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OZET

Geniglemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) iireten bakterilerin tiim diinyada giderek artan
prevalansi tedavi basarisizliklarinin 6nemli bir sebebidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda antibiyotik
kullaniminda akilc1 olmayan yaklagimlar gibi klasik risk faktorlerinin yaninda kontamine gida tiiketimi
olusan kolonizasyonunda 6nemli bir risk faktdrii olabilecegi belirtilmektedir. Bu kolonizasyon sadece
olugacak enfeksiyonlarin tedavi edilmesini giiclestirmeyip ayni zamanda bu diren¢ mekanizmasinin
plazmid aracilig1 ile bagirsakta bulunan diger bakterilere de aktarilmasimi kolaylastirmaktadir. Bu
calismada, Adana ilinde ¢esitli market ve sarkiiterilerden toplanan 50 tavuk eti 6rneginde GSBL varligini
tespit etmek ve molekiiler diizeyde karakterizasyonunu yapmak amaglanmigtir. Tavuk etlerinden steril
ekiivyonla siirlintii 6rnekleri alinarak Endo ve Kanli Agar’a pasaj yapildi. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra gram negatif bakteriler Braun-Silberstein ve TSI besiyerlerine pasajlanarak iiretilen kolonilerin
makroskopik, mikroskopik morfolojik 6zelliklerine, biyokimyasal aktivitelerine gore identifikasyonu
yapildi. Daha sonra ticari bir identifikasyon kiti olan BBL Crystal System ile identifikasyon dogruland:.
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, E.coli, P.aeruginosa ve Proteus mirabilis tiirleri
tamimlanmistir. Bu izolatlar ilk olarak Kirby-Bauer disk difiizyon testi ve ¢ift disk sinerji testi ile genis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) varligi yoniinden irdelenmistir. Ardindan Enterobacteriaceae ailesi
tiyelerinde GSBL varligin1 gosteren blacrx.v, blasyy Ve blargm genlerinin tanimlanmasi igin multipleks-
PCR yontemi uygulanmistir. Sonug¢ olarak yalnizca bir 6rnekte bir E.coli izolatinda fenotipik olarak
GSBL varligi gosterilmis ve blatgy gen varligi gosterilerek genotipik olarak dogrulanmigtir. Bolgemizde
biiyiik ¢apli epidemiyolojik caligmalar yapilarak GSBL iireten izolatlarin prevalansi belirlenmeli ve
kolonizasyon ve infeksiyon izolatlarinin klonal iligkisi irdelenmelidir.
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A Pilot Study for Determination of Extended-Spectrum Beta
Lactamase Genes on Chicken meat in Adana

ABSTRACT

The increasing prevalence of Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) is a major cause of
treatment failure worldwide. In recent studies, apart from the classic risk factors such as use of irrational
antibiotics, colonization on contaminated food is reported to be an important risk factor. Colonization not
only makes the infections difficult to treat, it makes easy transfer of bacterial resistance mechanisms in
the gut via plasmid. In this study is aimed to detect the presence of ESBL and characterize at the
molecular level on the fifty chicken samples collected from various market and butcher shop. Swab
samples are taken from chicken meat by sterile swabs and inoculated Blood and Endo Agar. After an
overnight incubation, gram-negative bacteria were inoculated Brain-Silberstein and TSI agar. Colonies
were evaluated by macroscopic, microscopic and morphological characteristics. The identification was
made according to the biochemical activity and confirmed a commercial identification kits (BBL Crystal
Identification System). Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, E. coli, P. aeruginosa and
Proteus mirabilis species have been identified. These isolates were evaluated phenotypically by Kirby-
Bauer disk diffusion test and double disk synergy test for the presence of extended spectrum beta-
lactamase (ESBL). Then, the presence of of blacrx.wm, blasyy and blatew genes were performed and
confirmed by multiplex-PCR method. As a result, the presence of ESBL was shown phenotypically one
E. coli isolate from only one sample and blargy gene was determinated in same isolate. In our region, the
prevalence of ESBL-producing isolates should be determined by larger epidemiological studies and the
clonal relationship between colonization and infection should be considered.
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GIRIS

Beta-laktam grubu antibiyotikler yan etkilerinin azlig1 ve bakterisidal etkileri nedeniyle giiniimiizde
en sik kullanilan antibiyotik grubudur. Bakterilerin peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak etki
ederler[1].

Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini kesfinin ardindan ve zamanla gruba yeni ve etkin
tiyelerin katilmasi ile beraber Beta-laktam grubu antibiyotikler yogun ve rasyonel olmayan sekilde
kullanilmaya baglanmistir[2].

Bu kullanim alanlarindan biri de hayvan yemleri olmustur. Broyler tavuk yetistiriciliginde biiylime
performansini arttirma veya enfeksiyonlar1 onlemek amaciyla belirli oranlarda rasyonlara katilan Beta
laktam grubu antibiyotikler (Penisilin), 6zellikle, iilkemizde kontrolsiiz sekilde kullanilabilmektedir. Bu
antibiyotiklerin yetistiricilikte kullanilmasi, basta hayvanlardan elde edilen gidalar olmak iizere, insan
saglig1 acisindan da ciddi tehlikeleri ortaya ¢ikarabilmektedir. Antibiyotikler bobrek ve karaciger olmak
iizere ¢esitli organ ve dokularda birikmektedirler. ila¢ kalintis1 iceren gidalar tiiketen bireylerde, alerjik
reaksiyonlar, toksik belirtiler, iireme bozukluklari, bagirsak florasinda degisiklikler ve 6zellikle direngli
bakterilerin gelisimi gézlenebilmektedir[3,4,5].

Direngli bakterilerde direng mekanizmalarindan en dikkat ¢ekici olan1 Beta-laktamaz enzimleridir.
Beta-laktamazlar, Beta-laktam grubu antibiyotiklerin beta-laktam halkasindaki siklik amid baglarini
parcalayarak ajanlarin etkinligini ortadan kaldiran enzimlerdir. Bu mekanizma bagta Enterobacteriaceae
iiyeleri olmak iizere bircok bakteri tiiriiniin en dnemli direng mekanizmalarindan birisidir. Bugiine kadar

350’ye yakin beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir. Bunlarin yaklasik 150°si genislemis spektrumlu beta
laktamazlar (GSBL, extended-spectrum beta-lactamases, ESBL) olup plazmidik &zellikleri nedeniyle
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bakteriler arasinda transfer edilebilir. GSBL’ler gram-negatif basillerde bulunan, genis spektrumlu
sefalosporinler ve aztreonama karsi direngten sorumlu olan enzimlerdir[6,7,8,9].

Rasyonlara katilan antibiyotiklere maruz kalarak tavuk intestinal florasinda zamanla Beta laktamaz
enzimi olusturan mikroorganizmalar gidalar1 kontamine ederek insan viicuduna alinmakta ve direng
genlerini insan gastrointestinal sistemindeki diger bakterilere kolayca aktarabilmektedir. Direngli
mikroorganizmalarin, insan gastrointestinal florasina yerlesmesi ve mobil elementler araciligi ile GSBL
genlerini kolayca flora {iyelerine horizontal transferi sonrasinda tedavisi zor veya basarisiz enfeksiyonlar
ortaya ¢ikabilmektedir[10].

Bu ¢aligsmada, Adana ilinde ¢esitli market ve sarkiiterilerden toplanan tavuk eti 6rneklerinde GSBL
varligini tespit etmek ve molekiiler diizeyde karakterizasyonunu yapmak amaglanmistir.

Akademik Bilim Saglik Bilimleri Dergisi (ABSBD)

MATERYAL VE METOT

Caligmamiza Adana ilinde yeralan 4 market ve 7 sarkiiteriden toplanan 50 tavuk eti 6rnegi dahil
edildi. Tavuk etlerinden steril ekiivyonla siiriintii 6rnekleri alinarak Endo ve Kanli Agar’a pasaj yapildi.
Bir gecelik inkiibasyondan sonra gram negatif bakteriler “Braun-Silberstein” ve TSI besiyerlerine
pasajlanarak iiretilen kolonilerin makroskopik, mikroskopik morfolojik 6zelliklerine, biyokimyasal
aktivitelerine gore identifikasyonu yapildi. Daha sonra ticari bir identifikasyon kiti olan BBL Crystal
System ile identifikasyon dogrulandi.

Bakterilerde GSBL varligi cift disk sinerji testi (CDST) ile tespit edildi. GSBL enzimlerinin
molekiiler yontemlerle tespiti i¢in suslar Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine pasajlandi.

Besiyerinde saf kiiltiir halinde iireyen izolatlar steril 6ze ile alinarak, 1 ml TE buffer igerisinde 5
McFarland bulanikliginda siispanse edildi. Daha sonra kuru 1s1 blogunda (Biosan., Tiirkiye) 90°C’de 30
dakika kaynatildi. 3000 devirde 5 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant amplifikasyon i¢in
kalip DNA olarak kullanild1.

Her bir susun DNA ekstrakti ile blargy, blasyy, blacrx.m genlerine yonelik spesifik primerlerle
amplifikasyon islemi yapildi (Tablo 1). MJ Mini 48 (Biorad, ABD) cihazinda Dallene ve arkadaslarinin
tanimladigr sekilde multipleks-PCR gerceklestirildi[11]. Amplifiye edilen {iriinler agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi. Her bir gen igin bant biiyiiklikleri, DNA molekiiler marker (Roche,
Almanya) ve negatif kontrol ile karsilagtirilarak yorumlanda.

Tablo 1. Multipleks-PCR ve spesifik PCR primerleri.

Set Beta laktamaz geni Amplikon Bilyiikliigii
Multiplex I TEM, SHV 800bp, 713bp
Multiplex 11 CTX-M Group 1,2,9,8/25 688bp, 404bp, 561bp, 326bp
BULGULAR

Adana ilinde yeralan 4 market ve 7 sarkiiteriden toplanan 50 tavuk eti (g6giis, but) 6rnegini dahil
ettigimiz calismamizda Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, E.coli, P.aeruginosa ve Proteus
mirabilis tiirleri tanimlanmistir. Bu izolatlar ilk olarak Kirby-Bauer disk difiizyon testi ve ¢ift disk sinerji
testi ile genis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) varlig1 yoniinden irdelenmistir.

Yanlizca bir E.coli izolatinda bu yontemler ile GSBL iiretimi fenotipik olarak gosterilmistir.
Ardindan izole ettigimiz tiim Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinde GSBL varligin1 gdsteren genlerinin
tanimlanmasi i¢in PCR yontemi uygulanmustir.

Sonug olarak fenotipik olarak GSBL varlig1 tespit edilen tek E.coli izolatinda blargy gen varligi
gosterilerek genotipik olarak dogrulanmistir (Tablo 2, Sekil 1).
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Tablo 2. Tavuk etlerinden izole edilen izolatlar ve GSBL varhginin fenotipik ve genotipik

dagilim
izole edilen tiirler Say1 le ¢ dls'f sineril GSBL gen varhg:
yontemi
Kleb§|ella 14 : :
pneumoniae
Enterobacter 12 i i
aerogenes
E.coli 24 1 1
P.aeruginosa 13
Proteus mirabilis 21 - -

1000bp !
900bp
200bp
700bp .

600bp
500bp

P
300bp
250bp
200bp
150bp
-

100bp

Sop

Sekil 1: E.coli izolatinda blargy geni varhginin PCR yontemiyle gosterilmesi

TARTISMA

Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL) tireten Enterobacteriaceae izolatlari tiim diinyada
ciftlik hayvanlarindan, vahsi hayvanlardan, hayvansal gidalardan ve pet hayvanlarindan izole
edilmektedir. Hayvanlar GSBL genlerini tasiyan bakteriler i¢inde rezervuar rol oynamaktadirlar™.

Hayvanlarin intestinal florasinda bulunan Enterobacteriaceae iiyeleri besinlerle aldiklar
kontrolsiiz, dozu “fazla ama 6ldiirmeyen” antibiyotikler nedeniyle zamanla ortama uyum siirecine girmis
ve ¢esitli mutasyonlarla direng mekanizmalari olusturmuslardir. En 6nemli diren¢g mekanizmalarindan biri
olan GSBL genlerinin varligi ve bu genin mobil genetik elementlerle flora elemanlarina horizontal gegisi
direncin yayiliminda 6nemli bir tehdit olusturmaktadir[10,13,14].

Avrupa tlkelerinde ciftlik hayvanlari ve hayvansal gida kaynakli kommensal ve zoonoz
bakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin  gézlemlendigi ulusal programlar bulunmaktadir. Ancak,
Tiirkiye’de direngli mikroorganizmalarin ve direng kodlayan genlerin gidalar yoluyla insanlara bulagsma
yollar1 hakkinda kapsamli epidemiyolojik arastirmalar azdir ve bu konuda ulusal bir program
bulunmamaktadir. Ancak 23.12.2011 tarihinde yaymlanan “Zoonozlar Ve Zoonotik Etkenler, Ilgili
Antimikrobiyal Diren¢ Ve Gida Kaynakli Salginlarin izlenmesi Yonetmeligi” ile konunun yasal dayanagi
olusturulmustur[ 15].

Avrupa Birligi tarafindan antibiyotik kokenli biiylitme faktdrlerinin kanatl hayvan yetistiriciliginde
kullanilmasinin  giiniimiizde genis Ol¢lide yasaklandigi bildirilmistir. Son yillarda aragtirmacilar,
antibiyotiklere alternatif olabilecek dogal ve gelismeyi hizlandirict madde arayisi icine girmislerdir. Bu
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amacgla probiyotikler, organik asitler ve enzimlerin alternatif olarak kullammi giincellik
kazanmustir[16,17,18,19].

Hollanda’da yapilan bir ¢aligmada parekende olarak satisa sunulan tavuk etlerinden izole edilen
E.coli izolatlarinda GSBL gen orami %79.8 olarak belirlenmistir[20]. Doi ve arkadaslar1 Seville,
Ispanya’da yaptiklar1 ¢alismalarinda ise bu oran1 %67 olarak tespit etmislerdir[21]. Ingilterede yapilan bir
calismada ise oran %37 olarak ifade edilmistir[22]. Bizim ¢alismamizda bu oranlara kiyasla oldukca
diisiik bir oran bulunmustur. Ancak, bélgemizde daha genis ¢apli bir ¢alisma yapilarak GSBL prevalansi
yeniden degerlendirilebilir.

GSBL genleri plazmidler veya diger mobil elementler iizerine yerlesip kolayca bakteri tiirleri
arasinda tranfer olabilir. Yapilan ¢aligmalarda plazmid-aracili beta-laktamazlarin TEM ve SHV tipleri,
diger mobil element-aracili olanlarin ise CTX-M tipi olduklar1 belirlenmistir. Ozellikle 1990’11 yillarda en
cok rapor edilen beta-laktamaz genleri hastane ¢evresinde klinik 6rneklerden izole edilen blargwyshy iken,
son yillarda global olarak toplum kokenli blacrx.w genleri 6nemli oranda artmistir. Bizim ¢alismamizda
tespit ettigimiz beta-laktamaz geni blagy’dir. Yapilan ¢alismalarda dizi analizi yontemleri ile cografik
olarak farklilik gdsteren hayvan kokenli gesitli TEM, SHV ve CTX-M aileleri tespit edilmistir. Yapilan
bir caligmada en sik belirlenen GSBL genlerinin CTX-M-1, TEM-52 ve SHV-12 oldugu
bildirilmistir[23].

Etlerden ve klinik Orneklerden izole edilen GSBL iireten Enterobacteriaceae izolatlariin
kaynaklarin1 ve klonal iliskilerini tespit amaciyla son yillarda Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
ve Multi Locus Sequence Typing (MLST) gibi c¢esitli molekiiler epidemiyolojik ydntemler
kullanilmaktadir[20,24]. Bolgemizde daha fazla ornek ve izolatla GSBL oranlarinin belirlenmesine ve
klonal iliskilerinin PFGE yontemiyle tespitine yonelik bir ¢aligma planlanmaktadir.

Akademik Bilim Saglik Bilimleri Dergisi (ABSBD)

SONUC

Ulkemizde antibiyotik direncinin giderek yiikselen grafigine etki eden nemli etkenlerden biri
direngli mikroorganizma ile kontamine gidalar olarak gosterilmektedir. Calismamizda, Adana ilinde
GSBL prevalanst diisiik olarak tespit edilsede, bolgemizdeki gidalardaki kontaminasyon ve izole edilen
bakterilerdeki direng profili siirekli kontrol altinda tutulmalidir. Ayrica ¢esitli molekiiler metotlarla
kontamine gida izolatlari, kolonizasyon izolatlar1 ve enfeksiyon izolatlarinin klonal iligkileri irdelenerek
genotipik diizeyde iliskileri kiyaslanmalidir.
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