32), 23 (C-33), 24 (C-56)

720 bp

Sekil 4-8: OXA-10 PCR sonuglarimma érnekler

6: Negatif kontrol, 7: OXA-10 pozitif kontrol (722 bp), M: Marker
Negatif Ornekler: 1 (D-4), 2 (D-5), 3 (D-6), 4 (D-7), 5 (D-8)

827 bp
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469 bp

Sekil 4-9: PER-2 PCR sonuclarina érnekler

M: Marker, 6 ve 8: PER-2 pozitif kontrol (469 bp), 7: Negatif kontrol
Negatif Ornekler: 1 (D-4), 2 (D-5), 3 (D-6), 4 (D-7), 5 (D-8), 9 (D-9), 10 (D-19)

Sekil 4-10: CTX-M grubu PCR sonuglarina érnekler

M: Marker, 1 ve 3: CTX-M pozitif kontrol (550 bp), 2 ve 4: Negatif kontrol
Pozitif Ornekler: 5 (D-4), 6 (D-5), 7 (D-6)



666 bp

327 bp

405 bp

346 bp

190 bp

61

552 bp
415 bp

205 bp

Sekil 4-11: CTX-M gruplar1 multipleks PCR sonuglarina érnekler

1: CTX-M Grup 8 pozitif kontrol (666 bp), 2: CTX-M Grup 25 pozitif kontrol (327 bp),
M: Marker, 3: CTX-M Grup 1 pozitif kontrol (415 bp), 4: CTX-M Grup 2 pozitif
kontrol (552 bp), 5: CTX-M Grup 9 pozitif kontrol (205 bp), 6: Negatif kontrol

CTX-M Grup 1 pozitif 6rnekler: 7 (D-74), 9 (C-6)
CTX-M Grup 9 pozitif 6rnekler: 8 (C-7)

520 bp
462 bp

Sekil 4-12: AmpC gruplar1 multipleks PCR sonuc¢larina 6rnekler

M: Marker, 1: ACC pozitif kontrol (346 bp), 2: MOX pozitif kontrol (520 bp), 3: FOX
pozitif kontrol (190 bp), 4: DHA pozitif kontrol (405 bp), 5: EBC pozitif kontrol (302
bp), 6: CIT pozitif kontrol (462 bp), 7: Negatif kontrol

MOX pozitif 6rnekler: 8 (D-114)
CIT pozitif 6rnekler: 9 (D-175), 10 (D-177), 11 (D-182)
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5. TARTISMA

Son yillarda insan ve hayvanlarda GSBL ve AmpC iireten E.coli 6nem
kazanmig, saglikli veya hasta bireylere ait g¢esitli klinik 6rneklerden tanimlanmistir.
Etkenin insan (Zhanel ve ark. 2008), kedi, kopek (O’Keefe ve ark. 2010), at (Dierikx ve
ark. 2012), sigir (Liebana ve ark. 2006), domuz (Brinas ve ark. 2003) ve kanath
hayvanlardan (Costa ve ark. 2009) izolasyonu birgok iilkede bildirilmistir.

Cesitli lilkelerde GSBL {ireten E.coli’nin saglikli kopek ve kedi digkisinda
prevalanslar sirasiyla; Portekiz’de kopeklerde %7,8, kedilerde %12,1 (Costa ve ark.
2008), Kanada’da kopeklerde ve kedilerde %0 (Murphy ve ark. 2009), Cin’de kopek ve
kedilerde %25,4 (Sun ve ark. 2010), Ingiltere’de kdpeklerde %5 (Wedley ve ark. 2011),
Japonya’da kopeklerde %5,9 (Harada ve ark. 2011), Kenya’da kopeklerde %21,8,
kedilerde %4, (Albrechtova ve ark. 2012), Isvigre’de kdpeklerde %2.9, kedilerde %2
(Gandolfi-Decristophoris ve ark. 2013), Hollanda’da kopeklerde %25, kedilerde %0
(Hordijk ve ark. 2013) ve Portekiz’de kopeklerde %15,2 (Belas ve ark. 2014) olarak

saptanmistir.

AmpC iireten E.coli’nin saglikli kdpek ve kedi diskisinda prevalanslari sirasiyla;
Kanada’da kopeklerde %1,1, kedilerde %0 (Murphy ve ark. 2009), Portekiz’de
kopeklerde ve kedilerde %0 (Costa ve ark. 2008), Ingiltere’de kdpeklerde %3,9
(Wedley ve ark. 2011), Portekiz’de kopeklerde %19,9 (Belas ve ark. 2014) ve
Hollanda’da kopeklerde %20, kedilerde %0 (Hordijk ve ark. 2013) olarak bildirilmistir.

Bu calismada GSBL iireten E.coli prevalansi genotipik belirlemelere gore
kopeklerde %20,3 (n=39), kedilerde %8,3 (n=16); AmpC iireten E.coli prevalansi
kopeklerde %3,7 (n=7), kedilerde %0,6 (n=1) olarak bulunmustur. Sonuglar
karsilagtirildiginda prevalansin iilkeler arasinda farkli degerlere sahip oldugu, bu
degerlerin de yillara bagli olarak genellikle artig gosterdigi dikkati ¢ekmektedir. Ancak
yurdumuzda eslik¢i hayvanlarda bu konu ile ilgili ¢alisma olmamasi nedeniyle elde
edilen sonuglarla ilgili bir yorum yapilamamis, Son yillarda yurtdisinda elde edilen

sonuglarla degersel olarak uyum gosterdigi goriilmiistiir.

Saglikli ya da hasta kopek ve kedilere ait GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli

izolatlarinda baskin B-laktamaz genleri iilkelere gore gesitlilik gostermekte olup, CTX-
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M Grup 1 (alt grup CTX-M-1)’in Portekiz, italya, Almanya, Sili, Tunus ve Hollanda’da
(Costa ve ark. 2008; Carattoli ve ark. 2005; Schink ve ark. 2011; Moreno ve ark. 2008;
Sallem ve ark. 2013; Hordijk ve ark. 2013); CTX-M Grup 1 (alt grup CTX-M-15)’in
ABD, Ingiltere, Almanya, Kenya ve Avustralya’da (O’Keefe ve ark. 2010; Timofte ve
ark. 2011; Schink ve ark. 2011; Albrechtova ve ark. 2012; Platell ve ark. 2011); CTX-M
Grup 9 (alt grup CTX-M-14)’un ABD, Cin ve Sili’de (O’Keefe ve ark. 2010; Sun ve
ark. 2010; Moreno ve ark. 2008); TEM grubu enzimlerin Portekiz, ingiltere ve Tunus’ta
(Costa ve ark. 2008; Wedley ve ark. 2011; Sallem ve ark. 2013); SHV grubu enzimlerin
Portekiz, ABD, Cin ve Avustralya’da (Feria ve ark. 2002; O’Keefe ve ark. 2010;
Harada ve ark. 2011; Gibson ve ark. 2010); OXA grubu enzimlerin Portekiz, Isvigre,
Kenya ve Avustralya’da (Costa ve ark. 2008; Gandolfi-Decristophoris ve ark. 2013;
Albrechtova ve ark. 2012; Gibson ve ark. 2010); PER grubu enzimlerin Sili’de (Moreno
ve ark. 2008) daha siklikla izole edildigi bildirilmistir.

AmpC’lerden CIT grubunda bulunan CMY-2’nin eslik¢i hayvanlarda en sik
rastlanan gen oldugu ve Portekiz, ABD, Italya, Ingiltere, Kanada, Hollanda ve
Avustralya’da izole edildigi bildirilmistir (Belas ve ark. 2014; Carattoli ve ark. 2005;
Wedley ve ark. 2011; Murphy ve ark. 2009; Hordijk ve ark. 2013; Gibson ve ark. 2010).
Eslik¢i hayvan ornekleri ile yapilan ¢alismalarda, E.coli suslarinda grup spesifik AmpC
genleri aragtirtlmig, CIT grubu disinda, DHA grubu (alt grup DHA-1) enzimler
belirlenmis (Tamang ve ark. 2012; Belas ve ark. 2014), ancak MOX grubuna
rastlanmamustir (Pitout ve ark. 2003; Ma ve ark. 2009; Wedley ve ark. 2011; Tamang ve
ark. 2012; Dierikx ve ark. 2012; Hordijk ve ark. 2013).

Eslik¢i hayvanlarin kommensal izolatlarinda yaygin olan direng genleri, kitalar
yoniinden incelendiginde; Avrupa Kitasi’'nda CTX-M Grup 1’in (6zellikle alt grup
CTX-M-1 ve -15) en yaygin gen oldugu, bunu takip eden genin TEM grubu oldugu ve
SHV grubu enzimlere ise daha az siklikla rastlanildig: goriilmektedir (Costa ve ark.
2004; Carattoli ve ark. 2005; Gandolfi-Decristophoris ve ark. 2013; Hordijk ve ark.
2013). Amerika Kitasi’nda CTX-M Grup 1 (alt grup CTX-M-15) siklikla belirlenirken,
bunu CTX-M Grup 9 (sirasiyla alt grup CTX-M-14 ve -24) takip etmistir (Shaheen ve
ark. 2011; Moreno ve ark. 2008). Asya Kitasi’nda agilikli olarak CTX-M Grup 9
enzimleri gézlemlenmis (Lim ve ark. 2009; Ma ve ark. 2009) ve CTX-M Grup 1 (alt
grup CTX-M-55 ve -64) ve Grup 9 (alt grup CTX-M-27 ve -65)’da bulunan farkl alt
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grup enzimler de tanimlanmistir (Sun ve ark. 2010). AmpC'lerden CMY-2, tiim
kitalarda siklikla saptanan gen olmustur (Pomba ve ark. 2009; Ma ve ark. 2009).

Tiirkiye’de veteriner hekimlik alaninda GSBL ve/veya AmpC {ireten izolatlar ile
ilgili olarak, mastitli inek siitleri (Ding ve ark. 2012) ve sigirlarin rektum mukozasindan
alman orneklerde (Aksoy ve ark. 2005) fenotipik olarak GSBL arastirilmis, fakat
herhangi bir pozitiflige rastlanmamistir. Kahraman ve ark. (yayinlanmamis veri),
Marmara Bolgesi’nde saglikli yumurtaci ve et¢i tavuklarin diski ve et 6rneklerinde
GSBL velveya AmpC iireten E.coli prevalansini diski orneklerinde %11,4; et
orneklerinde %1,3 olarak saptamiglardir. Saptanan genlerin bulunma sikliklarina gore
sirastyla; blactx.m Grup 1, blac, blargm, blactx-m Grup 8 ve blasyy oldugunu

belirlemislerdir.

Tiirkiye’de insan izolatlar1 ile ilgili GSBL caligmalarinda CTX-M Grup 1 (alt
grup CTX-M-15)’in en yaygin enzim oldugu saptanmistir (Zarakolu ve ark. 2007;
Giilamber, 2009). Gonullu ve ark. (2008), Tiirkiye’de hastane kokenli E.coli suslarinin
%86,8’inde CTX-M-15 enzimini belirlemislerdir. Giir ve ark. (2008), HITIT isimli ¢ok
merkezli siirveyans ¢alismasinda E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumannii
izolatlarinda; CTX-M-15 (%69,4), TEM tiirevi (%49,4), SHV tiirevi (%46,7), CTX-M-3
(%28,6) ve CTX-M-1 (%2) enzimlerini saptamislardir. Yapar (2007), calismasinda
E.coli izolatlarinda CTX-M Grup 9 (alt grup CTX-M-14) enzimini tanimlamigtir. E.coli
izolatlarinda en yaygin AmpC’nin ise CIT grubu oldugu belirlenmistir (Coskun ve
Altanlar, 2012b). Balik¢1 (2007); Koldas ve ark. (2011); Coskun ve Altanlar (2012b) ve
Yilmaz ve ark. (2013)’nin ¢alismalarinda, E.coli izolatlarinda CIT grubundan baska,
belirlenme sikligina gore sirasiyla, EBC, FOX ve MOX gruplarina ait genler tespit
etmisler ve K.pneumoniae izolatlarinda da MOX grubu genini saptamiglardir. Tiirkiye
disindaki iilkelerde hayvanlarda ve insanlarda MOX grubu genlerinin yaygin olmadigi,
Misir’da 1 ve Hindistan’da 11 adet hastane kokenli E.coli izolatinda saptandigi
bildirilmistir (Mohamudha ve ark. 2012; Wassef ve ark. 2014).

Bu c¢alismada, GSBL genleri olarak kopek ve kedi izolatlarinin %100’ tinde
blactx-v geni belirlenmistir. Kopek izolatlarmin %100’tiniin blactxm Grup 1 geni
igerdigi, kedi izolatlarmin agirlikli olarak blactx-m Grup 1 ve daha az oranda blactx-m
Grup 9 geni icerdigi saptanmistir. Ikinci baskin genin, blatgm geni oldugu; bunu blasyy

geninin takip ettigi belirlenmistir. Bu sonuglar insan ve hayvan popiilasyonlari
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sonuglariyla karsilastirildiginda, son yillarda Avrupa ve Asya kitalarinda saptanan
GSBL epidemiyolojisine uyum gosterdigi ve ozellikle blactxm Grup 1'in en sik
belirlenen gen olmasi yoniiyle diinya ¢apindaki verilere uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Bazi kedi izolatlarinda blactx-m Grup 9 geninin belirlenmesi yoniiyle Asya Kitasi'ndaki

verilerle paralellik gosterdigi goriilmistiir.

AmpC’lerden CIT grubunun bu ¢alismada da baskin gen olmasi, bu genin diinya

capinda yaygin oldugu goriisiinii desteklemektedir.

Bu ¢alismada kopek barinaginda bulunan sahipli bir kopekten (D-114) izole
edilen bir susta blayox geni belirlenmistir. Onemli olan blayox geninin hayvan veya
eslik¢i hayvan izolatlarinda simdiye kadar hi¢ bildirilmemis olmasidir. Bu ¢alisma ile
kopek E.coli izolatlarinda blayox geni ilk kez bildirilmistir. Elde edilen sonuglarin,
blamox genine sahip E.coli izolatlarinin insan ve hayvan popiilasyonlari arasinda
yayildigmin bir gostergesi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Onceki c¢alismalarda MOX
geninin diger Enterobacteriaceae iiyelerinde varliginin belirlenmesi, bu genin bakteri
tirleri arasinda da iletiminin gergeklesebilecegi ihtimalini gostermektedir. Ancak,
aragtiricilarin insan ve hayvanlarda AmpC genleri iginde daha yaygin goriilen blacmy-2
genini aragtirmayr tercih etmeleri, konu ile ilgili elde edilen sonuglara ait bilgi

eksikliginin olusmasina neden olabilecegi ihtimalini diigiindiirmiistiir.

Bu caligmada saptanan prevalansin ve enzim genlerinin ayni cografyadaki insan

orneklerindeki durumu yansittigr gézlemlenmistir.

Ozellikle Gram negatif bakterilerde ¢ogunlukla iki ya da daha fazla p-laktamaz
diren¢ geninin bulunabilecegi bildirilmistir (Shahid ve ark. 2011). Bu calismada
sonuglar incelendiginde P-laktamaz direng genlerinin 2 ya da 3’lii gruplar halinde

birlikte bulundugu belirlenmistir.

Onceki ¢alismalarda baz1 suslarin fenotipik AmpC pozitif fakat genotipik AmpC
negatif olarak goriildiigii durumlarda, bu suslarin arastirtlmayan diger AmpC genlerini
icerebilecegi ya da kromozomal AmpC B-laktamazin asir1 ekspresyonu ile iligkili olarak
promotor/atteniiasyon bolgelerinde meydana gelen mutasyon sonucu olusan farkli bir
diren¢ mekanizmasini igerebilecegi bildirilmistir (Reich ve ark. 2013; Murphy ve ark.
2009). Bu galismada, 1 kopek ve 1 kedi (D-177 ve C-113) izolati AmpC fenotipi

gostermesine ragmen AmpC’ye ait herhangi bir gen tespiti miimkiin olmamustir. Ayrica
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bu izolatlarda CTX-M Grup 1’e ait GSBL geni bulunmustur. Bu suslarin daha detayl

arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

GSBL ve AmpC iiretimi birlikte olan izolatlarin fenotipik incelemelerinde,
ozellikle sefepim ile yapilan AmpC tarama testlerinde, AmpC varligmin gozden
kagabildigi (Doi ve Paterson, 2007); sefepimin AmpC'lerin yiiksek ekspresyonu
durumunda belirleyici oldugu bildirilmistir (EUCAST, 2013). Ayrica AmpC’lerin
fenotipik  belirlemelerinde  kullanilan  antimikrobiyal — duyarlilik  testlerinin
uygulanmasinda ve sonuglarin degerlendirilmesinde CLSI veya EUCAST gibi

standartlar tarafindan onaylanan bir kriter olugturulamamustir.

Bu ¢alismada, fenotipik GSBL pozitif, fenotipik AmpC tanimlama testi negatif 4
kopek izolatinda (D-32, D-35, D-114 ve D-175), GSBL genlerine ek olarak, blact ve
blayox'a ait AmpC genlerinin bulunmasi, bu goriisii desteklemektedir. AmpC -
laktamaz tireten etkenlerin fenotipik belirlemelerine dair standart gelistirilmesinin
onemli oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuglara bagl olarak, sadece fenotipik
AmpC tanimlama testine dayali AmpC yorumlamasinin yeterli olmadigi, mutlaka

genotipik yontemlerin de uygulanmasi gerektigi sonucuna vartlmistir.

Yukarida verilen bilgilerin disinda tam tersi bir durumun da s6z konusu oldugu,
GSBL ve AmpC genlerinin ikisini iceren izolatlarda, AmpC enzimlerinin, GSBL
dogrulama testinde kullanilan klavulanik asitin etkisini maskeleyebilme 6zelliginin var
oldugu, bu nedenle GSBL prevalansinin oldugundan daha az goriinme ihtimalinin
oldugu bildirilmistir (O’Keefe ve ark. 2010). Ayrica yiiksek seviyede AmpC B-laktamaz
ireten organizmalarin, genellikle GSBL tarama testi pozitif, fakat dogrulama testlerinde
klavulanik asite olan etkilerinden dolay1 siipheli ya da yanlis negatif sonuglar verdigi
bildirilmistir (Jacoby, 2009; EUCAST, 2013).

Bu caligmada, fenotipik GSBL sonucu negatif, AmpC tanimlama testi pozitif
kopek izolatinda (D-180), blacir’in yani sira, blactx-m Grup 1 geni bulunmustur. Bu

sonuglar, GSBL tanisinda genotipik yontemlerin 6nemini gostermektedir.

Avrupa'da antimikrobik duyarlilik testlerinde giiniimiizde kullanilan yontem
EUCAST standartlaridir. ilk olarak 1997 yilinda olusturulmus, 2002 ve 2011 yillarinda
revizyondan gegirilmis olup Avrupa iilkelerinde kullanilmaktadir. Ulkemizde de beseri

hekimlikte antimikrobik duyarlilik testlerinde EUCAST standartlarina gegilmesi karari
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alinmis, 2014 yil1 itibariyle gecis siireci baslatilmis ve 2015 Ocak’tan itibaren EUCAST
standartlar1 kullanima ge¢mistir. EUCAST’in  Enterobacteriaceae {iyelerinde disk
difiizyon yontemi ile GSBL tarama testinde Onerilen yontemde, birinci segenekte;
sefotaksim (5 pg) ya da seftriakson (30 pg) ve seftazidim (10 pg) disklerinde sirasiyla
<21 mm, <23 mm ve <22 mm ¢aplarinda inhibisyon zonlar1 olusmas: kriterdir. ikinci
secenekte; tek basina sefpodoksim (10 pg) diskinde <21 mm c¢apinda inhibisyon zonu
olusmasi (CLSI’da bu deger <17 mm'dir), ilgili izolatin GSBL tarama testi pozitifligini
gostermektedir. EUCAST 1 6nerdigi kombinasyon disk diffiizyon yontemi kullanilarak
yapilan GSBL dogrulama testi ise; CLSI’'nin 6nerdigi dogrulama yontemi ile birebir

uyusmaktadir (EUCAST, 2013; CLSI, 2013).

Bu caligmada yontemde EUCAST standardi kullanilsaydi, tarama testinde elde
edilen toplam 102 pozitif izolata ilave olarak 34 izolatin da pozitif kabul edilmesi ve
dogrulama testi uygulanmasi gerektigi goOriilmistir. Sonu¢ olarak, EUCAST
standardina gore verilen tarama degerlerine gore prevalansin daha yiliksek ¢ikma

olasiliginin oldugu diistiniilmiistiir.

Hordijk ve ark. (2013), antibiyotik katkil1 se¢ici besiyeri kullaniminin prevalans
calismalarinda prevalansi azaltabileceginden bahsetmis, Damborg ve ark. (2009) diski
orneklerinde az yogunlukta bulunabilecek izolatlarin tespiti i¢in direkt ekim metodunu
Onermislerdir. Buna karsilik Costa ve ark. (2008) diski 6rneklerinden, Nebbia ve ark.
(2014) idrar oOrneklerinden yaptiklar1 calismalarda antibiyotik katkisiz besiyeri

kullanmayu tercih etmislerdir.

Bu calismada, secici besiyerine antibiyotik olarak sefotaksim ilave edilmis ve
sefotaksime azalan duyarlilik 6n plana alinmistir. Antibiyotik katkili besiyeri kullanimi,

ornek cesidinin digki olmasinin getirecegi dezavantajlari nedeniyle tercih edilmistir.

Diski 6rneklerinden yapilan ekimler sonucu GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli
stipheli koloni se¢iminde farkli goriisler belirtilmistir; Hordijk ve ark. (2013), her
ornekten 5 koloni saflastirarak incelemelere alirken, Costa ve ark. (2008) ve Harada ve
ark. (2011) 6rnek basina 2 koloniyi incelemeye almistir. Albrechtova ve ark. (2012),
Gandolfi-Decristophoris ve ark. (2013) ve Belas ve ark. (2014) o6rnek basina bir
koloniden fenotipik ve genotipik incelemeler gergeklestirmislerdir. Bu c¢alismada,
sefotaksim katkili besiyerinde tlireyen bir koloni fenotipik ve genotipik incelemelere

alimmistir. Bu yontemle baskin suslarin incelenmesi hedef alinmistir. Ayni besiyeri
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tizerinde birden fazla koloninin izolasyonunun, baskin sus haricinde daha az yogunlukta
bulunan pB-laktamaz tiplerini igeren suslarin inceleme sansimi dogurabilecegi
diisiiniildiiyse de, 6rnek sayisinin ¢oklugu nedeniyle yapilamamaistir. Ancak bu durumun

prevalansi etkileyebilecegi diigiiniilmiistiir.

Saglikli kopeklerde GSBL vel/veya AmpC iireten E.coli suslarinin fekal
kolonizasyonunda antibiyotik kullaniima ge¢misinin bir risk faktorii olmasina yonelik
arastirmalar mevcuttur (Lefebvre ve ark. 2009; Damborg ve ark. 2011; Gandolfi-
Decristophoris ve ark. 2013; Belas ve ark. 2014). Lefebvre ve ark. (2009), son 2 ay
icinde antibiyotik kullanilan saglikli kopeklerde AmpC iireten fekal E.coli (blacmy-2
geni tagiyan) izolatlarinin oranini %18,6 bulmus ve antibiyotik kullaniminin risk faktorii
oldugunun tizerinde durmustur. Damborg ve ark. (2011), piyoderma bulunan
kopeklerde oral sefaleksin kullaniminin AmpC iireten E.coli (blacmy-2 geni tasiyan)’nin
fekal kolonizasyona olan etkisini arastirmis ve %62 oranimi bulmuslardir. Gandolfi-
Decristophoris ve ark. (2013), son 3 ay i¢inde antibiyotik kullanilmis saglikli
kopeklerde fekal GSBL iireten E.coli izolatlarinin oranini1 %8, antibiyotik kullanilmamis
saglikli kopeklerde %1,3 oranini bularak, antibiyotik kullaniminin fekal kolonizasyonda
anlamli oldugunu belirtmislerdir. Belas ve ark. (2014), bir yillik siire i¢inde antibiyotik
kullanilan saglikli kopeklerde fekal GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli oranini
(p=0,001) antibiyotik kullanilmayan hayvanlara gére daha yiiksek bulmuslardir.

Bu caligmada, ge¢misinde antibiyotik uygulanmasmin GSBL ve/veya AmpC
tireten E.coli’nin kopek ve kedilerde fekal kolonizasyonuna etkisi istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. Bu konu ile ilgili diger ¢alismalarla uyumsuz olmasinda en
onemli nedenin 6rnek alian kopeklerin %62,5’inin ve kedilerin %50’sinin ge¢mislerine

ait antibiyotik uygulanma bilgilerinin elde edilememesi oldugu diistiniilmiistiir.

Avragstiricilar kopek barinagi, ciftligi ve pansiyonlart gibi bir¢ok evcil hayvanin
bir arada bulundugu ortamlarda bulunan ya da sokak hayvanlarinda direng geni tagiyan
izolatlarin hayvanlara veya insanlara bulasmasinin ve ¢evreye yayilimimim mimkiin
oldugunu vurgulamislardir (Belas ve ark. 2014; Harada ve ark. 2011; Tamang ve ark.
2012).

Bu caligmada, ayni ortami paylasan ve birbirleri ile temas halinde olan
hayvanlari iceren 6zel iki kopek barmagindan biri olan Altingehir I’de, 49 kopek ve 3
kediden alinan 6rneklerde %32,7 oraninda GSBL (Ko6pek, n=15; kedi, n=2) ve %3,9
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oraninda AmpC iireten E.coli izolat1 (Kopek, n=2) fenotipik ve/veya genotipik olarak
saptanmis ve direng genleri belirlenmistir. Kumburgaz I’de bulunan képek barmnaginda
47 kopekten alinan orneklerde, %10,7 oraninda GSBL (n=5) ve %2,1 oraninda AmpC
tireten E.coli izolatina (n=1) rastlanmistir. Diger sahipli hayvanlarin sokakta
dolastirilma zamanlar1 haricinde baska hayvanlarla temaslarinin olmadig: bilinmektedir.
Altingehir I ve Kumburgaz | kdpek barinaklarinda bulunan képeklerde saptanan direng
genlerinin ortak ve yaygin oldugu goriilmistiir. Altingehir I’de bulunan sahipsiz 3
kedinin ikisinde de ayni direng genlerine sahip E.coli izololati tasidiklari saptanmustir.
Biitin bu veriler, toplumdan kazanilan suslarda antibiyotik direnci probleminin
artisinda, birlikte yasayan veya birbirleriyle temas halinde olan hayvanlarin 6énemli bir
rolii olabileceginin gostergesidir. Bunun disinda genelde yasam yerleri belli siirlar
icinde olsa da, sahipli kopeklerde ve insanlarda GSBL yoniinden baskin olarak ayni
genin (CTX-M Grup 1) goriilmesi, toplumda bu genlerin yayildiginin bir gostergesi

oldugunu diistindiirmiistiir.

GSBL velveya AmpC iireten E.coli izolatlarinin fekal kolonizasyonu ile cinsiyet
arasindaki iligki, insanlarda hayvanlara gore daha fazla oranda arastirilmistir.
Insanlarda; erkek cinsiyetinin kolonizasyonda &nemli oldugunu (Rodriguez-Bano ve
ark. 2004; Arslan ve ark. 2005; Ben-Ami ve ark. 2009), disi cinsiyetinin onemli
oldugunu (Pitout ve ark. 2004b; Friedmann ve ark. 2009) ve cinsiyetin Onemsiz
oldugunu (Azap ve ark. 2007) bildiren ¢alismalar mevcuttur. Hayvanlarda yapilan tek
calisma Belas ve ark. (2014) tarafindan yapilmistir. Belas ve ark. (2014), disi kopeklerin
erkek kopeklerden daha fazla AmpC iireten E.coli tagima riski bulundurdugunu
belirtmistir. Bu riskin arkasindaki nedenin bazi bakteriyel infeksiyonlarin (6rnegin alt
iiriner sistem infeksiyonu, piyometra gibi) disilerde daha yiiksek insidansa sahip olmasi

seklinde agiklanmistir.

Bu c¢alismada, GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli izolatlarin fekal
kolonizasyonu ile cinsiyet arasindaki iligki anlamli bulunmamistir. Saglikli hayvan

ornekleri yapilacak bir yorumun yeterli olmadigi diistiniilmiistiir.

GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli izolatlarin fekal kolonizasyonu ile kopek
ve kedi tiirleri arasindaki iligki incelendiginde, ayn1 bdlgeye veya iilkeye ait kopek ve
kedilerin birlikte arastirildigi c¢aligmalarda, kopeklerde daha fazla kolonizasyonun

gerceklestigi goriilmektedir (Carattoli ve ark. 2005; Costa ve ark. 2008; Albrechtova ve
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ark. 2012; Schmiedel ve ark. 2014). Iki tiir arasinda farkli yem arama davranislari ve
kopeklerin kedilerden daha fazla kaprofajiye yatkin olmalar1 gibi nedenlerin

etkileyebilecegi belirtilmistir (Albrechtova ve ark. 2012).

Bu calismada elde edilen sonuglara gore, hayvan tiirlerinin GSBL ve/veya
AmpC ireten E.coli kolonizasyonu ile iliskisi istatiksel olarak incelendiginde,
kopeklerin iliskisi 6nemli (p<0,001), kedilerin ise 6nemsiz bulunmustur. Bu durumun,
kopeklerin 6zellikle koku alma duyularini kullanarak ¢evreleri ile daha fazla iliskide
olmalar1 ve dis ortama daha fazla bagimli olmalar1 gibi kedilerden farkli aliskanliklara
sahip olmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Kopeklerin dis ortamlarda
kendilerine ait belirledikleri bolgeleri isaretleme amaciyla idrariyla iz birakma, birakilan
izleri takip etme, ayrica tanisma, iletisim kurma amaciyla genital bolgenin koklamasi
gibi aligkanliklarinin bu sonucu etkiledigi diisiiniilmiistiir. Ayrica toplumumuzda, evde
beslenen hayvanlarin tuvalet ihtiyaclarini karsilamak amaciyla gezdirilmeleri sirasinda
hayvan sahiplerinin hayvanlarina ait digkilarini toplama aliskanliklarinin  yeterli
olmamasi, yayilimin bu hayvan tiriinde baskin olabilecegi ihtimalini de
bulundurmaktadir. Bununla birlikte, yurdumuzda sokak hayvanlarinin oldukg¢a yaygin

bulunmasinin, bu yayilimi hizlandirabilecegi de diisiniilmiistiir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Istanbul’da saglikli kopek ve kedi disk1 drneklerinde
GSBL velveya AmpC p-laktamaz iireten E.coli varhigi ilk defa ortaya konmustur.
Prevalansla ilgili iilkeler arasinda farkli sonuglar alinmasinin, iilkelerin antibiyotik
kullanim politikalarina, ¢aligmalarda kullanilan yontem farkliliklarina, insan ile hayvan
topluluklarinda antibiyotik recetelendirme aligkanliklarinin  farkli  olmasina ve
kontrolsiiz antibiyotik kullanimina bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kopek ve kediler,
GSBL ve/veya AmpC iireten E.coli’nin fekal tasiyiciligr ile ilgili karsilastirildiginda
kopeklerin daha fazla risk tasidigi belirlenmistir. B-laktamaz enzimlerinin plazmid ve
diger genetik elemanlar araciligi ile tiirler arasinda yayilimi miimkiin oldugundan,
potansiyel risk faktorleri goz Oniline alinarak etkili kontrol Onlemleri ve akilct
antibiyotik tedavisi uygulamalari ile direng¢ gelisimi ve yayiliminin sinirlandirilmasina

yonelik ¢oziim Onerilerinin gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Daha fazla galisma ile antibiyotik direnci gelisimine iliskin risk faktorlerinin
degerlendirmesine, [B-laktam direng genlerinin  ve mekanizmalarinin transfer

edilebilirligi hakkinda iliski kurulmasina ve iilkemizde beseri hekimlikte uygulanan
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siirvey calismalarinin benzer sekilde veteriner hekimlik alaninda da yapilmasina ihtiyag
vardir. Ozellikle saglikli hayvanlarin antibiyotik direnci ile iliskili genlerin yayiliminda

katki saglayacagi unutulmamalidir.

B-laktamaz direnci ile ilgili halen bilinmeyen bir¢cok nokta mevcuttur. Konu ile
ilgili aragtirmalarin iilkemizde de veteriner hekimlik alaninda siirdiiriilmesinin, toplum
kaynakli bulagsmalarda hayvanlara ait risk faktorlerinin ortaya konmasinin, bir arada
bulunan insan ve hayvanlar arasinda direng genleri iletiminin arastirilmasinin énemli

oldugu sonucuna varilmstir.
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