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OZET

CiG SUTTEN IZOLE EDILEN KLEBSIELLA PNEUMONIAE VE ESCHERICHIA
COLI iIZOLATLARINDA GSBL, AMP-C VE KARBAPENEMAZ GENLERININ
MOLEKULER OLARAK INCELENMESI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dog. Dr. Sibel KIZIL
Ocak 2024, 36 Sayfa

Ankara Bolgesi’nde yer alan ¢ig siit isletmelerinden, aseptik kosullarda toplanan,
toplam 150 adet saglikli inekten alinan siitler (120 adet) ve marketlerde satisa
sunulan ¢ig siitlerden (30 adet) izole edilen Escherichia coli (E. coli) ve Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae) izolatlarinda GSBL, Amp-C ve karbapenemaz
genlerinin tespiti amaglandi. Bu amagla incelenen ¢ig siit 6rneklerinden yapilan
konvansiyonel izolasyon sonucunda, 1 adet E. coli ve 4 adet K. pneumoniae
konvansiyonel yontem ve hizli identifikasyon kiti (BBL Crystal) ile identifiye edildi.
E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda, klasik PCR yontemi ile GSBL, Amp-C ve
karbapenemaz  genlerinin  varligi arastirlldi. GSBL  aktivitesi  yOniinden
incelendiginde CTX-M1, TEM-1, SHV, CTX-M9, OXA-1 genleri; Amp-C aktivitesi
yoniinden incelendiginde FOX geni ve karbapenemaz aktivitesi yoniinden
incelendiginde KPC, OXA-48, VIM ve NDM genleri tespit edildi. Ankara
Bolgesi’nde ¢ig siitlerden izole ve identifiye edilen E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda, diger bir¢ok c¢alismadan daha yiiksek oranda GSBL, Amp-C ve
karbapenemaz genleri saptandi. Bu nedenle inek besleyen kiigiik aile igletmelerinden
elde edilen siitlerin ve marketlerde satis1 yapilan ¢ig siitlerin antibiyotik direncliligi
yoniinden takip edilmesi gerektigi ve bu iriinleri tiiketen insanlarin antibiyotik
direngliligi acisindan risk altinda olduklar1 diistiniilmektedir.

Bu ¢aligma, Kirikkale Universitesi, Bilimsel Arastirma Projesi Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje Numarasi: 2022/069

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, mastitis, antibiyotik
direnci, GSBL, Amp-C, karbapenemaz



ABSTRACT

MOLECULAR EXAMINATION OF GSBL, AMP-C AND CARBAPENEMASE
GENES IN KLEBSIELLA PNEUMONIAE AND ESCHERICHIA COLI ISOLATS
FROM RAW MILK

Kirikkale University
Graduate School of Health Science
Department of Veterinary Microbiology, Master's Thesis
Supervisor: Dog. Dr. Sibel KIZIL
January 2024, 36 Pages

It was aimed to detect extended-spectrum [-lactamase (ESBL), Amp-C and
carbapenamase genes in Escherichia coli (E. coli) and Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) isolates isolated from milk sampled from a total of 150 healthy cows,
collected under aseptic conditions from raw milk enterprises in Ankara Region (120),
and raw milk sold in markets (30). As a result of conventional isolation from raw
milk samples, 1 E. coli and 4 K. pneumoniae were identified with conventional
methods and rapid identification kit (BBL Crystal). The presence of GSBL, amp-C
and carbapenamase genes in E. coli and K. pneumoniae isolates was searched by
classical PCR method. When examined in terms of GSBL activity, CTX-M1, TEM-1,
SHV, CTX-M9, OXA-1 genes; in terms of amp-C activity, FOX gene and in terms of
carbapenemase activity, KPC, OXA-48, VIM and NDM genes were detected. A
higher rate of GSBL, Amp-C ve Carbapenemaz genes were detected in E. coli and K.
pneumoniae isolates isolated and identified from raw milk in the Ankara Region
compared to many other previous studies. For this reason, it is considered that milk
obtained from small family businesses that feed cows and raw milk sold in markets
should be followed in terms of antibiotic resistance and that people who consume
these products are at risk in terms of antibiotic resistance.

This work was supported by Scientific Research Projects Coordination Unit of
Kirikkale University. Project number is 2022/069.

Key words: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, mastitis, antibiotic resistance,
ESPBL, amp-C, carbapenemase
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1. GIRIS

Siit ve siit dirlinleri, her yastan insan i¢in karbonhidrat, protein, vitamin ve esansiyel
yag kaynaklaridir; beslenmede onemli role sahiptir (Giiciikoglu vd., 2023). Zoonotik
mikroorganizmalarin siit yoluyla yayilimi, 6zellikle pastorize edilmemis siit iiriinleri
ve pastorizasyon isleminin basarisiz oldugu siit iiriinlerinin tiikketimi nedeniyle insan
saglig1 i¢in risk olusturmaktadir (Bradley, 2002). Pastérize edilmemis siit, E. coli
izolatlarinin ana kaynagi olarak disiiniilmektedir (Alharbi vd., 2019). 1874-1878
yillar1 arasinda saglikli memede mikrobiyota olmadig1 diistiniilityordu. Ancak son
yillarda yapilan caligmalara bakildiginda saglikli memeden alinan siitlerde, ¢ok
sayida bakteri tespit edildigi belirtilmistir. Bulunan bu bakterilerin kaynagimin ise
cevre, yavrularin agiz boslugu ve meme derisi oldugu diisiiniilmektedir (Halic

Demir ve Kizil, 2022).

Ciftlik hayvanlar1 bir¢ok zoonotik patojen igin rezervuardir (Al vd., 2020). Bu
patojenlere karsi Onleyici ve tedavi edici amag¢ icin yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 bakteri suslarinin gelistirdigi antimikrobiyal direng genleri, halk
saghigr igin ciddi tehdit olusturmaktadir. Bununla beraber antibiyotik direng
genlerinin, diger bakterilere aktarilabilmesiyle yayginligi artmaktadir (Martinez,
Coque ve Baquero, 2014; Al vd., 2020).

Genislemis Beta-laktamaz (GSBL) iireten bakterilerin ortaya ¢ikisi ve yayilmasi
giiniimiizde 6nemli bir halk sagligi sorunu olusturmaktadir (Athanasakopoulou vd.,
2021). GSBL iireten bakteriler ¢ig siit tiiketimi ile alinabilir ve genetik 6zellikleri
insanlara yayilabilir (Odenthal, Akineden ve Usleber, 2016). Coklu ilaca direngli
bakteriler yalnizca insandan insana degil, ayn1 zamanda hayvandan besin zinciri
yoluyla insanlara da gegebilmektedir (Freire, Grilo, Rodrigues ve Oliveira, 2023).
Hayvanlarda yanlis ve bilingsiz olarak wuygulanan antibiyotiklerin uygun
pastorizasyon yontemi kullanilmayan ve/veya pastorize edilmeden tliketilen ¢ig
stitler araciligiyla, diinya genelinde antibiyotik direncinin artmasina etki etmektedir.
Yaygin olarak kullanilan {tgiincii ve dordiincii nesil sefalosporin  [-laktam

antibiyotikler, giderek artan GSBL'lerin iiretimi ile bu bilesiklere karsi bakteriyel



direncin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, siit hayvancilifinda onem arz etmektedir
(Odenthal vd., 2016). 1970'lerden giiniimiize kadar Enterobacteriaceae arasinda
zaten yaygin olan plazmid aracili Temoniera (TEM) ve siilfidril degisken (SHV)
laktamazlar dahil, bir cok GSBL enziminin varhigi gesitli literatiirlerde bildirilmistir
(D'Andrea, Arena, Pallecchi ve Rossolini, 2013; Odenthal vd., 2016). 1980Q'lerin
sonlarindan bu yana, aminopenisilin inaktive edici sefalosporinaz (AmpC) ve
Sefotaksim-Miinih (CTX-M) tipi B-laktamazlar gelismis; gliniimiizde, diinya ¢apinda
kullanilan, en yaygin laktamaz grubu antibiyotiklerdir (Ewers, Bethe, Semmler,
Guenther ve Wie, 2012; Odenthal vd., 2016). Son on yilda, CTX-M enzimleri,
Enterobacteriaceae familyasi igerisinde, neredeyse diger GSBL enzimlerinin yerini
almistir  (Odenthal vd., 2016). Karbapenemazlar penisilinleri, genellikle
sefalosporinleri ve degisen derecelerde karbapenemleri ve monobaktamlar: hidrolize

eden beta-laktamazlardir.

GSBL ve karbapenemaz iretiminden sorumlu olan genler, 0&zellikle
Enterobacteriaceae'de, diren¢ genlerini tasiyan plazmidler yoluyla aktarilirlar
(Uyanik, Cadirci, Giiciikoglu ve Can, 2022). Cig siitte tespit edilen E. coli
izolatlarinin yaklasik %7'sinin ¢oklu ilaca direngli oldugu bildirilmis ve GSBL iireten
K. pneumoniae’nin, artan morbidite ve mortalite ile birlikte, inatg1 enfeksiyonlara
neden oldugu icin, tiketiciler agisindan Onemli bir tehdit olabilecegi

distintilmektedir (Koovapra vd., 2016; Alharbi vd., 2019).

Bu alanda yapilan ¢aligmalar; Odenthal, Akineden ve Usleber (2016), siit ¢iftliginden
topladiklar1 6rneklerde, %75.6 oraninda GSBL iiretimi gosteren tiiriin, E. coli
oldugunu tespit etmislerdir. Badri ve arkadaslar1 (2017), ¢ig inek siitiinden izole
edilen CTX-M tipi ile E. coli ve K. pneumoniae igin sirastyla %29.3 ve %44.8 ile
yiikksek oranda GSBL pozitif oldugunu bildirmistir. Bati Bengal'de yapilmis bir
calismada, siit orneklerinin %12.1'inde GSBL iireten E. coli tespit edilmistir
(Batabyal vd., 2018). Bagka bir ¢alismada, ¢ig inek siitlerinden elde edilen E. coli ve
K. pneumoniae izolatlari CTX-M geni yoniinden pozitif olarak degerlendirmistir
(Ahmed, 2021). Uyanik ve arkadaslarmin, 2022 yilinda yapmis olduklari bir
caligmada, 150 adet ¢ig inek siitlerinde E. coli suslarinda GSBL genleri sirasiyla,
CTX-M (%36.58), TEM (%24.39) ve SHV (%7.31) olarak belirlenmistir (Uyanik
vd., 2022). Yapilan ¢alismalar Cizelge 1.1°de tablo seklinde verilmistir.



Cizelge 1.1. Yapilan calismalar.

. GSBL Geni Oranlari
Yil- Ulke

E. coli K. pneumoniae
2016- Almanya %75.6
2017- Sudan %29.3 %44.8
2018- Bat1 Bengal %12.1

E. coli ve K. pneumoniae suslarinda CTX-M geni varhigi
2021- Irak
+ +
E. coli suslarinda GSBL genlerinin varhg:

2022- Tiirkiye CTX-M TEM SHV

%36.58 %24.39 %7.31

1.1. Meme Bezi immiinitesi

Meme bezi, iki farkli kategoriye ayrilabilen cesitli savunma mekanizmalar
tarafindan korunur: dogustan gelen bagisiklik ve spesifik bagisikliktir. Spesifik
olmayan yanit olarak da bilinen dogustan gelen bagisiklik, enfeksiyonun erken
evrelerinde olan, baskin savunmadir. Meme bezinin spesifik olmayan veya dogustan
gelen tepkilerine meme ucunun fiziksel bariyeri, makrofajlar, nétrofiller, dogal
oldiirici (NK) hiicreler ve belirli ¢oziiniir faktorler aracilik eder. Bunun aksine,
spesifik veya edinilmis bagisiklik sistemi, se¢ici eliminasyonu kolaylastiran bir
patojenin spesifik belirleyicilerini tanir. Patojenik faktorlerin taninmasina antikor
molekiilleri, makrofajlar ve birka¢ lenfoid popiilasyon aracilik eder. Lenfositlerin
“hafizas1” nedeniyle, bir patojene tekrar tekrar maruz kalinarak spesifik bagisiklik
tepkileri arttirilabilir. Meme bezinde hem dogustan gelen hem de sonradan kazanilan
koruyucu faktorler, hastaliktan optimum koruma saglamak i¢in koordine edilir

(Sordillo, Shafer-Weaver ve DeRosa, 1997).

1.2. E. coli

E. coli Dr. Thedor Escherich tarafindan 1885 yilinda diyareli bir hastanin diskisindan
izole edilmistir (Shulman, Friedmann ve Sims, 2007).

E. coli Gram negatif, ¢omak, fakiiltatif anaerob, peritrik flagellaya sahip olup;
Enterobacteriaceae ailesi igerisinde yer alan bir bakteridir. Flagellaya sahip olmasina
karsin, hareketsiz suslari da bulunmaktadir (Khider Abd Alrahim Ahmed, 2017).
Somatik O, flagellar H, kapsiiler K ve fimbrial F antijenleri bulunmaktadir (Giiler ve




Giindiiz, 2007). E. coli suslar1 tireaz testi negatif, indol testi pozitif sonug
vermektedir (Prescott vd., 2022). Genel besiyerleri ile selektif/diferansiyel
besiyerlerinde S-tipi koloni olusturur. Laktozu fermente edebilme yeteneginden
dolay1, Eosine Methylen Blue (EMB) Agar’da metalik rofle rengi, MacConkey
Agar’da (MCA’da) pembe renkli koloniler olustururken, eritrositleri parc¢aladigi i¢in
Kanli Agar’da (KA’da) hemoliz meydana getirir (Khider Abd Alrahim Ahmed,
2017).

E. coli hayvanlarda genelikle bagirsakda bulunur; bazi suslari patojeniktir ve
etkiledikleri mekanizmaya gore smiflandirilirlar (Prescott vd., 2022). Bununla
beraber E. coli, sigir mastitisinde g¢evresel patojenlerden biridir ve meme kanali
yoluyla memeye girer; meme bezinde doku hasarina yol agar (Wenz, Barrington,

Garry, Ellis ve Magnuson, 2006; Ghanbarpour ve Oswald, 2010).

E. coli genomunda 4.000 ile 5.000 arasinda gen bulunmakta ve 3.000 gen farkl E.
coli izolatlar1 tarafindan paylasilmaktadir (Poirel vd., 2018).

1.2.1. E. coli Patotipleri

Saglikli florada bulunan E. coli suslar1 ile patojenik suslarin ayriminin yapilabilmesi
icin virlilens faktorlerinin tanimlanmasi yapilmahidir (Kaipainen vd., 2002). Bu
virlilans faktorleri olusturduklar1 hastalik ve buna bagli olusan klinik tablo,
entorotoksin yapilari, O ve H antijenik yapilartyla, hedef hiicrede olusturduklari
degisime gore Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC),
Shiga toksin tireten E. coli (STEC), Enteroinvasiv E. coli (EIEC), Enteroagregatif E.
coli (EAEC) ve Diffuz Adherent E. coli (DAEC) olmak fizere alt1 patotipi
bulunmaktadir (Nataro ve Kaper, 1998; Ongen, 2008; Prescott vd., 2022).

1.2.1.1. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

ETEC suslarin, hayvanlarda goriilen ishalin en yaygin nedeni oldugu bilinmektedir.
Iki adet viriilans faktorii bulunmaktadir. Bunlar fimbrial ve afimbrial adezinler ile
enterotoksinlerdir: Termostabil (ST) ve termolabil (LT). ST enterotoksinler, ETEC
suslariyla Gram negatif bakteriler olan Vibrio cholerae ve Yersinia enterocolitica
tarafindan da salgilanirlar. Diger LT enterotoksini ise LT-1 ve LT-II olmak {izere 2

ana gruba ayrilir. Zoonoz bir patojen olan E. coli LT-I salgilarken, sadece



hayvanlardan elde edilen E. coli’ler LT-II salgilar (Omerovic, Miistak ve Kaya,
2017).

1.2.1.2. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

EPEC E. coli’nin, tanimlanan ilk patotipi olmakla beraber, konakgilarinin normal
bagirsak florasinin bir pargasi olarak taginir ve firsatgi patojenler olarak kabul
edilirler. Ince bagirsakta bulunan membran mikrovilluslarina tutunup, sentezledikleri
enterotoksinlerle epitel hiicrelerinde bozulmaya sebep olur. Bunun sonucunda diyare
sekillenir (Padhye ve Doyle, 1992; Omerovic vd., 2017; Prescott vd., 2022).

1.2.1.3. Shiga toksin iireten E. coli (STEC)

Shigella dysenteriae (S. dysenteriae) tarafindan tiretilen Shiga toksin ile E. coli’nin
salgiladig sitotoksin genetik olarak benzemektedir. Ana viriilens faktorii olan shiga
toksininin (Stx) iki alt grubu (Stx1, Stx2) bulunur. Stx1 toksini, S. dysenteriae Shiga
toksini ile aynidir. Sigirlarin normal florasinda bulunan STEC suslari, insanlar igin

oldukga patojeniktir (Omerovic vd., 2017; Prescott vd., 2022).

1.2.1.4. Enteroinvasiv E. coli (EIEC)

EIEC suslarinin diger Shigella spp. ve E. coli suslarindan ayrimi zordur. Bu suslar
Shigella gibi laktozu kullanamaz. Bu suslarin identifikasyonu i¢in oncelikle E. coli

oldugunun tanisinin konulmasi gerekmektedir (Ongen, 2008).

1.2.1.5. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

EAEC suslari, enterotoksin olusturmayan E. coli suslari olarak tanimlanir ve plazmid
tarafindan kodlanan enteroagregatif sitotoksin salgilamaktadir. Bu toksin hiicrelerde

yuvarlaklagma ve hiicre harabiyetine yol agmaktadir (Willke, 2008; Ongen, 2008).

1.3. K. pneumoniae

K. pneumoniae Carl Friedlander tarafindan 1882 yilinda, pndmonili bir hastanin
akciger dokusundan tanimlanmistir. Enterobacteriaceae familyasina ait ¢omak
seklinde, kapsiilli, Gram negatif ve hareketsiz bir bakteridir. Kapsiilleri sayesinde
birgok antibiyotige kars1 direng olusturur. Somatik antijenleri ve kapsiilleri sayesinde
endotoksin tretebilir; ayrica ekzotoksin {ireten suslar1 da vardir. K. pneumoniae,

mannitol ve laktozu fermente edebilir; bununla beraber nitrat1 nitrite indirger.



MacConkey ve EMB agarlarda mukoid koloni olusturur (Moya ve Maicas, 2020;

Lenchenko, Blumenkrants, Sachivkina, Shadrova ve Ibragimova, 2020).

K. pneumoniae siit ve et gibi hayvansal gidalarda bulunabildiginden, gida kaynakli
onemli bir patojendir. Hayvanlarda pndmoni, menenjit gibi ¢esitli hastaliklara sebep
olmaktadir. Bununla beraber klinik veya subklinik enfeksiyona sahip ineklerin

stitiinde bulunabilir (Junaid vd., 2022).

K. pneumoniae siit sigirlart i¢in énemli ekonomik kayiplara neden olan Klinik ve
subklinik mastitise sebep olmakta ve siitiin kalitesini diistirmektedir (Langoni vd.,
2015).

K. pneumoniae’'nin pangenomu ortalama 5.500 geni kodlar ve daha tanimlanmamis
yardimer genler de bulunmaktadir. Niiklear genomunda ise 2.000 gen bulunmaktadir
(Moya ve Maicas, 2020).

1.4. Antimikrobiyal Diren¢

Pasteur ve Joubert, 19. yiizyilda, Sarbon etkenlerinin steril idrarda iirerken, diger
bakteriler ile kirlenen idrarda tiremedigini saptamis ve yaptiklari deneysel ¢calismayla
bunu kanitlamiglardir. Antimikrobiyal ilaglarin kesfi Pasteur ve Joubert’in yaptigi bu
deneysel calisma ile baslamistir. 1928 yilinda ise Alexander Fleming kiiltiir
ortaminda iireyen kiif mantarin g¢evresinde stafilokoklarin  {iremedigini
gbzlemlemistir. Daha sonra yaptig1 deneysel ¢alismada, bu mantarin birgok bakteriye
kars1 etkili oldugunu kesfetmistir. Boylece antimikrobiyal ilaglarin kesfi penisilin ile
Alexander Fleming tarafindan geceklestirilmistir (Topal, Uslu Senel, Arslan Topal ve
Obek, 2015).

Penisilinin kesfinden sonra Alexander Fleming antibiyotiklere belirli siire maruz
kalinmas: durumunda direng sekillenebilecegini séylemistir. Bir mikroorganizmanin

antibiyotiklere kars1 koymasina antimikrobiyal direng denmektedir (Kayis, 2019).

Giiniimiizde hatali antibiyotik kullanimi sonucunda antimikrobiyal direng (AMR)
prevelanst artmaktadir. Yapilan c¢alismalarda AMR’den sorumlu antimikrobiyal
diren¢ genlerinin (ARG) arttig1 saptanmistir. Bu durum hem hayvan hem de insan
saglhigint icin tehdit olusturmaktadir (Khider Abd Alrahim Ahmed, 2017;
Hendriksen, Munk, Njage, Bunnik ve McNally, 2019).



Son yillarda K. pneumoniae farkli antibiyotik gruplarina kars1 antimikrobiyal direng
olugturmaktadir. HGT yoluyla g -laktam ve kinolon tipi antibiyotiklere karsi
antimikrobiyal diren¢ olusturmustur. K. pneumoniae ‘de yiizden fazla antimikrobiyal
direng geni saptanmistir (Moya ve Maicas, 2020). Yapilan ¢alismalara bakildiginda
K. pneumonia gibi mastitise sebep olan E. coli’de de antimikrobiyal direncin yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Siit 6rneklerinde E. coli tarafindan {iiretilen ampC’ler ve

GSBL’ler sporadik olarak izole edilmistir (Poirel vd., 2018).

Antimikrobiyal direng, dogal direng ve kazanilmis direng olarak ikiye ayrilir:

1.4.1. Dogal Direng

Mikroorganizmalar antimikrobiyal ilaglara karsi ayni oranda direngli degillerdir.
(Reygaert, 2018). Baz1 bakteriler genetik ozelliklerinden dolay1 antimikrobiyal
ilaglardan etkilenmezler. Bu durum dogal direng olarak adlandirilir (Kayis, 2019).

Cizelge 1.2°de dogal dirence sahip E. coli ve Klebsiella spp.’lere verilmistir.

Cizelge 1.2. Dogal direng bulunduran bakteriler (Reygaert, 2018).

Tim Gram pozitif bakteriler Aztreonam

Enterococci Aminoglikozitler, sefalosporinler, linkozamidler

Listeria monocytogenes Sefalosporinler

Tiim Gram negatif bakteriler Glikopeptitler, lipopeptitler

E. coli Makrolidler

Klebsiella spp. Ampisilin

Serratia marcescens Makrolidler

Pseudomonas aeruginosa Sﬁlfopar_nidler, ampisilin, 1. ve 2. kusak sefalosporinler, kloramfenikol,
tetrasiklin

Stenotrophomonas maltophilia Aminoglikozidler, B-laktamlar, karbapenemler, kinolonlar

Acinetobacter spp. Ampisilin, glikopeptitler

1.4.2. Kazanilmis Direng¢

Bakterinin kendi kromozomal yapisinda meydana gelen mutasyonla ya da direngli
bakteri tarafindan, yatay gen transferi olarak adlandirilan (HGT); transformasyon,
transdiiksiyon veya konjugasyon araciligiyla edinilen bagisikliga kazanilmis direng

denir (Reygaert, 2018; Kayis, 2019).

e Plazmidler

Kromozomdan bagimsiz replike olabilen, ¢ift =zincirli DNA pargalaridir

(Kamburoglu, 2011). Direng genlerinin plazmid aracili aktarilmasi extra genetik



materyalin ediniminde en sik kullanilan yoldur (Reygaert, 2018). Bu durum hizla
artan antimikrobiyal direncin sorumlusu olarak biiyilk oranda plazmidleri

gostermektedir (Mathers, Peirano ve Pitoutb, 2015).

e Transpozonlar

Bakteri kromozomuna yerlesebilen ve plazmidden bakteriyofaja veya DNA’ya
aktarilabilen, plazmidler gibi kendi kendine replike olamayan, ¢ift zincirli DNA
pargalaridir (Kamburoglu, 2011). Transpozonlarda meydana gelen mutasyonlar ile

bakterilerde kazanilmis bagisiklik olusmaktadir (Kayis, 2019).

e Integronlar

Antimikrobiyal direng genlerinin taginmasinda etkili {i¢ integron vardir. Gram negatif
bakterilerde Sinif 1 ve 2 integronlar antimikrobiyal direng genlerinin taginmasinda

yaygindir (Kamburoglu, 2011).

1.5. Antibiyotik  Gruplarma Goére Antimikrobiyal Direng

Mekanizmalar

1.5.1. Beta-Laktam Grubu Antibiyotiklere Karsi1 Direng

Molekiiler ¢aligmalar sonunda A, B, C ve D olmak iizere 4 farkli B-laktamaz
tanimlanmistir. Bu enzimler B-laktam halkasindaki karbonil grubuyla bag kurarak

amid bagini kirar ve antibiyotigin etkinligini olumsuz etkiler (Yiice, 2001).

e Smif A

Simif A B-laktamazlarin molekiil agirliklari 29.000 kDa’dir. Birinci  kusak
sefalosporin, penisilinleri ve karbapenemleri etkisiz hale getirir; GSBL’in
azitreonam, sefotaksim vb. kars1 etkinligi azdir. B-laktamlarin yaygin kullanilmasi
sonucu Sinif A B-laktamazlarin icerdigi TEM ve SHV genlerinde nokta mutasyonlar
meydana gelmektedir. Mutasyonlarin sonucunda daha sik olarak K. pneumoniae ve
E. coli’de goriilen antimikrobiyal dirence neden olan yeni enzimler olusmaktadir
(Philippon , Arlet ve Lagrange, 1994; Jones, Baquero, Privitera, Inoue ve
Wiedemann, 1997).



e Simif B

Siif B B-laktamazlar penisilin ve sefalosporinler ile karbapenemleri de hidrolize
edebilme yetenegine sahip enzimlerdir. Klavulanik asid ile inhibe olmazlar (Yiice,
2001).

e Simif C

Sinif C B-laktamazlarin molekiil agirliklart 39.000 kDa’dir. Sadece Gram negatif
bakterilerde bulunmakta ve ¢ogunlukla kromozomlarinda kodlanmakta olan enzim
grubudur. Sefalosporinlere karsili etkilidir ve klavulanik asid ile inhibe olmazlar
(Yiice, 2001).

o Simif D

Siif D B-laktamazlarin okzasilinleri parcalayabildikleri igin okzasilinaz olarak da
isimlendirilir. Stif C ve Smuf D B-laktamazlardan farkli olarak klavulanik asid ile
inhibe olurlar (Yiice, 2001).

1.5.2. Kinolon Grubu Antibiyotiklere Karsi Diren¢

Fluorokinolonlara kars1i olusan diren¢ kromozomal kaynaklidir. Olusan direng
mekanizmas1  giraz  enzimindeki  (gyrA, gyrB) mutasyonlardan kaynakl
sekillenmektedir. Dort alt tipten olusan giraz enzimleri igerisinde Kinolon grubu
antibiyotikler A alt tipini hedef almaktadir. Bu alt tipi kodlayan gyrA geninde
meydana gelen mutasyon, biitiin bakterilerde kinolon grubu antibiyotiklere karsi
direng sekillenmesinden sorumludur. gyrB geninde meydana gelen mutasyonlar ise

E. coli’de kinolon direnci olusturmaktadir (Yiice, 2001).

1.5.3. Glikopeptid Yapisindaki Antibiyotiklerde Diren¢c Mekanizmasi

Vankomisin gibi glikopeptid grubu antibiyotikler peptidoglikanin yapisinda bulunan
peptidil-D alaninin u¢ kismina baglanarak bakterinin hiicre duvari sentezini engeller.
Glikopeptid grubu antibiyotikler Gram negatif bakterilerin dis membranindan
gecemezler. Bu sebepten Gram negatif bakteriler glikopeptid grubu antibiyotiklere
kars1 dogal direngliyken, Gram pozitif bakteriler direngli degildir (Yiice, 2001).



1.5.4. Makrolit Grubu Antibiyotiklere Diren¢ Mekanizmasi

Glikopeptid grubu antibiyotikler gibi makrolit grubu antibiyotikler de Gram negatif
bakterilerin digs membranindan gegemedikleri i¢in bu antibiyotik grubuna karsi dogal
direnglidir. Bu antibiyotik grubuna karsi ribozomal hedefin degistirilmesi Gram
pozitif bakteriler iginde en sik goriilen direng¢ mekanizmasidir. Metilasyon ile
ribozomda yapisal degisiklikler olusturarak ribozoma baglanmay1 engeller.
Metilasyondan sorumlu erm (eritromisin ribozom metilasyon) geni kromozom,

plazmid veya transpozonlar lizerinde bulunur (Yiice, 2001).

1.5.5. Kloramfenikol Grubu Antibiyotiklere Karsi Direng

Intraseliiler enzim olan ve plazmid kontroliinde sentezlenen kloramfenikol asetil
transferaz  aktivitesi sayesinde kloromfenikol grubu antibiyotiklere karsi
antimikrobiyal diren¢ olugmaktadir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde
yaygin bulunan bu enzim plazmid veya transpozonlar ile aktarilabilir. Kloramfenikol
asetil transferaz, hidroksil grubunu asetil ile yikimlayarak etki eder. E. coli (ETEC)
suslarinda kloramfenikol ve ampisilin direnci tedavilerde olumsuz sonu¢ alinmasina
sebep olmaktadir (Yiice, 2001).

1.5.6. Rifampisin Grubu Antibiyotiklere Kars1 Direng

Rifampisin, RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB gen bdlgesini tasimaktadir. Bu
gen bolgesinde meydana gelen kromozomal mutasyonlar rifampisin grubu
antibiyotiklere kars1 direng sekillenmesinden sorumludur. Rifampisin, hidrofilik bir
yapiya sahip oldugundan glikopeptid ve makrolit grubu antibiyotikler gibi dis
membrandan gecemezler. Bu durum Gram negatif bakterilere rifampisin grubu

antibiyotiklere karst dogal bir direng olusturmaktadir (Yiice, 2001).

1.5.7. Tetrasiklin Grubu Antibiyotiklere Karsi Direng

Bakterilerde meydana gelen kromozamal mutasyonlar sonucunda membran
gecirgenliginin azaldig: tespit edilmistir. Bu durum ilacin bakteri igerisine alinmasini
azaltmakta ve direng olusumuna sebep olmaktadir. Direng gelismesinde etkili olan
diger bir sistem ise aktif pompa sistemidir. Bu sitemde bulunan tetrasiklin transport

proteinlerini kodlayan genler tetA-G, tetK ve tetL dir (Yiice, 2001).
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Direng gelisiminde etkili olan ribozomal korumadaysa tetM, tetO, tetQ ve tetS
genleri tarafindan sentezlenen sitoplazmik proteinin aktivasyonu sonucunda etken

madde ribozoma baglanamaz. Bunun sonucunda direng sekillenir (Yiice, 2001).

1.5.8. Siilffonamid-Trimetoprim Grubu Antibiyotiklere Karsi Direng

Siilfonamidlere kars1 olusan direng kromozamal ya da plazmidlerce kodlanmaktadir.
En sik karsilagilan direng sekli plazmid kaynakli dihidropteroat sentaz’in (DHPS)
sentezlenmesiyle olusmaktadir. DHPS sentezlenmesine gore daha az goriilen direng
olusum sekli olan dihidrofolat rediiktaz’in (DHFR) asir1 sentezlenmesi E. coli’de
goriilmektedir. (Yiice, 2001).

1.6. Genislemis Spektrumlu Beta-laktamazlar (GSBL)

Giintimiizde antibiyotiklerin Veteriner Hekimlikte yaygin kullanimi, antimikrobiyal
direncin artmasina ve yayginlasmasina sebep olmaktadir. Yapilan calismalarda
hayvansal kaynakli gida tirinlerinde GSBL genleri tespit edilmistir. Bu durum halk
saghigr yoniinden de endise vericidir (Odenthal vd., 2016). Hollanda’da yapilan
caligmada, mesleki olarak hayvanlara maruz kalan kisilerde, digerlerine gére GSBL
ve Amp-C ireten, E. coli ve K. pneumoniae tasiyicilik prevalansinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu durumun goériillme oraninin hayvanlarda

insanlardan daha fazla oldugu belirtilmistir (Meijs vd., 2021).

E. coli ve K. pneumoniae gibi Gram negatif bakterilerden p-laktamaz enzimleri izole
edilmistir. Mastitis etkenlerinden olan E. coli ve K. pneumoniae’ye iilkemizde sik¢a
rastlanmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilere gére GSBL
ve plazmid aracili Amp-C p-laktamaz enzimi iireten patojenlerdeki artis halk
saghigm i¢in endise vericidir (Junaid vd., 2022). Bununla beraber antimikrobiyal
direng sorunu olusmaktadir (Kayis, 2019; Junaid vd., 2022).

Monobaktamlari, genis spektrumlu sefalosporinleri ve penisilinleri hidrolize
edebilme yetenegine sahip GSBL enzimleri klavulanik asit tarafindan inhibe
edilebilir. Bu 6zelligi sayesinde Amp-C tipi B-laktamazlardan ayrilir (Rupp ve Fey,
2003). GSBL enzimleri Enterobacteriaceae ailesinde bulunan E. coli ve K.
pneumoiae gibi bakteriler arasinda yaygin olarak tespit edilmistir (Koovapra vd.,
2016).
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Yapilan arastirmalar sonucunda siit sigirlarinda GSBL iireten Enterobacteriaceae
ailesine ait bakteriler genetik materyallerini, plazmidler ve transpozonlar araciligiyla
birbirlerine aktirdig: tespit edilmistir. (Odenthal vd., 2016; Al vd., 2020).

TEM, SHV ve CTX-M tip B-laktamazlar E. coli’de en ¢ok tespit edilen GSBL sinifi
enzimlerdir. Gliniimiize kadar tanimlanan CTX-M tip B-laktamazlarin tamami GSBL
karakterindeyken, TEM ve SHV tip B-laktamazlarin tamami GSBL karakterinde
degildir (Y1ildirim ve Pehlivanoglu, 2018).

1.6.1. TEM Tip GSBL

TEM tip B laktamazlarin TEM-1 ve TEM-2 olmak {izere iki tiirevi bulunmakta ve
izoelektrik noktalarindaki farkliliklar bulunmaktadir. TEM tip p-laktamazlar
genellikle Enterobacteriaceae ailesininde goriilmektedir. TEM-1 ilk olarak 1965
yilinda Temoneira adli hastadan izole edilen E. coli susunda tespit edilmis ve bu
susun ampisiline karst olusturdugu diren¢ TEM-1 enziminden kaynakli

sekillenmektedir (Paterson ve Bonomo, 2005; Gorgeg, 2012).

1.6.2. SHV Tip GSBL

K. pneumoniae'de bulunan SHV-1 tip B-laktamaz, birinci nesil sefalosporinlere ve
penisilinlere kars1 antimikrobiyal direng sekillendiren bir enzimdir. TEM-1’¢ oranla
daha az GSBL varyant1 bulunmaktadir. Yapisindaki genetik mutasyonlar sonucunda

hidroliz yetenegini monobaktamlarla genisletmistir (Rupp ve Fey, 2003).

1.6.3. CTX-M Tip GSBL

Belirgin derecede sefotaksimi hidroliz etme yeteneklerinden dolay1 Sefotaksim-
Miinih (CTX-M) olarak adlandirilirlar. (Ozad Diizgiin ve Saral, 2018). CTX-M tip B-
laktamazlar ¢ok sayida iiyeye sahiptir. Amoksisilin dizilimlerine gore temel olarak
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25 olmak iizere bes gruba
ayrilir (Qi, Pilla, Yu ve Reed, 2010; Deniz Ogedey, Cémert, Koktiirk, Kiilah ve
Aktag, 2016).

Diinya genelinde CTX-M tip B-laktamazlar, plazmid aracili aktarimlar1 sayesinde,
Enterobacteriaceae ailesi igerisinde yayginligi hizla artmaktadir. Bununla beraber
cogunlukla E. coli suslar1 tarafindan tasimmaktadir (Rossolin, D’Andrea ve
Mugnaioli, 2008; Qi vd., 2010; Ozad Diizgiin ve Saral, 2018).
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CTX-M tip B-laktamazlari tastyan E. coli suslar1 dar spektrumlu sefalosporinlere,
karboksi penisilinlere, amoksipenisilinlere karsi antimikrobiyal direng gelistirmistir.
Tiirkiye’de CTX-M tip B-laktamaz {izerine yapilan calismalar, K. pneumoniae ve E.
coli izolatlar1 arasinda %71 orami ile en yaygmn enzim oldugunu gostermektedir

(Ozad Diizgiin ve Saral, 2018).

1.7. Karbapenemazlar

Karbapenemler, GSBL antibiyotik direnci gelisen, Gram negatif bakterilere karsi
kullanilan bir antibiyotik grubudur. Ancak antimikrobiyal diren¢ gelisimini 6nlemek
amaci ile hayvanlarda kullanimi onayl1 degildir. Buna ragmen son yillar da yapilan

calismalarda hayvanlarda da karbapenemlere karsi direng sekillendigi saptanmistir
(Al vd., 2020).

Karbapenem direngli bakterilerin yayilmasinda -laktam antibiyotikleri inhibe
edebilen VIM, NDM, OXA ve KPC tip karbapenemazlar1 barindiran, gram negatif
bakteriler onemli bir etkendir. Karbapenemazlar, ¢ogu p-laktam antibiyotikleri inhibe
etme yetenegine sahip bir enzimdir (Diene ve Rolain, 2014). Bu enzimler Ambler
smiflamasina gore A, B ve D sinifi metallo-g-laktamazlari kapsar (Kilig, Demiray ve

Altindis, 2016). Bu smiflarin farklari Cizelge 1.3’te gosterilmistir.

Cizelge 1.3. A, B ve D siifi metallo-p-laktamaz farklar1 (Kili¢ vd., 2016).

. . p-laktamlar Plazmid Kromozomal
Enzim Aktif . . _
Amber Simflamasi Bileesi Inhibitorleri Uzerindeki Kaynakh Kaynakh
olgesi
g Etkileri Genler Genler
. Sefamisinler harig¢
. Klavulanat ile
Siif A Serin tim P -laktamlara KPC NMC/IMI
zay1f inhibisyon
kars1 etkili
o Aztreonam disinda
Dipikolinik asit,
Sinif B Cinko (Zn) tim f -laktamlara NDM VIM, IMP
EDTA .
etkili
Oksasilin ve
Smif D Serin - kloksasilin
OXA-48
tizerinde etkili.

1.7.1. Simif A Karbapenemaz

Bu grupta yer alan; kromozomal kodlanan SME (Serratia marcescens enzyme) ile

NMC/IMI (not metalloenzyme carbapenemase/Imipenem hydrolyzing B-lactamase)
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ve plazmidle kodlanan KPC (K. pneumoniae carbapenemase) enzimleri

antimikrobiyal diren¢ gelisimine sebep olmaktadir (Kili¢ vd., 2016).

1.7.2. Simf B Karbapenemaz

Plazmidlerde kodlanan VIM (Verona integronencoded MBL), IMP (Imipenemase)
ve NDM (New Delhi MBL) enzimlerini bulundurmaktadir (Diene ve Rolain, 2014;
Kilig vd., 2016). Yapilan ¢aligmalarda, Avrupa’da VIM; Tayvan, Avustralya ve
Filipinler’de IMP; Hindistan, balkanlar ve Vietnam’da NDM direng genlerinin daha
baskin oldugu tespit edilmistir (Peirano vd., 2018).

1.7.3. Simif D Karbapenemaz

Oksasilini hidrolize edebilen OXA B-laktamazlar olarak da adlandirilabilirler (Diene
ve Rolain, 2014). Enterobacteriaceae ailesi icinde karbapenemaz aktivitesi yiiksek
olan OXA tipi enzim, OXA-48 enzimidir (Kili¢ vd., 2016). OXA B-laktamazlar hem
plazmid hem kromozomal kaynakli olabilirken, OXA-48 enzimi her zaman plazmid

kaynaklidir (Poirel, Potron ve Nordmann, 2012; Diene ve Rolain, 2014).

Tiirkiye’de tespit edilen ilk OXA-48 tip karbapenamaz K. pneumoniae susunda tespit
edilmistir (Kili¢ vd., 2016). Yapilan arasgtirmalar OXA-48 enziminin gogunlukla
Akdeniz Bolgesi’nde goriildiigiinii, bununla beraber Orta Dogu ve Kuzey Afrika’da
da bulundugunu bildirmektedir (Potron, Poirel, Rondinaud ve Nordmann, 2013;
Peirano vd., 2018).

1.8. Amp-C B-laktamazlar

Amp-C B-laktamazlar, Amber siniflandirmasina gére, Siif C B-laktamazlar igerinde
yer almaktadir. Amp-C B-laktamazlar, E. coli gibi birgok Enterobacteriaceae’nin
kromozomlarinda kodlu olan bir sefalosporinazdir (Jacoby , 2009). Amp-C pB-
laktamazlarin ¢ogu, kromozomlarda kodlanmaktadir. Ancak plazmidlerde kodlanan
Amp-C B-laktamaz genleri de bulunmaktadir. Plazmidlerde kodlanan ACC, CIT,
DHA, EBC, FOX ve MOX olmak iizere 6 adet amp-C pB-laktamaz geni vardir
(Pehlivanoglu, 2019).

Amp-C p-laktamaz iireten bakteriler; penisilinlere, sefalosporinlere (oksiimino-

sefalosporinler dahil) ve sefamisinlere karsi direnglidirler (Pehlivanoglu, 2019).
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Bu calismada, Ankara Bolgesi’nde yer alan ¢ig siit igsletmelerinden, aseptik kosullarla
toplanan, toplam 150 adet saglikli inekten alinan siitler (120 adet) ve marketlerde
satist sunulan ¢ig siitlerden (30 adet) izole edilen E. coli ve K. pneumoniae

izolatlarinda GSBL, Amp-C ve karbapenemaz genlerinin tespiti amaglanmustir.
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2. MATERYAL-YONTEM

Bu Tez c¢alismasinda, Ankara Bolgesi’nde bulunan, 9 farkli aile isletmesinden,
toplam 150 adet (120 adedi saglikli inekten ve 30 adedi ise marketlerde satis1 sunulan

farkli firmalardan olmak {izere) ¢ig siit 6rnekleri kullanildu.

2.1. Kullamilan Ekipmanlar

50 ml tiip,

Inkiibatér,

Vortex,

McFarland,

Dansitometre,

Mikrodalga firin,

1 uL’den 1000 puL’ye kadar mikropipetler,
Nano-Drop Spektrofotometre (Inovia, Turkiye),
Klasik PCR (Boeco, Almanya),

Elektroforez cihazi kullanild.

2.2. Kullanilan Besiyerleri ve Soliisyonlar

MacConkey Agar (Oxoid, Ingiltere),
Nutrient Agar (Oxoid, Ingiltere),
Kanli Agar,

Mueller Hinton Agar (BD, Almanya)
Urea Agar,

Triple Sugar Iron (TSI) Agar,
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Agaros (Biomax, Avrupa),

TE (Tris-Edta) ve TAE (Tris-Asetat-Edta) kullanildi.

2.3. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler hijyenik kosullarda, steril tiiplere almarak en kisa siirede, soguk zincirde
laboratuvara ulastirildi. Sagim gergeklestirilmeden 6nce meme baslari antiseptik su
ile temizlendi ve pamuk ile silindi; 6rnekler alinirken ilk sagim bosa akitildi ve daha
sonra steril falkon tiiplere, her meme basindan 5 ml olmak iizere, bir inekten toplam
20 ml ¢ig siit 6rnegi (dort meme basindan alinan siit 6rnekleri havuz érnekleme mi
yapild1) alindi. Marketlerden alinan siit 6rnekleriyle beraber soguk zincirde, en kisa

stirede laboratuvara ulastirildi.

2.4. izolasyon ve Identifikasyon

2.4.1. izolasyon

Cig siitlerden Nutrient Agar, MacConkey Agar ve Kanli Agar’a ekimler yapildi ve
37°Cde 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda iireyen siipheli
koloniler E. coli ve K. pneumoniae yoniinden incelendi. Konvansiyonel
identifikasyonla birlikte, hizli identifikasyon test kiti (BBL Crystal) ile de dogrulama
yapildi.

Sekil 2.1. Kanl agar'a yapilan ekim.
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2.4.2. identifikasyon

2.4.2.1. Gram Boyama

Yayma teknigi kullanilarak bakteriler lam tizerine yerlestitirildi. Lamin tizeri kristal
viyole ile tamamen kaplanip 1 dakika beklindi ve distile su ile yikandi. Uzeri lugol
soliisyonu ile kaplanip, 1 dakika beklendikten sonra distile su ile yikandi. Daha sonra
lamin iizeri %95°lik etanol ile kaplanip 10-15 saniye beklendi ve tekrar distile su ile
yikandi. Lamin tizeri fuksin ile kaplanip 30 saniye beklendikten sonra yikandi ve

preparat kurutma kagidi veya havada kurutuldu. Mikroskopta incelendi.

2.4.2.2. Oksidaz Testi

NA’da iireyen siipheli koloniler steril swap araciligi ile filtre kagidi tizerine siirtildi,
%1’lik oksidaz ayraci (TMpPD, N, N, N N-‘-tetra-metil-p-fenilen diamin
dihidroklorid) bir damla eklendi, 10-15 saniye i¢inde kolonilerin mor veya
kahverengi-siyah renkte gortinmesi oksidaz (+), goriilmemesi oksidaz (-) olarak
degerlendirildi (Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 (UMS), 2015).

2.4.2.3. indol Testi

Siipheli 6rnekler sivi veya yiiksek oranda triptofan i¢eren buyyon igerisine ekimi
yapildi ve 37° C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siireci sonunda
besiyerinin tizerine 0,5 ml Kovacs veya Ehrlich ayraci eklendi. Triptofan’in indol’e
donitismesi sonucunda besiyerinin tizerinde kirmizi/mor halkalarin goriilmesi indol

(+) olarak degerlendirildi (Temiz, 2000).

2.4.2.4. Ureaz Testi

Ureaz enzimi ile iire CO2 ve amonyaga parcalanir. Amonyagin olusumu nedeniyle
pH yiikselir ve kirmiz1 renk gozlenir. Urea Agar’a siipheli kolonilerden ekim yapild:
ve 37° C’de 5-48 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda kirmizi renk
goriilmesi tire (+), renk degisimi goriilmemesi iire (-) olarak degerlendirildi (Temiz,

2000).
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2.4.2.5. Hareket Testi

Stipheli koloniden bir 6ze dolusu alinarak lam {izerinde bir damla FTS’de siispanse
edildi. Temiz bir lamel ile tizeri kapatildi. Hazirlanan preparat 151k mikroskobunda

diyafram kisilmadan x40°lik objektifte incelendi.

2.4.2.6. Laktoz Testi

TSI Agar’da iistte sukroz, ortada laktoz ve altta glukoz bulunur. Siipheli koloniden
TSI Agar’a ekim yapildi ve 37° C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonucunda sar1 rengi goriiliirse pozitif olanlar degerlendirildi. Ureme esnasinda H2S
aciga c¢ikmis durumunda demir ile birlesir ve siyah renkli demir silfit olusur.

Besiyeri ve tiip arasinda bosluk bulunmasi gaz olusumunun pozitif oldugunu gosterir.

2.4.2.7. BBL Crystal Hizh identifikasyon Sistemi

K. pneumoniae ve E. coli’nin karakteristik 6zelliklerini gosteren, siipheli izolat,
identifikasyon icin 37° C’de 24 saat inkiibasyona birakildi ve Enterik-non

fermentatif bakterilere uygun kit ile identifikasyonu yapildi.

K. pneumoniae ve E. coli izolatlari, % 50 Gliserinli Brain Heart Infiizyon Buyyon’da

daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

2.5. Klasik PCR ile Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

2.5.1. Kullamilan Primerlerin Listesi

GSBL aktivitesi i¢in TEM-1, OXA, CTX-M1, CTX-M9, SHV genleri; Karbapenemaz
aktivitesi i¢in VIM, IMP, KPC, OXA-48, NDM genleri ve Amp-C aktivitesi i¢in FOX

geni kullanilmigtir. Genlerin baz siralamalar ¢izelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. GSBL, Amp-C ve karbapenemazlar i¢in PCR primerleri (Dallenne,
Costa, Decré, Favier, & Arlet, 2010).

GSBL Genleri 5 -3 primer
blaten (F) CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
(R) CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
blassy (F) AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC
(R) ATCCCGCAGATAAATCACCAC
blactxs (F) TCAAGCCTGCCGATCTGGT
(R) TGATTCTCGCCGCTGAAG
blacrxu. (F)TTAGGAARTGTGCCGCTGYA
(R) CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
blaoxa.s (F) GGCACCAGATTCAACTTTCAAG
(R) GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG
Karbapenemaz Genleri 5'-3" primer
blaxec (F) CATTCAAGGCTTTCTTGCTGC
(R) ACGACGGCATAGTCATTTGC
blaoxass (F) GCTTGATCGCCCTCGATT
(R) GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
blanous (F) GATGCCGACACTGAGCACTA
(R) GGGCCGTATGAGTGATTGC
ol (F) GATGGTGTTTGGTCGCATA
(R) CGAATGCGCAGCACCAG
ol (F) TTGACACTCCATTTACDG
(R) GATYGAGAATTAAGCCACYCT
Amp-C Geni 5'-3" primer
oo (F) CTACAGTGCGGGTGGTTT
(R) CTATTTGCGGCCAGGTGA

2.5.2. K. pneumoniae ve E. coli Izolatlarindan DNA izolasyonu

Identifiye edilen 1 adet E. coli ve 4 adet K. pneumoniae izolatlarindan Klasik PCR
testinde kullanilmak {izere; 1 koloni alind1 ve 100 ul steril distile su ile siispanse
edildi. Daha sonra 95°C’de 10 dakika siire ile kaynatildi; 10.000 rpm devirde, 2
dakika santrifiij edildi. Elektronik pipet yardimiyla siipernatantlar steril ependorf
tiiplerine alindi ve NanoDrop spektrofotometre ile elde edilmis DNA’lar, 1-10 ng/mL
olacak sekilde hazirlandi (Dallenne, Costa, Decré, Favier ve Arlet, 2010).

2.5.3. K. pneumoniae ve E. coli Izolatlarnin Klasik PCR ile GSBL,

Karbapenemaz ve Amp-C Genlerinin Belirlenmesi

Klasik PCR i¢in 12,5 pl master mix, 1 ul DNA, 6,5 pl distile su ve 5 pl primer mix
olacak sekilde 25 pl karisim ependorf tiip i¢erisinde hazirlandi.
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Termal syclerda: 94°C’de 10 dakika, 94°C’de 40 saniye, 60°C’de 40 saniye, 72°C’de
1 dakika olamak tiizere toplamda 30 siklus ve 72°C’de 7 dakika caligtirildi (Dallenne
vd., 2010).

2.5.4. Elektroforez

2 gram agaroz tartildi. Daha sonra 1XTAE soliisyonu ile 100 ml olacak sekilde
tamamlandi. Tampon c¢ozeltide bulunan agaroz tamamen ¢oziinene kadar mikro
dalga firinda kaynatildi ve yaklagik 40-45°C oluncaya kadar sogumasi beklendi.
Soguyan tampon ¢ozeltisine ethidium bromide katilarak elektroforez i¢in hazirlanan
kaliba dokiildii ve jelin katilasmasi igin beklendi. Katilasan jel 1XTAE ile dolu
elekroforez tankina yerlestirildi. Parafilm tizerine 1 pl 6xLoading Dye (Jel yiikleme
boyasi) ve 5 pl amplifikasyon iiriinii, pipetaj yontemi ile homojenize edildi.
6XLoading Dye ile homojenize edilen amplikasyonlar, ilk kuyucuk bos birakilacak
sekilde diger kuyucuklara dolduruldu. Ilk kuyucuga 10 ul DNA-Ladder ile
dolduruldu. Amplikonlar %2 agaroz igeren jel elektroforezde 45-60 dakika, 100
Voltta yiiriitiildii. Gortintiileme i¢in Ethidiyum bromidli jel UV 151k altinda incelendi.
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3. BULGULAR

Tezde, 120 adet inek siitiinden ve marketlerden toplanan 30 farkli markadan alinan

¢ig siit numunelerden, 1 adet E. coli ve 4 adet K. pneumoniae susu izole ve identifiye

edilmistir. Ayrica ¢aligma siirecinde, marketten alinan numunelerde 1 adet Yersinia

enterocolitica ve 1 adet Enterobacter sakazakii izole edilmistir. Konvansiyonel

identifikasyon testlerinin sonuglar1 Cizelge 3.1 *de verilmistir.

Sekil 3.1. Ureaz Testi

Cizelge 3.1. Konvansiyonel identifikasyon test sonuglari.

izolatlar Oksidaz indol Ure Hareket Gaz Laktoz identifikasyon Sonucu
731 + K. pneumoniae

761 + K. pneumoniae

18M + + + + + K. pneumoniae

22M + + + + E. coli

21M + + + Yersiniae enterocolitica
25M + + + Enterobacter sakazakii
27TM -+ + + + K. pneumoniae

I: Ciftliklerden toplanan ¢ig inek siitii, M: Marketlerden toplanan ¢ig siit 6rnekleri

Klasik PCR isleminin ardindan jel elektroforezde yiiriitiiliip, UV 151k altinda

incelenen E. coli susunda GSBL aktivitesi yoniinden incelendiginde; CTX-M1, TEM-
1, SHV, CTX-M9 ve OXA-1 genleri tespit edildi. Karbapenemaz genlerinden VIM,

KPC, OXA-48, NDM pozitif; IMP geni negatif sonug verdi.
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Sekil 3.2’de Klasik PCR’da 27M izolatinda GSBL aktivitesinde sirastyla yerlestirilen
CTX-M1, TEM, SHV, CTX-M9, OXA-1 genlerinin hepsinde pozitif; karbapenemaz
aktivitesinde sirasiyla yerlestirilen VIM, IMP, KPC, OXA-48, NDM genlerinde VIM,
IMP ve NDM genleri negatif, KPC ve OXA-48 genleri pozitif; Amp-C aktivitesi i¢in

yerlestirilen FOX geni pozitif sonug verdigi gozlemlenmistir.

Amp-C aktivitesi igin FOX geni pozitif bulundu. Ayni1 islemler uygulanan 4 adet K.
pneumoniae izolati, GSBL aktivitesi yoniinden incelendiginde; CTX-M1 geni 3
izolatta; TEM-1 geni 3 izolatta, SHV, OXA-1 ve CTX-M9 geni tiim izolatlarda pozitif
sonug verdi. Karbapenemaz aktivitesi yoniinden incelendiginde; VIM ve NDM geni 1
izolatta, KPC ve OXA-48 geni 2 izolatta, FOX geni 1 izolatta tesbit edildi ve IMP

geni hicbir izolatta rastlanilmadi. Cizelge 3.2°de klasik PCR sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. GSBL, Amp-C ve karbapenemaz genleri agisindan izolatlarin Klasik
PCR analiz sonuglari.

GSBL KARBAPENEMAZ AMP-C
izolatlar

CTX-M1 | TEM-1 |SHV |CTX-M9 [ OXA-1 |VIM |IMP |KPC |OXA-48 | NDM |FOX

73l YOK VAR | VAR VAR VAR | YOK | YOK | YOK [ YOK YOK YOK

(K. pneumoniae)

7el VAR VAR | VAR VAR VAR | VAR | YOK | VAR VAR VAR VAR

(K. pneumoniae)

18M VAR YOK | VAR VAR VAR | YOK | YOK | YOK | YOK YOK VAR

(K. pneumoniae)

22M
(E. coli)

VAR VAR | VAR VAR VAR | VAR | YOK | VAR VAR VAR VAR

2M VAR VAR | VAR VAR VAR | YOK | YOK | VAR | VAR YOK VAR

(K. pneumoniae)

Elde edilen 4 adet K. pneumoniae izolatinda SHV, CTX-M9 ve OXA-1 genleri %100;
CTX-M1, FOX ve TEM-1 genleri %75; KPC ve OXA-48 genleri %50; VIM ve NDM
genleri %25; IMP geni %0 oraninda tesbit edilmistir. Cizelge 3.3’te grafik degerleri

verilmistir.
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Cizelge 3.3. K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda arastirilan antimikrobiyal direng
genlerinin % grafigi

100
9
8
7
6
5
4
3
2
1

TEM

CTX- CTX OXA OXA KPC NDM

O O O O O O O o o o

= K. pneumoniae 75 100 100 75 100 50 25 50 25 0 75
= E. coli 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100

Elde edilen toplam 5 adet K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda ise arastirilan genler
degerlendirildiginde SHV, CTX-M9 ve OXA-1 genleri %100; CTX-M1, TEM-1 ve
FOX genleri %80; KPC ve OXA-48 genleri %60; VIM ve NDM genleri %40; IMP

geni %0 oraninda belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Ciftlik hayvanlar1 bircok zoonotik patojenler i¢in rezervuardir ve bu patojenlere karsi
antibiyotik direnci kazandiklarinda halk saglig1 i¢in ciddi tehlikeler olusturabilirler.
Ozellikle antibiyotik direng genlerinin, diger bakterilere aktarilabilmesi ve
mutasyona ugramasi, halk saglig1 acgisindan, hayvansal gidalara daha fazla agirlik
verilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bakteriyel patojenlerin kontrolii i¢in
antibiyotiklerin yanhs ve asir1 kullanimi, direngli patojenlerin gelismesine yol
agmaktadir (Al vd.,2020). Antibiyotiklere karsi artan direng hem insan hem de
Veteriner Hekimlik igin kiiresel bir endise haline gelmistir (Ahmed, 2021).

Birlesik Krallik’ta yapilan bir ¢alismada klinik sigir mastitis vakalarindan izole
edilen 2 adet E. coli ve 3 adet K. pneumoniae izolatlar1 GSBL genleri yoniinden
incelenmistir. TEM-1 geni E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin tamaminda
bildirilmigtir. CTX-M1 geni tiim E. coli izolatlarinda, SHV geni K. pneumoniae
izolatlarinin hepsinde tespit edilmistir. OXA ve amp-C genleri ise 5 izolatin
higbirinde bildirilmemistir (Timofte vd., 2014). Bu ¢alismadaysa 4 K. pneumoniae
izolatinda TEM, SHV, CTX-M9, CTX-M1, OXA-1, OXA-48, VIM, KPC, NDM ve
FOX genleri sirasiyla %75, %100, %100, %75, %100, %50, %25, %50, %25 ve %75
oraninda saptanmustir. K. pneumoniae izolatlarinin higbirinde IMP genine
rastlanmamustir. izole edilen 1 E. coli susundaysa TEM, SHV, CTX-M9, CTX-M1,
OXA-1, OXA-48, VIM, KPC, NDM ve FOX genlerini saptanirken IMP geni
saptanmamustir. Bu iki ¢alisma karsilastirildiginda TEM, SHV ve CTX-M genlerinin

varlig1 yoniinden tez bulgulariyla paralel sonu¢ vermistir.

Endonezya’da yiiriitiilen bir c¢alismada Java Bolgesinde bulunan 80 adet siit
cifligindeki toplu tank siitlerinden numuneler GSBL {ireten Enterobacteriaceae
varlig1 yoniinden incelenmistir. Bu gifliklerden toplam 8 adet K. pneumoniae susu
izole edilmistir. PCR analizi sonucunda SHV, TEM-1 ve CTX-M15 genleri tiim K.
pneumoniae izolatlarinda bildirilmistir (Sudarwanto M. , Akineden, Odenthal, Gross
ve Usleber, 2015). Bu calismayla paralel olarak izole edilen 4 K. pneumoniae
susunda ise SHV (%100) ve TEM-1 (%75) genleri tespit edilmistir. CTX-M15 genine
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bakilmamis ancak CTX-M9 (%100) ve CTX-M1 (%75) genleri bildirilmistir. Bu
genlere ek olarak bu tez ¢alismasinda OXA-1 (%100), OXA-48 (%50), VIM (%25),
KPC (%50), NDM (%25), FOX (%75) ve IMP (%0) genleri yoniinden de

arastirilmastir.

Almanya’da yapilan bir ¢alismada, 866 adet siit ¢iftliginden toplanan ornekler,
biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile incelenmistir ve elde ettikleri izolatlar
igerisinde en yiiksek oranda GSBL iiretimi gosteren tiiriin, % 75,6 oraninda E. coli
oldugunu tespit etmislerdir (Odenthal vd., 2016). Tezde ise 120 farkli inekten
toplanan ¢ig stit numunelerinde E. coli izolatlarina rastlanmamistir. 30 farkl
marketten toplanan ¢ig siit numunelerinde ise 1 adet izolatta (%3,3’tinde) E. coli, 4
adet izolatta (%2,6’sinda) K. pneumoniae, 1 adet izolatta (%0,6’sinda) Yersinia
enterocolitica ve 1 adet izolatta (%0,6’sinda) Enterobacter sakazakii suslari tespit
edilmistir. Odenthal ve ark. Almanya’da yaptiklari bir ¢alismada GSBL {iretimi
gosteren E. coli suslarmin oran1 % 75,6 olarak saptanmisken bu tez ¢alismasinda
%3,3 oraninda olup paralel sonu¢ vermemistir. Her iki ¢aligmadan elde edilen
sonuglarin paralel olmamasi calismaya konu olan hayvanlarin farkli cografi

bolgelerde yer almasindan kaynakli oldugu diisiiniilmeketedir.

Endonezya’nin bat1 Java Bolgesi’nde toplanan 129 adet siit numunesinin 4’{inde
(%3,1) GSBL iireten E. coli izolatinda CTX-M (CTX-M15 (n=3; %75), CTX-M55
(n=1; %25)) geni tespit edilmis ve CTX-M tipi GSBL izolatlarinin tamaninda TEM-1
geni bildirilirken SHV geni saptanmamistir (Sudarwanto M. vd., 2017). Topladigimiz
¢ig siit numunelerinden izole edilen 1 E. coli izolatinda CTX-M (CTX-M1, CTX-M9),
TEM, SHV, OXA (OXA-1, OXA-48), VIM, KPC, NDM ve FOX genleri varhgi
yoniinden pozitif sonu¢ verirken IMP geni negatif sonu¢ vermistir. Sudarwanto ve
ark. yaptigi ¢alismayla paralel olaral TEM-1 (%100) geni tesbit edilmis, CTX-M
(CTX-M1, CTX-M9) geni farkli gruplar yoniinden arastirilmustir. Ancak bu iki

calisma SHV geni varligi yoniinden paralel sonu¢ vermemistir.

Bat1 Bengal’de toplanan siit numunelerinin %12,1'inin (22/182) GSBL E. coli pozitif
oldugunu bildirilmistir (Batabyal vd., 2018). Sudan’da ¢ig inek siitlerinde yapilan
calisgmada CTX-M tipi ile E. coli ve K. pneumoniae igin sirasiyla %29,3 ve %44,8 ile
yiiksek oranda pozitif GSBL geni saptamislardir (Badri vd., 2017). Bu tezde ise E.
coli ve K. pneumoniae i¢in CTX-M1 ve CTX-M9 genleri sirastyla %80 ve %100

oraninda tespit edilmistir.
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Irak’ta yapilan baska bir ¢alismaya bakildiginda, ¢ig inek siitlerinden elde edilen
izolatlarin %28,75"nin (23/80) GSBL pozitif oldugunu bildirmis olup; E. coli ve K.
pneumoniae izolatlarini, CTX-M geni yoniinden pozitif olarak degerlendirmistir
(Ahmed, 2021). Bu tez sonuglartyla uyumlu olarak E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda, ancak daha yiiksek oranda, % 100 oraninda CTX-M9 ve %80 oraninda
CTX-M1 geni tespit edilmistir.

Amerika’da mandira c¢iftliklerindeki toplu tank siitlerinden alinan numuneler ile
yapilan ¢alismada ciftliklerden toplanan toplam 33 adet ¢ig siit numunesinde 8 adet
E. coli ve 2 adet K. pneumoniae susu izole edilmistir. Ciftliklerden toplanan E. coli
suslarinda 7 CTX-M, 5 TEM-1 geni; 2 K. pneumoniae susundaysa CTX-M ve SHV
genleri tespit edilmistir (Gelalcha, Mohammed, Gelgie ve Dego, 2023). Bu
calismadaysa 4 K. pneumoniae izolatinda TEM (%75), SHV (%100), CTX-M9
(%100), CTX-M1 (%75), OXA-1 (%100), OXA-48 (%50), VIM (%25), KPC (%50),
NDM (%25) ve FOX (%75) genleri saptanmistir. K. pneumoniae izolatlarinin
higbirinde IMP genine rastlanmamistir. izole edilen 1 E. coli susundaysa TEM, SHV,
CTX-M9, CTX-M1, OXA-1, OXA-48, VIM, KPC, NDM ve FOX genlerini saptanirken
K. pneumoniae izolatindaki gibi IMP geni saptanmamistir. Bu tezde Gelalcha ve ark.
yaptiklar1 bir galismada CTX-M, SHV ve TEM-1 genlerinin varligi ve oranlariyla

paralel sonug¢ vermistir.

Bu alanda iilkemizde yapilan ¢alismalar kisitli olmakla berber Ankara Bolgesi’nde
toplanan 15 adet ¢ig siit numunelerinden 12 (%80) K. oxytoca, 2 (%13,3) K.
pneumoniae, 7 (%15,5) E. coli susu izole edilmistir (Giindogan ve Avci, 2013). Bu
tez sonuglartyla Karsilagtirildiginda 4 (%2,6) K. pneumoniae, 1 (%3,3) E. coli, 1
(%0,6) Enterobacter sakazakii, 1 (%0,6) Yersiniae enterocolitica izolati tespit
edilmigtir. 2013 yilinda Giindogan ve Avci’nin yaptig1 calismayla karsilastirildiginda
K. pneumoniae’nin goriillme orani ayni sonucu verirken E. coli susunun orani bu

tezde daha diistik saptanmustir.

Bu ¢alismalara ek olarak Tiirkiye'nin Karadeniz Bdlgesi’nden toplanan 150 adet ¢ig
inek st numunelerinden izole edilen, GSBL iireten Enterobacteriaceae suslarinda,
KPC, NDM, OXA-48, IMP ve VIM genleri ile fenotipik karbapenemaz iiretiminin
prevalansi, 41 E. coli ve 6 K. pneumoniae olmak iizere, toplam 47 fenotipik GSBL
iireten izolat karbapenemaz aktivitesi agisindan arastirilmis; PCR incelemeleri ile 47

izolattan 33"iniin analiz edilen karbapenemaz genlerinden en az birini barindirdigini
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ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢alismada E. coli suslarinda GSBL genleri sirastyla, CTX-M %
36,58, TEM % 24,39 ve SHV %7,31 olarak belirlenmistir (Uyanik vd., 2022). Tezde
ise 120 adet ¢ig inek siitii ve marketlerden toplanan 30 farkli markadan alinan ¢ig
inek siit numunelerinde 1 adet E. coli ve 4 adet K. pneumoniae olmak iizere toplam 5
adet GSBL, karbapenemaz ve Amp-C genleri arastirilmistir. Tezde bulunan
oranlardan daha yiiksek oranda GSBL, karbapenemaz ve Amp-C genleri
belirlenmistir; SHV, CTX-M9 ve OXA-1 genleri % 100; CTX-M1, TEM-1 ve FOX
genleri % 80; KPC ve OXA 48 genleri % 60, VIM ve NDM genleri % 10 bulunurken,
IMP geni bulunmamustir. Farkli bolgelerde farkli antimikrobiyal tedavi yaklasimlari

uygulanmasinin diren¢ genlerinde farkliliklara neden oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bilingsizce uygulanan antibiyotikler ile pastorize edilmeyen ve/veya pastorizasyon
islemi basarili olmayan ¢ig siitlerin tiiketilmesi, antibiyotik direncinin tiim diinyada
hizl1 bir sekilde yayginlagsmasinda etkilidir. Ankara Bolgesi’nde ¢ig siitlerden izole
ve identifiye edilen E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinda, diger bir¢ok ¢alismadan
daha yiiksek oranda GSBL, Amp-C ve karbapenemaz genleri saptandi. Bu nedenle
inek besleyen kiiciik aile isletmelerinden elde edilen siitlerin ve marketlerde satis
yapilan ¢ig siitlerin mikrobiyolojik kalite ve sonrasinda antibiyotik direngliligi
yonilinden takip edilmesi gerektigi ve bu iiriinleri tiiketen insanlarin antibiyotik
direngliligi acisindan risk altinda olduklar: diisiiniilmektedir. Elde edilen sonuc¢lardan
yola ¢ikarak, antibiyotik diren¢ sorunlarinin oniine ge¢mek igin, tliketicilerin ve
hayvan treticilerinin bilin¢lendirilmesine ihtiya¢ oldugu ve bu konuda farkindalik

olusturmanin faydali olacag: diisiiniilmektedir.
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