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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AGRIILI VE CEVRESINDEN TOPLANAN CiG SUT ORNEKLERINDE
GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ URETEN
BAKTERILERIN iZOLASYONU TANISI VE KARAKTERIZASYONU

Tez Damsmani: Dog. Dr. Kenan KARAGOZ

Jiiri: Prof. Dr. Ozlem BARIS
Dog. Dr. Kenan KARAGOZ
Dr. Ogr. Uyesi Burak ALAYLAR

Beta-laktam antibiyotikleri, yan etkilerinin az olmasi ve bakteri ldiiriicii etkilerinden
dolay1 cagimizda yaygin olarak kullanilan antibiyotik gruplar1 igerisinde yer
almaktadir. Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL), mikrobiyolojik olarak
oksiimino sefalosporinleri hidrolize edebilen, klavulanik asit tarafindan inhibe
olabilen enzimler olarak tanimlanmaktadirlar. Beta-laktamazlar ise, beta-laktam
grubu antibiyotikleri, hedef bolgesine erismeden etkisiz hale getirirler. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda hayvansal gida kaynakli bakterilerde antimikrobiyal
direncin olduk¢a yiiksek seviyede oldugu bildirilmistir. Antibiyotik direngli
bakterilerin ve direngli genlerin insanlara hayvansal gidalardan gegtigi iddia
edilmektedir. Ozellikle GSBL iireten bakterilerin hayvansal gidalardaki artan
yayilimi, gida giivenligi ve halk sagligi agisindan onemli bir sorun haline gelmistir.
Bu c¢alisma kapsaminda, Agr1 ili ve g¢evresinden toplanan siit orneklerinde,
genislemis spektrumlu beta laktamaz enzimlerini iiretebilen bakterilerin varligi
belirlenmis, trettikleri beta laktamaz tipleri karakterize edilmistir. GSBL iiretme
yetenegine Sahip, siit kaynakli bakterilerin belirlenmesi ve durum tespiti yapilmasi

yoOremiz agisindan 6nem arz etmektedir.

2022, 63 sayfa
Anahtar Kelimeler: Agri, bakteri, Genislemis spektrumlu bakteri, siit.



ABSTRACT

MASTER THESIS
ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF EXTENDED SPECTRUM BETA
LACTAMASE PRODUCING BACTERIA FROM RAW MILK SAMPLES IN
AGRI PROVINCE
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kenan KARAGOZ
Jury: Prof. Dr. Ozlem BARIS
Assoc. Prof. Dr. Kenan KARAGOZ
Assist. Prof. Dr. Burak ALAYLAR
Beta-lactam antibiotics are among the antibiotic groups commonly used in our age due
to their low side effects and bactericidal effects. Extended spectrum beta-lactamases
(ESBL) are defined as enzymes that can hydrolyze oxyimino cephalosporins
microbiologically and can be inhibited by clavulanic acid. Beta-lactamases, on the other
hand, neutralize beta-lactam group antibiotics before they reach their target area. In
recent studies, it has been reported that antimicrobial resistance is very high in animal
food-borne bacteria. It is claimed that antibiotic-resistant bacteria and resistant genes
pass through animal foods to humans. Especially, the increasing spread of ESBL-
producing bacteria in animal foods has become an important problem in terms of food
safety and public health. In this study, the presence of bacteria capable of producing
beta-lactamase enzymes will be determined in the milk samples to be collected from
Agrt and its surroundings, and the types of beta-lactamases they produce will be
characterized. Determination of milk borne bacteria capable of producing beta-
lactamase with extended spectrum and determining the situation is important for our
region.
2022, Page: 63
Key Words: Agri, bacteria, Extended spectrum beta lactamase, milk.
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1. GIRIS

Siit, memelilerin yavrularint beslemek i¢in, hayvanin siit bezlerinde tiiriine
gore ¢esitli zaman araliklarinda salgilanan ve hayvanlarin yavrularinin kendi kendine
beslenme durumuna varincaya kadar almasi gereken, sadece kendine 6zgi tad ve
kokusu olan beyaz renginde bir sividir. Insanlarin biiyiimesi, gelismesi, saghikli ve
uzun bir hayat siirebilmesi i¢in de sart bir besin tiirii olan siit; enzim, mineral,
kalsiyum, protein ve vitamin gibi viicut i¢in 6nemli maddeler bulundurur.

Beslenmede {istiin dnemli bir yer tutan, ayni zamanda temel besin maddesi
olan siit pek ¢ok mikroorganizmanin iiremesi ve yasamini devam etmesi igin de iyi
bir ortam olusturmaktadir. Saglikli bir memeli hayvandan salgilanan siit, salgilandig1
anda igerisinde higbir mikroorganizma bulundurmaz. Fakat sagim aninda, sagimdan
sonra taginirken i¢cinde bulundugu esyadan, gétiiriildiigii isletmelerde farkli iiriinlere
islenirken ve islendikten sonra gesitli yerlere dagitim sirasinda mikroorganizmalarin
siite ve buna bagli olarak islendikten sonra olusturulan {irlinlere bulasma ihtimali
vardir. Hayvanlarin iginde bulundugu ahirin havasindan, igtikleri sudan, yedikleri
yemden, sagim kaplarindan, tasima i¢in kullanilan ekipmanlardan ve bulunduklari
cevreden pek c¢ok mikroorganizma siite bulagabilir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda hayvansal gida kaynakli bakterilerde antimikrobiyal direncin yiiksek
seviyelerde oldugu bildirilmistir. Buna bagli olarak antibiyotige diren¢ gosteren
bakterilerin, hayvansal besinler araciligiyla insanlara gegtigi bilinmektedir.

Antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde olduk¢a onemli yere
sahip ilaglardir. Antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasiyla enfeksiyon hastaliklar
sonucu ortaya ¢ikan 6liim oranlarda 6nemli diistisler goriilmesi ile birlikte, tedavide
kullanilirliklart giderek artmistir. Ancak antibiyotiklerin uzun siireli, bilingsiz ve
yogun kullanilmasi sonucu hastalik etmeni bakterilerin bu ilaglara karsi direng
gelistirdigi bilinmektedir. Bu durum enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde sorunlari
ve siirekli olarak hastalik etmenlerine karsi tedavide kullanilabilecek yeni etken
madde arayislarini da beraberinde getirmektedir. Diinya Saghk Orgiitii, belirli
donemlerde coklu antibiyotik direnci gdsteren bakteriler hakkinda bilgilendirmeler
yapmakta ve bu bakterilere karst yeni etken maddeler bulunmasi konusunda

paydaglarini tesvik etmektedir.



Antibiyotikler sadece insanlarda goriilen enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan bir ila¢ gubu olmayip hayvanlarda goriilen enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisi iginde vazge¢ilmez elemanlardir. Ayrica hayvancilikta
bliylimeyi etkileme, verim ve randimani arttirma, yemden yararlanmay1
kolaylastirma gibi farkli amaglara da dolayli olarak hizmet ederler. Ancak bu
kullanimin bilingsiz ve fazla olmasi, daha once de ifade edildigi gibi antibiyotik
direncine sahip mikroorganizma varyantlarinin  ortaya ¢ikmasmna neden
olabilmektedir. Ozellikle hayvansal gidalarn tiiketimine bagh olarak diregli
bakterilerin insanlara gegisi ile enfeksiyon hastaliklarinin yani sira alerjik tepkimeler
de ortaya ¢ikabilmektedir.

Hayvansal irlinlerin {iretiminde bagli kalinmasi gereken standart
uygulamalarin varligina ragmen bu alanda faaliyet gosteren tiim isletmelerde
standartlarin hayata gecirilmesi konusunda arzu edilen noktada olunmadigini ifade
etmek gerekir. Yetistirme kosullarindaki olumsuzluklar, enfeksiyon hastaliklarinin
tespiti ve hasta hayvanlarin tecriti gibi hususlarda yasanan aksakliklar hayvanlar
arasinda enfeksiyon hastaliklarinin daha kolay transfer edilmesine yol
acabilmektedir. Burada asil diisiinlilmesi gereken konu ise hastalik etmenlerinin
transferi sirasinda diren¢ durumlari ve seviyelerinde goriilen degisimlerdir. Yukarida
ifade edilen olumsuzluklara ilaveten bilingsiz antibiyotik kullanimi ile beraber, bir
antibiyotik grubuna karsi direnci artan ya da coklu ilag direncine sahip patojen
varyantlar1 ortaya g¢ikabilmekte ve hayvansal gidalarin tiiketimi sonucu insanlara
aktarilabilen bu patojenler 6nemli sorunlara yol agabilmektedir.

Tedavide en sik basvurulan antibiyotik gruplarindan birisi de beta-laktam
grubu antibiyotiklerdir. Bu grupta yer alan antibiyotiklerin ortak 6zellikleri, beta-
laktam halkas1 tagimalaridir. Farkli etki spektrumlart ve kimyasal yapiya sahip ¢ok
sayida beta laktam antibiyotigi bulunmaktadir. Bakterisidal etki gostermeleri ve yan
etkilerinin az olmasit nedeniyle tercih edilmekle birlikte, yukarida &zetlenen
nedenlerden otlirii bu antibiyotiklere karsi da patojenlerin direng gelistirmesi s6z
konusudur. Bu yiizden mevcut antibiyotiklerin etkinligini korumak ve kullanim
Omiirlerini uzatmak i¢in bazi tedbirler alinmasi elzemdir. Tabii ki direng olusumunu

engelleyecek ya da geciktirecek tedbirlerin alinmasinin yani sira patojenlerin sahip



oldugu direng seviyelerinin izlenmesi ve bu dirence katkida bulunan yapilarin tespiti
de, bu hususta hayati 6neme sahiptir.

Ozetle; enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde dnemli enstiirmanlar olan beta-
laktam antibiyotiklerine kars1 diren¢ gelistiren patojenlerin  tespiti  ve
karakterizasyonu, bu grupta yer alan antibiyotiklerin etkinlerinin korunmasi adina
almacak tedbirlere yon verebilebilecek olmast agisindan Onemlidir. Farkli
kaynaklardan ozellikle hayvansal gidalardan elde edilen bakteriyel patojenleri hedef
alan ¢alismalar da bu konuda 6nemli bir veri kaynagidir.

Bu c¢alisma kapsaminda Agr Ili ve cevresinden elde edilen bazi ¢ig siit
orneklerinden, genis spektrumlu beta-laktamaz iireten bakteri strainlerinin izolasyonu

ve karakterizasyonu amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Beta-Laktam Antibiyotikleri

Beta laktam antibiyotikleri, kimyasal yapisinda ortak beta-laktam halkas1
(Sekil 1) tastyan, hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren
genis bir antibiyotik grubudur (Giir vd 2008). Yan etkilerinin az olmasi1 ve bakterileri
Oldiiriicii etkiye sahip olmalarindan dolay1 giliniimiizde daha c¢ok kullanilan

antibiyotiklerin i¢erisinde bulunur.

Sekil 1. 6-APA (amino penicillinic acid) (Murray et al. 2009)

Beta-laktam antibiyotikleri ilk defa 1928’de besiyerine tesadiifen diisen
Penicillum nonatum isimli mantarin ¢evresinde Stafilokok tiirli bakterilerin
cogalmamasiyla dikkatleri ¢ekmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda 1949 yilinda
penisilin G kesfedilmistir (Aydemir vd 2005). Ilerleyen siiregte diger beta-laktam
antibiyotikleri, beta-laktam halkasina bagli aminoasitler {izerinde yapilan
modifikasyonlarla tiirevlendirilmistir. Beta-laktam antibiyotikleri; penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemler olmak iizere 4 grupta

siiflandirilirlar;



2.1.1. Penisilinler

Penisilinlerin yapisinda bir tane beta-laktam halka, bir tane tiazolidin halka

bir tane de 6-amino penisillanik asit (6-APA) olarak bilinen yan zincir bulunur.
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Sekil 2. Penisilin Yapisi (Palzkill 2013)

Penisilinler bakterilerin hiicre ¢eperini olusturan peptidoglikan sentezini
engellerler. Hiicre ceperinde yer alan Penisilin Baglayic1 Protein (PBP)’lerin
reseptOrlerine baglanarak bunu basarirlar. Beta-laktam antibiyotiklerin igerisinde en
yaygin kullanim alan1i olan penisilinler, Penicillum nonatum ve Penicillum
chyrsogenum mantarlarindan elde edilirler. Tiim penisilin gesitlerinde asil yapiy1
Penisillum chyrsogenum mantarindan elde edilen 6 amino penisilanik asit ad1 verilen
organik asitten olusur. Bakterilere karsi saglikli bir direng gdstermeleri i¢in bu
yapinin korunmasi gerekir (Hare 1982).

Penisilinler, beta-laktam halkasinin amino grubunun iizerinde bulunan yan
zincirde olusan degisikliklerle birbirlerinden ayrilirlar. Yan zincirde olusan bu
degisiklikler ilacin antibakteriyel ozelliklerini degistirebilir (Murray et al. 2009).
Penisilinler kendi icerisinde 7 tiire ayrilirlar:

Dogal penisilinler: Prokain penisilin G, Penisilin G, Benzatin penisilin G,
Kristalize penisilin G, Penisilin V (Fenoksi metil penisilin).

Kliniklerde kullanimina baslatilan ilk ilag dogal penisilinlerdir. Genellikle
biiylik bag hayvanlarda ve veteriner hekimlikte ¢ogunlukla kullanilan Penisilin G ve

Penisilin V etki spektruma sahiptirler (Masoud et al. 2014).



Penisilinaza dayanikh penisilinler: Oksasilin, Metisilin, Dikloksasilin,
Nafsilin, Izaksazolil penisilin, Kloksasilin, Flukloksasilin.

Penisilinaza direngli penisilinler yar1 sentetik penisilinlerdir. Dogal
penisilinlere ek olarak bir yan zincir ile ftretilmistir. Stafilokok bakterilerin
sentezledigi penisilinaz enzimine karsi direng gosterir (Sar1 2005).

Aminopenisilinler:  Siklasilin, Ampisilin, Amoksisilin, Bakampisilin,
Episilin, Pivampisilin.

Aminopenisillinler dogal penisilinlerin etki ettigi bakterilerin yaninda,
Haemophilus influenzae ve Enterobacteriaceae ailesindeki Gram negatif bakterilere
karst antimikrobiyel aktiviteye sahiptir. Bunun yaninda beta-laktamazlara
dayaniksizdirlar (Akova vd 2005).

Pseudomonaslara etkili penisilinler: Karbenisilin, Indanil Karbenisilin
(Korindasilin), Tikarsilin.

Pseudomanaslara karsi etkili olan bu penisilinler, Pseudomanas aeruginosa
da dahil pek c¢ok aerob Gram negatif basil icin etkili ilaclardir. Hali hazirda
Pseudomonaslara en etkili penisilinler Piperasilin ve azlosilinlerdir. Tiimiiniin Gram
pozitif bakterilere kars1 etkileri penisilin G ve aminopenisilinlere gore daha da asagi
kaliyor. Bu grup penisilin  varyantlar1 beta laktamazlara karst direng
gostermeyenlerdir (Sar1 2005).

Genis spektrumlu pseudomonaslara etkili penisilinler: Azlosilin,
Mezlosilin, Piperasilin.

Genis spektrumlu penisilinlerin icerisinde olan ve karboksipenisilin grubunda
bulunan karbenisilin ve tikarsilin bulunduran preparatlar Pseudomonas aeruginosa
bakterisinin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Bu grubun igerisinde
olan antibiyotikler beta laktamazlara karsi dayanikli degillerdir. Aminopenisilinler ile
karsilasildiginda Enterobacter tiirlerine daha ¢ok etkinlik gosterirler (Akova vd
2005)

Amdinopenisilinler: Amdinosilin, Pivamdinosilin.

Beta-laktam inhibitorlii kombine penisilinler: Ampisilin/Sulbaktam,

Amoksisilin/ Klavulonat, Tikarsilin/Klavulonat, Piperasilin/Tazobaktam.



2.1.2. Sefalosporinler:

Sefalosporinler, Cephalosporium acremonium mantarindan elde edilirler.
Penisilindeki beta-laktam halkasinin yaninda bulunan tiazolidin halkasi yerine 6
tiyeli dihidrotiazin halkasindan meydana gelen 7- amino sefalosporinik asit (7-APA)
cekirdeginden tiiretilmistir. Sefalosporinler bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan salgisini  engelleyip bakteri oOldiiriici  etkisini  gosterirler, tipki
penisilinler gibi. Bakteriler tizerindeki etki durum c¢esitliligini incelemek ve tarih

siralamast agisindan da sefalosporinler 4 gruba ayrilirlar (Sar1 2005).
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Sekil 3. Sefalosporin Yapisi (Palzkill 2013)

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

1. kusak sefalosporinlerin etkinlikleri birbirini andirir. Penisiline direng
gosteren Stafilokoklar da dahil Gram pozitif bakterilere etkilidir. Ama sefazolinin
stafilokoklara etki alan1 daha azdir. Etki alaninin sinirlt oldugu alan ise Gram negatif
bakterilerdir (Songer et al. 2012; Kaya 2013; Masoud et al. 2014).

2. kusak sefalosporinler: sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid,
sefonarid, sefaklor, sefotiam, sefmetazol, sefotetan.

2. kusak sefalosporinler, 1. kusaga ilaveten Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis tiiri bakterilerine de direngle karsilik verir. 1. kusaga nazaran
streptokoklar ile stafilokoklara az etkiye sahip, Gram negatif basillere, anaeroblara
daha ¢ok etkilidir (Ahmed 2012; Masoud et al. 2014).

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

moksolaktam, seftazidim, sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid.



3. kusak sepalosporinler, 1. ve 2. kusak sefalosporinlere gore daha iyi etkilidir
Gram negatifler i¢in. Bunun aksine Gram pozitif olan koklara da 1. kusak
sefalosporinlere gore daha az etkilidir. Sefalosporinler Gram negatif basillere karsi
yaygin ve genis kullamim alanina sahiptir. Bununla beraber Escherichia coli,
Klebsiella spp., Proteus mirabilis, indol (+) Proteus, Providencia ve Serratia
bakterilerine de etkilidir (Harold et al. 1985; Sadan 2003; Akova vd 2005; Ahmed
2012; Masoud et al. 2014).

4. kusak sefalosporinler: sefepim, sefpirom.

4. kusak sefalosporinler, Enterobacteriaceae ailesinde bulunan bakterileri de
kapsayan, Gram negatif bakterilere ve Gram pozitif bakterilere karsi yiiksek bir
dozda etkilidirler (Kaya 2013).

2.1.3. Monobaktamlar:

Ik sentetik monobaktam antibiyotik Aztreonamdir. Aztreonami salgilayan
bakteri ise Chromobacterium violaceum’ dir. Var olan mevcut yapisi bir tane beta
laktam halka ve bir tane de yan zincirden ibarettir. Onu diger beta-laktamalardan

ay1ran ise yapisindaki beta-laktam halkasina ekli bagka halkanin bulunmamasidir.
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Sekil 4. Monobaktam Yapis1 (Palzkill 2013)

Gram negatif bakterilere PBP'3 baglanip hiicre duvar1 sentezini engelleyen
Aztreonam, Gram pozitif bakterilerin PBP'sine ise baglanamaz. Etki alani bu
sebepten Otiiri Gram negatif aerob bakterilerle smirhidir. Sik rastlanilan K.

pneumoniae, H. influenzae gibi Gram negatif patojen bakterilere kars: etkindirler.



2.1.4. Karbapenemler:

Bilinen en  genis  spektrumlu  beta-laktam  antibiyotiklerdirler.
Karbapenemlerin diger beta-laktam ajanlardan ayrilmasi sefalosporinlerde bulunan
bir ¢ift bag bulunduran 5 {iyeye sahip halka yapisinda bulunan bir metilenin yerine

bir siilfiiriin bulundurmasidir (Miilazimoglu 2010).

Sekil 5. Karbapenem Yapis: (Palzkill 2013)

Karbapenemleri olusturan Streptomyces cattleya bakterisinin irettigi
tienamisin yapisindaki tiirevlerdir. Karbapenemler de penisilin ve sefalosporin gibi
bakteri hiicre duvar1 yapimimi engellemeyi penisilin baglayan proteinlere baglanarak
gerceklestirir (Bozkaya 2002).

Karbapenemlerin direnci diger beta-laktam antibiyotiklerle mukayese
edildiginde daha diisiiktiir. Karbapenemler biiyiik bir oranda bakterilerin salgilamis
olduklar1 GSBL ve AmpC gibi indiiklenebilir beta-laktamaz enzimlere dayanikli
olurlar (Livermore et al. 2000).

2.2. Beta Laktam Antibiyotiklerin Etki mekanizmasi

Bakteri hiicre duvarimi olusturan asil polimer peptidoglikan tabakadir.
Peptidoglikanin  temel yapist1 N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit
molekiillerin siralanmasiyla olusan bir zincir seklindedir. Peptit baglar1 ile ¢apraz
baglanarak bakteriyi sarar ve hiicre duvarina seklini verip ozmotik kuvvetlere karsi
koruma gorevi goriir bu zincirler (Murray et al. 2009; Kaya 2013).

Genis bir aile olan serin proteazlarin liyesi kimi 6zel enzimlerce katalize edilir

bu zincir ve capraz baglarin yapisi. Bunlar transpeptidazlar, transglikozilazlar ve



karboksipeptidazlar olan diizenleyici enzimlerdir. Bu enzimlerin anilan baska bir
isimleri ise penisilin baglayan proteinlerdir (PBP) (Akova vd 2005; Hanlon et al.
2007).

Beta laktamlar etkilerini bakterinin hiicre zarmin {stiine bulunan ve
bakterinin ¢eperi iizerinde bulunan peptidoglikan maddesinin sentezinden sorumlu
olan Penisilin Baglayici Protein olarak bilinen hedef proteinlere baglanip ortaya
koyarlar.

Beta laktam antibiyotikler, kovalent bag ile bu molekiillere baglanarak
peptidoglikan adli maddenin sentezini engeller, boylelikle istenmeyen bakterilerin
tiremesine engel olmus olurlar (Leung-Kei 2002; Jehl et al. 2004; Wilke et al. 2005;
Babic et al. 2006; Demir 2006; Toreci 2008; Kaya 2013) .

Beta laktam antibiyotikler, hedef proteinlerine baglansin ve etkinlik
gostersinler diye Gram negatif bakteriler iizerinde bulunan porin isimli
proteinkanalciklarindan gegmelidir ve bunun yaninda sitoplazmik zar ile dis zar
arasinda bulunan periplazmik bosluk denilen bu boslukta var olan beta
laktamazlardan etkilenmemis olmalidir (Samaha-Kfoury et al. 2003).

Gram pozitif bakterilerde bulanan dis membran katmani yerine, sitoplazmatik
adinda bir tane kalin peptidoglikan katmani bulunmaktadir. Ya bu tabakaya yapisik
halde ya da bakteri hiicresinin ¢evresinde serbest bir sekilde yer alirlar beta
laktamazlar (Akova vd 2005).

2.3. Beta Laktamazlar

Antibiyotikler heniiz hedef boélgesine varamadan beta-laktamazlar, beta
laktam halkasini pargalayarak inhibe ederler. Ayrica beta laktamazlar, beta laktam
halkasinda bulunan amid baglarin1 ayristirirlar. Substratlar bulunan antibiyotiklerle
karsilikli bir sekilde etkilesimde bulunarak karmasik bir tiriin meydana getirirler.
Daha sonrasinda ise bu karmagik ara iiriin su ile pargalanir. Aktif enzim bir daha
serbest hale gelir ve yeni beta laktam molekiilleriyle etkilesim ig¢inde olur. Meydana
gelen beta laktam antibiyotiklerinin asidik devreleri etkisizlesir ve bununla beraber
antibakteriyel 6zelliklerini kaybederler (Siu 2002; Biiytlikuysal 2003).

Anaerob bakteriler, Gram negatif bakteriler ve Gram pozitif bakteriler

tarafindan sentezlenirler. Gram pozitifler icerisinde beta laktamaz sentezleyen en
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kaydadeger patojen Staphylococcus spp.’ dir. Stafilokoksik beta-laktamazlar bilerek
penisilini pargalar, en gereklisi de indiiklenebilir ve hiicre disina salinirlar.
Stafilokoksik beta laktamazlari kodlayan genlerin tasinmasi ekseriyetle kiigiik
plazmidlerle ve transpozonlarla gergeklesir.

Beta-laktamaz tiretimi olarak Gram negatif bakteriler Gram pozitif olanlardan
daha ¢ok sayidadir. Enzim, Gram negatif olan bakterilerde periplazmik alanda
mevcuttur ve bu sebepten otiirti diisiik bir oranda enzim dahi, antibiyotiklerin
sitoplazmadaki zara bagli penisilin baglayan proteinlere varmalarindan evvel
etkisizlesmesine sebebiyet verir.

Beta laktamaz enzimi iireterek beta-laktamaz antibiyotiklere direng gelistiren
bakterilerden biri de anaerob bakterilerdir. Clostridium ve Fusobacterium’larin beta
laktamazlarinin asil gorevi penisilini ayristirmalaridir. Bacteriodes spp’ler kaynakl

tiretilmis olan beta laktamazlar ise ekseriyetle sefalosporinaz etkinligini gosterirler.

2.3.1. Beta Laktamazlarin Simiflandirilmasi

Bugiine dek siiregelen zamanda 400 sularinda beta-laktamaz enzimi tespit
edilmistir. Beta-laktamazlarin hem say1r hem tiir olarak artisi bu enzimlerin
siniflandirilmasini  giiglestirmistir. Beta-laktamazlarin smiflandirilmasinda en sik
kullanilan 2 siiflandirma bunlardir (Bush et al. 1995; Shah et al. 2004; Paterson and
Bonomo 2005; Harada et al. 2008):

e Ambler’in molekiiler siniflandirmasi

e Bush-Jacoby-Medeiros’un fonksiyonel siniflandirmasi (Tablo 1)
Ambler molekiiler simiflandirma: Bu siniflandirmada beta laktamazlar A-B-C-D
isimli 4 grupta derlenmektedir. Icerik olarak A, B ve C beta laktam antibiyotiklerin
hidrolizi i¢in aktif bdlgesi serin olan enzimler iken B grubunda ise aktif ¢inko
enzimlerdir.

Sinif A beta-laktamazlar; bu enzimlerin biiyiik bir kism1 plazmidlerle tasinir,
aktif bolgelerinin igerisinde bir tane seri aminoasit bulunduran ve baslica substratlari
penisilinler olan beta laktamazlardir.

Sinif B beta-laktamazlar; bu enzimlerin ¢ogu karbapenamaz aktivitesi tasiyan
ve aktif bolgelerinin icerisinde Zn*? (Cinko) bagimli bir thiol gurubu bulunduran

metalloenzimlerdir.
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Simif C beta-laktamazlar; kromozomal amp C geni ile kodlanan ve bu
kodlanmadan o6tiirii Amp C tipi enzim olarak da anilan ve Salmonella spp. disinda
tim Gram negatif basillerin igerisinde bulunan beta laktamazlardir. Aktif
bolgelerinde serin aminoasiti tasir ve asil olarak sefalosporinaz niteliginde olan beta
laktamazlardir.

Smif D beta-laktamazlar; oksasilini hidrolize eden serin beta-laktamazlar

bulunur (Giir 2002a; Paterson and Bonomo 2005; Murray et al. 2009; Bush and
Jacoby 2010).
Bush-Jacoby-Medeiros Fonksiyonel Simiflandirmasi: Biyokimyasal 6zellikleri ve
substrat profillerini goz Oniinde bulunduran Bush, Jacoby ve Mederios beta-
laktamazlar1 1995°te 4 gruba ayirmislardir. Giiniimiize dek siiregelen zaman zarfinda
bu siniflandirma kabul goriilmiistiir. Bu simiflandirma Beta-laktamazlarin en yeni
siiflandirilmasidir (Bush and Jacoby 2010).

Grup 1: Ambler’in molekiiler smniflandirmasinda Sinif C’de yer alan
sefalosporinazlardir. Grup C beta-laktamazlar, penisilinlere oranla sefalosporinleri
(genislemis spektrumlu sefalosporinler dahil) daha etkin olarak parcalarlar.
Ekseriyetle indiiklenebilme o6zelligine sahip olan bu enzimler kromozomal
enzimlerdir. Hemen hemen Gram negatif bakterilerin tiimiinde, Salmonella harig,
kromozomal grup 1 beta-laktamazlar mevcuttur. Lakin bunun yaninda sentez miktari
bakimindan degiskenlik gosterirler. Genler bu grupta enzimlerin yapisint meydana
getirerek  plazmidlerin  igerisinde goriilmekte ve Enterobactericeaea spp.
familyasindan transfer yolu ile aktarilir. Klavunatli antibiyotikler ve sulbaktamli
antibiyotikler grup 1 beta laktamazlara etkide bulunmazlar. Kloksasilin ve aztreonam
bu grubu inhibe eden antibiyotiklerdir. Karbapenem antibiyotigine ise duyarlidir.

Grup 2: Beta-laktamazlarin en genis ve hacimli grubudur. Iceriginde
penisilinazlar, sefalosporinazlar, genis spektrumlu beta-laktamazlar ve serin
karbapenemazlar bulunur. Bu grupta bulunanlarin hepsi Ambler’in molekiiller
simiflandirmasinda sinif A ve sinif D igerisinde bulunur. Grup 2 beta laktamazlar
sefalosporinleri, karbenisilini, karbapenemleri, penisilinleri ve monobaktamlar

parcalamalarina gore 6 alt gruba ayrilirlar. (Medeiros 1997).
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2a: Bu alt grup icerisinde penisilini parcalayan ve klavulanik asite karsi
duyarli enzimler bulunur. Bu grupta bulunan enzimler penisilini sefalosporinlerden
daha hizl hidroliz eder. Streptococcus aureus’un enzimleri de bu grupta yer alir.

2b: Bu grubun igerisinde bulunan enzimler klavulonik asit ile engellenir
bunun yaninda penisilinleri ve sefalosporinleri hidrolize eder. Plazmidlerin kontrol
altinda bulunan“genis spektrumlu” TEM-1, TEM-2 ve SHV-1 enzimleri de bu alt
grupta yer alir (Giir 1997). Bu enzimlerin genis spektrumlu ismini almasinin
gerckgesi ise tikarsilin, Kkarbenisilin, ampisilin, sefalotin gibi beta laktam
antibiyotiklere kars1 direngli olmalaridir. Enterobacteriaceae ailesinde yaygin olarak
bulunur. (Giir 1997).

2be: 2b alt grubundan meydana gelir. Ayn1 zamanda igeriginde genislemis
spektrumlu beta-laktamazlar1 (GSBL) barindirir. Icerisinde bulunan ‘e’ harfi genis
spektrumlu aktivitenin gostergesidir. Biinyesinde seftazidim, aztreonam sefotaksim
gibi oksiimino beta laktamazlar1 barindirir ve bununla beraber klavulonik aside
kuvvetli bir bicimde inhibe olurlar. Klebsiella ve E. coli tirlerinde ¢ok fazla
gortliirler. Bu grup igerisinde bulunan enzimlerden biri de PER-1 enzimidir ve bu
enzim ilk defa tiirk izolatlarindan izole edilmistir (Yulug 1997).

2br: “r” harfiyle klavulonik asit ve sulbaktama baglanmanin azaldigi
gosterilmektedir. Bu gruba klavulanik asit etkisi altina girmeyen genis spektrumlu
beta laktamazlar alinmistir. TEM ve SHV enzimlerinin inhibitorlere direngli
mutantlart bulunmaktadir (Bush et al. 1995). TRC-1 enzimi ve TEM-30 ile TEM-
36’ya kadar olan aralikta bulunan enzimler bu gruptadir.

2c: Bu alt grup, Ambler’in molekiiler siniflandirmasinda Sinif A’da yer alir.
Karbenisilini pargalayan, klavulanik aside ise duyarli olan enzimler de bu grupta
siiflandirilir. Grup 2b’den ayrilmis olmalarinin sebebi kloksasilin tizerindeki bazi
etkileri ile karbenisilinin benzilpenisilinine nazaran daha ¢ok aktifligini gidermesidir.
PSE-I, PSE-3, PSE-4 enzimleri, Moraxella catarrhalis'in BRO-1 ve 2 enzimleri,
Aeromonas hydrophila'nin kromozomal AER-1 enzimi bu gruptadir (Bush et al.
1995).

2d: Kloksasilini penisiline gére daha hizli pargalayan beta laktamazlari igerir.
Enzimlerden, sulbaktama ve klavulanik asite direngli olanlardir. Bu topluluktaki

beta-laktamazlarin biiyiik bir kism1 sodyum kloriir sayesinde inhibe olur. Bu grupta
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ayni zamanda OXA 14’ten OXA 22’ye kadar olan OXA enzim aralig1 da vardir.
Tiirkiye'de izole edilen bir tiirde OXA 11 enzimi bulunmustur (Hall et al. 1993).
Sadece bu alt grup molekiiler sinif D'de yer alirken grup 2’nin diger alt gruplarindaki
biitlin enzimler, molekiiler sinif olarak, Smif A da yer alir.

2e: Bu alt grupta buluna sefalosporinazlar, genislemis spektrumlu
sefalosporinleri parcalama kabiliyetindedirler. Grup 1°dekilerden farkli olarak inhibe
olma yontemi klavulanil asit ile miimkiin olur. Proteus vulgatus ve Bacteroides
fragilis’in kromozomal enzimi ve Stenotrophomonas maltophilia'nin kromozomal L-
2 enzimi bu grupta yer alir (Bush 1989; Bush et al. 1995; Livermore 1995).

2f: Bu gruptakiler klavulanik asitle inhibe olurlar ve karbapenemleri
parcalarlar (Bush et al. 1995). Molekiiler sinif A’da yer alirlar. Bu grupta, Serratia
marcescens’in Sme-1, Enterobacter cloacae’nin kromozomal NMC-A enzimi (Giir
2002; Vural 2003; Bush et al. 2010) ve E. cloacae’nin indiiklenebilen IMI-1 enzimi
yer almaktadir (Vural 2003; Bush and Jacoby 2010).

Grup 3 (Metallo Beta-Laktamazlar): Monobaktamlar haricinde biitiin beta
laktamlar1 ve karbapenemleri hidroliz edebilen bu beta-laktamazlar molekiiler
smiflandirmada B sinifinda yer alir. Aktif bdlgelerinde serin yerine bir Zn*? iyonu
bulunmasi bu beta laktamazlar1 diger enzimlerden farkl kilar. Bu gerek¢eden dolay1
beta-laktamaz inhibitorlerinden etkilenmez ama bunun yani sira EDTA ile inaktive
olurlar. Bunlar 3 alt grupta tanimlanir (Giir 1996; Giilay 2003; Topgu ve Kog 2008;
Poirel et al. 2000).

3a: Bu alt grup monobaktamlar1 hidroliz edemezler fakat penisilin,
karbapenem ve sefalosporinleri ¢ok iyi hidroliz edebilirler. Penisilinleri
karbapenemlere gore daha cabuk hidroliz eden IMP-1-8 ve VIM-1-3 enzimlerini
barmdirirlar (Demir 2006).

3b: Bu alt grupta ise penisilin ve sefalosporinlerin tersine hidroliz etme
tercihi karbapenemlerdir. Bu enzimlerin hidrolitik aktiviteleri i¢in bir ¢inko atomu
gereklidir. Aeromonas’in gergek karbapenemazlari bulunur (Demir 2006).

3c: Kapsam olarak yalniz Legionella gormanii’den yiiksek sefalosporinaz
aktiviteli olan metalloenzimleri barmndirir.

Grup 4: Bu grubun olusumu klavulanik asit ile iyi inhibe olmayan kiigiik bir

penisilinazlar grubundan ibarettir. Hepsi kromozamaldir bir tanesi hari¢. Yap1 olarak
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halen de tam anlamiyla karakterize edilmeyip ve molekiil sinifi belirsizdir.
Alcaligenes faecalis, Bacteroides fragilis kromozomal enzimleri bu gruptadir (Bush
et al. 1995).
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Tablo 1. Beta-laktamaz gruplar1 ve genel 6zellikleri

Beta-

laktamaz gﬁljtp Ms(ifll;:ﬂ Ozellik
Grubu
Genellikle ~ Gram-negatif  bakterilerdeki
1 C kromozomal enzimler (fakat plazmidde de
kodlanabilir)
2 AD Klavulanik asit ile inhibe olmaz.
Cogunlugu klavulanik asitle inhibe olur.
2a A Stafilokok ve enterokoklardaki penisilinazlar
2b A
Cogunlukla  Gram-negatif  bakterilerdeki
genis spektrumlu beta-laktamazlar (TEM-1,
2be A TEM-2, SHV-1)
Oksiimino sefalosporin ve monobaktamlara
2br A direng olusturan geniglemis spektrumlu beta-
laktamazlar (GSBL)
Inhibitorlere direngli TEM (IRT) beta-
2c A laktamazlar
2d D
Bir tane SHYV tiirevi
2e A Karbenisilini hidroliz eden enzimler
Oksasilini hidroliz eden enzimler
2f A Klavulanik asit ile az inhibe olurlar.
Klavulanik asit ile inhibe olan
sefalosporinazlar
3 3a,3b,3c B Karbapenemleri hidroliz eden, aktif bolgede
serin igeren ve klavulanik asit ile inhibe olan
enzimler
Metallo-beta-laktamazlar
4 ?

Klavulanik asit ile inhibe olmazlar.
Diger gruplara girmeyen dizileri
belirlenmemis enzimler
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2.3.2. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

Beta-laktamazlarda en ¢ok 6nem teskil eden grup genislemis spektrumlu beta-
laktamaz olanlardir (GSBL).

Aktif bolgelerinde serin bulunan genislemis spektrumlu beta laktamazlar,
Ambler’in molekiiler siniflandirilmasinda sinif A ve simif D’de; Bush, Jacoby ve
Medeiros’un yaptig1 fonksiyonel siniflandirilmasinda ise 2be, 2d ve 2e gruplarinda
yer alirlar (Yiice 2001).

GSBL’ler, SHV-1, TEM-1, TEM-2 beta laktamaz meydana gelen
mutasyonlar sonucunda, enzimin aktif bolgesinde meydana gelen aminoasit
degisiklikleri sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu aminoasit degisikliklerinin, enzimin
yapisinda ve aktivitesinde degisiklere neden oldugu bulunmustur (Aktas vd 2001,
Oksiiz 2005; Tasli ve Bahar 2005).

Enzimde viicut bulan bu degisiklik sayesinde enzimin aktif bolgesi daha da
genislemekte, oksiimino yan zinciri tagtyan beta-laktam antibiyotikleri de bu bahsi
gecen enzimlerin substrati haline gelmektedir. Boylelikle enzim substrat
miinasebetinin olusturdugu aktif bolgede bundan &tiirii yeni bir modelleme
olusmakta ve genis spektrumlu sefalosporinler (sefotaksim, seftriakson, seftazidim,
sefuroksim) ve bunlarla beraber aztreonamimn da bu enzimlerin etki spektrumuna
girmesi saglanmaktadir.

Bu da su anlama geliyor ki, enzimin kodunu olusturan genin yapisinda
meydana gelen degisiklikten kaynakli peptid yapisinda aminoasit degisikliklerin
ortaya ¢ikmas1 GSBL’lere farkli olan bir substrat 6zgiiliigiinii saglamaktadar.

Bu enzimler genellikle bakteri suslari ve tiirleri arasinda yayilabilen biiyiik
plazmidlerde kodlanmaktadirlar (Giilay 2001; Giir 2004).

Bakterilerin daha Once hi¢ tanimi konulmamis beta-laktamazlar iiretmesi
liciincii kusak sefalosporinlerin kullanima girmesinin akabinde baslamistir. ilk GSBL
olan SHV-2, Klebsiella ozaenae izolatinda, 1983’te Almanya’da tanimlanmistir. Bu
enzimlerin  "Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar (GSBL)" olarak
isimlendirilmesinin sebebi tanimi konulmus yeni beta laktamazin birincil olarak
oksiimino sefalosporinler olmak iizere ve daha fazla sayida genis spektrumlu beta-
laktam antibiyotige direng gelistirmis olmasidir. (Paterson and Bonomo 2005; Perez
et al. 2007a).
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GSBL’ ler klavulanik asit tarafindan inhibe olabilen ve mikrobiyolojik olarak
oksiimino sefalosporinleri hidroliz edebilen enzimler olarak tanimi yapilmaktadir.
Genislemis Spektrumlu Beta Laktamazlar karbapenemlere ve sefamisinlere etki
gostermezken tazobaktam, klavulanik asit ve az miktarda sulbaktam gibi beta
laktamaz inhibitorlerine duyarlidir (Bradford 2001; Murray et al. 2009).

GSBL’lar basta K. pneumoniae olmak iizere, E. coli, Enterobacter spp.,
Salmonella spp., Proteus spp., Citrobacter spp., Morganella morganii, Shigella
dysenteriae, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia,
Acinetobacter baumaniii gibi pek ¢ok Gram negatif, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Clostridium difficile gibi Gram pozitif bakterilerde
bulunabilmektedir (Bradford 2001; Mavroidi et al. 2001; Giir 2002b; Grohs et al.
2003; Vourli et al. 2003; Aydemir 2005; Giilay 2005; Oksiiz 2005; Jacqueline et al.
2006; Bakri et al. 2009; Sedighi et al. 2017).

2.3.3. Genis Spektrumlu Beta-Laktamaz Tipleri

Icinde oldugumuz son senelerde beta laktamazlarinin miktarinin hizlica artt1g1
ve klinik agidan bakildiginda da kaydadeger yeni tip enzimlerin tanimlanmis oldugu
goriilmektedir. Bugiin ise say1 olarak SHV tiirii beta laktamazlarin 60’1, TEM tiirevi
beta laktamazlarin sayis1 130'u gegmistir.

GSBL’ler 2 gruba ayrilabilmektedirler:

e TEM ve SHYV tiirevi olan GSBL’ler
e TEM ve SHV dis1i GSBL’ler

TEM ve SHYV tiirevi enzimler, TEM-1,TEM-2 ve SHV-1 gibi enzimlerden

nokta mutasyonuyla koken almis, genis spektrumlu beta laktamazlari hidroliz

edebilen enzimlerdir (Samaha-Kfoury 2003).

TEM Grubu GSBL:

TEM-1 enzimi, Gram negatif bakterilerde en ¢ok olan ve bunun yaninda
ampisiline direng gdsteren E. coli’lerin %90 gibi bir kisminda direng yiikiimliiliigiini
tasiyan enzimdir. Klavulanik asit tarafindan inhibe edilir ve penisilinleri hidroliz eder
(Chaudhary and Aggarwal 2004). ilk tespiti ise 1965’te Atina’da Temoneira isimli

hastanin E.coli izolatindan yapilmistir bu sebepten dolay1 TEM ismini almistir.
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Bu TEM-1 enzimi aym1 zamanda Haemophilus influenzae ve Neisseria
gonorrhoeae’de fazla sayida goriilen ampisilin ve penisilin direncinden sorumludur.
Bu grubun sembolii, fazlasiyla birbirini andiran yapidaki TEM-1 ve bu enzimin
yapisinda bulunan bir aminoasit degisikligi olusmasinin neticesinde meydana gelen
TEM-2’lerdir. Diger TEM tipi beta-laktamazlar da bunlarda bulunan aminoasit
degisiklikleri ile tiirerler.

TEM-1 ve TEM-2 enzimleri siklikla transpozonlar tarafindan kodlanan dar
spektrumlu enzimler olup 1. kusak sefalosporinleri ve penisilinleri hidroliz edebilme
yetenegine sahiptirler. Fakat oksiimino-sefalosporinlere kars1 herhangi bir aktiviteleri
bulunmamaktadir (Giir 2004).

TEM-3 ile TEM varyanti olarak, ilk defa 1989’da rapor edilip, GSBL
fenotipinde tanimlanmistir. TEM-3 enzimi genis spektrumlu sefalosporinlere karsi
artmig bir aktivite gosterir. O giinden bugiine siliregelen zaman zarfinda say1 ve tir
olarak TEM grubu beta-laktamazlarda biiyiik bir artis gézlemlenmistir.

TEM enziminin yapisinda meydana gelen aminoasit degiskenleri sonucunda
GSBL’larin dis goriiniislerinde yani fenotiplerinde dnemli degisiklikler olmaktadir.
Ornegin izoelektrik noktalar1 veya belirli oksiimino-sefalosporinleri hidroliz etme
ozellikleri degisebilmektedir (Sturenburg and Marck 2003).

TEM grubu beta laktamazlar basta E.coli ve K. pneumoniae olmak iizere,
Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri
Salmonella spp. gibi Enterobacteriaceae iiyelerinde sik¢a bulunmaktadir. Daha nadir
olarak Pseudomonas aeruginosa’da bildirilmistir (Bradford 2001; Welthagen et al.
2003; Akova 2004; Giir 2004).

Italya’da 2007 yilinda Acinetobacter baumannii ile yapilan bir calismada
izolatin TEM-92 tipi GSBL iirettigi rapor edilmistir (Endimiani et al. 2007).

SHYV Grubu GSBL:

Sulfhydryl variable’in kisaltmasindan dolay1 bu ismi alirlar. SHV-1 en sik
Klebsiella pneumoniae’da bulunup SHV grubu GSBL’larin 6nciisiidiir ve bu enzim
genellikle kromozomal bir enzimdir. Klebsiella’da bulunan SHV-1 beta-laktamaz
geninin kromozomdan plazmide aktarilarak diger enterobakteriyal tiirlere de

yayildig1 distiniilmektedir (Sturenburg and Marck 2003). Tirkasilin, ampisilin ve
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piperasiline diren¢ olusturmaktadir. Ancak oksiimino-sefalosporine karst aktivitesi
bulunmamaktadir (Sturenburg and Marck 2003).

1983’ te Almanya’da Klebsiella ozaenae’de SHV tiirii enzimlerin ilk tiirevi
olan SHV-2 saptanmistir. Bu enzim bir nokta mutasyonu sonucu, SHV-1 enziminin
238. Pozisyonu {izerinde bulunan glisin aminoasidi yerine serin amioasidinin
gecmesiyle olusmustur (Knothe et al. 1983; Kliebe et al. 1985).

SHV-1 enziminden koken alan aminoasit degisikligi olan pozisyonlar ve
enzim sayist TEM grubu GSBL’ler ile GSBL’ler ile karsilastildiginda daha az oldugu
goriliir.

SHV gurubu GSBL’ler Enterobacteraceae’de daha yaygin olarak
belirlenmistir (Morris et al. 2003). Bunlar; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella ozaenae, Acinetobacter spp., Salmonella,
Enterobacter, Proteus, Citrobacter diversus, Morganella morganii, Shigella
dysenteriae, Serratia  marcescens, Burkholderia cepacia bakterilerinde
bulunabilmektedir (Bradford 2001; Al-Jasser 2006).

OXA Grubu GSBL:

OXA grubu enzimler Ambler’in molekiiler siniflandirmasi igerisinde grup D,
Bush-Jacoby-Medeiros fonksiyonel smiflandirmasinda ise grup 2d’de bulunan
enzimlerdir. Bu ismi almalarina kloksasilin ve oksasiline karsi biiyiik oranda afinite
gostermeleri sebep olmustur. Ampisilin ve sefalotine direng gosterebilen bu enzimler
klavulonik asit tarafindan inhibisyon olarak giiclii degillerdir.

TEM ve SHV’de oldugu gibi aminoasit dizilerindeki nokta mutasyonlar
sonucu oksiimino-sefalosporinleri hidroliz edebilen genis spektrumlu enzimler haline
gelmislerdir (Livermore 1995; Naas et al. 1998). GSBL’lerin ¢ogu E. coli, K.
pneumoniae ve Enterobacteriaceae’nin diger iiyelerinde bulunmalaria ragmen
OXA tipi bu enzimler asil olarak P. aeruginosa’da bulunurlar (Bush 1995; Bradford
2001).

Genis spektrumlu OXA enzimlerinden ilki OXA-11 enzimidir ve Tiirkiye’de
izole edilen bir P. aeruginosa susunda bulunmustur (Giilay 2001; Paterson and

David 2006). Daha sonra Tiirkiye’de izole edilen P. aeruginosa suslarinda OXA-14,
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OXA-151 OXA-16, OXA-17 beta laktamazlar1 tanimlannustir (Giir 2004). Bu enzim

genlerinin bircogu genellikle transpozon, integron veya plazmid kontroliindedir.

CTX-M Grubu GSBL:

Substrat olarak sefotaksimi se¢en ve son donemlerde GSBL’lerin igerisine
yeni bir grup olarak katilan, CTX-M olarak adlandirilan enzimlerdir. Her ne kadar
seftazidimi az miktarda hidrolize ederse de bu 6zelligi klinik igerisinde dirence yol
acacak kadar onem teskil etmez. Bu grupta, tazobaktamin inhibitor etkisinin
sulbaktam ve klavulanik asite gore daha fazla olmasi bu enzimlere 6nemli bir 6zellik
kazandirmistir.

Bauernfeind ve arkadaglarinca 1989’un ilk zamanlarinda Almanya’da
Escherichia coli bakterisinde ilk CTX-M beta-laktamaz saptanmistir. CTX-M grubu
biitin diinyada giderek Enterobacteriaceae familyas1 oncelikli olmak {izere farkli
bakteri ¢esitleri igerisinde siiratle yayilip biiylimekte olan bir Genislemis Spektumlu
Beta Laktamaz enzim grubu haline gelmistir. CTX-M grubu beta laktamazlar SHV
ve TEM grubu beta laktamazlar ile %40’tan az bir aminoasit benzerligi gostermekle
beraber TEM ve SHV grubu beta-laktamazlardan koken almazlar. Bazi plazmid
kontroliindeki CTX-M enzimlerinin Kluyvera ascorbata’nin kromozomal beta-
laktamazindan koken aldigi bilinmektedir (Bradford 2001; Woodford et al. 2004;
Demir 2006; Murray et al. 2009).

Bugiin itibari ile yaklasik 40 tane CTX-M enzimi saptanmistir. CTX-M-2,
CTX-M-3, CTX-M-14 en yaygin bulunan enzimler olup plazmid araciligiyla
yayilmaktadirlar (Bonnet 2004).

CTX-M enzimleri; E. coli, Salmonella enterica, Citrobacter freundii, Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter amalonaticus
ve Acinetobacter baumannii bakterilerinde rapor edilmistir (Bauernfeind et al. 1996;
Gniadkowski et al. 1998; Bonnet et al. 2000; Endimiani et al. 2007).

Inhibitérlere Direncli (IRT) Beta-Laktamazlar:

Isim seriiveni olarak inhibitdrlere direng gdsteren beta-laktamazlar ilkin TRC
(Klavulanik asite karsi direngli olan TEM enzimi), sonrasinda TRI (beta laktamaz

inhibitdrlerine kars1 direcli olan TEM enzimi) ve en sonunda da IRT (Inhibitdrlere
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direngli TEM enzimi) olarak isimlendirilmislerdir. IRT enzimleri, Bush-Jacoby—
Medeiros un fonksiyonel siniflandirilmasinda grup 2br’de yer alirlar (Akova 2004).

Beta-laktamaz inhibitorlerine karsi genellikle herhangi bir direng yokken,
1997°de amoksisilin klavulanat birlesimine direngli olan E. coli soylar1 saptanmaya
baglanir. Saptanan bu yeni enzimlerin TEM-1 ve TEM-2 enzimlerinde meydana
gelen mutasyonlar sonucu olusan yeni varyantlar oldugu belirlenir. Meydana gelen
mutasyonlar sonucu, inhibitorlere direngli beta laktamazlar (IRT) dar ve genis
spektrumlu  sefalosporinler, piperasilin  tazobaktamlari, sefamisinleri ve
karbapenemleri hidroliz etmezler. Ancak bu enzimler TEM ve SHYV tipi enzimler
olduklar1 i¢in GSBL sinifi igerisinde yer alirlar (Kartali et al. 2002; Sturenburg and
Marck 2003).

IRT’ler, E. coli basta olmak iizere, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Citrobacter freundii’de de
bildirilmektedir (Chaibi et al. 1999; Thomson et al. 2000; Bradford 2001; Giir 2004;
Canton et al. 2008).

Diger GSBL’ler:

Son zamanlarda GSBL enzimlerinden olup SHV. TEM, OXA ve CTX-M
beta laktamazlardan koken almayan bazi enzimler tespit edilmeye baslanmistir. Bu
enzimler;

PER-1: PER-1 enzimi ilk olarak Fransa iilkesinde Tiirk bir hastadan izole
edilen Pseudomonas aeruginosa susunda saptanmistir. Daha sonra ise S.
typhimurium ve Acinetobacter baumanii izolatlarinda tespit edilmislerdir. PER-1
enzimi klavulanik asit ile inhibe olup, sefasporinleri ve penisilinleri hidroliz eder
(Naas et al. 1998).

VEB-1: Saptanmasi ilk olarak Vietnam’da E.coli bakterisinde olup daha
sonrasinda Tayland’da  Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae ve
Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda tespit edilmistir. Sefotaksim, seftazidim ve
aztreonam’a bilyiik oranda direng gosterip, klavulanik asitle inhibe olular (Poirel et
al. 1999). Seftazidim haricindeki genis spektrumlu sefalosporinlere hidrolitik
aktiviteleri ¢ogunlukla yiiksek iken penisilinlere karsi ise hidrolitik aktiviteleri

distiktiir.
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SFO-1: SFO-1 enzimi, Serratia fonticola’daki smif A beta-laktamazdir. Pek
sik rastlanmayan bu enzim ilk defa 1988’de Japonya’da Enterobacter cloacae
izolatinda bulunmustur. Hidrolize etmede SFO-1 enzimi sefotaksimi iyi, sefamisin ve
karbapenemi zayif, seftazidimi kotii bir sekilde hidroliz ederken imipenem ve
klavulonata inhibe olmazlar (Bradford 2001).

BES-1: Bu enzimler ilk olarak 1996’da Brezilya’da Serratia marcescens
susundan izole edilmistir. Aztreonema biiylikk oranda direng gosterirken bunun
yaninda seftazidime gore sefotaksime daha direnglidirler. blages-1 geni plazmid
tarafindan kodlanir ve fonksiyonel siiflandirilmada grup 2be’de bulunur. BES-1’in,
CTX-M-1 beta laktamzlar ile %48 oraninda aminoasit benzerligi vardir. Klavulonat
tarafindan iyi bir sekilde inhibe edilirken tazobaktam ile inhibisyon zayiftir
(Kamburoglu 2011).

BEL-1: Bu enzim Belgika’da 2004 yilinda bir Pseudomonas aeruginosa
susundan izole edilmistir. BEL-1 enzimi diger Ambler sinif A GSBL’ler ile daha az
oranda iliskilidirler. BEL-1 enzimi klavulonat, moksalaktam, imipenem ve sefoksitin
tarafindan inhibe edilirken, c¢ogunlugu da genis spektrumlu aztreonami ve
sefalosporinleri hidroliz ederler (Kamburoglu 2011).

GES: GSBL’lerin ender goriilen bir enzimidir. GES enzimi P. aeruginosa, E.
coli ve K. Pneumoniae bakterilerinde tespit edilmistir. Bu enzim ilk kez K.
pneumoniae izolatinda Fransa’da saptanmistir ve bu enzimin plazmid ve integron
tarafindan kodlandig1 bildirilmistir. GES enzimi karbapenemlere ve sefamisinlere
etkili degilken genis spektrumlu sefalosporinlere ve penisilinlere etkilidirler. GES
enzimi aztreonam tarafindan hidroliz edilmeyip, imipenem, tazobaktam ve
klavulonat tarafindan inhibe edilebilirler (Bradford 2001).

GES-1 enzimi ¢ogu GSBL’nin aksine aztreonami hidroliz edemez (Naas et
al. 2008). GES-1’in 170. Pozisyonunda bulunan aminoasidin degismesi sonucunda
GES-2 enzimi ortaya ¢ikar. Olusan bu GES-2 enziminin imipeneme kars1 aktivitesi
artmigken (Harada et al. 2008; Naas et al. 2008) oksiimino-sefalosporinlere karsi
aktivitesi azalmigtir (Harada et al. 2008). Bunlara ek olarak GES-2 enzimi beta
laktamaz inhibitorlerinden az oranda etkilenir. Diger GES grubu tiirevlerinden oan
GES-4, GES-3 ile kiyaslandiginda beta laktamaz inhibitorerince zayif inhibe edilir ve

bunun yaninda karbapenemleri hidroliz edebilir (Harada et al. 2008). Tim bu
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Ozelliklerden farkli olarak GES-4’lin sefamisine karsi hidrolitik aktivitesi vardir

(Harada et al. 2008; Naas et al. 2008).

2.4. Siit Orneklerinde GSBL Ureten Bakteriler Uzerine Yapilan Calismalar

Hammad et al. (2008), Japonya’da saglikli ineklerden elde ettikleri ¢ig siit
orneklerinde ilk kez SHV-60 enzimi iireten K. pneumoniae tanimlamiglardir.

Geser et al. (2012), 100 farkl: giftlikten topladiklari tank siitlerini temsil eden
100 ¢ig sit Orneginin higbirinde GSBL {ireten enterobakter varligina
rastlamadiklarini bildirmislerdir.

Normanno et al. (2005), 2000-2002 yillar1 arasinda Italya’da yaptiklari
arastirmada 437 ¢ig siit ornegi icerisinde 168 adet koagulaz pozitif S. aureus
bulundugunu belirtmislerdir.

Khoshbakht et al. (2014), Iran’da gesitli siit ve peynir drneklerinden izole
ettikleri E. coli izolatlarinin %38’inin (n=150) fenotipik olarak GSBL iirettigini ve en
sik goriilen enzimin CTX-M oldugunu (%80,7) bildirmislerdir.

Bhoomika et al. (2016), ¢ig siitlerde E. coli prevalansini %81,1 (n=90) olarak
tespit etmisler ve bu numunelerden elde edilen izolatlarin 9’unun (%12,3) GSBL
tiretimi agisindan pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Glindogan ve Aver (2013), ¢ig siit, beyaz peynir ve dondurma (n= 60)
orneklerinden izole ettikleri toplam 65 E. coli ve Klebsiella spp. izolatinin 21’inin
(%32,3) fenotipik olarak GSBL yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Tekiner ve Ozpinar (2016), analiz ettikleri 100 ¢ig siitten 24 GSBL iireten
Enterobacteriaceae (E. coli n=18, K. pneumoniae n=3), 50 ¢ig siitten yapilmis peynir
orneginden ise 2 GSBL iireten E. coli izole etmislerdir.

Temiz ve Oner (1988), Ankara’da biri 6zel sektore ait, digeri kamuya ait siit
isletmedeki toplanan 335 adet ¢ig siit orneklerini antibiyotik varlig1 agisindan
incelemislerdir. Ozel sektdre ait isletmesinin %14,38’inin penisilin, %1,31inin ise
penisilin disinda diger inhibitér madde bulundurdugu ortaya ¢ikmistir. Kamuya ait
isletmedeki siit 6rneklerinin ise %6,04’{linlin farkli oranlarda penisilin bulundurdugu
saptanmuistir.

El-Sukhon et al. (2003), Urdiin’de 649 siit, dondurma, peynir ornekleri
bakteriyolojik olarak incelenmistir. Toplam 346 Klebsiella izolati izole edilmistir. K.

pneumoniae, 63 (%9.7) izolatta tanimlanmustir.
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Rasheed et al. (2014), Hindistan iilkesinin Haydarabat adli sehrinde 12 c¢esit
bolgesinden 30 tane topladigi ¢ig siit orneklerinde %6,7’sinde GSBL pozitif E. coli
bulundurdugunu saptamisglardir.

Geser et al. (2012), Nisan 2011 ayinda Isvigre’de yapilan bir ¢alismada
kapsamli bir siit igletmesinde 100 giin igerisinde toplanan 100 ¢ig siit 6rneklerinden
67 tane E. coli izole edilmistir ve bunlardan %]1,5’inin GSBL {ireten serotip oldugu
tespit edilmistir.

Randall et al. (2014), Galler ve Ingiltere’de 103 ayri ciftlikten aldiklari
orneklerin igerisin de fazla miktarda E. coli’nin bulastigini ve 6rneklerin %3,9’unda
GSBL pozitif E. coli oldugunu saptamislardir.

Farzana et al. (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada siit {irinlerinden izole edilen E.
coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp. izolatlarmin antibiyotiklere direnglilik
durumunu aragtirmiglar, E. coli ve Klebsiella spp. izolatlarinin kloramfenikol
atibibiyotigine direng gosterirken Enterobacter spp. izolatlarinin bu antibiyotige
duyarli oldugunu belirtmislerdir.

Hadimli vd. (2001), yaptiklari bir calismada topladiklar1 mastisitli siit
orneklerinden izole edilen 82 koagulaz pozitif, 25 koagulaz negatif olmak iizere
toplam 107 sitafilokok susunun antibiyotik duyarhiliklarint ve beta laktamaz
aktivitelerini saptamayir amaglamiglardir. Bu ama¢ dogrultusunda sitofilokok
suslarinin antibiyotik duyarliliklarini Muller-Hinton agar igerisinde Disk Difiizyon
yontemine gore belirlemisler. Yapilan antibiyotik testlerine gore 105’1 yani %98’1
danofloksasiline, enrofloksasisiline ve amoksosilin+klovonik asite duyarli, 104’
yani %97,1’1 sefaperazantsulbaktama, 98’1 yani %91,5’1 ise kloksasiline duyarl
oldugu belirlenmistir. Ayrica sitofilokok suslarinin  %39,3’linlin amoksisiline,
%61,7’sinin penisiline ve %62,3’liniin ise ampisiline kars1 direngli oldugunu

saptamigslardir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismalar siiresince; otoklav, hassas terazi, saf su cihazi, pH metre, steril kabin,
calkalayici, -86 °C derin dondurucu, inkiibatér, otomatik pipetler, mikroskop,
manyetik karistirici, Santrifiij, themocycle, jel goriintiileme sistemi, mikrodalga firin

gibi temel cihazlar kullanilmistir.

3.2. Cig siit 6rneklerinin toplanmasi

Calisma kapsaminda, Agr ili ve cevresindeki siit isletmelerinden 10’ar ml ¢ig
stit Ornegi aseptik teknikle alinarak, soguk zincir kosullarinda laboratuvara
ulastirilmistir. Ornek alinirken lokasyon, tarih ve érnek alinan inegin cinsi es zamanl

olarak kaydedilmistir.

Tablo 2. Askale kdytinden alinan siit 6rnekleri

ORNEK NO INEGIN CINSI TARIH
1 Montofon 03.02.2021
2 Simental 03.02.2021
3 Simental 03.02.2021
4 Montofon 03.02.2021
) Simental 03.02.2021
6 Simental 03.02.2021
7 Simental 03.02.2021
8 Yerli 03.02.2021
9 Simental 03.02.2021
10 Montofon 03.02.2021
75 Yerli 06.06.2021
76 Yerli 06.06.2021
77 Yerli 06.06.2021
78 Yerli 06.06.2021
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Tablo 3. Murat kdyiinden alinan siit 6rnekleri

ORNEK NO INEGIN CINSI TARIH
11 Montofon 13.02.2021
12 Simental 13.02.2021
13 Simental 13.02.2021
14 Montofon 13.02.2021
15 Simental 13.02.2021
16 Simental 13.02.2021
17 Simental 13.02.2021
18 Yerli 13.02.2021
19 Simental 13.02.2021
20 Montofon 13.02.2021
79 Yerli 08.06.2021
80 Yerli 08.06.2021
81 Yerli 08.06.2021
82 Yerli 08.06.2021
83 Yerli 08.06.2021

Tablo 4. Baliksu kdyiinden alinan siit 6rnekleri

ORNEK NO INEGIN CINSi TARIH
21 Simental 13.02.2021
22 Simenal 13.02.2021
23 Simental 13.02.2021
24 Simental 13.02.2021
25 Simental 13.02.2021
66 Simental 13.02.2021
27 Simental 13.02.2021
28 Montofon 13.02.2021
29 Simental 13.02.2021
30 Yerli 13.02.2021
31 Montofon 13.02.2021
32 Simental 13.02.2021
84 Yerli 15.06.2021
85 Yerli 15.06.2021
86 Yerli 15.06.2021
87 Yerli 15.06.2021
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Tablo 5. Besiktepe koytinden alinan siit 6rnekleri

ORNEK NO INEGIN CINSI TARIH
33 Simental 13.02.2021
34 Yerli 13.02.2021
35 Simental 13.02.2021
36 Simental 13.02.2021
37 Simental 13.02.2021
38 Simental 13.02.2021
39 Simental 13.02.2021
40 Simental 13.02.2021
41 Simental 13.02.2021
42 Simental 13.02.2021
Tablo 6. Haydaroglu kdyiinden alinan siit 6rnekleri
ORNEK NO INEGIN CINSI TARIH
43 Yerli 28.02.2021
44 Yerli 28.02.2021
45 Montofon 28.02.2021
46 Simental 28.02.2021
47 Simental 28.02.2021
48 Simental 28.02.2021
49 Yerli 28.02.2021
50 Yerli 28.02.2021
51 Montofon 28.02.2021
52 Yerli 28.02.2021
53 Simental 28.02.2021
88 Yerli 02.072021
89 Yerli 02.072021
90 Yerli 02.072021
91 Yerli 02.072021
92 Yerli 02.072021
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Tablo 7. Goncali kdyiinden alinan siit 6rnekleri

ORNEK NO INEGIN CINSI TARIH
54 Montofon 28.02.2021
55 Simental 28.02.2021
56 Simental 28.02.2021
57 Simental 28.02.2021
58 Montofon 28.02.2021
59 Yerli 28.02.2021
60 Montofon 28.02.2021
61 Montofon 28.02.2021
62 Hostayn 28.02.2021
93 Yerli 05.07.2021
94 Yerli 05.07.2021
Tablo 8. Toprak kale kdyiinden alinan siit 6rnekleri
ORNEK NO INEGIN CINSI TARIH
63 Yerli 28.02.2021
64 Yerli 28.02.2021
65 Montofon 28.02.2021
66 Montofon 28.02.2021
67 Yerli 28.02.2021
68 Simental 28.02.2021
69 Yerli 28.02.2021
70 Simental 28.02.2021
71 Simental 28.02.2021
72 Montofon 28.02.2021
73 Yerli 28.02.2021
74 Montofon 28.02.2021
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3.3. Besiyeri ve Cozeltiler

3.3.1. Lauryl Broth

NaCl 10 g/L; pepton 10 g/L; maya ekstrakti1 5 g/L olacak sekilde saf su
igerisine katilip 1sitilarak ¢ozdiiriildiikten sonra elde edilen besiyeri otoklav igerisinde
121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.3.2. Nutrient Agar

Paket lizerindeki hazirlanis prosediiriine bakilarak, Nutrient agar karisimi
(Oxoid CMO0309) 20 ¢g/L olacak sekilde tartilarak saf su icerisinde ¢6zdiiriildiikten
sonra otoklav igerisinde 121°C’de 15 dk steril edilmistir ve sonrasinda besiyeri

45°C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik sartlarda petrilere dokiilerek birakilmistir.
3.3.3. Tryptic Soy Agar

Paket tizerindeki hazirlanis prosediiriine bakilarak Tryptic soy agar karisimi
(Oxoid CMO0131) 40 g/L olacak sekilde tartilarak saf su igerisinde ¢ozdiiriildiikten
sonra otoklav icerisinde 121°C’de 15 dk steril edilmistir ve sonrasinda besiyeri

45°C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik sartlarda petrilere dokiilerek birakilmistir.

3.3.4. Mueller Hinton Agar

Paket iizerindeki hazirlanig prosediiriine bakilarak, Mueller Hinton agar
karisimi  (Oxoid CMO0337) 34 g¢/L olacak sekilde tartilarak saf su igerisinde
¢Ozdiiriildiikten sonra olusan c¢ozelti otoklav igerisinde 121°C’de 15 dk siteril
edilmistir ve sonrasinda besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik sartlarda

petrilere dokiilerek birakilmistir.

3.3.5. MacConkey Agar

Paket tizerindeki hazirlanig prosediiriine bakilarak, MacConkey agar karigimi
(Merck 10205) 50 g/L olacak sekilde tartilarak saf su igerisinde ¢ozdiiriildiikten
sonra olusan ¢ozelti igerisinde 121°C’de 15 dk steril edilmistir ve sonrasinda besiyeri

45°C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik sartlarda petrilere dokiilerek birakilmistir.
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3.3.6. Tryptone water

Kazein pepton 10 g/L; Sodyum kloriir 5 g/L olacak sekilde saf su igerisine
eklenip, manyetik karistirict tizerinde isitilarak ¢ozdiiriilmiis ardindan karigimin
pH’s1 7,3 £ 0,2’ye ayarlanmistir. Son olarak besi yeri cam tiiplere 10 ml olarak

dagitilmig ve otoklav igerisinde 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

3.3.7. Metil-Red Voges Proskauer Broth (MR-VP Broth)

Et peptonu 7 g/L; dekstroz 5 g/L; dipotasyum fosfat 5g/L olacak sekilde saf
su icerisine eklendikten sonra elde edilen ¢ozelti manyetik karistirici {lizerinde
wsitilarak eritilmis ve pH’s1 6.9 £ 0.2’ye ayarlanmistir. Ardindan cam tiiplere 10’ar ml

olarak dagitilan besi yerleri 121°C’de 15 dk otoklavlanmustir.

3.3.8. Simmon’s Sitrat Agar

Amonyum dihidrojen fosfat 1.0 g/L; dipotasyum hidrojen fosfat 1,0 g/L;
sodyum kloriir (NaCl) 5,0 g/L; sodyum sitrat 2,0 g/L; magnezyum siilfat 0,2 g/L;
bromthymol blue 0,08 g/L; agar 13,0 g/L olacak sekilde saf su igerisine eklenerek
elde edilen karigim manyetik Karistirici tizerinde ¢ozdiriilmiis ve pH’s1 6,6 + 0,2’ye
ayarlanmistir. Ardindan cam tiiplere 7’ser ml olarak dagitilan besiyerleri otoklav
igerisinde 121°C’de 15 dk siteril edilmistir. Son olarak steril edilen tiipler yatik agar

elde etmek i¢in ¢italar lizerine yatirilmis ve katilagsmasi i¢in bekletilmistir.

3.3.9. Fenol-Red Laktoz Broth

Proteaz pepton 10 g/L; et ekstrakti 1 g/L, sodyum klorid 5 g/L; fenol red
0,018 g/L; laktoz 5 g/L olacak sekilde saf su igerisine eklenmistir. Elde edilen
karisim manyetik karistirict tizerinde 1sitilarak ¢ozdiiriilmiis ve pH’s1 7,4 + 0,2’ye
ayarlanmistir Ardindan cam tiiplere 10’ar ml olarak dagitilan besiyerleri otoklav
igerisinde 121°C’de 15 dk siteril edilmistir.

3.3.10. %95’lik Etil alkol

% 99,5’lik etanolden 95,4 ml alinarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.
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3.3.11. %30’luk Gliserol

70 ml steril saf su igerisine 30 ml gliserol eklenerek elde edilen ¢ozelti

otoklav igerisinde 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

3.3.12. %7’lik H202 ¢ozeltisi

%30’luk H202’den 23,3 ml alinarak hacmi sdH>O ile 100 ml’ye

tamamlanmaistir.

3.3.13. %3’liikk KOH cozeltisi

100 ml steril saf su igerisinde 3 g KOH konulup ¢6zdiiriilerek istenen ¢ozelti

hazirlanmustir.

3.3.14. 10X TBE tamponu

108 g Tris base ve 55 g borik asidi 900 ml steril saf su igerisinde
¢ozdiirtildiikten sonra tizerine 40 ml 0,5 M Na;EDTA eklenip pH: 8’¢ ayarlanmistir.

Toplam hacmi 1 litre olacak sekilde saf su ile tamamlanmistir.

3.4. Izolasyon

Uygun kosullar altinda laboratuvara getirilen Ornekler on zenginlestirme
islemi yapmak i¢in, Skockova vd (2014) tarafindan daha 6nce yapilan prosediirler
bazi kii¢iik modifikasyonlarla kullanilmistir. Her siit 6rneginde 1 ml alinarak, 1pg /
ml konsantrasyonda sefotaksim iceren 9 ml Luria-Bertani (LB) Broth besiyerine
inokule edilmigtir. Siit ve besiyeri iyice karistiktan sonra 37°C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. On  zenginlestirme islemi tamamlandiktan sonra
zenginlestirme ortamindan, drigalski yardimi ile 1pug/ml konsantrasyonda sefotaksim
iceren MacConkey agar besiyerine yayma ekim yapilmistir. 37°C” de 24-48 saatlik
inkiibasyonun ardindan gelisen koloniler saflagtirilarak TSA besiyerine transfer

edilmistir.

3.5. Morfolojik GSBL Dogrulamasi

TSA besiyerine transfer edilerek gelistirilen bakteri strainleri, morfolojik
GBSL dogrulamast i¢in c¢ift disk diflizyon testine tabi tutulmustur. TSA’da

gelistirilen bakterilerden, ~10° kob / ml olacak sekilde siispansiyonlar hazirlanmis ve
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ardindan bu siispansiyonlardan 100 pl alinarak Mueller-Hinton besiyeri iizerine steril
swap yardimi ile yayma ekim yapilmistir. Daha sonra petrinin igerisine seftazidim
(CAZ) | seftazidim- klavulonik asit (CZC) ve sefotaksim (CTX) / sefotaksim-
klavulonik asit (CTC) diskleri yerlestirilmistir. 37 °C’de 48 saat inkiibe edilen
besiyerleri incelenmis ve diskler etrafinda olusan zonlarin ¢ap1 kaydedilmistir.
Klavulanik asit iceren disklerin etrafindaki zon caplarinin, icermeyen disklerin
etrafindaki zon ¢aplarindan 5 mm fazla olmas1 durumunda bakteriler GSBL pozitif
olarak kabul edilmistir (Aydemir vd 2019). Tim testler 3 tekrarli olarak yapilmustir.
K. pneumoniae ATCC 700603 ve E. coli ATCC 35218 strainleri pozitif kontrol

olarak kullanilmistir.
3.6. Biyokimyasal testler

3.6.1. indol Testi

Stok kiiltirden 6ze ile alinan bakteriler Tryptone Water besiyeri bulunan
tiplere ekimi yapilip tlizerine isimleri yazilarak 24 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra hazir olan kiiltiiriin iizerine 0,5 ml Kovacs indol
cozeltisi (Merck 1.09293) eklenip hafif bir sekilde calkalanmistir. Birkag dakika
sonra hazirlanan besiyerinin lizerinde kirmizi bir halka olusmas testin pozitif (+),

halka olugsmamasi ise negatif (-) sonug olarak degerlendirilmistir.

mw

P o

Sekil 6. Indol testi pozitif (solda) ve negatif (sagda) sonug
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3.6.2. Metil-Kirmizis1 Testi (MR)

Daha 6nce stoga alinmis bakteri kiiltiiriinden steril 6ze ile bir miktar alinip
MR-VP Broth (Merck 105712) besiyeri bulunan tiiplere ekimi yapilmis ve 96 saat
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan hazir olan besiyerinin iistiine 1
ml MR indikatori eklenip hafifce karistirilmistir. Bir siire sonra tiiplerde kirmizi renk
degisimi pozitif (+), sar1 renk degisimiyse negatif (-) olarak yorumlanmastir.

Metil-Kirmizis1 Indikatorii; 0,1 g Metil-Red (Merck) 300 ml %95°lik etil
alkoliin i¢inde c¢ozdiriildiikkten sonra distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak

hazirlanmustir.

Sekil 7. Metil kirmizisi testi negatif (solda) ve pozitif (sagda) sonug.

3.6.3. Voges-Proskauer Testi (VP)

Incelenmek istenen stok bakteriler, MR-VP Broth (Merck 105712) besiyeri
bulunan tliplere ekimi yapilmis ve 48 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra hazir olan kiiltiirlerin icerisine 0,6 ml Baritt ¢ozeltisi (alfa
napthol ¢ozeltisi) eklenerek karistirilmistir. Sonrasinda ayni tiipilin {izerine 0,2 ml
O’Meara ¢ozeltisi (KOH ¢ozeltisi) eklenip bir daha karistirildiktan bir siire sonra
tiplerde kirmizi renk degisimi pozitif (+), sar1 renk degisimi negatif (-) olarak

degerlendirilmistir.
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3.6.4. Sitrat Testi

Stok kiiltirden alinan bakteriler daha Onceden tiiplere yatay olarak
hazirlanmis Simmons Citrate Agar (Merck) besiyerinin iizerine ekimi yapilmistir ve
48 saat 37 °C’de olacak sekilde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
besiyeri incelenmistir ve koyu mavi renk degisimi pozitif (+), herhangi bir renk

degisimi olmamasi negatif (-) olarak degerlendirilmistir.

Sekil 8. Sitrat testi pozitif (solda) ve negatif (sagda) sonug
3.6.5. Katalaz Testi

Daha 6nce nutrient agara ekimi yapilan ve 24 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakilarak gelistirilen bakterilerden steril bir 6ze ile alinarak lam {izerine
konulmustur. Ustiine bir damla olacak sekilde H20, damlatilmistir. Bu islemler
sonucunda kabarcik olusumu gozlenen bakteriler pozitif (+), gézlenmeyenler ise

negatif (-) olarak degerlendirilmistir.

3.6.6. KOH Testi

Daha once nutrient agara ekimi yapilan ve 24 saat 37 °C’de inkiibasyonda
bekletilerek gelistirilen bakterilerden steril 6ze yardimiyla alinip lamin {izerine
konulmustur. Uzerine bir damla olacak sekilde % 3’liik KOH ¢ozeltisi damlatilmis
ve kiirdan yardimiyla karistirilip yukari kaldirilmistir. Yukar: dogru siinen bakteriler

pozitif (+), sinmeyen bakteriler ise negatif (-) olarak degerlendirilmistir.
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3.6.7. Oksidaz Testi

Bakteriler kat1 besiyeri iizerine ekim yapildiktan sonra 37°C de 1-5 giin
inkubasyona birakilmis ve bekleme siiresinin sonunda iireyen kolonilerin iizerine
ayira¢ (%0.5, tetrametil-p-fenilendiamin) damlatilmistir. Uzerine ayira¢ damlatilan
kolonilerin 1-2 dk igerisinde mavi renk degisimi oksidaz pozitif olarak, renk

degisiminin olmamasi ise oksidaz negatif olarak yorumlanmaistir.

Sekil 9. Oksidaz testi sonuglarina gore pozitif (solda) ve negatif (sagda) sonug

3.6.8. Fenol-Kirmiz1 Laktoz Testi

Daha once stoga alinmig bakteri kiiltiirinden siteril 6ze ile bir miktar alinip
Fenol-Kirmizis1 Laktoz Broth besiyeri bulunan tiiplere ekimi yapilmis ve 37 °C’de
inkiibasyona birakilmigtir. 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda tiiplerde sari1 renk

degisimi pozitif (+), kirmizi renk degisimi ise negatif (-) olarak yorumlanmustir.

e

Sekil 10. Fenol kirmizisi laktoz testi pozitif (solda) ve negatif (sagda) sonug.
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3.7. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu icin Qiagen otomotize sistem kullanilmistir. Kisaca;
bakteri strainleri Lauria Bertani broth besiyerinde, 37 °C’de 24 saat Yyatay
calkalayicida gelistirilmis, ardindan kiiltiirler 5000 rpm’de, 5 dakika santrifiij
edilmistir. Hasat edilen hiicrelerden DNA ekstraksiyonu Qiagen DNA Mini Kit
(Qiagen ID:51304) manueline gore tretici firma tarafindan Onerilen izolasyon
prosediirii takip edilerek yapilmig, izole edilen DNA’larin kalitesi nanodrop
spektrofotometre ile dlgiilerek, OD260 / OD280 degeri 1.8-2.0 araligimda olan DNA

ornekleri daha sonra kullanmak tizere — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.8. Beta Laktamaz Tiplerinin Molekiiler Analizi

In-vitro testlerde beta laktamaz iiretimi pozitif olarak degerlendirilen
strainlerin hangi tip beta laktamaz genlerine sahip oldugunu belirlemek ig¢in de PZR
kullanilmistir. Bu asamada daha onceki ¢aligmalarda yaygin olarak bulundugu ifade
edilen TEM, SHV ve CTX-M grubu beta laktamaz genleri iizerine yogunlagilmistir.
TEM geni i¢in Chang vd. (2001), SHV geni igin Paterson et al. (2003), CTX-M geni
icin ise Ali vd. (2016) tarafindan daha once takip edilen prosediirler, baz1 kiigiik
modifikasyonlarla kullamlmstir. Ozetle; 12,5 ul Taq 2X master mix (Fermentas), 1
ul 10 mM forward ve reverse primer ve 2 pl kalip DNA igeren reaksiyon karigiminin
hacmi niikleaz icermeyen streril su ile 20 pl’ye tamamlanmustir. Ilgili gen bdlgeleri;
95 °C’de 5 dk birinci denatiirasyon, 35 dongii 95 °C’de 45 sn denatiirasyon, 45 sn
baglanma (Tablo 9), 72 °C’de 90 sn uzama ve son olarak 72 °C’de 10 dk son uzama
basamaklar1 ile amplifiye edilmistir. PZR iirlinleri, etidium bromid ilave edilmis
%1,5’lik agaroz jel icerisinde, 90 V akimda 45 dakika yiiriitiilmiistiir. Ardindan
goriintiileme  sistemine aktarilan jel {izerinde gozlemlenen DNA bantlar
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ve
Escherichia coli ATCC 35218, negatif kontrol olarak ise steril su kullanilmistir. Tim
testler 3 kez tekrar edilmistir. Calismada kullanilan primer setleri, beklenen amplikon

uzunluklar: ve baglanma sicakliklart Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Amplikon Baglanma
Gen
(6} » 3" Uzunlugu Sicakhg
ATAAAATTCTTGAAGACGAAA TEM/F
1080 bp 58°C
GACAGTTACCAATGCTTAATCA TEM/R
ATGCGTTATATTCGCCTGTG SHV/F
747 bp 52°C
TGCTTTGTTATTCGGGCCAA SHV/R
CGCTTTGCGATGTGCAG CTX-M/F
550 bp 54°C
ACCGCGATATCGTTGGT CTX-M/R

3.9. 16S rDNA PZR ve Sekans Analizi

Bu asamada daha once ¢ogu calismada basari ile kullanilan 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) ve 1392R primerleri (5-
ACGGGCGGTGTGTRC -3') kullanilmigtir. PZR reaksiyonu kurulurken; 50 ng kalip
DNA, 2 ul 10X buffer (with MgCl), 0.4 pl ANTP mix (Sigma D7295), 0,25 ul U Taq
DNA polymerase (Sigma T1806), 0,1 ul 100 puM forvard ve reverse primer
karistminin hacmi niikleaz igermeyen steril su ile 20 pl’ye tamamlanmigtir. Ardindan
thermocycle cihazina yiiklenen 6rneklerin 16S rDNA bélgeleri; 95 °C’de 5 dk birinci
denatiirasyon, 95 °C’de 45 sn denatiirasyon, 55 °C’de 45 sn baglanma, 72 °C’de 90
sn uzama (30 dongii) ve son olarak 72 °C’de 10 dk son uzama basamaklari ile
amplifiye edilmistir. PZR iiriinleri, etidium bromid ilave edilmis %1,5’lik agaroz jel
icerisinde, 90 V akimda 45 dakika yiiriitilmiistiir. Ardindan goriintiileme sistemine
aktarilan jel iizerinde gézlemlenen DNA bantlar1 degerlendirilmistir.

PZR fiirtiinleri saflik ve kaliteleri agisindan kontrol edildikten sonra dizileme
icin BM LABOSIS (Ankara / TURKIYE) firmasma gonderilmistir. PZR fiiriinleri
MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti ile
saflastirilmistir. Dizileme igin, ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied
Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti
kullanilmigtir (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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27F ve 1392R primerleriyle elde edilen okumalardan konsensus dizi
olusturmak i¢in BioEdit CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir. Ardindan
konsensus diziler National Center for Biotechnology Information (NBCI) veri tabani

tizerinden kullanilan BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yazilimi ile

analiz edilmis ve 16S rDNA bolgelerine gore tiir tan1 sonuglarina ulasilmistir. Son

asamada sekans verileri gen bankasina yiiklenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. izolasyon ve Morfolojik GSBL Dogrulamasi

Bu calisma kapsaminda Agr1 ve ¢evresinde bulunan siit isletmelerinden
toplamda 94 ¢ig siit 6rnegi alinmis ve bu Orneklerden bakteri izolasyonlari
yapilmistir. Alinan 94 ¢ig siit 6rneginden toplamda 113 bakteri bakteri straini izole
edilerek saflagtirilmis ve stok ¢ozelti igerisine alinarak calismalarda daha sonraki

asamalarda kullanilmak {izere -86°C’de muhafaza edilmistir.

Izolasyon ve saflastirma asamalarindan sonra stok kiiltiirleri hazirlanan
bakteri strainleri, LB agar besiyerine aktarilmis ve 24 saatlik taze kiiltiirlere KOH
testi yapilmistir. Ardindan KOH testine gore Gram (-) olarak degerlendirilen 63
bakteri straini morfolojik GSBL dogrulamasi igin ¢ift disk difiizyon testine tabi
tutulmustur. Yapilan degerlendirmeler sonucunda 20 strain GSBL pozitif olarak
degerlendirilmistir. Calismanin daha sonraki kistmlar1 bu 20 strain ile
stirdiirtilmistiir. Elde edilen sonuglara gére Gram (-) olarak degerlendirilen bakteri
strainlerinin  %31,74’t  GSBL pozitiftir. GSBL pozitif olarak degerlendirilen
strainlere ait ¢ift disk difiizyon test sonuglar1 Tablo 10’da 6zetlenmistir.

Baskan (2020) tarafindan Amasya’da yapilan bir calismada farklh
isletmelerden ¢ig siit 6rnekleri alinarak izolasyonlar yapilmistir. Bu calismada 68 ¢ig
stit ornegi alindig1 ve bu 6rneklerden Enterobacteriaceae familyasina ait 50 bakteri
straini izole edildigi ifade edilmistir. Bizim ¢alismamizda GSBL pozitif negatif
olarak degerlendirilen strainler hesaplamalara dahil edilmemistir. Ancak izole edilen
63 adet Gram (-) bakteri straininin ¢ogunlugunun Enterobacriaceae iiyesi oldugu
tahmin edilmektedir. Yukarida ifade edilen ve GSBL pozitif olarak degerlendirilen

20 strainin de ¢ogunlugunun Enterobacriaceae tiyesi oldugu tespit edilmistir.

Badri vd (2018) tarafindan Sudan’da yapilan bir ¢alismada ise arastirmacilar
toplamda 70 ¢ig siit 6rnegini incelemis ve 52 adet GSBL pozitif bakteri straini izole
ettiklerini bildirmislerdir. Toplamda izole edilen strainlerin %43’{iniin GSBL pozitif

oldugu ifade edilmistir.
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Tepeli ve Zorba (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise ¢ig siit ve peynir
tiretim hatlarindan bakteri izolasyonlar1 yapilmistir. Arastirmacilar toplamda 64
bakteri straini izole ettiklerini ve bu strainlerin % 10.9’unda GSBL aktivitesinin

dogrulandigini bildirmislerdir.

Bizim calismamizda izole edilen Gram (-) bakteri strainlerinin %31,74’1,
izole edilen toplan bakteri strainleri agisindan degerlendirildiginde ise, strainlerin %
17,69’u GSBL pozitif olarak degerlendirilmistir. Yapilan c¢alismalarda 6rnekleme
zaman1 Ve Ornek alinan hayvanlarin saglik durumlar gibi faktorlere bagli olarak
GSBL pozitif strainlerin yogunlugunda degisimler gézlemlenmesi muhtemeldir.
Ancak Genel itibari ile bizim ¢alismamizda da ¢ig siit dérneklerinde GSBL pozitif

strainerin farkli frekanslarda ortaya cikabilecegi tespit edilmistir.
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Tablo 10. ESBL pozitif strainlere ¢ift disk difiizyon test sonuglari

CAZ30 CZC40 CTX30 CTC40

MAK10 9 13 0 10
MAK11 7 11 0 8

MAK12 21 26 17 23
MAK13 0 11 0 9

MAK14 12 26 20 24
MAK15 23 24 20 25
MAK16 16 26 26 31
MAK17 13 18 16 21
MAK19 20 25 14 23
MAK21 0 6 0 9

MAK25 10 15 10 16
MAK27 20 25 21 27
MAK?28 18 25 24 30
MAK29 20 26 23 28
MAK30 15 24 24 28
MAK32 9 15 11 17
MAKS33 19 24 20 26
MAK37 17 23 6 16
MAK40 14 24 11 26
MAK42 10 15 0 10
KP700603 9 14 15 21
EC35218 22 27 21 31

*CAZ30: seftazidim, CZC40: seftazidim+klavulanik asit, CTX30: sefotaksim, CTC40:

sefotaksim+klavulanik asit,

4.2. Biyokimyasal Testler

Biyokimyasal testler planlanirken, izole edilecek bakteri strainlerinin biiyiik
cogunlugunun Enterobacteriaceae iiyesi olacag: diisiiniilerek standart IMVIC testleri
tercih edilmis, bunlara ilaveten ayrimi kolaylastirmak i¢cin KOH, oksidaz, katalaz ve
laktoz fermentasyon testleri de uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 11°de
Ozetlenmistir. Elde edilen sonuglar genel itibari ile literatiir verileri ve (Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, Second Edition, Volume 2), 16S rDNA sekans
analizlerine gore yapilan tiir tan1 sonuclari ile de ortiismiistiir. Kimi strainler bazi

testlerde zayif pozitif sonuglar vermis ve bu sekilde kaydedilmistir. Bu durumun
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strainler arasinda goriilebilen varyasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikabilecegi

distiniilmektedir.

Tablo 11. Biyokimyasal test sonuglari

Indol
MK
VP

KOH

LF

Sitrat
Oksidaz
Katalaz

MAK10
MAK11 - - - - -
MAK12
MAK13 - - - - -
MAK14
MAK15
MAK16
MAK17
MAK19
MAK21
MAK?25
MAK27
MAK?28
MAK?29
MAK30
MAK32
MAK33
MAK37
MAKA40
MAKA42 - - - - -
KP700603 - - +
EC35218 + + - - -

-+ 1
+ 1
1 1
1 1
1 1
+ + +

Z+

+ +

+ +
1
1
1

+
P
+ 1+
+ 0+
; .

1
+ +
+ +
1
+ 4+ 4+ + +

+ + + + + + +
+

+

4+

[

+ + +
+

+

+

+
1 1
R T T S S S e A A A I T T T i T

+ 4+ ++++++++++ A+ A+ +

* (4): Pozitif, (-): Negatif, Z*: Zayif pozitif, VP: Voges preskauer, LF: Laktoz

fermentasyonu, MK: Metil kirmizisi

4.3. Beta Laktamaz Tiplerinin Molekiiler Analizi

GSBL pozitif strainler igin yapilan Kkarakterizasyon ¢alismalarinda, PZR
yardimiyla ilgili gen boélgeleri amplifiye edilmis ve agaroz jelde goriintiilenmistir.
Analizler sonucunda; izole edilen ve morfolojik GSBL dogrulama testlerinde pozitif
olarak degerlendirilen hicbir strainin SHV genine sahip olmadig1 tespit edilmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan Klebsiella pneumoniae 700603 straininden
kullanilan primer ciftlerine spesifik ~ 747 bp’lik DNA bandi elde edilmis ancak diger
strainlerde bu bant gézlemlenmemistir. TEM genini barindiran strain sayisi 3 olarak

kaydedilmistir. Bu genin analizinde pozitif kontrol olarak Escherichia coli 35218
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straini kullanilmig ve ~ 1080 bp’lik spesifik DNA bandi elde edilmistir. Pozitif
kontrol straini haricinde 3 strainde TEM genini isaret eden ~ 1080 bp’lik spesifik
bantlar elde edilmistir. CTX-M geni ise 12 strainde tespit edilmistir. Bu gen i¢inde
pozitif kontrol olarak Klebsiella pneumoniae 700603 straini kullanilmis ve 12
strainle birlikte pozitif kontrolde de ~550 bp’lik spesifik DNA bantlar
gozlemlenmistir. 8 strain i¢in herhangi bir gene dair spesifik PCR bandi elde
edilememistir. Yine bu 12 strainden 3 tanesi hem TEM hem de CTX-M genleri
bakimindan pozitif olarak degerlendirilmistir. Arastirilan genlere dair spesifik bant
eldesi olmayan 8 stranin farkli GSBL genlerine (PER, VEB, GES gibi) sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan CTX-M’e dair ¢ok sayida varyant olmasi
ve varyant sayisinin her gecen giin artmasinin da bu duruma neden olabilecegi
diisiniilmektedir. Bu analizlere dair veriler de asagidaki Tablo 12°de, spesifik PZR

bantlar1 ise Sekil 11°de verilmistir.

Tablo 12. Test edilen GSBL genlerine ait sonuglar

TEM SHVY  CTX-M TEM SHV CTX-M
MAK10 N N N MAK?27 N N P
MAK11 N N N MAK?28 N N P
MAK12 N N P MAK?29 N N P
MAK13 N N N MAKS0 P N P
MAK14 N N N MAKS2 P N P
MAK15 N N P MAKS3 N N P
MAK16 N N N MAK37 N N N
MAK17 N N N MAK40 N N P
MAK19 N N P MAK42 N N N
MAK21 N N P KP700603 N P P
MAK?25 P N P EC35218 P N N

* N: negatif, P: pozitif
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Sekil 11. TEM, SHV ve CTX-M genleri i¢in spesifik PZR sonuglar1 (M:marker)

Literatiirde siit ve siit iiriinlerinden GSBL pozitif bakteri strainlerinin tanis1 ve
karakterizasyonunu amaglayan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Krahulcova et al.
(2022) yaptiklar1 ¢alismada ¢ig siit 6rneklerinden GBSL pozitif bakteri strainlerini
izole etmis ve karakterizasyonlarini yapmislardir. Arastirma sonuglarina gére GSBL
pozitif olarak degerlendirilen strainlerden % 25’ini OXA, % 19’unun TEM, %

14’liniin ise SHV tipi beta laktamaz genine sahip oldugu ifade edilmistir.

Bagkan (2020) tarafindan Amasya’da yapilan bir c¢alismada farkh
isletmelerden 68 ¢ig siit 6rnegi almistir. Bu calisamada elde edilen 50 izolat TEM ve
SHV grubu beta laktamaz genlerinin belirlenmesi amaciyla PZR’ye tabi tutulmustur.
Yapilan analizler sonucunda strainlerin % 4’tinde SHV, %12’sinde ise TEM genine

rastlanmistir.

Alkarsh et al. (2019) tarafindan Hindistan’da yapilan bir ¢aligmada ise ¢ig siit
orneklerinden, GSBL pozitif Escherichia coli ve Salmonella spp.’nin izolasyonu
yapilmistir. Arastirmacilar GSBL pozitif strainlerde TEM geni frekansimin % 56,66,
CTX-M geni frekansmin % 40 ve SHV geni frekansinin % 26,66 olarak
kaydedildigini bildirmiglerdir.

Badri vd. (2018) tarafindan Sudan’da yapilan bir ¢alismada ise toplanan 70
siit orneginden 52 adet GSBL pozitif bakteri straini izole edilmistir. Calisma
sonucunda bu izolatlardan % 61’inde CTX-M , % 23’iinde SHV, % 16’sinda ise
TEM geni tespit edildigi bildirilmistir.

Tekiner and Ozpinar (2016) tafindan yapilan bir baska calismada ise tavuk

eti, ¢ig silit ve peynir O6rneklerinden izolasyonlar yapilmistir. Toplamda 55 GSBL
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pozitif bakteri strainini izole edilmis ve bunlara ait beta laktamaz gen frekanslarinin;
TEM icin % 94,6, CTX-M i¢in % 53,7 ve SHV ig¢in % 35,4 oldugu ve ¢ok sayida
stainin 1’den fazla GSBL genine sahip oldugu da ifade edilmistir.

Burada 6zetlenen caligmalar ve literatiirde yer alan diger veriler géz oniinde
bulunduruldugunda siit ve siit tiriinlerinin GSBL pozitif bakteri strainleri i¢in uygun
ortamlar oldugunu sdylemek miimkiindiir. Genel itibari ile GSBL {iretiminden
sorumlu ¢ok sayida gen vardir. CTX-M, TEM, SHV, OXA, PER, GES, VEB, MIR
tipi genler bunlara 6rnek olarak verilerbilir. Bu ¢alisma kapsaminda tizerinde ¢okga
caligilan ve yogunlugun olarak raslanildigi bilinen CTX-M, TEM ve SHYV tipi beta
lakmaz genleri arastirilmistir. Sonugta; GSBL pozitif olarak degerlerndirilen
strainlerin % 60’inda (12/20) CTX-M, % 15’inde ise (3/20) TEM grubu beta
laktamaz genlerinin varhigi tespit edilirken, SHV grubu beta laktamaz genine

rastlanmamustir.

Daha onceki caligmalardan da goriilebilecegi tizre, GSBL pozitif strainlerde
bu genlerin ortaya ¢ikis durumlar1 ve frekanslar1 degiskenlik gostermektedir. Kimi
calismalar bir gen grubunun daha yogun frekansina, kimileri ise baska bir gen
grubunun daha yogun frekansina isaret etmektedir. Baz1 ¢alismalarda ise belli gen
gruplarina rastlanmadigr bildirilmektedir. Bu durumun c¢alismalarin yapildigi
yerlerdeki yetistirme kosullari ve antibiyotik kullanim durumlarina bagli olarak

degiskenlik gosterdigi diistiniilmektedir.
4.4. 16S rDNA PZR ve Sekans Analizi

Izole edilen ve GSBL pozitif olarak degerlendiril bakteri strainlerinin
molekiiler tanist 16S rDNA bolgeleri esas alinarak yapilmisir. Yapilan analizlerde
strainlere gore degismekle birlikte 1375 ila 1395 bp’lik DNA bolgeleri BLAST
islemine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglara goére; 7 strain Escherichia coli olarak
degerlendirilmis ve BLAST benzerlik oranlart % 99.64 ila % 98.63 arasinda
degisiklik  gostermistir. 4  strain  Stenotrophomonas maltophilia  olarak
degerlendirilmis ve BLAST benzerlik oranlart % 99.43 ila % 98.78 arasinda
degisiklik gostermistir. 3 strain Klebsiella oxytoca olarak degerlendirilmis ve

BLAST benzerlik orani %99.28 olarak tespit edilmistir. 1 strain Pseudomonas

46



stutzeri olarak degerlendirilmis ve BLAST benzerlik oram1 % 96.81 olarak
kaydedilmistir. 1 strain Proteus vulgaris olarak degerlendirilmis ve BLAST
benzerlik oram1 % 98.19 bulunmustur. 1 strain Enterobacter cloacae olarak
degerlendirilmis ve BLAST benzerlik oran1 % 98.52 olarak bulunmustur. 1 strain
Enterobacter sp. olarak degerlendirilirken tiir diizeyinde tan1 sonucuna ulagilamamig
ve BLAST benzerlik oran1 % 97,42 olarak kaydedilmistir. 1 strain Pseudomonas
aeruginosa olarak degerlendirilmis ve BLAST benzerlik orant % 99.64 olarak
bulunmustur. Son olarak 1 strain Citrobacter amalonaticus olarak degerlendirilmis
ve BLAST benzerlik oran1 % 99.13 olarak tespit edilmistir. 16S rDNA sekans analizi

sonuglari ve BLAST algoritmsina gore benzerlik oranlar1 Tablo 13’de 6zetlenmistir.

Tablo 13. 16S rDNA sekans analizine gore tani sonuglari

Benzerlik GenBank erisim
Tan1 sonucu

orani(%) numarasi
MAK10 99.35 OP060219 Stenotrophomonas maltophilia
MAK11 98.78 0OP060220 Stenotrophomonas maltophilia
MAK12 98.63 OP060221 Escherichia coli
MAK13 99.43 OP060222 Stenotrophomonas maltophilia
MAK14 96.81 0OP060223 Pseudomonas stutzeri
MAK15 98.85 0OP060224 Escherichia coli
MAK16 98.19 OP060225 Proteus vulgaris
MAK17 98.52 OP060226 Enterobacter cloacae
MAK19 99.64 OP060227 Escherichia coli
MAK21 97.42 OP060228 Enterobacter sp.
MAK25 99.42 0OP060229 Escherichia coli
MAK27 99.28 0OP060230 Klebsiella oxytoca
MAK28 99.28 OP060231 Klebsiella oxytoca
MAK?29 99.28 OP060232 Escherichia coli
MAKS30 99.50 0OP060233 Escherichia coli
MAK32 99.13 OP060234 Escherichia coli
MAKS33 99.28 OP060235 Klebsiella oxytoca
MAK37 99.64 0OP060236 Pseudomonas aeruginosa
MAKA40 99.13 0OP060237 Citrobacter amalonaticus
MAK42 09.43 0OP060238 Stenotrophomonas maltophilia

16S rDNA sekans analizlerine gore GSBL pozitif strainlerin % 35’1 (7/20)
Ecsherichia coli olarak degerlendirilmistir. Yapilan birgok c¢alismada da GSBL
pozitif strainler arasinda frekansi en yiiksek olan tiir Escherichia coli olarak
kaydedilmistir. Hassani et al. (2022) yaptiklar1 ¢alismada 100 adet ¢ig siit orneginden

izolasyonlar gergeklestirdiklerini ve izole ettikleri strainlerin % 78’inin Escherichia
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coli oldugunu ayrica izole edilen Escherichia coli strainlerinde % 50 oraninda TEM,
% 6.4 Oraninda ise SHYV tipi beta laktamaz genlerine raslandigini bildirmislerdir. Liu
et al. (2021) tarafindan Cin’de yapilan ¢alismada 195 farkl isletmeden ¢ig siit 6rnegi
alinmis ve bu oOrneklerden izolasyonlar yapilmistir. Sonucta alinan 6rneklerin %
64.4’linden E. coli izole edildigi ve bu strainlerin degisen ferakanslarda CTX-M,
TEM ve SHV tipi beta laktamaz genlerine sahip oldugu ifade eilmistir. Ansharieta et
al. (2021)’de yaptiklar1 ¢alismada 200 ¢ig siit 6rneginden izolasyonlar yaptiklarini ve
izole edilen strainlerin % 70.5’inin Escherichia coli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
bu strainlerin sahip oldugu CTX-M ve TEM grubu beta laktamaz genlerinin varligini

da belirlemislerdir.

Ozpmar vd (2017) tarafindan Sakarya, Kocaeli ve Istanbul’da farkli
isletmelerden siit ve siit {iriinii ornekleri alinarak izolasyonlar yapilmistir. Bu
calismada 135 ¢ig siit 6rnegi alindigi, bunlardan 29 tanesi GSBL pozitif bakteri
straini izole edildigi, GSBL pozitif strainlerin 23 tanesinin ise Escherichia coli
oldugu ifade edilmistir. Yine Skockova et al. (2015) tarafindan Cekya’da yapilan bir
baska calismada 40 ciftlikten 263 ¢ig siit 6rnegi toplanmis ve incelenmistir. Bu
calismada toplam 270 izolat elde edilmistir. Elde edilen bu izolatlarin %90 oraninda

Escherichia coli oldugu ifade edilmistir.

Bir bagka ¢alismada Uyanik vd (2022) tarafindan yapilan bir caligmada
Tiirkiye Karadeniz bolgesinden 150 ¢ig siit ornekleri alinarak izolasyonlari sonucu
47 adet GSBL pozitif bakteri strainleri elde etmislerdir. Bu bakteri strainlerden
%87,23 oraninda Escherichia coli bulundugu tespit edilmistir. Literatiir bilgisi goz
oniinde bulunduruldugunda verilerimizin mevcut literatiir ile paralellik gosterdigini
sOylemek miimkiindiir. Bizim ¢alismamizda da izole edilen 20 GSBL pozitif bakteri
straininin % 35 oraninda Escherichia coli oldugu ve GSBL pozitif strainlerin

cogunlugunun bu tiire mensup bakteri strainlerinden olustugu kaydedilmistir.

Calismamizin sonuglarina gore 4 strain ise Stenotrophomanas maltophilia
olarak degerlendirilmisir. El-Prince et al. (2019) yaptiklari ¢alismada ¢ig siit
orneklerini de igeren siit {irlinleri ilizerinde c¢alismis ve 90 ¢ig siit 6rneginde 25
Stenotrophomanas maltophilia straini izole ettiklerini bildirmislerdir. Kagar (2021)

tarafindan Burdur’da yapilan bir calismada cesitli ilgelerden toplanan siit
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orneklerinden %20 oraninda Stenotrophomanas maltophilia tespit edilmistir. Yine
Lavigne et al. (2008) yaptiklar1 c¢alismada izole ettikleri hastane kaynakli
Stenotrophomanas maltophilia strainlerinde CTX-M grubu beta laktamaz genlerinin
varligini tespit etmislerdir. Abdel-Aziz et al. (2013)’de yaptiklar1 ¢alismada Klinik
Stenotrophomanas maltophilia suslarinda GSBL iiretiminin tehlikesine iliskin
degerlendirmeler yapmis ve bu organizmalari tespit etmek i¢in rutin duyarlilik
raporlarinin hazirlanmasi gerektiginden bahsetmislerdir. Bu ¢alismada da GSBL
pozitif olarak degerlendirilen Stenotrophomanas maltophilia suslarina rastlanmig
olup benzer tehlikelerin hayvan kaynakli gidalar agisindan da degerlendirilip direng

durumunun izlenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Klebsiella spp’de gerek c¢evresel kosullarda gerekse hayvan kaynakli
gidalarda bulunabilen 2021 ve GSBL iiretimine rastlanan patojenler olarak
bilinmektedir. Nahar et al. (2021) tarafindan yapilan bir c¢alismada ¢ig siit
orneklerinden GSBL pozitif Klebsiella spp. strainlerinin izolasyonu ve
karakterizasyonu amaglanmistir. Arastirmacilar 200 ¢ig siit 6rneginden 30 Kebsiella
spp. izole ettiklerini ve bunlardan 20 tanesinin GSBL pozitif oldugunu ifade
etmiglerdir. 20 Klebsiella spp. straininde GSBL {iiretimi ise hem fenitipik hem de
TEM ve SHV grubu genlerin varligi ile genotip olarak dogrulanmistir. Badri et al.
(2018) tarafindan yapilan calismada ise alinan ¢ig siit 6rneklerinde Klebsiella
pneumoniae strainlerinin yogunlukta oldugu, izole edilen 36 Klebsiella pneumoniae

straininden 26’sinin GSBL pozitif oldug: kaydedilmistir.

Tsuka et al. (2021) ise yaptiklari ¢aligmada hayvancilik agisindan siklikla
rastlanan tiirtin Klebsiella pneumonie oldugu ve bu yiizden Klebsiella oxytoca’nin
fazla dikkat c¢ekmedigini ancak ESBL pozitif Klebsiella oxytoca strainlerinin
ciftilikler arasinda yayildigini ifade etmisler ve bu strainlerde CTX-M grubu GSBL
geninin varligint dogrulamiglardir. Bizin ¢alismamaizda da elde edilen Klebsiella
strainlerinin her 3’tiniin de 16S rDNA sekans analizlerine gore Klebsiella oxytoca
olarak tanilanmasi dikkate degerdir. Kanimizca bu tiiriin direng durumu ve lokal
olarak m1 yoksa daha yaygin sekilde mi bulundugu detayli arastirmalar ile ortaya

konulmalidir.
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16S rDNA sekans analizlerine gore, bu c¢alismada GSBL pozitif olarak
degerlendirilen 20 stainden 1 ‘i Pseudomonas stutzeri, 1’i Pseudomonas aeruginosa,
1’i Proteus vulgaris, 1°i Enterobacter cloacae, 1’i Enterobacter sp. ve 1’i ise
Citrobacter amalonaticus olarak degerlendirilmistir. Bu gruplara mensup bakteri
strainlerinin de farkli kaynaklardan izole edilebildigi ve GSBL iiretebildikleri
bilinmektedir (Pagani et al. 2002; Kanamori et al. 2011; Amin et al. 2013; Begum et
al. 2013; Karuppasamy et al. 2015; Laudy et al. 2017; Ozpmar vd 2017; Alhaj et al.
2019). Bu ¢alismada da daha 6nce farkli kaynaklardan izole edilen ve GSBL pozitif
olarak degerlendirilen gruplara mensup toplamda 7 tiire ait 19 GSBL pozitif bakteri

straini elde edilmis, 1 strainin tiir diizeyinde tanisina ise ulasilamamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Siit, diger gidalar ile karsilastirildiginda besin degeri en yiiksek besinlerin
igerisinde oldugu bilinmektedir. Yasam i¢in gerekli olan besin 6gelerinin ¢ogunu
igerir. Siit, icerisinde bulunan ¢esitli maddeler yoniinden insanlar i¢in yararh oldugu
kadar mikroorganizmalarin yasamini devam ettirme agisindan da uygun bir ortamdir.
Bundan dolay1 ¢ig siitlerin igerisine havadan, yedikleri yemden, bulunduklar
ahirdan, igtikleri sudan ya da sagim sekli ve sagildiklar1 ortam gibi benzeri
nedenlerden veya depolanmasi sirasinda siitiin  igine bulasan farkli farkli
mikroorganizmalar ortamin uygunlugundan yararlanip hizli bir sekilde iremektedir.
Bu da siitiin igeriginde istenmeyen durumlar1 meydana getirmektedir.

Bu calismada, Agri Ili’ni temsil etmesi agisindan belirlenen farkli bélgelerden
toplanan ¢ig silit Orneklerinde bulunan bakterilerin izolasyonu, tani ve
karekterizasyonu amaclanmistir. Arastirma sonuglarina gore; Agr ili ve ¢evresinde
¢ig siit orneklerinden, daha once yapilmis ¢aligmalara benzer sekilde GSBL pozitif
bakteri strainleri elde edilmistir. Baska bir deyisle antibiyotik diren¢ sorununun giin
be giin artarak karsimiza ¢iktigi goriilmektedir. GSBL pozitif bakterilerin, siit yolu
ile buzagilara aktarilamsi ve ¢iftlik hayvanlar1 arasinda transfer edilerek yayilmasi,
buna bagli olarak da g¢evreye ve insanlara gegisinin ilerleyen zamanlarda daha sik
yliz ylize gelinecek bir tehlike oldugu asikardir.

Bu sorunla miicadele edebilmek bagka bir deyisle GSBL pozitif bakterilerin
yayilimint engellemek i¢in direngli mikroorganizmalar1 ve direng durumarini
izleyebilmek adma daha fazla ¢alisma, siirvey ve Ornekleme yapilarak durumun
sirekli kontrol altinda tutulmasi, ayrica ¢iftlik hayvanlarinda da antibiyotik
kullantmimin kanun ve yonetmeliklerle siki denetimlere tabi tutulmasi gerektigi

diistiniilmektedir.
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