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Oz: Artmakta olan antibiyotik direnci insanlik igin biiyiik 5neme sahip acil tehditlerden biri olup, antibiyotik direng genle-
rinin giftlik hayvanlari ve gidalar vasitasiyla insanlara aktariimasi endise vericidir. Bu ¢alisma, Samsun ilindeki Gg farkl
hastane kantininden toplanan tiiketime hazir sandvi¢ érneklerinde genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) lreten
E. coli varligini aragtirmak ve direncten sorumlu genleri karakterize etmek amaciyla gergeklestirilmistir. Ug farkli hasta-
ne kantininin her birinden 50 6rnek olmak Uzere, toplamda 150 6rnek materyal olarak kullaniimistir. E. coli izolasyonu
kromojenik bazl kiltir yontemiyle gergeklestirilmis, identifikasyonda uspA geninin varligi PCR ile arastiriimigtir. Fenoti-
pik GSBL uretimin tespiti icin kombine disk diflizyon yontemi kullanilmigtir. GSBL Uretiminden sorumlu blacrx.i, blarem
ve blasyy genlerinin varligi multipleks PCR yontemiyle arastiriimistir. Calisma bulgulari dogrultusunda 150 adet sandvi¢
drneginin 32'sinde (%21.3) en az bir adet fenotipik GSBL ureten E. coli tespit edilmistir. 32 6rnekten elde edilen toplam
seksen Ug izolatin timi uspA geni yoninden pozitif bulunmustur. 83 izolatin 70’inin (%84.3) kombine disk diflizyon
yontemi ile fenotipik olarak GSBL Urettigi saptanmistir. Otuz iki adet pozitif numunenin her birinden bir adet GSBL pozi-
tif E. coli secilerek, toplamda 32 izolat blacrx.m, blarem ve blasyy genlerinin varligi yoninden incelenmis ve izolatlarin
20’sinin (%62.5) blarem, 11'inin (%34.3) blactx.m geni icerdigi saptanmistir. Higbir izolatta blasyy geni tespit edilememis-
tir ve analiz edilen bes izolatin arastirilan G¢ gen bolgesinden herhangi birini icermedigi, dort izolatin hem blacrx.,y hem
de blaregy genini igerdidi belirlenmistir. Direng genlerinin insan florasina gegisinde tiiketime hazir gidalarin 6nemli bir
etken olabilecegi disunilmektedir.

Anahtar kelimeler: E. coli, GSBL, PCR, sandvig, tiketime hazir gida

Investigation of Extended Spectrum Beta-Lactamase Producing Escherichia coli in Ready-to-Eat Sandwiches
Sold in Hospital Canteens in Samsun Province

Abstract: Enhanced antibiotic resistance is one of the urgent threats to humanity and the transmission of antibiotic
resistance genes to humans via livestock and food is a major concern. This study was carried out to investigate the
presence of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing E. coli and to characterize the genes responsible for
resistance in ready-to-eat sandwich samples collected from three different hospital canteens in Samsun. A total of 150
samples, 50 from each of three different hospital canteens, were used as material. E. coli isolation was performed by
chromogenic-based culture method and the presence of the uspA gene was identified by PCR. A combined disk diffu-
sion method was used to detect phenotypic ESBL production. The presence of blacrx.m, blarem, and blasyy genes res-
ponsible for ESBL production was investigated by the multiplex PCR method. According to the results, at least one
phenotypic ESBL producing E. coli was detected in 32 (21.3%) of 150 sandwich samples. All 83 isolates obtained from
32 samples were found positive for the uspA gene. It was determined that 70 (84.3%) of 83 isolates produced ESBL
phenotypically by the combined disk diffusion method. One ESBL positive E. coli was selected from each of 32 positive
samples, and a total of 32 isolates were examined for the presence of blacrx.m, blarem, and blasyy genes. It was deter-
mined that 20 (62.5%) of the isolates contained blargy and 11 (34.3%) contained the blacrx.y gene. blasyy gene was
not detected in any of the isolates and five isolates analyzed did not contain any of the three gene regions investigated,
while four isolates coexisted blacrx.y and blargy gene. It is thought that ready-to-eat foods may be an important vehicle
in the transmission of resistance genes to the human flora.
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Giris Escherichia coli gibi insanlarda kommensal olarak
. bulunabilen bakterilerde goérilen antimikrobiyel direng

Antimikrobiyallere direncli bakterilerin dinyada hizla bu tehditin boyutunu daha da artirmaktadir
yayilmasi kiiresel gapta acil bir tehdit haline gelmistir. (Kawamura ve ark., 2017). Hastalik Kontrol ve Onle-
me Merkezleri’nin (Centers for Disease Control and
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her yil antibiyotiklere direngli bakteriler tarafindan 2.8
milyon infeksiyon meydana getiriimekte ve bunlarin
35000’i 6limle sonuglanmaktadir. Geniglemis Spekt-
rumlu Beta Laktamaz (GSBL) Ureten Enterobactera-
les tarafindan olusturulan infeksiyonlarin Amerika’da,
2012’den 2017 yilina kadar gegen bes senede yakla-
sik olarak %50 artis gosterdigi ve sadece 2017 yilin-
da 1.2 milyar dolarlik saglik hizmeti masrafina neden
oldugu bildiriimektedir (CDC, 2019).

Enterobacterales, hem hastane hem de toplum ké-
kenli enfeksiyonlara neden olan farkli bakteri tirleri-
nin olusturdugu blyuk bir takimdir. Bu takimda bulu-
nan bakterilerin gogu ‘Geniglemis Spektrumlu Beta
Laktamazlar’ olarak adlandirilan enzimleri vasitasiyla
penisilinleri, sefalosporinleri, monobaktamlari hidroli-
ze etme yetenegine sahiptir. GSBL'ler ¢ogunlukla;
CTX-M, TEM ve SHV-tipi enzimlerden kéken almak-
tadir ve genellikle enzimlerin Uretimiyle ilgili genler,
bakteriler arasinda aktarilabilir 6zellikteki plazmidlerle
bulunmaktadir (Rupp ve Fey, 2003). Enterobactera-
les takimindaki GSBL Ureten en 6nemli tir E. coli
olarak gbéze carpmaktadir. Ulkemizde Ulusal Saglik
Hizmeti iligkili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi 2019 yili
raporuna gore Turkiye genelindeki 516 hastanede E.
coli suslarinda GSBL pozitifligi %44.54 olarak bildiril-
mistir (USHIESA, 2019).

Ozellikle son on yilda yapilan ¢alismalar, GSBL iire-
ten E. coli suslarinin, kisiden kisiye bulasmalarinin
yani sira ¢iftlik hayvanlar ve gidalar vasitasiyla da
insanlara aktarildigini gostermistir (Alegria ve ark.,
2020; Dorado-Garcia ve ark., 2018). Hollanda’da
yapilan bir ¢calismada, hastalardan izole edilen E. coli
suslarinin, perakende tavuk etleri ve tavuk kiimesle-
rinden izole edilen E. coli suglariyla ayni plazmid ve
GSBL genlerini tasidigi rapor edilmistir (Leverstein-
van Hall ve ark., 2011). Ulkemizde yapilan g¢alisma-
larda kirmizi et (Ondes ve Ozpinar, 2016), kanatl eti
(Pehlivanlar Onen ve ark., 2015), siit {riinleri (Husan
ve GCadirci, 2019), balik ve deniz Urunlerinden
(Benlikurt ve Ozpinar, 2016) gesitli oranlarda GSBL
Ureten E. coli izole edildigi bildirilmigtir. Tliketime ha-
zir sandviglerle ilgili diinya genelinde yapilan ¢alis-
malarda Yaici ve ark. (2017) 200 adet tuketime hazir
sandvigin 15’'inde (%7.5) GSBL lreten E. coli tespit
ettiklerini bildirmiglerdir. Sandviglerin yani sira diger
tiketime hazir gidalarla ilgili yapilan galismalarda,
Kim ve ark. (2015) 189 tuketime hazir salata érnegi-
nin 3'unde (%1.6), Li ve ark. (2017) 720 adet tuketi-
me hazir et Urindndn 64’Gnde (%8.9), Zurita ve ark.
(2020) 150 adet tuketime hazir yoresel sokak Urunu-
nin 20’sinde (%13.3), Sivakumar ve ark. (2021) 107
adet tiiketime hazir yéresel yemek 6rneginin 46’sinda
(%42.9), Guo ve ark. (2019) 99 adet tliiketime hazir
yemek orneginin 2’sinde (%2) GSBL ureten E. coli
saptamislardir. Ancak tiketiimeden 6nce herhangi bir
pisirme islemine tabi tutulmayan tiketime hazir gida-
larda GSBL ureten bakterilerin varligiyla ilgili galisma-
larin Ulkemizde sinirli oldugu goérilmektedir. Bu bilgi-
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ler dogrultusunda, bu galismada, hastane kantinlerin-
den toplanan tiketime hazir sandvi¢ Orneklerinde
GSBL (reten E. coli suglarinin kromojenik bazli kilttr
ybntemiyle izolasyonu, elde edilen izolatlarin moleku-
ler yontemlerle dogrulanmasi, GSBL Uretiminin feno-
tipik olarak belirlenmesi ve fenotipik GSBL pozitif
izolatlarda direng genlerinin ortaya konmasi amaglan-
mistir.

Gereg ve Yontem

Calismada Ocak ve Mayis 2021 tarihleri arasinda,
Samsun ili merkezindeki (g farkli hastane kantinin-
den toplanan (her kantinden 50 adet olmak Uzere)
150 adet tiketime hazir sandvig 6rnegi (tipik bilesim
olarak sandvic ekmegi arasinda domates, marul,
beyaz peynir veya kasar peyniri iceren) materyal ola-
rak kullanildi. Kantinlere ziyaretler ayda 10 defa ola-
cak sekilde, her bir ziyarette her kantinden bir adet
numune toplanmak Uzere gergeklestirildi. Bu sekilde
uc farkh kantinden her ay 30 adet numune olmak
Uzere 5 ay boyunca toplamda 150 adet numune top-
landi. Alinan numuneler aseptik kosullarda steril po-
setlere aktarilarak, en kisa sire icerisinde soguk zin-
cir altinda laboratuvara getirilerek analize alindi.

GSBL iireten E. coli izolasyon ve identifikasyonu

Her bir numuneden aseptik kosullarda steril numune
tartim posetlerine 25 gram tartilarak, 2 mg/L oraninda
sefotaksim (Sigma-Aldrich, 219380) iceren 225 mL
Tryptone Soy Broth (LabM, LABO04) ile sulandiriidi
ve 37 °C’'de 24 saat inkube edildi (Rasheed ve ark.,
2014). inkiibasyonun ardindan, siispansiyondan 100
pL alinarak suplement katkili (HiCrome™ ESBL Se-
lective Supplement, HiMedia, FD278) kromojenik
agara (HiCrome™ ESBL Agar Base, HiMedia,
M1829) ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat inkibe edil-
di. Ureme gériilmeyen petriler 24 saat daha inkiibas-
yona birakildi. Ureticinin talimatlari dogrultusunda,
inkiibasyon sonunda pembe-mor koloniler sipheli
GSBL iireten E. coli olarak degerlendirildi. Ureme
gosteren petrilerin her birinden en fazla lg¢ adet tipik
koloni segcilerek, ileriki analizleri gerceklestirmek lze-
re Tryptone Soy Agar’a (LabM, LAB011) gecis yapil-
di. Supheli E. coli izolatlarinin dogrulanmasi Osek
(2001) tarafindan bildirilen yénteme gére yapildi. Bu
amagla E. coli spesifik Universal stres proteininin
(uspA) varligi PCR yontemiyle arastirildi.

GSBL iiretiminin saptanmasi

izolatlarin GSBL iretiminin saptanmasinda EUCAST
(2017) tarafindan bildirilen kombine disk difiizyon
yontemi uygulandi. Bu amagla sefotaksim (30 ug),
seftazidim (30 ug), sefotaksim/klavulanik asit (30/10
Mg) ve seftazidim/klavulanik asit (30/10 pg) igeren
diskler (Bioanalyse, ASDO01800, ASD02100
ASDO01820, ASD02110) kullanildi. Mueller Hinton
Agar’da (Oxoid, CM0337) ayni tip sefalosporin diskini
iceren klavulanik asitli ve klavulanik asitsiz diskler
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arasindaki farkin 25 mm olmasi GSBL pozitif olarak
degderlendirildi.

GSBL iiretiminden sorumlu genlerin tespiti

GSBL retiminden sorumlu blactxm (F: 5-
ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC-3 ve R: 5-
TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG-3),

blasyy (F: 5-ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3' ve R:
5-TGCTTTGTTATTCGGGCCAA-3’ ve blatey (F: 5-
TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA-3 ve R: 5-
ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT-3’) genlerinin

Tolga UYANIK

Bulgular

Analiz edilen 150 adet tiketime hazir sandvi¢ 6rnegi-
nin 32’sine (%21.3) ait kromojenik petrilerde pembe-
mor uremeler gozlendi ve toplamda 83 adet stpheli
GSBL Uureten E. coli izolati toplandi. Elde edilen izo-
latlarin timinin PCR analizleri sonucunda uspA
genini igerdigi saptandi ve tim izolatlar E. coli olarak
dogrulandi. Kombine disk difiizyon testi sonucunda
83 adet izolatin 70’inin (%84.3) fenotipik olarak GSBL
Urettigi saptandi. izolatlarin dagilimini igeren veriler
Tablo 1'de gdsterildi.

Tablo 1. Tiketime hazir sandviclerde GSBL ureten E. coli izolatlarinin dagilimi

Kantin A Kantin B Kantin C Toplam
(50 ornek) (50 ornek) (50 ornek) (150 6rnek)
GSBL iireten E. coli pozitif 9 (%18) 11 (%22) 12 (%24) 32 (%21.3)
numune sayisi
Elde edilen siipheli GSBL 22 30 31 83
tireten E. coli izolat
PCRile E. coli olarak dogrula- 22 30 31 83
nan izolat sayisi
Fenotipik olarak GSBL iireten 18 25 27 70
izolat sayisi

tespiti amaciyla Monstein ve ark. (2007) tarafindan
bildirilen mPCR protokoli bazi modifikasyonlar uygu-
lanarak kullanildi. Hedeflenen Ug gen i¢in PCR karisi-
mi final konsantrasyonlari; 1X Taq buffer, 0.2 mM
dNTP mix (Thermo Scientific™, R0191), 1.5 mM
MgCl,, her bir primerden 0.4 mM, 1.25U Taq polime-
raz (Thermo Scientific™, EP0404) ve 1 pl kalip DNA
olmak Uzere toplamda 25 pl volim igin olusturuldu.
Amplifikasyon kosullari 95°C’de 3 dakika ilk denatu-
rasyon; 30 siklus boyunca 95°C’de 30 saniye denati-
rasyon, 60°C'de 30 saniye primer baglanmasi, 72°
C’de 1 dakika primer uzamasi ve son olarak 72°C’de
10 dakika son uzama seklinde gerceklestirildi. Elde
edilen amplikonlar 6X konsantrasyonda DNA loading
dye ile 6:1 oraninda karigtirilarak, 6 pg etidyum bro-
mit (10 mg/ml) iceren %1.5’luk agaroz jelde 1 saat 80
volt akimda ydrGtilda. Elektroforez isleminin ardin-
dan UV-Transilliminatérde (Daihan, WiseUV WUV-
L50) blacrxm geni 593 bp'de, blarey geni 445 bp’de
blasyy geni 747 bp’de goriintilendi. Daha 6nceki bir
calismadan (Uyanik ve ark., 2021) elde edilen ve
blacrx.m, blarem ve blasyy genlerini iceren kanath eti
kokenli K. pneumoniae susu pozitif kontrol olarak
kullanildi.

Istatistiksel analizler

Ug farkli kantinden toplanan numunelerde, GSBL
pozitif E. coli tespit edilen érnekler IBM SPSS Statis-
tics 15.0 (SPSS, ABD) programinda Fisher exact test
ile karsilastirildi. Verilerin gdsteriminde n (%) kullanil-
di. Anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edildi.

Kombine disk difiizyon testi sonucunda fenotipik ola-
rak GSBL Urettigi saptanan 70 adet E. coli izolatin-
dan, duplikasyonu 6nlemek amaciyla her pozitif nu-
muneyi temsilen bir izolat secilerek, toplamda 32 adet
izolat blacrx.m, blatem ve blasyy genlerinin varligr yo-
ninden analiz edildi. Analiz sonuglarina gére 32 izo-
lattan 27’sinin analiz edilen G¢ genden en az bir tane-
sini igerdigi saptandi. izolatlarda en sik tespit edilen
genin blarey (%62.5) oldugu ve bunu blacrx.y geninin
takip ettigi (%34.3) goruldi. Dort adet izolatta blacrx.u
ve blarem genlerinin bir arada bulundugu gézlendi.
blasyy geni higbir izolatta tespit edilemedi (Sekil 1).
Bes adet fenotipik GSBL pozitif E. coli izolatinin ana-
liz edilen G¢ genden herhangi birini icermedigi sap-
tand. izolatlardaki gen dagilimini igeren veriler Tablo
2'de gosterildi.

Sekil 1. blactx-m, blatem ve blasuy genlerinin jel elekt-
roforez goruntisu. M: 100 bp DNA ladder, 1: Pozitif

kontrol (K. pneumoniae), 2: Negatif kontrol
(Escherichia coli ATCC 25922), 3, 4, 5: blactx.m pozi-
tif E. coli izolatlar 6, 7: blagy pozitif E. coli izolatlar
8: blatem ve blactx.m pozitif E. coli izolatl.
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Tablo 2. GSBL Ureten E. coli izolatlarinda direng gelisiminden sorumlu genlerin dagilimi

GSBL iireten E. coli izolatlar

Kantin A Kantin B Kantin C Toplam
blarey 5 6 5 16
blacrx.m 1 2 4 7
blacrx.m + blarey 1 2 1 4
blasyy - - - -
Toplam 7 10 10 27

A, B ve C olarak adlandirilan (g farkli kantinden top-
lanan 6rneklerde GSBL Ureten E. coli bulunma orani
sirasiyla %18, %22 ve %24 olarak elde edildi. Fisher
exact test sonucunda bu farkliligin istatistiksel olarak
Onemli olmadidi belirlendi (P>0.05).

Tartisma ve Sonug

E. coli bagirsak mikroflorasi basta olmak Uzere, in-
sanla ilgili codu ¢evrede bulunabilen kommensal bir
bakteri turadir. Hijyen indeksi mikroorganizmalar
icerisinde yer alan E. col/nin gidalardaki varligi, Gru-
niin hijyenik kalitesi hakkinda bilgi vermektedir. Ulke-
mizde yapilan calismalarda, tiketime hazir olarak
sunulan donerlerin %20 ve %40’inda (Algay, 2019;
Oksliztepe ve Beyazgiil, 2014), corbalarin %5’inde
(Colak ve ark., 2007), hazir yemeklerin %12’si ve %
2.7%inde (Golak ve ark., 2007; Senses-Ergul ve ark.,
2015), soguk mezelerin %10’'unda (Temelli ve ark.,
2005a) hedef bakterinin tespit edilmis olmasi tiketil-
meden Once 1sil islem goéren drlnlerde bile gesitli
dizeylerde E. coli bulunabilecegini gdstermektedir.
Bu calismada kullanilan izolasyon yontemine gére
sandviglerin %21.3’linden en az bir adet GSBL (Ure-
ten E. coli susu izole edilmistir, ancak GSBL negatif
E. coli suglarinin varligi arastiriimamistir. Bu nedenle
sandviglerdeki E. coli pozitifligi oraninin bu ¢alismada
elde edilen degerden daha ylksek oldugu dusunul-
mektedir ve bu sonug sandviglerin hijyenik kalitesinin
yetersiz olduguna isaret etmektedir.

Literatir taramalarinda sandviglerin bilesiminde bulu-
nan peynir, domates ve marullarin GSBL reten En-
terobacterales Uyelerini icerebilecedi saptanmistir
(Husan ve Cadirci, 2019; Said ve ark., 2015; van
Hoek ve ark., 2015). Bu bilgiler 1s1ginda, sandviglere
bulagsma kaynaginin birincil olarak Urinin bilesimine
giren materyalden ileri geldigi disuntlmektedir. Bu-
nun yani sira yapilan ¢alismalarda, aralarinda kantin
¢alisanlar (Catar ve Yildinm, 2020; Pamuk ve ark.,
2018), et ve sut Uretiminde c¢alisan personeller
(Temelli ve ark., 2005b), hipermarket personelleri
(Aksu ve ark., 2017), lokanta personelleri (Fidan ve
Agaoglu, 2004) ve hastane mutfak personellerinin
(Sert ve Bilgin, 2008) yer aldigi gida Uretimi ile ilgili
iscilerde cesitli dizeylerde E. coli tespit edildigi bildi-
rilmis ve hastane mutfak personeli ile kantin ¢alisan-
larindan izole edilen E. coli suslarinda GSBL Uretimi-
nin yaygin oldugu gosterilmigtir (Diriba ve ark., 2020;
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Luo ve ark., 2011). Bu nedenle, 6zellikle sandviglerin
hazirlanmasi asamasinda gerceklesen temasin Uru-
ndn kontaminasyonunda énemli oldugu dusunilmek-
tedir.

Dinya genelinde, tiketime hazir gidalarda GSBL
Ureten E. coli prevalansi %1.6 ile %42.9 arasinda
bildiriimektedir (Kim ve ark., 2015; Sivakumar ve ark.,
2021). Yoresel Urinlerin gesitliligi, Glkeler arasi hijye-
nik kosullar ve Urtinlere tiketim dncesi uygulanan isi
islemi gibi parametrelerin bu farkliiga sebep oldugu
ongorulmektedir. Sadece sandvicler agisindan deger-
lendirildiginde bu galismadan elde edilen sonucun,
Yaici ve ark. (2017) tarafindan yapilan calismaya
gOre daha ylksek oldugu gorulmektedir. Her iki ¢calig-
madaki izolasyon metodunun farkli olmasinin bu so-
nucu ortaya ¢ikarabileceg@i dustinulmdistar.

Epidemiyolojik calismalar, bolgeler arasi cografi fark-
liliklar olmasina ragmen, diunyada gida kaynakl E.
coli suslarinda GSBL Uretiminde CTX-M varyantlari-
nin yaygin oldugunu géstermektedir. TEM tipi enzim-
lerin, CTX-M tipi enzimlerden sonra gorildigu ve
SHV tipi enzimlerin E. coli suslarinda nadir olarak
goOrulmesine ragmen, Klebsiella spp. suslarinda yay-
gin oldugu bildiriimektedir (Balazs ve ark., 2021).
Kiresel ¢apta oldugu gibi, Ulkemizde de hayvansal
gidalarda yapilan galismalarda GSBL Uretiminden
sorumlu dominant enzimin CTX-M varyantlari oldugu
cesitli calismalarla ortaya konmustur (Husan ve Ca-
dirci, 2019; Ondes ve Ozpinar, 2016; Pehlivanlar
Onen ve ark., 2015; Tekiner ve Ozpinar, 2016). An-
cak bu galismada Ug farkli kantinden elde edilen or-
neklerdeki GSBL Uretiminden sorumlu dominant ge-
nin blarey (%62.5) oldugu goérilmistir. Farkli kantin-
lerden elde edilen izolatlardaki gen dagihimlarinin
blylk 6lcide benzerlik gdsterdigi saptanmistir ve
ileriki calismalarda yapilacak filogenetik analizlerle
izolatlar arasindaki iligkinin ortaya konmasi planlan-
maktadir.

Tiketilmeden 6nce herhangi bir isil igleme tabi tutul-
mayan tiiketime hazir gidalarin mikrobiyolojik kalitesi
halk saghgdinin korunmasinda énemli bir konudur. Bu
calismada, tiiketime hazir sandviglerin GSBL Ureten
E. coli suglarini icerdigi tespit edilmistir ve bu sonug¢
GSBL uretimiyle ilgili direng genlerinin insan florasina
aktariminda 6nemli bir yol olabilecegini disindir-
mistir. Bu calismadan elde edilen verilerin ileriki
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calismalarda hastane ve insan kokenli izolatlarla kar-
silastirilarak, muhtemel bulasma ve gegis yollarinin
ortaya konmasi dusunulmektedir.
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