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Antibiyotik direngliligi kiiresel bir saghk problemidir. Ozellikle tavuklar antibiyotik direncinin ve direng
genlerinin kaynagl konumundadir. Bu c¢alismada kloakal svap ile alinan o6rneklerde laktozu fermente
edemeyen Gram negatif bakteri tiirlerinin arastirilmasi ve antibiyotik diren¢ profillerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bakterilerin tanimlanmasi MALDI-TOF-MS ile yapilmis ve sonrasinda coklu ilag direnci disk
diftizyon testleri ile belirlenmistir. Ayrica izolatlarda genisletilmis spektrumlu beta laktamaz, AmpC ve
karbapenemaz varligi CLSI tarama ve dogrulma testleri ile arastirilmistir. Toplamda elde edilen 27 izolatin
20’si Escherichia coli, 4'u E. fergusonii, 1’er izolat Pseudomonas fulva, Aeromonas media, Serratia marcescens
olarak tanimlanmistir. Calismada 7 ayr1 siniftan 19 farkl antibiyotik diski kullanilmis ve buna gore izolatlarin
%63’linde 3 veya daha fazla siniftan antibiyotige karsi direng¢ tespit edilmistir. En yiiksek diren¢ orani
tetrasiklinde (%74.07) goriilirken imipeneme karsi tim izolatlarin duyarli oldugu saptanmistir.
Karbapenemaz higbir izolatta tespit edilememisken P. fulva’da beta laktamaz ve AmpC direnci gézlenmis ve
ayni izolat blaCTX-M, CIT, blaKPC genleri yoniinden PCR ile arastirilmistir. Sadece blaCTX-M geni yoniinden
pozitif bulunmustur. Sonug olarak beta laktamaz varliginin diisiik olmasi sevindirici olsa da bakterilerde
yliksek coklu ilag direncine rastlanmistir. Bu durum yeni terapotik yaklasimlar gerektigini distiindiirmektedir.
Ayrica “Tek Saghk” yaklasimi disiinildiigiinde antibiyotik direncinin hayvan-insan c¢evre etkilesimi
dogrultusunda siirekli izlenmesi ve degerlendirilmesi gerektigi on gorilmiistiir. Ciinkii diren¢ gelisimi
bakteriler arasinda stirekli degisim halindedir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, Beta laktamaz, Coklu ilag direnci, E. coli, P. fulva.

ABSTRACT

Investigation of Non-Lactose-Fermenting Gram Negative Bacteria from Cloaca of
Chicken and Determination of Multiple Antibiotic Resistance

Antibiotic resistance is a global health problem. In particular, chickens are the source of antibiotic resistance
and resistance genes. In this study, it was aimed to investigate the Gram-negative bacterial species that
cannot ferment lactose from cloacal swap samples and to determine the antibiotic resistance profiles.
Identification of the bacteria was performed with MALDI-TOF-MS and multidrug resistance was determined
by disk diffusion test. In addition, the presence of ESBL, AmpC and carbapenemase in isolates was
investigated by CLSI directions. Totally, 27 isolates were collected and 20 of them were Escherichia coli, 4 of
them were E. fergusonii and 1 isolate of Pseudomonas fulva, Aeromonas media, Serratia marcescens. 19
different antibiotic discs from 7 different classes were used in the study and 63% of bacteria had resistance to
antibiotics from 3 or more classes. While the highest resistance rate was observed in tetracycline (74.07%),
all isolates were found that sensitive to imipenem. While carbapenemase could not be detected in any isolate,
it was observed that P. fulva had ESBL and AmpC. Also, PCR was conducted for blaCTX-M, CIT, blaKPC genes
in P. fulva. It was found that the bacterium had only blaCTX-M gene. As a result, although it is pleasing to find
low presence of beta lactamase, high multidrug resistance has been determined in bacteria. This situation
suggests newer therapeutic approaches. In addition, considering the “One Health" concept, antibiotic
resistance should be constantly monitored with the interaction of the animal-human-environment. Because
the development of resistance is in a constant state of change between bacteria.
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GiRiS

Hayvancilik sektoriiniin en gelismis ve teknolojiye en acik
alan1 olan kiimes hayvanciligl, iilke ekonomilerinde
oldukca onemli bir yere sahiptir. Kiimes hayvancilig
teknolojik tiretim tesisleri yani sira kdy sartlarinda yapilan
geleneksel tip ile de insan gelirine katki saglamaktadir.
Ayni zamanda hayvansal protein a¢iginin kapatilmasinda
diinya genelinde en fazla 6nem tasiyan alanlardan biridir.
Dolayisiyla kiimes hayvanciliginda verim artis1 oldukga
onemli bir durumdur (Bayraktar ve ark. 2019; TEPGE
2022).

Kiimes hayvanciliginda enfeksiy6z hastaliklar, verimi %20
oraninda diisiiren bir faktordiir. Bunu 6nlemek igin siklikla
antibiyotik takviyesi yapilmaktadir. Hatta Diinya genelinde
iretilen antibiyotiklerin %70’inden fazlas1 gida-hayvan-
yem Uretiminde kullanilmaktadir. Avrupa Birligi
antibiyotik kullanimimi yasaklasa da saglikli biliytimeyi
tesvik etmek icin antibiyotiklerin proflaktik olarak
kullaniminin diizenlenmesi ve izlenmesi tiim diinyada
seyrektir. Dolayisiyla kiimes hayvanciliginda antibiyotik
kullanimi1 olduk¢a yaygindir. Bu durum bazi yararlar
saglamaktadir; ancak aym1 zamanda direncli suglarin
baskin hale gelmesine neden olmustur (Hedman ve ark.
2020; Tian ve ark. 2021). Bakteriyel enfeksiyonlar
onlemek icin kullanilan antibiyotikler hem insan saghiginda
hem de veteriner tibbinda 6nemli bir sorundur.
Antibiyotik direnci, Amerika Birlesik Devletleri Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC), Avrupa Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (ECDC) ile Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), tarafindan kiiresel ve oldukca énemli bir
saglik sorunu olarak nitelendirilmektedir. Ozellikle goklu
antibiyotik direnci gelecek i¢in biiylikk endiseler
yaratmaktadir (Prestinaci ve ark. 2015). Antibiyotik
direnci ile iliskili olarak en sik rapor edilen bakteri
Escherichia  coli'dir.  Hayvanlarda ve insanlarda
mikrobiyotanin yaygin bir iiyesi olan E. coli, firsatgl
patojenler grubunda yer almakta ve genellikle lac+ (laktoz
pozitif, laktozu fermente edebilen) ozellik gostermektedir.
Ancak lac- (laktoz negatif, laktozu fermente edemeyen)
atipik varyantlar1 da bulunmaktadir (Gajdacs ve ark.
2020). Laktoz permeaz enzimi (LacY proteini) E. coli'de
laktozun kullanimini saglayan 6énemli bir proteindir ve bu
sekilde bakteriler laktozu hiicre icerisine alarak
kullanabilmektedir (Kirtil ve ark. 2020; Sun 2022). E.
coli'nin lac- varyantlari, Shigella spp. tiirlerinin sebep
oldugu sigelloz benzeri 6nemli diyarelerin nedeni olmakta
ve teshiste zorluklar yaratmaktadir (Gajdacs ve ark. 2020).
Ozellikle Enteroinvazif E. coli (EIEC) patotipleri laktoz
negatif 6zellik géstermektedir. Laktozun fermantasyonu E.
coli'nin biyokimyasal analizinde olduk¢a beklenen bir
durum olmasi sebebiyle lac- suslar identifikasyonda
giicliiklere neden olmaktadir. Lac- ozellik gosteren E.
fergusonni’ de sigelloz benzeri diyareye neden olan
suslardan biridir ve yiiksek derecede E. coli ile genotipik ve
fenotipik benzerlik gostermektedir. Bu da iki tiiriin
ayrimint  zorlastirmaktadir (Maheux ve ark. 2018).
Acinetobacter baounmanii ve Pseudomonas aeruginosa ise
ciddi enfeksiyonlara neden olan yiiksek mortaliteye sahip
laktozu fermente edemeyen diger 6nemli gram negatif
bakterilerdir. Ozellikle de karbapenem direngli A.
baounmanii ve P. aeruginosa 2017 yilinda WHO tarafindan
“kritik patojenler” CDC tarafindan da “ciddi tehdit” olarak
tanimlanmistir (Jung ve ark. 2021). Bunun disinda
antibiyotik direnci bakimindan siklikla rapor edilen ve
kiimes hayvanhiginda olduk¢a o6nemli olan Salmonella
serovarlari, kanath hayvan sagligini ve insan saghigini ciddi
derecede tehdit eden bir bagska mikroorganizma grubudur.
(Simmons ve ark. 2016). Salmonella suslarin1 E. coli'den
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ayiran en dnemli dzellik lac- olmasidir ve maalesef kiimes
hayvancihiginda  Salmonella'nin ~ diizenli ~ taramasi
bulunmamaktadir. Salmonella suslar1 6nemli zoonotik
enfeksiydz ajanlarin basim1 ¢ekmektedir ve kanath
hayvanlar da en 6nemli bulas kaynagini olusturmaktadir.
Ulkemizde 2018 yilinda Ulusal Salmonella Kontrol
Programi uygulanmaya baslanmis olsa da kody tavukculugu
ile ilgili arastirmalar ihmal edilmektedir (Giingérdi ve
Celen 2018). Herhangi bir iiretici tesise baghh olmaksizin
serbest gezen koy tavuklarinda genellikle antibiyotik
tedavisi pek uygulanmasa da bakterilerin diren¢ genlerini
mobil elementlerle aktarabilmesi ve yemlere antibiyotik
ilavesi sebebiyle ¢oklu antibiyotik direnci kozmopolit
dagilim gostermektedir (Simmons ve ark. 2016; Babacan
ve Karadeniz 2019; Singh ve ark. 2019). Koylerde
geleneksel yontemlerle yapilan kiimes hayvancilig
kayitli/kayitsiz  seyreden ve  antibiyotik  direnci
bakimindan saha taramasi isteyen bir alandir. Bu sebeple
bu c¢alisma, koy tavuklarinda laktoz negatif ozellik
gosteren suslarin identifikasyonunu ve antibiyotik direng
profillerinin arastirilmasini amaglamaktadir.

MATERYAL VE METOT

Bu calismada istanbul Universitesi-Cerrahpasa Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 2022/12 no’lu kararina
gore etik kurul iznine gerek duyulmamustir.

Ornek Toplanmasi

Calismada denek olarak kdy tavuklari (Arnavutkoy-
Istanbul/Tiirkiye bélgesindeki kéylerden) secilmistir.
Herhangi 6zel bir takviye almayan serbest gezen ve saglikli
goriinen tavuklarin kloakasindan svap ile alinan
numuneler transport besiyeri icerisinde laboratuvara
getirilmistir. 7 farkli yumurtacit kiimesten toplamda 96
tavuktan digki 6rnegi alinmistir.

Bakteri izolasyonu ve identifikasyonu

Ornekler direk olarak Mac Conkey Agara (MAC,
CondaLab) inokiile edilmistir. 24 saat 37 °C’'de inkiibe
edilen kiiltiirlerden beyaz koloniler laktoz negatif olarak
secilmis ve laktoz iceren siv1 besiyeri ile fermantasyon
yetenekleri dogrulanmistir. Bakterilerin kiiltiire
edilmesinde Tyriptic Soy Agar (TSA, Merck) ve Tyriptic
Soy Broth (TSB, Merck) besiyerleri kullanilmistir.
[zolatlarin gram boyama, katalaz, oksidaz, OF, sitrat, lireaz
aktivitesi, jelatinaz aktivitesi, triple sugar iron test, HzS
olusumu ve benzeri biyokimyasal testler ile fermantasyon
test bulgular1 sonrasi identifikasyon, matriks aracili lazer
desorpsiyon iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometrisi
(MALDI TOF MS) yontemi ile yapilmistir. Mikrobiyal
biyokiitle analizi i¢cin MALDI-TOF MS cihaz1 (Bruker
Daltonik MALDI Biotyper, Microflex LT, Almanya) ve Flex
Control 3.0 yazilimi kullanilmistir.

Antibiyotik Direng Profillerinin Belirlenmesi

Tiim izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri Klinik ve
Laboratuvar  Standartlar1  Enstitlisi  (Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI) tarafindan énerilen
disk diflizyon testi ile belirlenmistir (CLSI 2019; CLSI
2020). Calismada 7 ayr siniftan 19 farkl antibiyotik diski
(Bioanalyse, Tiirkiye) kullanilmistir. Bunlar, streptomisin
(10pg), tetrasiklin (30 pg), kanamisin (30 pg), neomisin
(30 pg), nitrofurantoin (300 pg), eritromisin (15 pg),
imipenem (10 pg), gentamisin (10 pg), amoksisilin-
klavulanik asit (30 pg), ampisilin sulbaktam (20 pg),
kloramfenikol (30 pg), siprofloksasin (5 pg), ofloksasin (10
ug), nalidiksik asit (30 pg), seftazidim (30 pg), sefotaksim
30 pg), aztrenoam (30 pg), seftriakson (30 pg),
sefpodoksim (10 pg). Test sonuglari duyarh (S), orta
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duyarl (I) ve direncli (R) olarak degerlendirilmistir. Testin
yapilisinda kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu
kullanilmistir.

Coklu Antibiyotik Direncinin Belirlenmesi

Beta-laktam, fenikol, aminoglikozid, kinolon, tetrasiklin,
nitrofuran ve makrolid gruplarindan 3 ya da daha fazlasina
karsi diren¢ saptanan suslar, ¢oklu direncgli olarak kabul
edilmistir (de Jong ve ark. 2018).

Beta Laktamaz ve Karbapenemaz Varliginin Fenotipik
Arastirilmasi

Tim izolatlar 1 mg/L sefotaksim iceren veya 1 mg/L
seftazidim iceren Mac Conkey Agar besiyerine pasajlanmis
ve lireme gosterip gostermedikleri kaydedilmistir. (Wilson
ve McCabe 2007). Daha sonra genis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) ve AmpC beta laktamazlarin varhigini
fenotipik olarak belirlemek i¢in CLSI tarafindan 6nerilen
tarama ve dogrulma testleri yapilmistir. Karbapenemaz
icin modifiye Hodge testi uygulanmustir (CLSI 2018).
Modifiye Hodge testi icin meropenem (10 pg), GSBL
tarama testlerinde daha once belirtilen 3. kusak
sefalosporinler ve monobaktam kullanilmistir. Dogrulama
testi icin c¢ift disk yonteminden yararlanilmis ve
sefotaksim-klavulanik asit (40 pg), seftazidim-klavulanik
asit (40 pg), AmpC beta laktamaz taramasi i¢in sefoksitin

Tablo 1. PCR i¢in kullanilan primerler.
Table 1. Primers used for PCR.

(30 pg), sefepim (30 pg), diskleri (Bioanalyse, Tiirkiye)
kullanilmistir.

Beta Laktamaz ve Karbapenemaz Varliginin Genotipik
Arastirilmasi

Siipheli  izolatlarda DNA ekstraksiyonu kaynatma
yontemiyle yapilmistir. TSA’daki kdltlirlerden steril
ekiivyon ile alinan koloniler 1,5 ml'lik tiiplerde 500 pl
distile su icerisine konularak 10 dk kaynatilmis ve
akabinde 12000 rpm’de 5 dk santrfiij edildikten sonra
siipernatant PCR i¢in kullanilmistir. Beta laktamaz igin
blaCTX-M, CIT tip AmpC ve karbapenemaz i¢in blaKPC
genleri PCR yontemiyle arastirilmigtir. PCR
reaksiyonlarinda  kullanilan  primerler Tablo 1’de
verilmistir. Her PCR reaksiyonu toplam hacim 25pl olacak
sekilde 35 dongii olarak ¢alisilmistir. Her ii¢ gen i¢in, PCR
mix (K0171 Thermo Scientific) 10 pmol reverse ve
forward primerler ve RNAse DNAse ari steril distile su
kullanilmistir. Her ii¢ reaksiyonda 95 °C’de 5dk o6n
denatiirasyon, 95 °C 30 sn denatiirasyon 58 °C’de blaCTX-
M, 53 °C'de CIT, 47 °C’de blaKPC i¢cin 30 sn primer
baglanma 1s1s1, 72 °C’de 45 sn sentez ve en son 72 °C’'de
7dk son sentez olacak sekilde ¢alisiimistir. E. coli NCTC
13461, E. coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, K. pneumoniae BAA-1705 suslar1 kontrol olarak
kullanilmistir

Hedef Gen Gen Dizilimi (5’-3") Amplikon Biiyiikliigii Kaynak
F-SCSATGTGCAGYACCAGTAA .
blacrx 550 b Salad k. 2002
demxu R-CCGCRATATGRTTGGTGGTG P dladinvear
F-TGGCCAGAACTGACAGGCAAA Pérez-Pérez ve
CIT 462 bp
R-TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC Hanson, 2002
bla F-GCTCCGATAATGAAAGCGT £83b Voets ve ark. 2011
Kre R-ACGACGGCATAGTCATTTGC p
BULGULAR
MALDI TOF MS Sonuglar:
Calismada toplanan oOrneklerin  %30’unda laktozu izolatlar Tablo 2’de verilmistir. Analiz bulgularinda zayif

kullanamayan bakteriler tespit edilmistir. Toplanan 96
svap oOrneginden her bir izolat farkh svap oérnegine ait
olmak lzere toplamda 29 adet laktoz negatif ozellik
gosteren bakteri tespit edilmistir. 1ki izolat Kkiiltir
asamasinda iiretilemediginden kaybedilmistir. Bu sebeple
izolatlarin 27 tanesi identifiye edilmis ve tanimlanan
Tablo 2: MALDI TOF MS Calisma Sonuglart.

Table 2: MALDI TOF MS Assay Results.

spektruma rastlanmamis ve izolatlarin hepsi (%100) tiir
bazinda tanimlanabilmistir. Buna gore izolatlarin 20 tanesi
E. coli, 4 tanesi E. fergusonii, 1 tanesi Pseudomonas fulva, 1
tanesi Aeromonas media, 1 tanesi Serratia marcescens
olarak tanimlanmistir. Svap érneklerinde Salmonella spp.
tlirlerine rastlanmamistir.

izolat Ad1 Belirlenen Bakteri Skor Degeri izolat Ad1 Belirlenen Bakteri Skor Degeri

TB1 Escherichia coli 2.374 TB17 Escherichia coli 2.237
TB2 Escherichia coli 2.038 TB18 Escherichia coli 2.275
TB3 Escherichia coli 2.422 TB19 Escherichia coli 2.257
TB5 Escherichia coli 1.875 TB20 Escherichia coli 2.401
TB6 Escherichia coli 2.472 TB21 Escherichia coli 2.552
TB7 Escherichia coli 2.438 TB22 Pseudomonas fulva 1.956
TB8 Escherichia coli 2.186 TB23 Escherichia coli 2.522
TB9 Escherichia coli 2.271 TB24 Escherichia coli 2.164
TB11 Escherichia coli 2.172 TB25 Aeromonas media 1.700
TB12 Escherichia fergusonii 2.163 TB26 Escherichia coli 2.435
TB13 Escherichia fergusonii 2.078 TB27 Escherichia fergusonii 2.228
TB14 Escherichia fergusonii 2.136 TB28 Escherichia coli 1.966
TB15 Escherichia coli 2.322 TB29 Serratia marcescens 2.136
TB16 Escherichia coli 1.728
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izolatlarin Coklu Antibiyotik Direng Profilleri

izolatlarda en fazla tetrasiklin direncine rastlanmistir.
Toplam 27 izolatin 20’sinde tetrasiklin (%74.07), 16’sinda
eritromisin (%59.25), 14 tanesinde neomisin (%’51.85),
kanamisin (%51.85) ve nalidiksik asit (%51.85) direncine
rastlanmustir. izolatlarin 3 tanesinde ampisilin-sulbaktam
(P. fulva, E. coli ve S. marcescens), 2 tanesinde (P. fulva, S.
marcescens) amoksisilin  klavulanik asit direncine
rastlanmistir. Calismada E. fergusonii olarak tespit edilen 4
izolatin 3’inde en az 1 antibiyotige karsi direng
gorilmiistiir. E. fergusonii izolatlarindan diger 1’inde ise
sadece tetrasiklin ve nitrofurantoine karsi orta derecede
duyarlhilik goriilmiisken diger tiim antibiyotiklere karsi tam
duyarli oldugu tespit edilmistir. Calismada tespit edilen A.
media izolati tim antibiyotik gruplarina karsi duyarl
tespit edilmisken S. marcescens izolat1 3 farkh siniftan 4
antibiyotige kars1 (TE, AMC, SAM ve E) direng¢ gostermistir.
Tiirlere gore izolatlarin antibiyotik diren¢ durumlar: Tablo
3’te verilmistir. Imipenem ve seftazidim antibiyotiklerine
karsi tim izolatlar duyarli olarak tespit edilmisken
izolatlarin yaklasik %’63’iinde (17/27) en az 3 veya daha
fazla smiftan antibiyotige karsi direng tespit edilmistir. Bu
izolatlarin 12’si E. coli, 3’ E. fergusonii, 1'i P. fulva ve 1'i S.
marcescens tlirline aittir. Genel olarak izolatlarin icinde bir
izolat 10 farkl antibiyotige, 2 izolat 9 farkli antibiyotige, 5
izolat ise 8 farkli antibiyotige karsi direngli bulunmustur. 4
izolat test edilen tiim antibiyotiklere karsi duyarli, geriye
kalan 23 izolat ise en az 1 antibiyotige karsi direncli
bulunmustur. Direngli izolatlara iliskin sayisal veriler Sekil
1 ve 2’de gosterilmistir. Bununla birlikte sadece P. fulva
olarak tanimlanan izolatta beta laktam antibiyotiklere
karsi dirence rastlanmis ve beta laktamaz taramasi icin
ilgili testlere tabi tutulmustur. Bunun disinda P. fulva
amino penisilinlere, nitrofurantoin ve eritromisine karsi
direng gostermis diger tiim antibiyotiklere duyarli olarak
belirlenmistir.

Tablo 3. Tiire gore Antibiyotik direngliligi.
Table 3. Antibiotic resistance for each species.

W n: Direngliizolat sayisi

Sekil 1. Her bir antibiyotige karsi diren¢ gosteren izolat
sayisl.

Figure 1. The number of isolates showing resistance to
each antibiotic.

= Tetrasiklin Nitrofuran Beta Laktam

= Aminoglikozid

= Makrolid = Kinolon Fenikol

Sekil 2. Antibiyotik siniflarina gére tiim izolatlarin direng
oranlar.

Figure 2. Resistance rates of all isolates according to
antibiotic classes.

Bakteriler/ Toplam izolat

Antibiyotikler (Direngli izolat Sayisi)

SayIskil TE N K CN S F SAM AMC IMP E CIP OFX NA C
E. fergusonii n= 3 2 2 3 1 0 0 0 2 3 3 3 2
E. coli n=20 16 12 12 1 6 1 1 0 0 12 8 10 11 6
Amedia n=1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. fulva n=1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0
S. marcescens n=1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0

Beta laktam grubu antibiyotiklere sadece P. fulva direng gostermistir. Bu sebeple tabloda yer verilmemistir. TE: Tetrasikslin, N: Neomisin, K: Kanamisin, CN:
Gentamisin, S: Streptomisin, F: Nitrofurantoin, SAM: Ampisilin-sulbaktam, AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, IMP: Imipenem, E: Eritromisin, CIP: Siprofloksasin,

OFX: Ofloksasin, NA: Nalidiksik asit, C: Kloramfenikol

Only P. fulva has shown resistance against beta-lactam group antibiotics. For this reason, it is not included in the table. TE: Tetracycline, N: Neomycin, K:
Kanamicin, CN: Gentamicin, S: Streptomycin, F: Nitrofurantoin SAM: ampicillin-sulbactam, AMC: amoxicillin-clavulanic acid, IMP: Imipenem, E: Erythromycin, CIP:

Ciprofloxacin OFX: Ofloxacin, NA: Nalidixic acid, C: Chloramphenicol.

izolatlarda Beta Laktamazlarin Varhg ve PCR
Sonuglar1

Calismada elde edilen tim izolatlar sefotaksim ve
seftazidim iceren MAC besiyerine ekilmis ve sadece P. fulva
ireme gostermistir. Daha sonra tiim izolatlar c¢ift disk
tarama testine ve modifiye Hodge testine tabi tutulmustur.
Tim izolatlar her bir teste duyarhlik gosterirken P.
fulva’da GSBL ve AmpC direncine rastlanmistir. P. fulva igin
beta laktamazlara yonelik fenotipik tarama testi bulgulari
Tablo 4’te verilmistir. Buna gore sefotaksim ve seftazidim
zon c¢aplarinin klavulanik asit ile olan zon caplarinda 5
mm’den daha fazla ilerleme gostermesi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Modifiye Hodge testinde ise 27 izolatin

10

hi¢birinde E. coli ATCC 25922 susu ile sinerji gézlenmemis
ve test negatif olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak tiim
izolatlarda fenotip bulgular1 negatif olarak, P. fulva igin
beta laktamaz ve AmpC pozitif olarak tespit edilmistir
(Sekil 3A). Bu sebeple blaCTX-M ve CIT-tip AmpC genleri
ihtivast agisindan arastirilmistir. P. fulva i¢in modifiye
Hodge testi negatif olmasina ragmen PCR yodntemiyle
blaKPC geni de arastirilmistir. PCR sonuclarina gore P.
fulva’da sadece blaCTX-M genine rastlanmigs CIT ve blaKPC
icin PCR sonuglar1 negatif olarak tespit edilmistir (Sekil
3B).
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Tablo 4: P. fulva i¢in beta laktamaz ve karbapenemaz fenotip test sonuglari.

Table 4. Beta lactamase and carbapenemase phenotype test results for P. fulva.

Beta Laktamaz Tarama Beta Laktamaz Dogrulama AmpC
Modifiye Hodge Testi
Zon ¢ap1 (mm)
CTX  ATM  CPD  CAZ  CRO czc CTC FOX FEP MEM
21 20 R 30 21 32 25 R 30 Negatif

R: Direngli (Resistant, zon ¢ap1 yok), CTX: Sefotaksim, ATM: Aztrenoam, CPD: Sefpodoksim, CAZ: Sefotaksim, CRO: Seftriakson, CZC: Seftazidim-klavulanik asit,
CTC: Sefotaksim-klavulanik asit, FOX: Sefoksitin, FEP: Sefepim, MEM: Meropenem. Esik degerler CSLI 2018’e gore belirlenmistir; CTX: R <27, ATM: R <27, CPD: R

<27,CAZ: R <22, CRO: R <25, FOX: R <14, FEP: R <18 olarak kabul edilmistir.

R:Resistant (No zone diameter), CTX: Cefotaxime, ATM: Aztrenoam, CPD: Cefpodoxime, CAZ: Ceftazidime, CRO: Ceftriaxone, CZC: Ceftazidime-clavulanic acid, CTC:
Cefotaxime-clavulanic acid, FOX: Cefoxitin, FEP: Cefepime, MEM: Meropenem. The threshold values were determined according to CSLI 2018; CTX: R <27, ATM: R

<27,CPD: R <27, CAZ: R <22, CRO: R <25, FOX: R <14, FEP: R <18 were accepted.

Sekil 3. P. fulva igin Beta Laktamaz Taramasi: A: Fenotip
Diren¢ Taramasi: Beta laktamaz ve AmpC i¢in ¢ift disk
taramasi. B: Genotip Diren¢ Taramasi: blaCTX-M bulgulari,
M: Marker 100bpDNA ladder, 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif
kontrol, 3 ve 4. P. fulva DNA.

Figure 3. Research of Beta Lactamase for P. fulva: A:
Phenotype Resistance Screening: Double disk assay for
beta lactamase and AmpC. B: Genotype Resistance
Screening: The results of blaCTX-M, M: Marker 100bpDNA
ladder, 1: Positive control, 2: Negative control, 3 and 4. P.
fulva DNA.

TARTISMA VE SONUC

Antibiyotik diren¢ arastirmalarinda g¢ogunlukla enterik
bakteriler tercih edilmektedir. Bunun nedeni ¢evrede ve
canli organizmalarda siklikla rastlanan genis dagilim
gosteren bakteriler olmasidir (Wallace ve ark. 2020). En
onemli yaygin patojen E. coli'dir; ancak tavuklarda
Salmonella serovarlarinin ihtivasi E. coli'nin neden oldugu
enfeksiyonlara gore daha fazla 6nem arz etmektedir.
Salmonella tiirleri laktozu fermente edemez ve oOnemli
kanath hastaliklarinda da basi ¢ekmektedir (Babacan ve
Karadeniz 2019; Sipahi ve ark. 2019). Diski kokenli laktoz
negatif diger mikroorganizmalar arasinda P. aeruginosa ve
A. baumannii de nispeten daha az goriilen bakteriler
olmasina karsin; tespit edilen bakterilerde antibiyotik
direnci insidansi giderek artmaktadir. (Jung ve ark. 2021).
Ote yandan bu ¢alismada Salmonella spp., P. aeruginosa ve
A. baumannii bakterilerine rastlanmamistir. Ozellikle

ihbar1 mecburi bazi Salmonella tiirlerinin olmamasi,
toplum saghg acgisindan olduk¢a olumlu bir sonug¢ olarak
yorumlanmistir. Bu ¢alismada laktozu fermente edemeyen
bakterilerin  %70’inden  fazlasti E.  coli olarak
tanimlanmistir. E. coli'nin lac+ 6zelligi, temel karakteristik
ozelligi olmasina karsin son yillarda bu bir degisim
icindedir. Laktoz permeaz enzim eksikligi E. coli'de artik
¢ok sik goriilen bir durum olmaktadir (Gajdacs ve ark.
2020; Pinto ve ark. 2021). Gajdacs ve ark. (2020) 4 yil
boyunca tiriner sistem enfeksiyonlarindan izole ettikleri E.
coli’ lerde lac- 6zellik gosteren suslarin lac+ 6zellige sahip
suslardan sayica daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
Asembe ve ark. (2018) klinik olarak tavuklardan izole
ettikleri bakterilerin %55’ini E. coli ve %44’inii “non
lactose fermenter” laktozu fermente edemeyen bakteriler
olarak tanimlamistir. Baska bir calismada ise tavuk
etinden izole edilen bakterilerde %86 oraninda lac+
bakteri izole edilmis ve bu bakteriler E. coli, Klebsiella spp,
Citrobacter spp. olarak tanimlanmistir. Geriye kalan
%14’lik kisim lac- bakteriler Salmonella spp. ve Shigella
spp. olarak rapor edilmistir (Qader ve ark. 2019). Bu
calismada 96 Ornekten 27 lac- o6zellikli bakteri izole
edilmis ve 20’si E. coli, 40 E. fergusonii ve 1’er izolat ise P.
fulva, A. media ve S. marcescens olarak tanimlanmistir. Bu
arastirmada bakteri tamimlamasi MALDI TOF MS ile
yliksek  spektrumla gergeklestirilmistir.  Geleneksel
yontemlerle bakteri tanimlanmasi nispeten pahali ve
zaman alan islemler igcermesi nedeniyle, son yillarda
MALDI TOF MS ile bakteri tanimlamasi oldukca
yayginlasmaktadir. MALDI TOF MS 10 yili agkin bir siiredir
mikrobiyoloji rutininde kullanilmaktadir ve 6zellikle son 5
yildir dogruluk ile maliyet acgisindan neredeyse
biyokimyasal testlerin yerini almistir. Ayrica klinik
arastirmalarda yiiksek verim, hassasiyet ve spesifik
uygulamalara da olanak tanimaktadir (Burckhardt ve
Zimmermann 2018; Clark ve ark. 2018; Topi¢ Popovi¢ ve
ark. 2021).

Tavuklardan izole edilen bakterilerin tanimlanmasi ve
antibiyotik diren¢ profillerinin belirlenmesi olduk¢a
o6nemli bir arastirma alanidir. Ciinkii tavuk isletmeciligi ya
da kdy tavukculugu insan gelirinin ve beslenmesinin
iyilestirilmesinde dnemli bir rol oynamaktadir. Ancak buna
ragmen koy tavukeulugu ile ilgili arastirmalar ihmal
edilmektedir (Giingérdl ve Celen, 2018). Siirdiiriilebilir
bir yasam ve optimal sagliga ulasmak i¢in yerel, bolgesel,
ulusal ve kiiresel diizeylerde faaliyet gosteren hayvanlarin,
bitkilerin ve onlarin ortak ekosisteminin diizenli olarak
arastirilmasi gerekmektedir. Bu sebeple bu ¢calismada koy
tipi tavuklarda antibiyotik direnci arastirilmigtir. Ciinki
gida-tarim ve hayvancilik sektdériinde verim artis1 ve
enfeksiydz hastaliklarin dnlenmesi i¢in siklikla antibiyotik
kullanimi s6z konusudur (Riiegg ve ark. 2018; Delesalle ve
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ark. 2022). Antibiyotikler bir yandan fayda saglarken bir
yandan da gida giivenligi ve insan sagligi agisindan biiytik
risk olusturmaktadir. Bazi uzmanlar tarafindan 2050
yilinda kadar antibiyotik direnciyle iligkili her yil 10
milyon 6liimiin olacag tahmin edilmektedir (Tian ve ark.
2021). Bu c¢alismada laktozu fermente edemeyen
mikroorganizmalar tanimlanarak diren¢ karakterleri
belirlenmistir. Buna gore izolatlarin 23’iinde (%85.18) test
edilen 19 farkl antibiyotikten en az 1 antibiyotige karsi
direng¢ gorilmiistiir. Ayrica 17 izolatta (%63) ¢oklu ilag
direncine rastlanmistir. Bu oranin oldukga yiiksek oldugu
diisiiniilmektedir.  Ciinkii ornekler ticari ciftliklerden
toplanmamis, test materyal kaynagi olarak geleneksel tip
kéy tavuklar1 se¢ilmistir. Bu tavuklar herhangi 6zel bir
vitamin, antibiyotik ve benzeri bir takviye almamaktadir.
Dolayisiyla ticari tavuk ciftliklerinden alinan 6rneklerde bu
oran daha da yiiksek olabilmektedir. Onceki bir calismada
tavuk diskilarindan (ticari tavuk ciftliklerinden toplanmis)
izole edilen E. coli'lerde %100 oraninda c¢oklu ilag
direncine rastlanmistir (Al-Azad ve ark. 2019). Diger bir
calismada Salmonella serovarlari i¢in bu ¢oklu ila¢ direnci
orani %89.51 olarak bildirilmistir (Sahan ve ark. 2016).
Genel olarak antimikrobiyal ajana maruz kalan
bakterilerde bir silire sonra farkli mekanizmalarla
gerceklesen bir diren¢ gozlenmektedir. Bu direngler
ekzojen genlerle veya kromozomal mutasyonlarla
edinilmektedir. Ancak bakteriler bu genleri horizontal ve
vertikal olarak tiirler arasi yayabilmektedir (Read ve
Woods, 2014; Andersson ve ark., 2020). Dolayisiyla direng
gelisimi icin antibiyotige maruz kalmak zaruri bir durum
degildir. Bu sebeple bu ¢alismada kdy tavuklarindan elde
edilen izolatlarda goriilen yiiksek antibiyotik direnci
“olas1” bir durum olarak degerlendirilmistir. Zaten tavuk
ciftlikleri ve tavuklarin yasam alanlar1 ¢ogunlukla
antimikrobiyal direngli bakteriler ve diren¢ genleri
yoniinden bir rezervuar olarak nitelendirilmektedir (Wang
ve ark, 2021). Musa ve ark. (2020) calismasinda GSBL
tireten Salmonella spp varligini rapor etmis ve ticari tavuk
eti Uriinleri ile antibiyotik kullanilmayan geleneksel tip
tavuklardan elde edilen iirlinler arasinda GSBL genleri
yoniinden bir fark olmadigini vurgulamistir. Yapilan diger
bir ¢alismada Simmons ve ark (2016) farkh ciftliklerdeki
broylerden 245 E. fergusonii izolati elde etmis ve
izolatlarin hepsinin meropenem ve siprofloksasin duyarl
oldugunu bildirmislerdir. Aynm1 ¢alismada E. fergusonii
izolatlarinin sirayla en yiiksek diren¢ oranlarini ampisilin
(75.1%), streptomisin (62.9%) ve tetrasiklin (57.1%)
seklinde bulmuglardir. Gergeklestirilen bu ¢alismada
sadece 4 farkl E. fergusonii izolati elde edilmis ve 3 tanesi
11 farkli antibiyotige karsi bir ya da birden fazla direng
gostermistir. Bu c¢alismadaki E. fergusonii izolatlarinin
tetrasiklin, streptomisin, siprofloksasin, ofloksasin ve
nalidiksik asit direnci tiir icinde %75 olarak tespit
edilmistir. Simmons ve ark (2016)'nin ¢alismasina benzer
sekilde, bu calismadaki E. fergosonii ve diger tiim
izolatlarin hi¢birinde meropenem ve imipenem direncine
rastlanmamistir. Bunun nedeni karbapenemlere direncin
diger antibiyotiklere gore daha az rastlanir olmasi olabilir.
Ciinkii karbapenemaz varligi digerlerine gore daha az
rapor edilmekte; ancak yapilan insan klinik ¢alismalari,
gecen zamanda bir onceki yillara gore artis oldugunu
vurgulamaktadir (Timtiirk ve ark. 2019; Karamanlioglu ve
ark. 2019; Telli 2022). Ayni durumu vurgulayan hayvansal
kaynakli ¢alismalarda bulunmaktadir (Bonardi ve Pitino
2019; llyas ve ark. 2021). Bu durum gelecek icin endise
yaratmakta ve karbapenem direncinin siklikla monitorize
edilmesi gerektigini dislindiirmektedir. Ayrica bu
calismada fenotip ve genotip olarak karbapenem
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direncinin gorilmemesi olumlu bir sonu¢ olarak
degerlendirilmistir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada beta laktamaz taramasi tiim
izolatlar icin yapilmis ancak fenotip testi pozitif olarak
degerlendirilen tek izolat P. fulva olmustur. Bu sebeple P.
fulva i¢cin PCR protokolleri uygulanmis ve blacrxm geni
ihtiva ettigi goriilmistiir. Zaten GSBL’lerin ¢ogu Ambler
sinif A'ya aittir ve ana enzimden CTX-M, SHV, TEM ve
tirevleri (SHV-1,SHV-2, TEM-1, CTX-M-1, CTX-M-15 gibi)
genler sorumludur. Ozellikle CTX-M ve CTX-Ms (CTX-M
tiirevleri) Enterobacteriaceae ailesinde olduk¢a yaygin
olarak bulunmaktadir (Peirano ve Pitout 2019). Yapilan
epidemiyolojik c¢alismalar cografi farklliklara ragmen
diinyada 6zellikle hayvansal gida kaynakl izolatlarda CTX-
M varyantlarinin yaygin oldugunu gostermektedir
(Cormier ve ark. 2019; Uyanik 2022). Ayrica beta laktam
antibiyotiklerin yaygin kullanimi nedeni ile bakterilerde
bu direncin belirlenmesi oldukea ilgi cekici olmaktadir
(Maus ve ark. 2020). Bu ¢alismada E. coli’'lerde beta laktam
direncinin goérilmemesi olumlu bir sonug¢ olmakla birlikte,
bu durum sasirtici bir sonug olarak yorumlanmistir. Clinkii
¢iftlik hayvanlarindan izole edilen E. coli suslarinda siklikla
beta laktam direnci rapor edilmektedir (Dahms ve ark.
2015). Feng ve ark. (2018) ¢calismalarinda %22,9 oraninda
GSBL E. coli oldugunu bildirmistir. Yapilan diger
calismalarda bu oran %90’a kadar varabilmektedir
(Cormier ve ark. 2019; Fournier ve ark. 2020). Bunun
disinda bu ¢alismada P. fulva fenotip olarak AmpC pozitif
olmasina ragmen CIT geni yoniinden PCR bulgular1 negatif
cikmistir. Bunun nedeni olarak diren¢ten sorumlu bir
baska gen ihtivasi olabilecegi diistiniilmistiir. Clinkii son
yillarda plazmid aracili AmpC i¢in CMY, DHA, MOX, FOX,
EBC ve ACC gibi bircok gen bildirilmistir. Hatta DHA-1,
CMY-1 ve CMY-2 ve benzeri alt varyantlar da
bildirilmektedir (Pietsch ve ark. 2018; Oikarainen ve ark.
2019; Carvalho ve ark. 2021).

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen izolatlarda yiiksek
antibiyotik direnci goriilmiistiir. Coklu antibiyotik direng
oram sadece fenotip olarak degerlendirilmistir. ileriki
calismalarda direnglerden sorumlu genlerin arastirilmasi
yararli olabilir. Diger yandan beta laktamaz ihtivasi
fenotipik ve genotipik olarak arastirilmistir. Buna gore
sadece tek bir izolatin pozitif olmasi sevindirici olsa da
hayvan-gevre-insan etkilesimi ele alindiginda, mevcut
durumun diren¢ dagilimi yoniinden stirekli izlenmesi
gerektigi diisiiniilmektedir. Diren¢ gelisiminin bakteriler
arasinda siirekli degisim halinde oldugu unutulmamahdir.

CIKAR CATISMASI

Herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.
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