Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2016; 27 (2): 93-97

Pilic Boyun Derilerinden izole Edilen C. perfringens’lerin Antibiyotik Diren¢
Profillerinin Belirlenmesi
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Ozet: Mikroorganizmalarm antibiyotiklere kars: gelistirdikleri direng, halen tiim diinyada 6nemini koruyan bir halk sag-
l1g1 sorunudur. Antibiyotik direng ile miicadelede patojen mikroorganizmalarin, gidalarda giivenilir metotlarla tespiti,
identifikasyonu ve antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu caligmanin amact, ti¢ farkl
kanatli kesimhanesinden alinan 180 pili¢ boyun derisi drneginden izole edilen 35 Clostridium perfringens susunun
antibiyotik direng profillerinin belirlenmesidir. zolatlarin antibiyotik direng profillerinin tespitinde CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) tarafindan bildirilen disk difiizyon metodu kullamlmustir. izolatlarin 35’inin de (%100)
en az bir antibiyotige direngli oldugu, ayrica 31 (% 88,5) C. perfringens izolatinin 1’den fazla antibiyotige direng
gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlarin tamaminin (% 100) direngli oldugu antibiyotik trimetoprim olarak belirlenmis,
bu antibiyotik yaninda, % 65,7 ile tetrasiklin, % 62,8 oraninda gentamisin direncin yiiksek oranda tespit edildigi diger
antibiyotikler olmustur. Elde edilen veriler izolatlarin hepsinin vankomisine duyarli oldugunu da ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direng, C. perfiingens, disk difiizyon, pili¢ eti.

Antibacterial Resistance of C. perfiingens Isolated From Chicken Neck Samples

Abstract: Antibacterial resistance is still an important public health problem, worldwide. Identification and detection
of antibacterial resistance of pathogen microorganisms from foods are essential for prevention. The aim of this study
was to detect the antibiotic resistance of 35 Clostridium perfringens, which are isolated from 180 chicken neck samples
obtained from three slaughterhouses. For this purpose disc diffusion method was used according to the CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute). As a result, all (100 %) of the isolates were found to be resistant at least one of the
9 antibiotics also, 31 (88,5 %) of them were showed resistance to more than one antibiotic. 35 isolates was resistant to
trimetoprim (100 %). In addition, high level of resistance was also determined against tetracycline (65,7 %) and genta-
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mycin (62,8 %). All the isolates were found to be susceptible to vancomycin (100 %).

Keywords: Antibiotic resistance, chicken meat, C. perfringens, disc diffusion.

Giris

Antibiyotikler; hayvan yetistiriciliginde, bakteri-
yel infeksiyonlarin tedavisinde, hastaliklar yontin-
den risk tasiyan hayvanlarda koruyucu olarak veya
gelisimi ve verimi arttirmak amacryla yem katkisi
seklinde kullanilmaktadir. Bu olumlu etkileri yanin-
da antibiyotik kullaniminin neden oldugu en biiyiik
problem de mikroorganizmalarda sekillenen direng
gelisimidir [3]. Mikroorganizmalarda geligsen direng
nedeniyle bazi hastaliklarin tedavisi zorlagmakta,
kullanilan antibiyotikler etkisiz kalmaktadir. Ayrica
direncli tiirlerin olusmasi ile yeni hastane infeksi-
yonlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Her y1l Avrupa’da yak-
lasik 25 000 insanin antibiyotik direngli bakteriyel
infeksiyonlar yiiziinden hayatin1 kaybettigi bildiril-
mektedir. Benzer seklide Amerika’da yilda 2 mil-
yon kiginin bu etkenler nedeniyle hastalandigi ve 23

000 kisinin de hayatim1 kaybettigi rapor edilmekte-
dir. Bakterilerde antibiyotiklere kars1 direng gelisi-
mi temelde iki sekilde olmaktadir, direnci olusturan
genlerin spontan ya da indiiklenen mutasyonlari
veya direng genlerinin bagka bakterilerden transfer
edilmesi. Ozellikle genetik aktarim yolu, kazanilan
direncin ileride farkl bakterilere gegcmesi agisindan
onemlidir. Gelecekte korkulan bir diger tabloda kul-
lanilan antibiyotiklerin yararli mikroorganizmalar-
daki etkilerinin tam olarak bilinmemesi, bunlarda
sekillenmesi muhtemel bir diren¢ gelisiminin pato-
jenlere aktarilmasidir [4,12].

Bu olumsuz etkileri géz dniine alinarak Avru-
pa Birligi ilk olarak 1997°de avoparsinin gelismeyi
artirict amagla kullanimimi yasaklamistir. 1999°da
da insanlarda kullanilan antibiyotiklerle gosterdigi
benzerlik nedeniyle basitrasin, spiramisin, tiylosin
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ve virginiamisinin hayvanlarda tedavi disinda kul-
lanim1 yasaklanmistir. Avrupa Birligi ile uyum sii-
recinde olan Tiirkiye’de de ayni politika izlenmek-
tedir [5].

Gida kaynakli hastaliklara neden olan bakteri-
lerin antibiyotiklere kars1 gelistirdigi direng 6nemli
bir halk saglig1 sorunudur. Ozellikle kanatli yetis-
tiriciliginde su ve yeme katilarak, hastaliktan ko-
runmak ve gelismeyi arttirmak amaciyla kullanilan
antibiyotikler, birgok gida patojeninde direng gelisi-
mine neden olmaktadir [8,14].

Clostridium perfringens, dogada, hayvanlarin
ve insanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulu-
nan bir bakteridir. Her yerde bulunabilme 6zelligi,
sporlu olmasi ve ¢evresel sartlara direng gostermesi,
gidalarm etkenle kontaminasyon riskini arttirirken,
korunma ve kontroliinii zorlastirmaktadir [2]. C.
perfringens, Urettigi cesitli toksinler ile insanlarda
gazli gangrene ve birbirinden farkl iki tip gida in-
feksiyonuna neden olurken, bircok hayvan tiiriinde
enterotoksemi, nekrotik enteritis gibi degisik hasta-
liklar meydana getirmektedir [16]. Etken, gelismek
ve ¢ogalmak i¢in ihtiyaci olan 13-14 aminoasit ile
5-6 vitamin ve mineral maddeyi kendi sentezleye-
medigi i¢in digsaridan almak zorundadir. Bu nedenle
siklikla bu maddeleri yeterli oranda igeren, et veya
et Uirlinlerinde bulunur [7]. C. perfringens orani ka-
natli eti ve trlinlerinde de, kanathilarin bagirsak ka-
nalinda oldugu gibi yiiksektir [17].

C. perfringens’in florokinolonlar gibi genellik-
le anaerob mikroorganizmalara karsi kullanilan an-
tibiyotiklere duyarl oldugu bilinmektedir [6]. Rood
ve ark. 1978 yilinda ilk kez etkenin ¢oklu antibi-
yotik direncinin oldugunu (tetrasiklin, eritromisin,
linkomisin, klindamisin) domuz digkisindan izole
ettikleri orneklerde ortaya koymustur [19]. Ancak
C. perfringens i¢in bilinen en tipik direncg tetrasik-
lene kars1 gelistirdigidir [23]. C. perfringens’in tet-
rasiklin direncinde etkili olan genetik determinant-
lar tetP, tetM, tetK, tetL olarak belirlenmistir [13].
C. perfringens’in metronidazole direncli oldugunu
gosteren az sayida calisma bulunmaktadir. Bunun
yaninda catQ ve catP genlerini tagiyan izolatlarda,
kloramfenikol asetiltransferaz iiretimi ile kloramfe-
nikole, ermQ ve ermP geni tespit edilenlerinde klin-
damisine kars1 direng oldugu bildirilmektedir. Erit-
romisine direng, klindamisin ve linkomisin direnci
ile beraber goriilmektedir [9]. Anaerob mikroorga-

nizmalarda en yaygin direncin aminoglikozidlere
kars1 oldugu bilinmektedir [18].

C. perfringens’in gidalarda giivenilir metotlar-
la tespiti, identifikasyon ve antibiyotik direng pro-
fillerinin belirlenmesi halk sagligmin korunmasi
acgisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu dogrultu-
dan hareketle bu calismanin amaci, ti¢ farkl: kanath
kesimhanesinden alinan 180 pili¢ boyun derisi 0r-
neginden izole edilen 35 Clostridium perfringens
susunun antibiyotik direng profillerinin belirlenme-
sidir.

Materyal ve Metot
Materyal

Bu ¢aligsmada, i¢ farkli kanatli kesimhanesinden ali-
nan 180 pili¢ boyun derisi érneginden izole edilen
35 C. perfringens susu materyal olarak kullanildi.
Boyun derilerinden klasik kiiltiir yontemi ile izole
ve identifiye edilen C. perfringens’ler, daha sonra
cpa geni baz alinarak PCR ile dogrulandi.

Metot

[zolatlarin antibiyotik direng profilleri CLSI (Cli-
nical and Laboratory Standards Institute) tarafin-
dan bildirilen disk difiizyon testine gore belirlendi
[1]. Disk difiizyon yonteminde ampicillin (Oxo-
id CTO0003B-10 pg), chloramphenicol (Oxoid
CT0013B-30 pg), ciprofloxacin (Oxoid CT0425B-5
ng), gentamicin (Oxoid CT0794B-120 pg), nali-
dixic acid (CT0031B-30 pg), penicillin G (Oxoid
CT0043B-10 U), tetracycline (Oxoid CT0054B-30
ng), trimethoprim (Oxoid CT0076B-5 pg), van-
comycin (Oxoid CT0058B-30 pg) antibiyotikleri
kullanildi.

Bu amagla izolatlarin Cooked Meat Medi-
um’dan (Oxoid CMO0081) alinan taze kiiltiirle-
ri, 5 ml’lik Tryptone Soya Brothda (TSB, Oxoid
CMO0129) 37°C’de, 0,5 McFarland (2 x 10® kob/
ml) tiirbidite olusana kadar, inkiibe edildi. Tiirbidite
kontrolii NanoDrop spektrofotometrede (NanoDrop
ND-100, Delaware, ABD) 625 nm dalga boyunda
absorbanslari 0,08-0,10 olacak sekilde yapildi.

Zenginlestirilen suslar steril svap yardimzi ile 90
mm’lik petrilere 4 mm kalinliginda dokiilen Muel-
ler Hinton Agara (Oxoid CM 337) yayildi. Svap ile
ekimin ardindan 3-5 dakika petrilerin yiizeyindeki
fazla siviy1 ¢ekmesi beklendikten sonra her petriye
merkezden ¢evreye uzakliklar1 24 mm olacak sekil-
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de antibiyotik diskleri yerlestirildi. Petriler 37°C’de
anaerob ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi. In-
kiibasyon sonunda antibiyotik disklerinin etrafinda-
ki inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 6l¢iildi. Elde edilen
zon ¢aplar1, CLSI’daki standartlar ile karsilastirila-
rak suslar antibiyotiklere kars1 duyarli, orta direngli
veya direngli olarak siniflandirildi (Sekil 1).

Sekil 1. C. perfringens’in Mueller Hinton agarda disk di-
flizyon testi goriiniimii

Bulgular

PCR ile dogrulanan 35 C. perfringens izolatinin 9
farkli antibiyotige karsi direng profillerinin arastiril-
dig1 ¢alisma sonunda izolatlarin 35’inin de (%100)
en az bir antibiyotige diren¢li oldugu tespit edildi.
Ayrica 31 (% 88,5) C. perfringens izolatimin 1’den
fazla antibiyotige diren¢ gosterdigi belirlendi.

Cizelge 1. C. perfringens izolatlarinin antibiyotik direng
profilleri

n (%)

Antibiyotik

Direngli Orta Direngli Duyarh
Nalidiksik Asit 6 (17,1) 13 (37,1) 16 (45,7)
Penisilin 1(2,8) 0 34 (97,1)
Gentamisin 22 (62,8) 4(11,4) 9 (25,7)
Vankomisin 0 0 35 (100)
Kloramfenikol 0 4(11,4) 31 (88.5)
Trimetoprim 35 (100) 0 0
Tetrasiklin 23 (65,7) 1(2,8) 11 (31,4)
Ciprofloksasin 11 (31,4) 17 (48,5) 7 (20)
Ampisilin 1(2,8) 0 34 (97,1)

n: izolat say1si

izolatlarin tamammin (% 100) direngli oldu-
gu antibiyotik trimetoprim olarak tespit edildi. Bu
antibiyotik yaninda, % 65,7 ile tetrasiklin, % 62,8
oraninda gentamisin direncin yliksek oranda tespit
edildigi diger antibiyotikler olarak belirlendi. Elde
edilen veriler izolatlarin hepsinin vankomsine du-
yarli oldugunu da ortaya koydu (Cizelge 1).

Tartisma ve Sonug¢

Kanath yetistiriciliginde antibakteriyel ilaglar, has-
taliklarin tedavisi disinda koruyucu olarak ve veri-
mi artirmak amaciyla da kullanilmaktadir. Bu amag-
la diisiik dozda, kisa siire uygulanan antibiyotikler,
onemli bir halk sagligi problemi olan antibiyotik
direncine yol agmaktadir. Direngli suglarin hem
kanatlilardan hem gidalardan hem de insanlardan
izole edildigi bildirilmektedir. C. perfringens’in de
tetrasiklin basta olmak iizere kanatl yetistiriciligin-
de kullanilan ¢esitli antibiyotiklere kars1 direng gos-
terdigi bilinmektedir [15].

Silva ve ark. [20] yapmis olduklar ¢alismada,
kesimhanelerden alinan broyler bagirsaklarindan
izole edilmis 55 C. perfingens izolatinin antibiyotik
direng profilini belirlemistir. Izolatlarm % 47,3’i
basitrasine, % 41,8’1 tetrasikline direngli bulunmus-
tur. Arastirilan antibiyotikler arasinda en etkili olan-
lar ise penisilin, narasin ve monensin olarak saptan-
mistir. Basitrasin antikoksidial etkisinden dolayi,
kanatl yetistiriciliginde kullanim1 yayginlasan bir
antibiyotiktir. Bu nedenle direncin bu antibiyotikte
yiiksek oldugu disiiniilmektedir.

Watkins ve ark. [24]’1n aragtirmasinda da broy-
ler kiimeslerinden elde edilen C. perfringens izolat-
lar1 antibiyotik diren¢ yoniinden degerlendirilmistir.
Benzer sekilde en yiiksek direncin basitrasin ve lin-
komisinde tespit edildigi bildirilmistir. Linkomisi-
nin, kanatlilarda nekrotik enteritise bagl o6liimleri
engellemek i¢in koruyucu amagla kullanildig1 bilin-
mektedir.

Johansson ve ark. [10] Danimarka, Norveg ve
Isveg’de tavuklardan izole edilen 102 C. perfingens
izolatinin, yetistiricilikte kullanilan 8 farkli antibak-
teriyel ve antikoksidiale kars1 direncini arastirmig-
tir. Bu ¢alismayla benzer olarak izolatlarin duyarli
oldugu antibiyotikler arasinda eritromisin ve van-
komisin yer almistir. Antikoksidial ve anticlostridial
etkilerinden dolay1 bu iilkelerde siklikla kullanilan
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narasine karsi heniiz bir direng tespit etmedikleri-
ni bildirmislerdir. Tetrasiklin direnci ise Isve¢’de
% 76, Danimarka’da % 10 ve Norveg’de % 29 ora-
ninda tespit edilmistir. Belgika’da Martel ve ark.
[13]°1n yapmis oldugu benzer bir ¢aligmada da, 31
farkl ciftlikteki broylerlerden elde edilen izolatla-
ri, monensin ve narasin gibi antikoksidiallere du-
yarli oldugu, oksitetrasiklin ve klortetrasikline kars1
% 66 oraninda direng gosterdigi bildirilmistir.

Singh ve ark. [21]’nin ¢aligmasinda bufalo,
keci ve tavuk etlerinden izole edilmis C. perfringens
suslariin 16 farkli antibiyotige direnci aragtirtlmis-
tir. Diger ¢aligmalardan farkli olarak bu izolatlarin
en duyarli oldugu antibiyotikler siprofloksasin (%
96,9) ve ofloksasin ( % 87,8) olarak belirlenmis
ve bunlar1 % 71 ile tetrasiklin izlemistir. Incelenen
biitiin suslarin streptomisin ve seftazidim’e karsi
direncli oldugu da ortaya konmustur. Khan ve ark.
[11]'nin yapmis oldugu benzer bir ¢alismada da ko-
yun, s1g1ir ve tavuk etlerinden elde edilen C. perfrin-
gens’lerin antibiyotik direnglilikleri arastirilmigtir.
Toksin olusturma yetenegine sahip 6 izolatin hep-
sinin kloramfenikol, siprofloksasin, metranidazol
ve ceftriaksona duyarli oldugu, 5 tanesinin amok-
sisiline, 2’ser tanesinin amoksisilin ve vankomisine
direncli oldugu ortaya konmustur. Her iki calismada
da antibiyotik direnclilik hayvan tiirleri arasinda ay-
rilmadan belirtilmistir, direng profilinin farkliligi-
nin bundan ve iilkeler arasi antibiyotik se¢iminden
ileri geldigi diigiiniilmektedir.

Tansuphasiri ve ark. [22] ¢caligmalarinda insan-
lardan, hayvanlardan ve gidalardan izole ettikleri C.
perfringens suslarinin direng profillerini karsilastir-
mustir. Insanlardan izole edilen suslarda en yiiksek
direng % 44,9 ile tetrasiklinde goriilmiistiir. Buna
paralel bir sekilde gida 6rneklerindeki izolatlar ige-
risinde en yiiksek direng % 28 ile tetrasikline kars1
tespit edilmistir.

Calismada elde edilen izolatlarin, antibiyo-
tik direng profillerinin belirlenmesiyle, biiylik bir
kisminin bir veya birden fazla antibiyotige direng
gosterdigi saptanmistir. Bu durum, antibiyotik kul-
lanim1 sonucu mikroorganizmalarda gelisen diren-
cin takip edilmesi ve direngli suslarin gelismesinin
onlenmesi amaciyla gida iiretiminde kullanilan
hayvanlarda profilaktik ve biiyiitme faktorii olarak
antibiyotik kullanimina iliskin yasal diizenlemelere
bagl kalinmasinin ve resmi otorite tarafindan ulusal

kalint1 izleme programinin etkin olarak yiiriitiilme-
sinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymustur.
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