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OZET

Bu arastirmanin amaci, Ankara’da tiiketime sunulan kirmzi et ve tavuk
etlerinden izole edilen Klebsiella tiirlerinde siderofor olusumu, serum direnci,
hemolitik aktivite ve genisletilmis spektrumlu beta laktamaz iiretiminin
belirlenmesidir. Arastirmamizda Temmuz 2007-Kasim 2008 tarihleri arasinda
Ankara’daki cesitli market ve kasaplardan temin edilen 30 adet et (dana
kusbasi ve kiyma) ve 30 adet tavuk (but ve gogiis) olmak iizere 60 adet ornek
ile cahsilmistir. Orneklerden Klebsiella’larin izolasyonu amaglanmus, izolatlar
biyokimyasal testleri yapilarak tiir diizeyinde tammmlanmistir. Tamimlanan
tiirler viriilans faktorlerden siderofor iiretimi, serum direnci ve hemolitik
aktivite bakimindan incelenmis, ayrica genis spektrumlu beta laktamaz enzimi
iiretmeleri ve antibiyotik direnclilikleri arastirilmistir. Elde edilen 45 Klebsiella
izolatinin tiir tammlanmas1 yapilmis olup bunlarin 21’i (%46.7) Klebsiella
pneumoniae , 24’ii (%53.3) ise Klebsiella oxytoca olarak tanimlanmstir.
Siderefor iiretimi Chrome Azurol Sulphate Agar’da arastirilmis ve izolatlarin
20’sinde (%44) siderofor iiretimi tespit edilmistir. izolatlarin serum direnci 56°
C’de inaktive edilmis insan serumu kullanilarak arastirilmis ve izolatlarin
17’sinde (%38) serum direnci belirlenmistir. Hemolitik aktivitenin

belirlenmesinde kanh agar kullamilmis olup 30’unun (%67) hemolitik aktiviteye



sahip oldugu tespit edilmistir. Genis spektrumlu beta laktamaz iiretimleri c¢ift
disk sinerji testi ile arastirllmis ve 13’ilinde (%29) genis spektrumlu beta
laktamaz iiretimi tespit edilmistir. izole edilen tiirlerin meropenem ve
imipeneme %100 duyarh oldugu saptanmis olup, tiirlerin tamam ampisilin ve

amoksisline direncli olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

The aim of this study is determination of serum resistance, production of
siderophore, hemolytic activity and the production of extended spectrum beta
lactamases (ESBL) in Klebsiella species isolated from meat and chicken offered
for consumption in Ankara. In this study 60 meat samples which consist of 30
samples of calf meat (mince and small chunks ) and 30 samples of chicken parts
( breasts and drumsticks ) obtained from different markets and butchers in
Ankara , were analyzed between July 2007 and November 2008. Isolation of
Klebsiella species were purposed and the isolates were identified by biochemical
tests as species. Identified species were analyzed in terms of virulence factors
such as siderophore production, serum resistance and haemolytic activity.
Furthermore, the production of extended spectrum beta lactamase and
antibiotic resistance were analyzed. Among 45 Klebsiella isolates were identified
as Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca in 21 (47.4 %) and 24 (53,3 %)
isolates respectively. Siderophore production of 45 isolates were studied with
Chrome Azurol Sulphate Agar and it was determined that 20 (44 %) isolates
were siderophore producers. Serum resistance of isolates were determined using
human serum which inactivated at 56°C and it was found that 17 ( 38 %)

isolates were resistant to the human serum. Blood agar base was used for the
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determination of hemolytic activity and 30 (67 %) isolates were determined as
haemolysin producers. Production of extended spectrum beta-laktamase (ESBL)
of isolates were studied by double disc diffusion method and 13 (29 %) of them
were found as producers of ESBL. All 45 Klebsiella isolates were found as
susceptible to meropenem and imipenem, besides that all isolates were found as

resistant to ampicilin and amoxicillin.

Science Code :203.1.010

Key Words : Meat, Klebsiella, siderophore, serum resistance, hemolytic
activitiy, extended spectrum beta lactamase(ESBL),
antibiotic resistance

Page Number : 81

Adviser : Doc.Dr.Neslihan GUNDOGAN



viii

TESEKKUR

Caligmalarim boyunca yardimlarindan dolayr saymn hocam Dog¢.Dr.Neslihan
GUNDOGAN’a , kiymetli tecriibelerinden faydalandigim saym hocam Dr.Ebru
YILMAZ’a , en biiyiik destek¢ilerimden canim esim Ahmet YALCIN’a , biricik
kizim Elif Deniz YALCIN’a c¢ok degerli aileme ve laboratuar arkadaslarima

tesekkiir ederim.



X

ICINDEKILER

Sayfa
OZET ... iv
ABSTRACT ... vi
TESEKKUR . ...t e, viii
ICINDEKILER. ... oottt ix
CIZELGELERIN LISTESI. .. .ottt xi
SEKILLERIN LISTESI. ...ttt xiii
RESIMLERIN LISTESI......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR.........cuuiiiiiiiiiiiiiiie e xvi
L GIRIS e 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI ..ot 3
2.1 Etin BileSImi. . .o.ui e 3
2.2. Ette Bulunan Mikroorganizmalar................ooiiiiiiiiiiiniiiie 3
2.3. Klebsiella Tiirlerinin Genel OzelliKIeri...............coooeeiuiiiiiiiiieie e, 4
2.3.1. Klebsiella’larin virulans faktorleri................cocviiiiiiiiiiinan... 9
2.3.2. Klebsiella’larin hemolitik aKtiviteSi...........c.ooeiiiieiniiniiriiiennn... 15

2.3.3. Klebsiellar’da antibiyotik direnci ve genis spektrumlu
beta laktamaz (ESBL) tiretimi..............cooeiiiiiiiiiiiiiiiane, 16
é. MATERYAL VEMETOD......oiiiiiii e 18
3.1 MaAteryal. ..o et enareeens 18
3.1.1. Orneklerin alinmast.............oouueiuii e 18
3.2 MELOQ. e 18
3.3. Orneklerin Besiyerine Inokiilasyonu.................c.cooviveeiiniiniiiiiieen. 19

3.3.1. Eosin Metilen Blue Lactose Sucrose Agar (EMB) (MERCK)...........19



Sayfa
3.4. Klebsiella Tiirlerinin zolasyonu..............ccooviiiiiiiiiiie e 19
3.5. Klebsiella Tiirlerinin Tanimlanmasi...............covviiiiniiiiineeiiiieaes 20
3.5. 1. INAOL tESt. .. vveee e 20
3.5.2. Metil-Red testi (MR)......c.oiiiiii e 21
3.5.3. Voges-Proskauer testi (VP)......ccooiiiiiiiice e, 22
R I IR TN 17 | ) 11 2 D PN 23
3.5.5. LaKtOZ tSt. .ottt e 23
3.5.6. UL€aZ teSt. .. ouu i 24
3.6. Izole Edilen Klebsiella Tiirlerinin Stoklanmasi.....................c..cocoueeen.. 25
3.6.1. Triptoz Soy Agar (TSA) (Merck).......ooviiiiiiiiiiiiiiiei e, 25
3.7. Klebsiella Izolatlarinin Viriilans Faktdrlerinin Belirlenmesi.................... 26
3.7.1. Klebsiella tiirlerinin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi.............. 26
3.7.2. Klebsiella tiirlerinde siderofor tayini................cccovvviiiiiniennennn... 27
3.7.3. Klebsiella tiirlerinin serum direngliliklerinin belirlenmesi. .............. 29
3.8. 1zole Edilen Klebsiella Tiirlerinin ESBL Tayini ve Antibiyotik

Duyarliliklarinin Belirlenmesi............c.oooiiiiiiiiiiii e 30
3.8.1. Klebsiella tiirlerinin ESBL tayini.............cccoeiiiiiiininnini... 30
3.8.2. Mueller Hinton Agar (Merck)..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 32
3.8.3. izolatlarin Mueller-Hinton yiizeyine inokiilasyonlari..................... 32
3.8.4. Klebsiella tiirlerinin antibiyotik direncinin arastirilmasit.................. 32
4. BULGULAR . .. e e e e e e 34

4.1. Orneklerden Elde Edilen Klebsiella izolatlarinin Kaynaklari, Sayilart
ve Tiir Diizeyinde Tanimlanmalart...............coooiiiiiiiiiiii e, 34

4.2. Tiir Tayini Yapilnus Izolatlarin Viriilans Faktorlerinin Arastirilmasi......... 39



X1

Sayfa
4.2.1. Tiir tayini yapilmis izolatlarin siderofor iiretimlerinin
ST 1 0101100 13 DR O 39
4.2.2. Tir Tayini yapilmis izolatlarin serum direngliklerinin
arastirIlmast. ... ... 42
4.2.3. Tiir tayini yapilmis izolatlarin hemolitik aktivitelerinin
belirlenmesi.......o.ovuiei 46
4.3. Tiir Tayini Yapilmus Izolatlarin Genis Spektrumlu Beta Laktamaz
(ESBL) Tayinleri ve Antibiyotik Duyarliliklarinin Arastirilmasi.............. 49
4.3.1. Tiir tayini yapilmis izolatlarin ESBL tayinleri............................ 49
4.3.2. Tir tayini yapilmis izolatlarin antibiyotik duyarlhiliklarinin
belirlenmesi.......o.ovuinii i 53
5.SONUC VE ONERILER........ouiiniii el 62
KAYNAKLAR . e 72

OZ GECMIS . . e 81



Cizelge
Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.

Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.
Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.
Cizelge 4.7.
Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

CIZELGELERIN LISTESI

Kasaplik hayvan etlerinin bilesimi..................c.ooeiiiin.n.

Klebsiella tiirlerinin biyokimyasal reaksiyonlari.....................

Et ve tavuk orneklerinden izole edilen Klebsiella izolatlarinin

orneklere gore sayisal ve ylizde dagilimlari............................

Et ve tavuk orneklerinden izole edilen Klebsiella tiirlerinin

orneklere gore sayisal ve yiizde dagilimlari..........................

Klebsiella izolatlarinin tiir ayriminda kullanilan biyokimyasal

testler ve tanimlanan tiirler.................oo
Kaynaklara gore Klebsiella tiirlerinin siderofor tiretimleri.................
Klebsiella izolatlarinin siderofor tiretimleri..........................
Kaynaklara gore Klebsiella tiirlerinin serum direnglilikleri................
Klebsiella izolatlarinin serum direnglilikleri..........................
Kaynaklara gore Klebsiella tiirlerinin hemolitik aktiviteleri.......

Adlandirilan Klebsiella izolatlarmin hemolitik aktiviteleri................

Cizelge 4.10. Klebsiella tiirlerinin siderofor tiretimi, serum direnci ve

Cizelge 4.11. Klebsiella izolatlarinin ESBL iiretimlerine gore dagilimlari..............

hemolitik aktivite gosteren izolatlarinin sayilari ve oranlari.....

Cizelge 4.12. Klebsiella tiirlerinin genis spektrumlu beta laktamaz

Cizelge 4.13. Kaynaklara gore Klebsiella tiirlerinin ESBL iiretimleri...................

Cizelge 4. 14. Adlandirilan Klebsiella izolatlarinin ESBL tayinleri

UrEtimM OTANLATT. .. e vttt et e e e

Cizelge 4.15. CLSI M-100 S-19’a gore Enterobacteriacea familyasi igin

Cizelge 4.16. Klebsiella tiirlerinin ¢alisilan antibiyotiklere direng yiizdeleri...........

Cizelge 4.17. K.pneumoniae izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar

kullanilan antibiyotiklerin zon degerleri...........................

Xil

....... 46

48

....... 49



xiii

Cizelge Sayfa
Cizelge 4.18. K.oxytoca izolatlarinin antibiyotik duyarhiliklari........................... 56
Cizelge 4.19. Klebsiella izolatlarinin kaynaklarina ve tiirlerine gére ¢alisilan
antibiyotiklere direnclilikleri.................cooii 57
Cizelge 4.20. ESBL (+) Klebsiella izolatlarin ¢oklu direnglilikleri..................... 58

Cizelge 4.21. Klebsiella tiirlerine ait izolatlarin bazi antibiyotikler i¢in
diren¢-ESBL tiretimi ilisKisi............ooooiii i, 59

Cizelge 4.22. ESBL (+) ve ESBL (-) Klebsiella tiirlerinin beta laktam
antibiyotiklere kars1 direnclilik ylizdeleri.......................coonl . 59



SEKILLERIN LISTESI

Sekil

Sekil 2.1. Gram (-) Hiicre duvarinda lipopolisakkaritler ...........................
Sekil 2.2. Sideroforlar araciligi ile demir kazanimi ..............................
Sekil 2.3. B-laktamazlarn etki mekanizmalari...............................
Sekil 4.1. Orneklerden izole edilen Klebsiella tiirlerinin oransal dagilimu.......

Sekil 4.2. Izolatlarm kaynaklara gore oransal dagilimi...............cc.o.....o....

Sekil 4.3. izole edilen tiirlerin kaynak bazinda oransal dagilmlar................

Sekil 4.4. K.pneumoniae ve K.oxytoca tiirlerinin siderofor {iretimlerine

gore ylizde dagilimlari.............ooooiiiiiii i

Sekil 4.5. K.pneumoniae ve K.oxytoca tiirlerinin serum direngliliklerine

gore ylizde dagilimlart............ooooi

Sekil 4.6. izole edilen Klebsiella tiirlerinin insan serumuna duyarhliklarinin

karstlastirtlmast..........ooooii i

Sekil 4.7. K.pneumoniae ve K.oxytoca tiirlerinin hemolitik aktivitelerine

gore ylizde dagilimlari.............oooi

Sekil 4.8. Klebsiella izolatlarinin ESBL iiretimlerine gore yilizde

dagilimlari...... ...

Sekil 4.9. ESBL (-) ve ESBL (+) Klebsiella tiirlerinin karsilastirilmasi..........

Sekil 4.10. ESBL (+) ve ESBL (-) Klebsiella tiirlerinin beta laktam

antibiyotiklere kars1 direnclilik ytlizdelerinin karsilagtirilmast......

Sekil 4.11. K.pneumoniae’nin ESBL iiretimine gore beta laktam

antibiyotiklere direnglik oranlari.....................oo

Sekil 4.12. K.oxytoca’nin ESBL iiretimine gore beta laktam

antibiyotiklere direnglik oranlart.....................o.lL

X1v



XV

RESIMLERIN LISTESI
Resim Sayfa
Resim 2.1. Klebsiella pneumoniae'nin elektron mikroskoptaki goriiniimii...............5
Resim 2.2. Klebsiella tiirii bakterilerin mikroskop altinda goriinimii..................... 5
Resim 2.3. Klebsiella ‘nin Mac Concey Agardaki gorinimi......................ce.. 6
Resim 2.4. Cift disk sinerji testi ile ESBL {iretimi tayini...............cccceeoeiiiinnnn. 17
Resim 3.1. Klebsiella” da hemoliz..............coooiiiiiiiii 23
Resim 3.2. Chrome Azurol S (CAS) besiyerinde siderofor iiretimi..................... 29

Resim 3.3. Cift disk sinerji testi ile ESBL {iretimi tayini ...................ccoeennen. 31



XVi

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Ac¢iklama
°C Santigrat derece
ml Mililitre
g Gram
B Beta
mcg Mikrogram
Kisaltmalar Aciklama
FDA . U.S. Food and Drug Administration
CLSI Clinical and Laboratory
Standarts Institute
ATCC American Type Culture Collection
EMB Eosin Methylene Blue Agar
CAS Chrome Azurol Sulphate Agar
ESBL Genis spektrumlu beta laktamaz
HACCP Hazard Analysis and Critical

Control Points



1. GIRIS

Et, eksojen aminoasitlerce zengin, gidalar arasinda iiretimi kolay, hosa giden lezzette,
istah acici, aglik duyumunu ¢abuk gideren, doyurucu yapisinda hayati 6neme sahip
besin Ogelerini yeteri miktarda iceren, bu nedenle beslenme bozukluklarini ve

hastaliklarini kolaylikla 6nleyen vazgecilmez bir hayvansal besindir [Lillard, 1990 ].

Tavuk eti ise ucuz, saglikli ve besleyici bir gidadir. Tavuk etinin yenilebilir kisminin
yaklagik dortte birini, yiiksek kalitedeki protein olusturur. Ayni zamanda, insan
beslenmesinde gerekli tiim aminoasitleri de icermektedir. B vitaminleri acisindan 1yi
bir kaynak olan tavuk eti, demir ve fosfor bakimindan da zengindir ve Onemli
diizeylerde niasin, riboflavin, tiamin ve askorbik asit ihtiva etmektedir. Ozellikle
fiyat agisindan her kesime uygun olmasi, diger et iirlinlerine oranla igerik
bakimindan zengin olusu, bunun yaninda kolay sindirilir, diisiik kalorili ve yag
oraninin az olusu nedeniyle hasta diyetlerinde de kullanilmasi tavuk eti {iriinlerinin

tiikketimi en fazla gida grubu icerisinde yer almasina neden olmaktadir [Inal, 1992 ].

Enterobacteriaceae familyasina ait bakterilerin patojenitesi goz oniine alindiginda et
ve et triinlerine bulunabilecek patojen Klebsiella bakterilerinin varligi insan saghgi
acisindan biiylk tehlike yaratmaktadir. K.pneumoniae pnomoni etkeni olan iist
solunum yolu hastaliklarina neden olan ve hastane enfeksiyonlarindan siklikla izole
edilen 6nemli bir bakteridir. K.oxytoca hemorajik kolite neden olur. Bu tiirlerin bazi
suslar siderofor tiretimi, serum direnci ve hemolitik aktivite gibi 6nemli viriilans
faktorlerine sahiptirler. Bunun diginda K.pneumoniae potansiyel bir genislemis
spektrumlu beta laktamaz (ESBL) iireticisidir. Bu nedenle de insan ve hayvanlarin
kemoterapisinde siklikla kullanilan 3. kusak sefalosporinlere direnglidir [Erdem,

1999 ; Bilgehan, 1995; Podschun and Ulman, 1998].

Yapilan literatiir arastirmasinda Klebsiella tiirlerinin klinik 6rneklerden izolasyonuna
ve bazi viriilans Ozelliklerine dair c¢alismalara siklikla rastlanmis ancak
Klebsiella’larin etten izolasyonu ile 6zellikle siderofor tiretimi, serum direncliligi,

hemolitik aktivite gibi viriilans 6zellikleriyle birlikte antibiyotik direnglilikleri ve



genis spektrumlu beta laktamaz iiretimi iligkisine ait toplu bir c¢alismaya

rastlanamamustir.

Klebsiella cinsi bakterilerin sayilan tiim bu 6zelliklerinden dolay1r bu ¢alisma
kapsaminda Ankara’da tiiketime  sunulan etler Klebsiella tiirleri ag¢isindan
incelenmistir. Izole edilen K.pneumoniae ve K.oxytoca tiirlerinde bakterilerin
siderofor olusumu, serum direnci, hemolitik aktivite ve genisletilmis spektrumlu beta

laktamaz (ESBL) iiretimi ve antibiyotik direnglilikleri incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Etin Bilesimi

Genel olarak etin kimyasal bilesiminde % 75 su, % 20 protein, % 3 yag, % 1

karbonhidrat, % 1 mineral madde ve vitaminler bulunur [Orduvho, 2009].

Cizelge 2. 1. Kasaplik hayvan etlerinin bilesimi [Orduvho, 2009]

% Su % Protein % Yag Mineral Madde
SIGIR 60-70 19 21.7 0.9
DANA 70 19.7 9.5 1
KOYUN 56.3 16.4 26.4 0.8
DOMUZ 42 11.9 45 0.6
AT 75.2 20.6 2.7 1
KECI 70 19.5 7.9 1

Etlerin az veya ¢ok miktarda yag igermesi de hem et veren hayvanin ¢esidine, hem
de hayvanin yasina gore degisir. Bu kimyasal bilesimde ozellikle A, D, B12
vitaminlerinin 6nemli miktarlarda bulunmasi, etin bu vitaminler i¢in iyi bir kaynak
oldugunu gosterir. Ayrica mineral bakimindan da ¢inko, magnezyum, demir, fosfor,
kobalt igin de et, ana kaynak sayilir. Ozellikle demir, ette organizmanin kolayca
Oziimseyebilecegi bir sekilde bulunur. Bunun i¢in kansizlik ¢ekenlere kirmizi et

tavsiye edilir [Orduvho, 2009].

2.2. Ette Bulunan Mikroorganizmalar

Et ve et iirlinleri mikroorganizmalarin gelisip ¢ogalabilmeleri i¢in uygun ortamdir.
Bu tiir gidalar, yiiksek nem igerikleri, azotlu besin 6geleri, mineral ve diger gelisme
faktorlerince zengin olmalarinin yaninda belirli oranda fermente olabilir karbonhidrat
icermeleri ve pH degerlerinin bir ¢ok mikroorganizmanin gelismesine elverisli
olmasi nedenleriyle mikrobiyal gelisme sonucu kolayca bozulma niteligi

tasimaktadir [Slavik ve ark., 1991].

Kiyma haline getirilmis etler, islenmemis etlere gore mikrobiyal bozulmaya daha

duyarhidir. Bunun nedenlerinden birisi kiyma haline getirilen ette hiicre suyunun



disar1 ¢ikmasi ve mikroorganizmalarin bunu iyi bir sekilde kullanabilmesidir. Digeri
ise et ylizeyinde bulunan mikroorganizmalarin islem sirasinda kiyma kiitlesinin her

tarafina dagilmasidir [Goktan, 1990].

Et, heterojen Ozellik gosterdiginden (bag, epitel, sinir doku) dolay1 ete bulasan
mikroorganizmalarin gelisimi bulastig1 yere gére degismektedir. I¢ kisimlara giren
mikroorganizmalar daha ¢abuk bozulmaya neden olmaktadirlar. Taze ette bulunan en
onemli bozulma etmeni bakteriler olarak, Gram (-) aerobik ve psikrotrofik
Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Aeromonas ve fakiiltatif anaerobik
Alteromonas putrafaciens gosterilirken, Gram (+) Lactobacillus spp. ve Brochotrix
thermopsphacta’nin da taze ette yiiksek oranda bulundugu bilinmektedir. Et ve et
tirtinlerinin tiikketimi sonucu insanlarda gida enfeksiyonlar1 ve zehirlenmelerine neden
olan, halk sagligi agisindan onemli patojen mikroorganizmalar olarak Salmonella
enteritidis, L. monocytogenes,. Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Lactobacillus plantarum,
Pseudomonas, Bacillus ve Micrococcus spp. sayilabilir [Soyutemiz, 2000; Fung ve
Thompson, 2001; Tungel ve Tiryaki, 2001].

2.3. Klebsiella Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Insan ve hayvanlarda barsak ve iist solunum yollari ile toprak ve sularda bulunan
Klebsiella cinsi bakteriler Enterobacteriaceae ailesinin genel karakterlerini
gosterirler [Bilgehan, 1993 ; Koneman EW ve ark.,1992].

Klebsiella cinsi adini, 19.yy'in sonlarinda yasamis, Alman mikrobiyologu Edwin
Klebs'den almistir. Daha sonralar1 Klebsiella pneumoniae'nin yaptigi agir 6ldiiriicti
pnomoni tablosunu arastirmaci Carl Friedlander ayrintili bir bicimde tanimlanmaistir.
Bundan dolay1 Klebsiella pneumoniae yillarca 'Friedlander basili' olarak
adlandirilmistir [Koneman EW ve ark.,1997 ; Ustagelebi ve ark., 1999].

0,3-1x0,6-6um boyutlarindaki bu bakteriler tek tek, ciftler halinde veya kisa zincirler

yaparak iirerler. Hareketsiz ve sporsuz olup etraflarinda polisakkarit yapisinda kapsiil



suslarin sayisinda gecmis yillara gore stirekli bir artis géstermektedir [Podschun and

Ulman, 1998].

Literatiirde yaymlamis raporlara gore 1983-1991 yillar1 arasinda bildirilen 145 salgin
nozokomiyal enfeksiyonun 13 tanesine Klebsiella bakterileri neden olmustur
[Doebbeling and Wenzel, 1993 ; Horan ve ark., 1988]. Klebsiella bakterilerinin
ABD’de goriilen hastane enfeksiyonlarinin % 3-7’sinden sorumlu olduklar1 tespit

edilmistir [Horan ve ark., 1988].

Klebsiella pneumoniae

K.pneumoniae hareketsiz ve indol negatif bir bakteri olup laktozu fermente etme
yetenegine sahiptir. K.pneumoniae saglikli bireylerin solunum yollarinda ve
digkilarinda % 5-10 oraninda bulunmakla beraber dogada da ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadir [Erdem, 1999]. Bu bakteri genis spektrumlu beta laktamaz
tiretebilmekte olup birgok antibiyotik tiiriine karst direnglidir [Moland ve ark., 1999;
Kandemir ve ark.,1999].

K.pneumoniae tipik olarak pnémoni olusturur. Pnemoni firsatg1 bir enfeksiyon olarak
degerlendirilmektedir. Bunun nedeni ise Klebsiella pnemoni’si solunum yollarinin
savunma sistemi bozuk olan alkolizm, kronik tikayici akciger hastaligi gibi agir
problemi olan kisilerde goriiliir. Bu hastalik olduk¢a agir seyreder ve 6liim orani
yiiksektir . Pnodmoni olgularindan K1, K3, K4 ve K5 antijenine sahip serotipler
siklikla izole edilmektedir. Ayrica K1 ve K2 serotipleri sahip olduklar kapsiil
tiplerinden dolayr en fazla viriilans etkiye sahip olduklari belirlenmistir

K.pneumoniae pnomoniden baska iiriner yol enfeksiyonlarma ve bakteriyemiye yol
acar. Yenidogan {initelerinde ¢oklu direngli Klebsiella’lara bagli hastane
enfeksiyonlar1 goriiliir. K.pneumoniae ise Klebsiella tiirleri arasinda en fazla hastane
enfeksiyonuna neden olan tiirdiir [Erdem, 1999]. Baran ve arkadaslari Nisan-
Agustos 1993 tarihleri arasinda Istanbul SSK Bakirkdy Kadin ve Cocuk Hastaliklari
Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Servisi’nde yaptiklart calismada, 18

yenidogan sepsis olgusunda ¢ogul direngli Klebsiella pneumoniae izole etmislerdir.



Bu vakalarin goriildiigii bebeklerin %72’si daha 6nce genis spektrumlu antibiyotik

kullanmistir [Baran ve ark., 1994].

Klebsiella oxytoca

K.oxytoca ile K.pneumoniae arasinda bir¢ok benzerlik vardir. K.oxytoca
mikrobiyolojik olarak indol yapabilmesi ile K.pneumoniae‘den ayrilir [Maslow ve
ark., 1993].

K.oxytoca olusturdugu hastane enfeksiyonlarmin yani sira antibiyotik kullanimina
bagli olarak gelisen hemorojik kolit’in de nedenidir [Minami ve ark.1994]. Chida ve
arkadaslar1 Japonya’da yaptiklari ¢aligmada 11 hastada penisilin etkili hemorojik
kolit olgusu saptamiglardir [Chida ve ark., 1986]. Ayrica genis spektrumlu beta
laktamaz iirettigi de kamtlanmistir [Nijsen ve ark.,2004 ; Yakuphanogullar1 ve ark.,
2004] . Bu sebeple bir¢ok antibiyotige karsi direnglidirler [Prodinger ve ark., 1996 ;
Cetinkaya ve ark., 2005 ].



Cizelge 2.2. Klebsiella Tiirlerinin Biyokimyasal Reaksiyonlar1 [Aydogan ve ark,
2000]

. K.pneumoniae subsp . K.planticol | K.ornithinol
Ozellikler _ _ _ K.oxytoca | K.terrigana .
pneumoniae | ozaneae | rhinoscleromatis a ytica

indol - - - + - D +

Ornitin

Dekarboksilaz

Lizin

Dekarboksilaz

Pektat
degraniilasyon

Laktozdan gaz
olusumu

10°C’de treme - - - + n T T

D-
melezitozdan - - - D + - .
asit olusumu

L-sorbozdan D + + +
asit olusumu
m-
hidroksibenzoa
t olusumu
Hidroksi-
Lprolin D D D +
olusumu

Malonat

olusumu

Metil kirmizist

testi

Voges-
Proskauer + - + + + + +
testi

(D) Degisken, (+) Pozitif, (-) Negatif

2.3.1. Klebsiella’larin virulans faktorleri

Patojen bakterilerin konagin viicuduna girebilmesi, iiremesi, ¢ogalmasi ve belirli
hasarlar meydana getirebilmesi konagin savunma mekanizmalar1 ve bakterinin

viriilans faktorleri ile yakindan iliskilidir [Shokouhizadeh, 1996].

Klebsiella tiirii bakterilerin patojenite derecelerinin belirlenmesinde giiniimiizde 5
faktor kullanilir . Bunlar kapsiil antijenleri, fimbria, lipopolisakkaritler, serum direnci

ve siderofor liretimidir. Bunlarin disinda bakterilerin patojenitesini etkileyen diger
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faktorler ise bakteriyosin iiretimi, hemolitik aktivite ve genis spektrumlu beta-

laktamaz (ESBL) varligidir [ Yakar, 2006].

Kapsiil antijeni

Klebsiella’larin polisakkarit yapili kapsiilii 4-5 seker ve {ironik asit ihtiva eder
[Podschun and Ulman, 1998 ; Podschun and ark., 1986 ]. Kapsiil bakteriyi ¢evrenin
zararl etkilerinden, fagositozdan ve serumun bakteriyosit etkisinden korur. Ayrica
Klebsiella kapsiil polisakkariti makrofajlarin fonksiyonel kapasitelerini azaltir

[ Sahly ve ark., 2000; Bonte and Joly, 1999].

Klebsiella tiirii bakteriler polisakkarit yapisindaki O ve K antijenlerine gore serolojik
olarak tiplendirilirler. Gilinlimiizde K antijenlerine bagl serolojik tiplendirmenin 6n
planda olmasinin nedeni 82 tip K antijeninin varligmma karsin sadece 12 tip O

antijeninin tanimlanmasidir [Podschun and Ulman, 1998].

Bu serotipler igerisinde 6zellikle K1 ve K2 en yiiksek viriilansa sahip serotiplerdir
[Kebha and Nissimov, 1995]. Kapsiil yapisinda mannoz bulunduran K7 ve K12
serotipleri daha diislik viriilansa sahipken mannoz bulundurmayan K1 ve K2
serotiplerinde viriilansin en yiiksek diizeyde oldugu gézlemlenmistir [Ofek and ark.,
1993 ; Merino and ark., 1992]. Bu sebeple viriilans derecesinin mannoz igerigine
bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Mannoz bulunduran kapsiiler polisakkaritlere
(CPS) sahip serotipler makrofajlar tarafindan taninip fagositoza ugrarken,
bulundurmayan serotipler fagositoza maruz kalmadiklarindan viriilans faktorleri

yuksektir [ Yakar, 2006].

Fimbria(pili)

Bir¢ok patojen bakteri i¢in infeksiyonda ilk adim epitel hiicrelerine yapigmadir.
Yapisma yetenegi virulans ile ilgilidir [Wiirker ve ark., 1990; Yal¢in, 1989]. Epitel
hiicrelerine yapisma bir taraftan bakterinin ylizey faktorlerine diger taraftan epitel

hiicrelerindeki reseptorlere baghidir [Yalgin, 1989]. Bakteriler , glikoprotein veya
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glikolipit yapisindaki bu reseptorlerin  karbonhidrat kisimlarina baglanirlar.
Reseptorlerin karbanhidrat bilesenlerinde mannoz, fruktoz, galaktoz gibi sekerler yer

almaktadir. Bakteriler bu reseptorlere fimbriyalar1 aracilig ile tutunurlar.

Fimbrialar , yapismadan sorumlu en 6nemli bakteri adezinleri ya da ligandlar olup
3-25 nm ¢apinda, 0.3-1um boyunda, kirpiklerden daha kisa ve daha ince, diizgiin
cikintilardir. Kirpiklerle ylizeyel olarak benzerlikleri varsa da hareketle iligkileri
yoktur. Fimbrialar genellikle gram negatif bakterilerde bulunmaktadir. Fakat bazi

gram pozitif bakterilerde bulunmaktadir.

Cevre sartlar1 fimbrialarin olusumunu etkiler. Oksijen , sicaklik, pH ve bakterilerin
icinde bulundugu ortam bunlar arasinda sayilabilir. Fimbrialarin mekanik olarak
ortadan kaldirilmalarinin bakteri hiicresi tlizerine  zararli bir etkisi yoktur.
Bakterilerde birgok tip fimbria bulunur ve bunlarin kalinliklari , uzunluklari, antijen

ozgilliikleri, tutunduklar: reseptorlerin 6zgiinliikleri farklidir [Akan, 1992].

Bakteri stoplazmik membranindan kaynaklanip disar1 dogru uzanan fimbrialar
protein yapisinda olup, pilin ad1 verilen ve birbirleri ile sarmal sekilde birlesmis alt

initelerden meydana gelmektedir [Akan, 1992 ; Salyers, 1994 ; Tuncgkanat, 1993].

Klebsiella’lar iki tip fimbria bulundururlar. Biri tip 1 (normal fimbria), digeri ise tip
3 pilidir. Tip 1 fimbrialar eritrositleri agliitine edebilirler. Uglarinda lektin yapisinda
yiiksek yapisma kapasiteli adezin molekiilleri bulunur. Tip 1 fimbrialar konak

hiicreye kolonizasyon i¢in dnemlidir [ Merino and ark., 1992 ; Firon and ark., 1984].

Tip 3 pili ise sadece tanin muamelesine maruz kalmis eritrositlere agliitine
olur[Clegg and Gerlach, 1987]. Patojenitedeki rolii hala tam olarak agiklanamamigtir
[Bilgehan, 1995].
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Serum direnci

Konagin mikroorganizmalar tarafindan istila edilmesine kars1 ilk savunma
sekillerinden biri serumun bakterisit etkisidir. Serum bakterisit etkisi temel olarak
kompleman proteinlerle baglatilir ve bu kompleman sistemi sayesinde savunma
mekanizmas1 baglar. Bu mekanizmaya karsilik olarak patojenik mikroorganizmalar
serumun bakterisit 6zelligini etkisiz hale getirecek stratejiler gelistirmistir [Taylor,

1983].

Cogu kommensal gram negatif bakteri insan serumunun bakterisit etkisine duyarlidir.
Oysa patojenik suslar cogunlukla serum direng dzelligi gosterir. Insan serumunun
bakterisit etkisine karsi dayaniklilik, birgok gram negatif bakteri i¢in patojeniteyi
indiikler [Taylor, 1988].

Serumun bakterisit etkisinin asil roliiniin mikroorganizmalarin kanda bulunmasinin
ve yayimasinin onlenmesi oldugu diisiiniilse de bakteriyel seruma duyarliligin
derecesi mikroorganizmalar i¢in patojenitenin derecesi ve enfeksiyonun ne kadar

zamanda gergeklestirilebilecegini de tayin eder [Podschun and Ulman, 1998].

Siderofor liretimi

Demir, biyokatalist olarak demir yerine kobalt ve manganez kullanan Laktobasil
cinsi bakteriler hari¢, diger tiim mikroorganizmalar i¢in zorunlu bir gelisme
faktoriidiir. Biyokimyasal reaksiyonlarda ve oksijen tasinmasinda gerekli oldugu igin
canli organizmalar demir kazanma , tasima ve depolama ig¢in etkili sistemler
gelistirmiglerdir.  Dokularda  ve  mukozalarda  serbest demirin  diisiik
konsantrasyonlarda olmasi, konagin bakteri infeksiyonuna karsi gelistirdigi non-
spesifik bagisiklik mekanizmalarindan biridir. Bu nedenle mikroorganizmalar, insan
viicudunda canli kalabilmek i¢in demir saglamaya yonelik karsi mekanizmalar

gelistirmiglerdir [Tekin, 1998].
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Insanlarda demirin ¢ogu ferritin veya hemin bilesikleri olarak hiicre i¢inde bulunurlar.
Insan viicudunda bol miktarda demir bulunmasina karsin, serbest demir miktari
bakterilerin cogalmasini saglayacak miktardan diisiiktiir. Bakteriler , iyi iireyebilmek
icin 10°mol/L serbest demir iyonuna gereksinim duyarlar. Viicut sivilarinda sadece

yaklagik olarak 102° mol/L serbest demir iyonu bulunmaktadir [Erdem, 1969].

Bakterilerin demir elde etme yollarindan en iyi arastirilmis olani sideroforlardir.
Sideroforlar demir baglamaya yiliksek egilim gosteren, molekiil agirliklar1 1000
Da’dan diisiik bilesiklerdir. Bir¢ok enterik bakteri ( E.coli, Klebsiella, Salmonella,
Shigella, Enterobacter ) enterobaktin (fenolat) ve aerobaktin (hidroksamat) olmak
tizere iki tip siderefor tiretir [Tekin, 1998]. Bunlarin arasinda en yaygin grup fenolat
tipi sideroforlardir. Bunlarin ise en ¢ok bilinen tiirii enterobaktindir. Fakat bu
sideroforun bakteriyel viriilanstaki rolii heniiz kesin olarak tespit edilebilmis degildir
[Podschun and Ulman, 1998 ; Nassif and Sansonetti, 1986]. Aerobaktin iiretimi

bakteriyel viriilans acisindan olduk¢a énemlidir [Podschun and Ulman, 1998].

Klebsiella tiiriinde hem enterobaktin hem de aerobaktin iretimi vardir. Enterobaktin
hemen hemen tiim Klebsiella tiirleri tarafindan tiretilmesine ragmen, acrobaktin ¢ok
az tir tarafindan iretilmektedir. Klebsiella tiirlerinde enterobaktinler aerobaktinlere
gore ferrik demir aliminda ¢ok daha etkilidirler [Griffits, 1987]. Yapilan ¢aligmalarda
elde edilen bulgular gostermektedir ki aerobaktin sideroforu Klebsiella’larin
patojenitesinde onemli bir rol oynamamaktadir [Podschun and Ulman, 1998 ; Brock

and ark., 1991].

Cogu bakteri konak organizma igerisindeki demir kaynaklarini siderofor denilen
demir baglama egilimli ve diisiik molekiiler agirliga sahip olan demir kazanicilarini
kullanarak almaya ¢alisir [Griffiths,1998]. Bu sideroforlar konak proteinlerinin demir
baglarini1 koparip demiri serbest hale getirirler. Bu sayede bakteri i¢in gerekli olan
demiri hiicrelerin i¢ine tasinmaya hazir hale getirirler [Perry and San Clemente,

1979].
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Klebsiella’lar i¢in bir viriilans faktorii olarak ele alinmaktadir [El-Sukhon, 2002 ;
Barrett and Blake, 1981].

2.3.3. Klebsiella’larda  antibiyotik direnci ve genis spektrumlu beta
laktamaz  (ESBL) iiretimi

Antibiyotikler icerisinde en biiyiikk grubu olusturan B-laktamlar; penisilinler,

sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemlerden olusmaktadir[Koneman, 1992].

Bu grup antibiyotikler penisilin baglayan protein (PBP) olarak bilinen transpeptitaz,

karboksipeptidaz ve endopeptidaz enzimlerine baglanarak bakteri hiicre duvari

sentezini inhibe ederek etki ederler.

3-laktamazlar; B-laktam halkasindaki amid (C-N) bagimi parcalayip antibiyotigi

hidrolize ederek etki ederler .

o
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Sekil 2.3. B-laktamazlarin etki mekanizmalari[Nas, 1996].

3-laktamazlar Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabakaya yapisik veya bakteri
etrafina salinirken; Gram negatif bakterilerde sitoplazmik membranla dig membran

arasindaki periplazmik alanda yer alirlar [Nas, 1996].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu caligma kapsaminda ¢esitli marketlerden ve kasaplardan temin edilen 15 adet
dana kiyma ,15 adet dana kusbasi , 15 adet tavuk gogiis ve 15 adet tavuk but olmak

tizere toplam 60 et Ornegiyle calisilmistir.

3.1.1. Orneklerin alinmasi

Calismada kullanilan numunelerin tamami1 FDA ‘da belirtilen esaslara gore steril cam
kaplara alinarak agizlar1 kapatilmis ve soguk zincir ile laboratuara getirilerek ayni
giin analize alinmistir [Cfsan.fda, 2009].

3.2. Metod

25 gr et ornegi steril kosullarda tartilarak pargalayicida parcalanmis, bu islemi
takiben 225 ml steril tamponlanmis peptonlu su (TPW) ile seyreltilmistir. TPW

kullamlarak 107<liik diliisyonu hazirlanmustir.

Tamponlanmis peptonlu su — TPW (Merck)

Bilesimi;

Pepton : 10 g/L
Sodyum kloriir (NaCl) :5¢g/L
Di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,4.12H,0) :9 g/l
Potasyum hidrojen fosfat (K,HPOj,) : 1,5 g/L
Distile su : 1000 ml

Dehidre besiyeri 25,5 g/L olacak sekilde distile su igerisinde eritilmis, uygun cam
malzemeye dagitilarak 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Otoklav sonrasi pH
kontrolii 25°C°de 7,0 & 0,2 kriteri gz 6niine alinarak yapilmustir.
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3.3. Orneklerin Besiyerine inokiilasyonu

Homojenize edilerek ekime hazirlanmis 107’liik diliisyonlardan steril pipetlerle
alman 0,1 ml’lik 6rnekler Eosin Metilen Blue Agar (EMB) besiyerine inokiile
edilmistir. Ornekler i¢in kullanilan inkiibasyon siireleri 37°C’de 24-48 saat olarak

gerceklesmistir.

3.3.1. Eosin Metilen Blue Lactose Sucrose Agar (EMB) (MERCK)

Bilesimi;

Pepton : 10 g/L
Laktoz :5¢g/L
Siikroz :5g/L
Dipotasyum hidrojen fosfat :2g/L
Agar agar :13,5¢g/L
Eozin Y 10,4 g/L
Metilen mavisi 10,07 g/L
Distile su : 1000 ml

Dehidre besiyeri 36 g/L olacak sekilde hazirlanarak 121°C’de 15 dakika steril
edilmistir. Otoklav sonras1 pH kontrolii 25°C’de 7,1 + 0,2 kriteri géz oniine alinarak

yapilmistir ve plaklara dokiilmiistiir.

3.4. Klebsiella Tiirlerinin izolasyonu

Inokiile edilmis plaklarda Klebsiella karakteristigi gdsteren koloniler (EMB agarda
K.pnemoniae ve K.oxytoca igin biiyiik viskoz pembe-mor koloniler) saf kiiltiir elde
etmek amaci ile EMB Agara ekilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir [Bilgehan,
1995].
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3.5. Klebsiella Tiirlerinin Tanimlanmasi

Kiiltiirlerin ileri identifikasyonlari i¢in biyokimyasal test yontemleri kullanilmis olup,
K.pneumoniae ve K.oxytoca tiirleri Bergey’s Manuel of Systemic Bacteriology
[Claus ve ark., 1986] ve Klinik Mikrobiyoloji ve Tani’ya [Bilgehan, 1995] gore
identifiye edilmistir. Bu asamada identifikasyon amaci ile IMVIC testleri, laktoz
fermantasyon testi ve iireaz testi yapilmistir. Caligma siiresince K.pneumoniae

ATCC® 700603 referans sus olarak kullanilmistir.

3.5.1. indol testi

5 ml. Tryptone Water (Merck) besiyerine indol testi uygulanacak olan izolat ekilerek
24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir iizerine 0,5
ml. Kovacs’ Indol Cézeltisi ilave edilmistir. Indol besiyerinin {izerinde birka¢ dakika
icinde kirmizi halka olugsmasi (+), olusmamasi ise (-) sonug olarak degerlendirilmigtir

[Merck , 2004].

Tryptone water (Indol Besiyeri) (Merck)

Bilesimi;

Pepton (kazeinden) (triptofan) : 10 g/L
Sodyum kloriir :5 g/l
Distile su : 1000 ml

Dehidre besiyeri 15g/L olacak sekilde damitik su i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve tiliplere
10’ar ml dagitilarak 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. pH kontrolii 25°C’de 7,3 +
0,2 kriteri géz 6niine alinarak yapilmistir.

Kovacs’ indol reagent (Merck)

Icerigi; Tetradimetilaminobenzaldehit, A-butanol, Hidroklorik asit ve Distile su
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3.5.2. Metil-Red testi (MR)

5 ml. MR-VP Broth besiyerine (Merck) izolatlar inokiile edilmis ve 96 saat 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerine 1 ml MR indikatérii ilave
edilmistir. Test sonucunda kirmizi renk olusumu (+), sar1 renk olusumu ise (-) olarak

degerlendirilmistir [Merck , 2004].

Metil-red voges proskauer broth (MR-VP Broth) (Merck)

Bilesimi;

Pepton (etten) :7,0g/L
D(+) glikoz :5,0 g/L
Fosfat tamponu :5,0¢g/L
Distile su : 1000 ml

Dehidre besiyeri 17 g/L olacak sekilde hazirlanarak tiiplere 5’er ml dagitilarak
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Otoklav sonras1 pH kontrolii 25°C’de 6,9 + 0,2
kriteri goz Oniine alinarak yapilmistir [Merck , 2004].

Metil-red indikatori

Bilesimi;

Metil red (Merck) 10,1 g/L
%95°1ik etil alkol :300 ml
Distile su : 200 ml

0,1 gram metil red (Merck) 300 ml %95’lik etil alkol icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra

distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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3.5.3. Voges-Proskauer testi (VP)

5 ml. MR-VP Broth besiyerine (Merck) izolatlar inokiile edilmis ve 48 saat 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinden 48 saat sonra alinan 1 ml kiiltiir bir tiipe
aktarilarak tizerine 0,6 ml Barritt ¢ozeltisi (a-napthol ¢d6zeltisi) ilave edilerek
karistirilmistir. Daha sonra {izerine 0,2 ml O’Meara ¢ozeltisi (potasyum hidroksit
cozeltisi) ilave edilmis ve tekrar karistirilmistir. 4 saat sonra sonuglar visne ¢liriigii-
pembe renk olusumu pozitif, sar1 renk ise negatif olarak degerlendirilmistir [Merck ,

2004].

Barritt ¢ozeltisi

Bilesimi;
a-naftol :5¢g/L
%95°lik etil alkol : 100 ml

Naftol alkolde eritilerek hazirlanmistir.

O’Meara ¢ozeltisi

Bilesimi;
Potasyum hidroksit (KOH) 140 g/L
Distile su : 100 ml

KOH distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmgtur.
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3.5.4. Sitrat testi

Test tiiplerine yatik olarak hazirlanmis Simmons Citrat Agar (Merck) besiyeri
ylizeyine izolatlarin inokiilasyonu yapilmustir. Besiyeri 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 48 saat sonunda besiyeri renginin koyu maviye doniismesi pozitif,

orijinal yesil renkte kalmasi negatif sonug olarak degerlendirilmistir [Merck , 2004].

Simmons Citrate Agar (Merck)

Bilesimi;

Amonyum dihidrojen fosfat : 1,0 g/L
Dipotasyum hidrojen fosfat :1,0 g/L
Sodyum kloriir (NaCl) :5,0 g/L
Sodyum sitrat 12,0 g/L
Magnezyum siilfat 10,2 g/L
Brommthymol blue : 0,08 g/L
Agar-agar :13,0 g/lL
Distile su : 1000 ml

Dehidre besiyeri 22,3 g/L olacak sekilde hazirlanarak 121°C’de 15 dakika steril
edilmistir. Otoklav sonras1 pH kontrolii 25°C’de 6,6 = 0,2 kriteri géz oniine alinarak

yapilmustir. Steril besiyeri tiiplere yatik agar olarak hazirlanmistir [Merck , 2004].

3.5.5. Laktoz testi

VRB (Violet Red Bile) Agar besiyerine (Merck) izolatlar inokiile edilmis ve 24 saat
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde iireyen kirmizi
koloniler laktoz pozitif, renksiz koloniler ise laktoz negatif olarak degerlendirilmistir

[Merck , 2004].
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VRB (Violet Red Bile) Agar (Merck)

Bilesimi;

Pepton (etten) 17,0 g/L
Yeast extract :3,0g/L
Sodyum kloriir (NaCl) :5,0 g/L
Laktoz :10,0 g/L
Notral red 10,03 g/L
Bile salt karigimi :1,5¢g/L
Crystal violet : 0,002 g/L
Agar-agar : 13,0 g/L
Distile su : 1000 ml

Dehidre besiyeri 39,5 g/L olacak sekilde hazirlanarak distile su i¢inde tamamen
coziilmesi saglanacak sekilde karistirilarak kaynatilmistir ve kaynama sicakliginda 2
dakika tutulduktan sonra sogutulmus ve pH kontrolii 25°C’de 7,4 + 0,2 kriteri goz
Oniine alinarak yapilmistir. Steril plaklara 12,5’ar ml dokiilmiistiir [Merck , 2004].

3.5.6. Ureaz testi

Tiiplere 5’er ml olarak hazirlanmis Urease Broth (Merck) besiyerine iireaz testi
uygulanacak olan izolat ekilerek 24-48 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda besiyerinin orjinal portakal kirmizis1 renginden sariya
dontigmesi  negatif (-), kirmiziya doniismesi pozitif (+) sonu¢ olarak
degerlendirilmistir. Her bir test icin 4’er adet Urease Broth Besiyeri hazirlanarak, 1.
tiip ekim yapilmadan kontrol olarak kullanilmis, birine test edilecek kiiltiir inokiile
edilmis ve diger iki besiyerine ise pozitif ve negatif kalite kontrol suslar1 inokiile

edilerek renk degisimleri izlenmistir [Merck , 2004].
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Ureaz broth (Merck)

Bilesimi;

Maya ekstrakti 10,1 g/L
Potasyum dihidrojen fosfat :9,1 g/L
Sodyum hidrojen fosfat 19,5 g/L
Ure :20,0 g/L
Fenol kirmizisi 10,01 g/l
Distile su : 1000 ml

Dehidre besiyeri 38,5 g/L olacak sekilde hazirlanarak distile su i¢cinde(islemden 6nce
otoklavda steril edilmistir) tamamen c¢oziilmesi saglanacak sekilde karistirilarak
kaynatilmustir. Steril tiiplere 3’er ml dagitildiktan sonra pH kontrolii 25°C’de 6,8 +
0,2 kriteri géz Oniine alinarak yapilmistir [Merck , 2004].

3.6. izole Edilen Klebsiella Tiirlerinin Stoklanmasi

Identifikasyonu yapilmis izolatlar ileriki testlerde kullanilmak {izere Triptoz Soy

Agara pasaj alinarak +4°C’de muhafaza edilmislerdir.

3.6.1. Triptoz Soy Agar (TSA) (Merck)

Bilesimi;

Pepton (kazeinden) : 15,0 g/L
Peptone (soymealdan) :5,0¢g/L
Sodyum kloriir (NaCl) :5,0 g/L
Agar-agar : 15,0 g/L

Distile su : 1000 ml
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Dehidre besiyeri 40,0 g/L olacak sekilde hazirlanarak 120°C’de 15 dakika steril
edilmigtir. pH kontrolii 25°C’de 7,3 + 0,2 kriteri gbz 6niine alinarak yapilmistir.
Steril tliplere yatik olarak hazirlanmistir [Merck , 2004].

3.7. Klebsiella izolatlarimin Viriilans Faktorlerinin Belirlenmesi

Bu calismada izolatlarin viriilans faktorlerinin tespit edilmesi amaciyla hemolitik

aktiviteleri, siderofor tiretimleri ve serum direnglilikleri aragtirilmugtir.

3.7.1. Klebsiella tiirlerinin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi

Tanimlamalar1 yapilan Klebsiella tiirlerinin hemolitik aktiviteleri % 5 defibrine
koyun kanli agarda (Orbak) test edilmistir. Saflastirilan 6rneklerden alinan bakteriler
kanli plaklara inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu
stirenin sonunda c¢evrelerindeki eritrositleri parcalayarak agarda saydamlagtirma

olusturan tiirler hemolitik olarak degerlendirilmistir [Merck , 2004].

% 5 Koyun kanl1 agar (Orbak)

% 5 defibrine koyun kan1 ihtiva eden hazir besiyerinin sterilite kontrolii besiyeri 24
saat 37°C’de inkiibe edilerek yapilmistir. Besiyerinin kalite kontroliinde ise S.aureus
ATCC® 25923 susu kullanilmig ve bu susun kanli agarda gosterdigi B-hemoliz

aktivitesi esas alinmuistir.
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edilerek hazirlanmistir). Hazirlanan soliisyona 40 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis 72,9

mg HDTMA karistirilarak yavasca eklenmistir.

Hazirlanan koyu mavi likit 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Basal agarin hazirlanmasi

Bilesimi:

3-(N-morpholino)propane sulfonic asit (MOPS) :3g
Agar :1,5¢
Sodyum kloriir :0,05¢
Potasyum fosfat :0,03 g
Amonyum kloriir 10,01 g
L-asparajin :05¢g
Distile su : 83 ml
% 50 NaOH :5ml

100 ml basal agar hazirlamak i¢in agar hari¢ yukarida siralanan tiim maddeler 83 ml
distile suda eritilmis ve besiyerinin pH’1 %50’lik NaOH eklenerek 6,8 ‘e
ayarlanmustir. Daha sonra 1,5 g agar karistirilarak ilave edilmistir. Karisim 121°C’de

15 dakika steril edilmistir.

CAS Agar plaklarinin hazirlanmasi

Sterile edilmis basal agar ve CAS indikatorii oncelikle 50°°C sicakliktaki bir su
kiivetinde sogutulmustur. Bu islemi takiben 2 ml % 50’lik glukoz soliisyonu basal
agar lizerine karistirilarak eklenmistir. CAS indikatorii de bu karigimin iizerine
yavagca ve karistirilarak ilave edilmistir. Steril plaklara bu karisimdan 30 ml

dokiilmiistiir.
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direngli olarak, kontrol tiipii 5 saate kadar renk degistirdigi halde deney tiipii 6,7 veya
8 saatte degistirdi ise orta duyarli olarak ve son olarak kontrol tiipii 5 saat sonunda
sartya dondiigii halde deney tiipliniin renginde 8 saat sonunda bir degisme

gozlenmediyse duyarl olarak degerlendirilmistir.

Bromothymol blue broth

Bilesimi;

Pepton (kazeinden) :10 g/L
Sodyum Kloriir (NaCl) :5¢g/L
Glukoz : 10 g/L
Bromothymol blue :0.025 g/L
Distile su : 1000 ml

Bilesimde siralanan maddeler glikoz haric 1 litre distile suda ¢ozdiiriilmiis ve
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Bunun tizerine 10 g glikoz eklenmis ve son
karisgim 20 dakika 100°C’lik su banyosunda isitilmistir. pH kontrolii 25°C’de 7,2 +

0,2 kriteri gz oniine alinarak yapilmistir. Steril tiiplere dokiilmiistiir.

3.8.1izole Edilen Klebsiella Tiirlerinin ESBL Tayini ve Antibiyotik

Duyarhhklarimmin Belirlenmesi

[zolatlarin genislemis spektrumlu beta laktamaz (ESBL) iiretip iiretmedikleri ¢ift disk
sinerji yontemi ile antibiyotik duyarliliklari ise Disk Diflizyon yontemi [CLSI M-02
A-10, 2009] ile arastirilmastir.

3.8.1. Klebsiella tiirlerinin ESBL tayini

Izole edilmis Klebsiella tiirlerinin ESBL varliklar1 ¢ift disk sinerji yontemi
kullanilarak kontrol edilmistir. Calisma CLSI (eski adi ile NCCLS) tarafindan
onerilen Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi standartlarina gére yapilmistir [CLSI
M-02 A-10, 2009].
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3.8.2. Mueller Hinton Agar (Merck)

Bilesimi;

Meat infusion 12,0 g/L
Kazein hidrolizat : 17,5 g/L
Nisasta 21,5 ¢g/L
Agar-agar : 13,0 g/L

Dehidre besiyeri 34 g/L olacak sekilde hazirlanarak 121°C’de 15 dakika steril
edilmistir. Otoklav sonrasi pH kontrolii 25°C’de 7,4 + 0,2 kriteri goz 6niine alinarak
yapilmustir. Besiyerleri CLSI Onerileri dogrultusunda steril plaklara 4 mm

kalinliginda dokiilmiistiir.

3.8.3. izolatlarin Mueller-Hinton yiizeyine inokiilasyonlari

Izolatlarin triptoz soy agardan alian kiiltiirleri Mueller Hinton Agara ekilip 37°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Mueller Hinton Agardan alinan kiiltiirler steril serum
fizyolojik ile sulandirilarak 0,5 Mc Farland standardina gbre ayarlanmistir. Besiyeri
tizerine 60 derecelik aciyla {i¢ kez cevrilerek bakteri siiriilmiis ve plaga homojen

olarak yayilmstir.

0,5 Mc Farland standardinin hazirlanmasi

0,5’1ik Mc Farland bulaniklik standardi 0,5 ml % 1,175 w/v baryum kloriir dihidrat
(BaCl, 2H,0) tizerine 99,5 ml %1°lik H,SO4 eklenerek hazirlanmistir.

3.8.4. Klebsiella tiirlerinin antibiyotik direncinin arastirilmasi

Antibiyotik duyarlilik testi CLSI 6nerilerinde deginildigi iizere Kirby-Bauer Disk
Diflizyon yontemi izlenerek yapilmistir. Calismada Meropenem 10 mcg (MEM),
Imipenem 10 mcg (IPM), Amikasin 30 mcg (AK), Siprofloksasin 5 mcg (CIP),
Gentamisin 30 mcg (CN), Sefotaksim 30 mcg (CTX), Seftazidim 30 mcg (CAZ),
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Trimetoprim/sulphamethoxazole 1,25/23,75 mcg (SXT), Sefepim 30 mcg (FEP),
Ampisilin/sulbaktam  10/10 mcg (SAM), Aztreonam 30 mcg (ATM),
Piperasilin/tazobaktam 100/10 mcg (TPZ), Ampisilin 10 mcg (AM) ve Amoksisilin
25 mcg (AX) antimikrobiyal duyarlilik diskleri (Bioanalyse®) kullanilmistir.
Sonuglar CLSI M-100 S-19’a gére yorumlanmaistir.
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4. BULGULAR

Bu caligmada ¢esitli kaynaklardan temin edilen 15 adet kiyma, 15 adet kusbasi, 15
adet tavuk but ve 15 adet tavuk gogiis ornegi olmak tiizere toplam 60 Ornekle
calistlmistir.  Bu orneklerden K.pneumoniae ve K.oxytoca izole edilerek

tanimlanmustir.

Izolatlarin hemolitik aktivitesi, siderofor tayini, serum direnci gibi bazi viriilans

faktorleri ile antibiyotik direnglilikleri ve tiirlerde ESBL varligi arastirilmistir.

4.1. Orneklerden Elde Edilen Klebsiella izolatlarimin Kaynaklari, Sayilari ve

Tiir Diizeyinde Tanimlanmalan

Bu c¢alisma kapsaminda toplam 60 et Orneginden izole edilen Klebsiella

izolatlarinin sayilar1 ve izole edildikleri kaynaklar Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Et ve tavuk 6rneklerinden izole edilen Klebsiella izolatlarinin 6rneklere
gore sayisal ve yiizde dagilimlari

Ornekler _Caligilan Izolat Yiizde
Ornek Sayisi Sayis1 (%)
Kiyma 15 15 100
Kusbasi 15 11 73
Tavuk But 15 12 80
Tavuk Gogiis 15 7 47
Toplam 60 45 75

Calisilan toplam 60 kiyma, kusbasi, tavuk but ve tavuk gogiis Orneginden 45
Klebsiella izolati elde edilmistir.
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Cizelge 4.1’de goriildiigii tizere en fazla Klebsiella izolatt kiymadan elde edilmistir.
Tavuk gogiis ise en az izolatin elde edildigi kaynaktir. Klebsiella izolatlarinin en sik

rastlandig1 kaynaklar sirasiyla kiyma, tavuk but, kusbasi ve tavuk gogiistiir.

Elde edilen 45 izolattan 24’1 ( %53) K.oxytoca ve 21°1 (%47) K.pneumoniae olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ).

Cizelge 4.2. Et ve tavuk 6rneklerinden izole edilen Klebsiella tiirlerinin 6rneklere
gore sayisal ve yiizde dagilimlari

Izole edilen K.pneumoniae K.oxytoca

e Klebsiella

Ornekler sayisi Say1 e oy —_
Kiyma 15 6 40 9 60
Kusbasi 11 6 55 5 45
Tavuk But 12 3 75 9 -
Tavuk 7 6 86 1 14
Gogiis
Toplam 45 21 47 4 53

Orneklerden selektif besiyeri kullanilarak ve koloni morfolojilerine gére izole edilen
Klebsiella bakterilerinin dogrulanmasi ve tiir diizeyinde identifikasyonu
biyokimyasal yontemler kullanilarak yapilmistir. IMVIC testleri ve laktoz
fermantasyon testi kullanilarak Klebsiella tiirlerinin adlandirilmasi yapilmstir. Elde

edilen izolatlarin biyokimyasal test sonuclar1 Cizelge 4.3’te goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Klebsiella izolatlarinin tiir ayriminda kullanilan biyokimyasal testler ve
tanimlanan tiirler

Kavnak | izolat No. | Iindol | MR | VP | Sitrat | Laktoz | Ureaz | Tanimlanan tiir
KY?2/3 - - + + + + K.pneumoniae
KY3/3 + - + + + + K.oxvytoca
KY4/4 + - + + + + K.oxvytoca
KY5/2 + - + + + + K.oxvtoca
KY8/3 - - + + + + K.pneumoniae
KY9/1 + - + + + + K.oxytoca
KY9/2 - - + + + + K.pneumoniae
Kiyma gy - - + + + + K.pneumoniae
KY11/1 + - + + + + K.oxvtoca
KY12/3 + - + + + + K.oxvtoca
KY13/2 - - + + + + K.pneumoniae
KY13/5 + - + + + + K.oxytoca
KY14/2 + - + + + + K.oxvtoca
KY15/1 - - + + + + K.pneumoniae
KY15/3 + - + + + + K.oxytoca
K2/2 + - + + + + K.oxvtoca
K3/1 + - + + + + K.oxvtoca
K3/2 - - + + + + K.pneumoniae
K7/2 + - + + + + K.oxvtoca
K8&/1 - - + + + + K.pneumoniae
Kusbas1 | K8/3 + - + + + + K.oxytoca
K9/1 + - + + + + K.oxvtoca
K11/1 - - + + + + K.pneumoniae
K12/2 - - + + + + K.pneumoniae
K13/1 - - + + + + K.pneumoniae
K15/3 - - + + + + K.poneumoniae
G4/1 - - + + + + K.pneumoniae
G5/2 - - + + + + K.pneumoniae
Tavuk | G6/2 - - + + + + K.pneumoniae
Gogiis G10/1 - - + + + + K.pneumoniae
G10/2 + - + + + + K.oxvtoca
G13/3 - - + + + + K.pneumoniae
G14/1 - - + + + + K.pneumoniae
B1/2 + - + + + + K.oxvtoca
B2/1 - - + + + + K.pneumoniae
B5/2 + - + + + + K.oxvtoca
B6/3 + - + + + + K.oxvtoca
Tavuk B7/1 + - + + + + K.oxvtoca
B9/3 - - + + + + K.pneumoniae
But B10/2 + - + + + + K.oxvtoca
B11/1 + - + + + + K.oxvtoca
B12/2 - - + + + + K.pneumoniae
B14/1 + - + + + + K.oxvtoca
B15/2 + - + + + + K.oxvtoca
B15/3 + - + + + + K.oxvtoca




39

4.2. Tiir Tayini Yapilmis izolatlarin Viriilans Faktorlerinin Arastirilmasi

4.2.1. Tiir tayini yapilmis izolatlarin siderofor iiretimi

Orneklerden izolasyonlar1 gerceklestirilen iki Klebsiella tiiriiniin CAS (Chrome
Azurol Sulphate) Agar kullanilarak Schwyn ve Neilands yontemine gore [Schwyn
and Neilands , 1987] arastirilan siderofor tayinlerinin sonucglari Cizelge 4.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Orneklere gore Klebsiella tiirlerinin siderofor iiretimleri

Ornekler Tiir Siderofor(+) Siderofor(-)
K.pneumoniae 4 5
Kiyma K.oxytoca 4 s
Toplam ] .
K.pneumoniae ) 4
Kusbast K.oxytoca 2 3
Toplam 4 .
K.pneumoniae 3 3
Tavuk Gogiis | K-0xytoca i :
Toplam 3 4
K.pneumoniae ) :
Tavuk But K.oxytoca 3 6
Toplam 5 .
Toplam 45 20 )y

Cizelge 4.4 ‘te goriildiigii tizere kiymadan izole edilen 15 Klebsiella tiiriinden 8’ i
(%53) siderofor {iretirken 7 ‘si (%37) tiretmemektedir. Kusbasidan izole edilen 11

Klebsiella tiirtinden 4 ‘4 (%36) siderofor iiretirken 7 ‘si (%64) tiretmemektedir.



Cizelge 4.5. Klebsiella izolatlarinin siderofor iiretimleri.
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Tiir

Izolat No.

Siderofor(+)

Siderofor(-)

K.pneumoniae

KY?2/3

J’_

KY8/3

KY9/2

KY10/2

KY13/2

J’_
J’_
J’_

KY15/1

K3/2

K&8/1

K11/1

K12/2

K13/1

K15/3

G4/1

G5/2

G6/2

+

G10/1

G13/3

G14/1

B2/1

B9/3

+ |+ |+ |+

B12/2

K.oxytoca

KY3/3

KY4/4

KY5/2

KY9/1

KY11/1

KY12/3

KY13/5

+ |+ |+ [+

KY14/2

KY15/3

K2/2

K371

+ |+

K7/2

K&/3

K9/1

G10/2

B1/2

B5/2

B6/3

B7/1

B10/2

B11/1

B14/1

B15/2

B15/3

Toplam

45

20

25
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4.2.2. Tiir Tayini yapilmis izolatlarin serum direnclikleri

Orneklerden izole edilen Klebsiella tiirlerinin serum direnglikleri Sharma ydntemine
gore arastirilmig[Sharma and Fatma , 1998] ve sonuglar direncli, orta duyarl ve
duyarli olarak degerlendirilmistir. Sharma yontemine goére yapilan serum

direnclikleri sonuglar1 Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Orneklere gore Klebsiella tiirlerinin serum direnglilikleri

insan Serumuna KaI'$1
Ornekler Tiir
Duyarli Direngli
K.pneumoniae ) 4
Kiyma K.oxytoca P 3
Toplam 3 7
K.pneumoniae 4 5
Kusbasi K.oxytoca 3 5
Toplam 7 4
K.pneumoniae 4 5
Tavuk Gogis | K-0xytoca ) ]
Toplam 5 )
K.pneumoniae ) :
Tavuk But K.oxytoca 6 3
Toplam 3 4
Toplam 45 )8 7

Not: Orta-duyarl suslar direngli olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.6’da ifade edilen bulgulara gore kiymadan izole edilen ve ¢alisma
kapsamina alinan 15 Klebsiella tiiriinden 7’si (%47) insan serumuna direngli

digerleri ise duyali bulunmustur. Kusbasindan izole edilen 11 Klebsiella tiiriinden



Cizelge 4.7. Klebsiella izolatlarinin serum direnglilikleri
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Tiir

izolat No.

Direncli

Orta Duvarli

Duvarli

K.pneumoniae

KY2/3

+

KY8/3

J’_

KY9/2

KY10/2

KY13/2

KY15/1

K3/2

K&/1

K11/1

K12/2

K13/1

K15/3

+ |+

G4/1

G5/2

G6/2

G10/1

G13/3

G14/1

+ |+ [+ |+

B2/1

B9/3

B12/2

K.oxytoca

KY3/3

KY4/4

+ |+ [+ [+

KY5/2

KY9/1

KY11/1

KY12/3

+ |+

KY13/5

KY14/2

KY15/3

+ |+

K2/2

K371

J’_

K7/2

K&/3

K971

G10/2

B1/2

B5/2

+ |+ [+ |+ |+

B6/3

B7/1

B10/2

B11/1

B14/1

B15/2

B15/3

Toplam

45

S |+ |+ [+ [+
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4.2.3. Tiir tayini yapilmis izolatlarin hemolitik aktivitesi

Adlandirilmalari yapilan Klebsiella tiirlerinin %5°lik koyun kanli agara ekimleri

sonucu tayin edilen hemolitik aktiviteleri Cizelge 4.8’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.8. Kaynaklara gore Klebsiella tiirlerinin hemolitik aktiviteleri

Ornekler Tiir Hemoliz(+) Hemoliz(-)
K.pneumoniae 5 :
Kiyma K.oxytoca 5 A
Toplam 10 5
K.pneumoniae 4 5
Kusbast K.oxytoca 4 :
Toplam 3 3
K.pneumoniae 3 3
Tavuk Gogiis K.oxytoca i :
Toplam 3 4
K.pneumoniae ) |
Tavuk But K.oxytoca 7 5
Toplam 9 3
Toplam 45 30 s

Tabloya gore kiymadan izole edilen ve ¢alisma kapsamina alinan 15 Klebsiella
tirinden 10°’u (%67) hemolitik aktivite gosterirken 5’1 (%33) gOstermemistir.
Kusbasidan izole edilen 11 Klebsiella tiiriinden 8’i (%73) hemolitik aktivite
gosterirken 3’1 (%27) gostermemistir. Diger yandan tavuk gogiisten izole edilen 7

Klebsiella tiiriinden 3’0 (%43) hemolitik aktivite gosterirken 4’1(%57)



Cizelge 4.9. Klebsiella izolatlarinin hemolitik aktiviteleri

48

Tir

Izolat No.

Hemoliz(+)

Hemoliz(-)

K.pneumoniae

KY2/3

KY&/3

KY9/2

KY10/2

+ |+ |+ |+

KY13/2

KY15/1

K3/2

+ |+

K8/1

K11/1

K12/2

K13/1

+ |+ |+

K15/3

G4/1

G5/2

G6/2

+ |+ |+

G101

G13/3

G14/1

B2/1

B9/3

B12/2

K.oxytoca

KY33

KY4/4

KY5/2

KY9/1

KY11/1

KY12/3

KY13/5

KY14/2

+

KY15/3

K2/2

K3/1

K7/2

K&/3

+ [+ |+ |+

K9/1

G10/2

B1/2

B5/2

+ |+

B6/3

B7/1

B10/2

B11/1

B14/1

B15/2

+ |+ |+ |+ |+

B15/3

Toplam

45

15
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Cizelge 4.13. Orneklere gore Klebsiella tiirlerinin ESBL iiretimleri

Ornekler Tiir ESBL(+) ESBL(-)
K.pneumoniae 3 3
K.oxytoca 2 7
Kiyma
Toplam 5 10
K.pneumoniae 1 5
K.oxytoca 1 4
Kusbasi
Toplam 2 9
K.pneumoniae 3 3
K.oxytoca - 1
Tavuk Gogiis
Toplam 3 4
K.pneumoniae 1 2
K.oxytoca 2 7
Tavuk But
Toplam 3 9
Toplam 45 13 32

Cizelge 4.13’te verilen bulgulara gore kiymadan izole edilen 15 Klebsiella tiiriinden
5’1 (% 33) ESBL(+) olarak, 10’u (%67) ESBL(-) olarak bulunmustur. Kusbasidan
izole edilen 11 Klebsiella tiirtinden 2’si (%18) ESBL(+) , 9’u (%72) ise ESBL(-)
olarak bulunmustur. Tavuk gogiisten izole edilen 7 Klebsiella tiiriiniin 3’i  (%43)
ESBL(+) iken 4’0 (%57) ESBL(-) tir. Tavuk buttan izole edilen 12 Klebsiella
tiiriinden 3’1 (%25) ESBL(+), 9’u ise (% 75) ESBL(-) olarak tayin edilmistir.



Cizelge 4.14. Klebsiella izolatlarinin ESBL tayinleri
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Tir

izolat No

ESBL(+)

ESBL(-)

K.pneumoniae

KY2/3

KY&8/3

+

KY9/2

J’_

KY10/2

KY13/2

J’_

KY15/1

K3/2

K&/1

K11/1

K12/2

K13/1

K15/3

G4/1

G5/2

G6/2

G10/1

G13/3

G14/1

B9/3

B12/2

B2/1

K.oxytoca

KY4/4

KY5/2

KY9/1

KY11/1

KY12/3

KY13/5

KY3/3

KY14/2

KY15/3

K2/2

K3/1

K7/2

K&/3

K971

G102

B1/2

B5/2

B6/3

B7/1

B10/2

B11/1

B14/1

B15/2

B15/3

Toplam

45

13

32
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4.3.2. Tiir tayini yapilmis izolatlarin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarlilik testleri icin Bioanalyse® antimikrobiyal
duyarlilik diskleri kullanilmistir. Meropenem 10 mcg (MEM), imipenem 10 mcg
(IPM), Amikasin 30 mcg (AK), Siprofloksasin 5 mcg (CIP), Gentamisin 30 mcg
(CN), Sefotaksim 30 mcg (CTX), Seftazidim 30 mcg (CAZ),
Trimetoprim/sulphamethoxazole 1,25/23,75 mcg (SXT), Sefepim 30 mcg (FEP),
Ampisilin/sulbaktam  10/10 mcg (SAM), Aztreonam 30 mcg (ATM),
Piperasilin/tazobaktam 100/10 mcg (TPZ), Ampisilin 10 mcg (AM) ve Amoksisilin
25 mcg (AX) disklerine duyarliliklart CLSI M100-S19 6nerileri dogrultusunda disk

difiizyon yontemi ile arastirilmistir.

Cizelge 4.15. Enterobacteriaceae familyasi i¢in kullanilan antibiyotiklerin
zon ¢aplar1 [CLSI M100-S19, 2009]

Antimikrobiyal Ajan Disk Icerigi Zon Gap:
R I S
Meropenem 10 mp <13 14-15 >16
Imipenem 10 mp <13 14-15 >16
Amikasin 30 mp <14 15-16 >17
Siprofloksasin Smp <15 16-20 >21
Gentamisin 10 mp <12 13-14 >15
Sefotaksim 30 mp <14 15-22 >23
Seftazidim 30 mp <14 15-17 >18
Trimetonprim/sulphamethoxazole | 1,25/23,75mp | <10 11-15 >16
Sefepim 30 mp <14 15-17 >18
Ampisilin/sulbaktam 10/10 mp <11 12-14 >15
Aztreonam 30 mp <15 16-21 >22
Piperasilin/tazobaktam 100/10 mp <14 18-20 >21
Ampisilin 10 mp <13 14-16 >17




Cizelge 4.16. Klebsiella tiirlerinin antibiyotiklere direngliligi
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Antibiyotikler Sﬁg{?ﬁgg K.pneumoniae(n=21) | K.oxytoca(n=24)
fmipenem 0(%0) 0(%0) 0(%0)
Meropenem 0(%0) 0(%0) 0(%0)
Amikasin 3(%7) 1(%5) 2(%38)
Siprofloksasin 7(%16) 4(%19) 3(%13)
Gentamisin 4(%9) 3(%14) 1(%4)
Sefotaksim 7(%16) 5(%24) 2(%8)
Seftazidim 11(%24) 8(%38) 3(%13)
Sefepim 12(%27) 10(%48) 2(%8)
|40 o018 06
?gggiﬁ; 2(%4) 1(%5) 1(%4)
Aztreonam 18(%40) 12(%57) 6(%25)
Ampicilin 45(%100) 21(%100) 24(%100)
Amoksisilin 45(%100) 21(%100) 24(%100)
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Genis spektrumlu beta laktamaz iireten izolatlarin tamaminin ¢oklu dirence sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Coklu direng¢ gosteren suslarin direng gostermis olduklari

antibiyotik tiirlerinin sayilar1 Cizelge 4.19’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.20. ESBL (+) Klebsiella izolatlarin ¢oklu direnglilikleri

Tiir Izolat No Direncli Oldugu Antibiyotik Sayis1

KY8.3 7

KY9.2 5

KY13.2 8

K.pneumoniae | K11.1 4
G6.2 4

G133 6

Gl14.1 5

B9.3 5

KY9.1 3

KY11.1 3

K.oxytoca K3.1 3
B5.2 6

B14.1 3

*QOrta duyarli suslar direngli olarak kabul edilmistir.
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Cizelge 4.21. Klebsiella tiirlerine ait izolatlarin baz1 antibiyotikler i¢in Direng-ESBL

iiretimi iligkisi

K.pneumoniae K.oxytoca
ESBL(+) ESBL(-) ESBL(+) ESBL(-)
Duyarli | Direngli | Duyarli | Direngli | Duyarli | Direngli | Duyarli | Direngli
CTX 4 4 12 1 4 1 18 1
CAZ 2 6 11 2 5 - 16 3
FEP 1 7 10 3 4 1 18 1
ATM 1 7 8 5 - 5 18 1

Cizelge 4.22. ESBL (+) ve ESBL (-) Klebsiella tiirlerinin beta laktam antibiyotiklere

kars1 direnglilik yiizdeleri

Antibiyotik ESBL(vz()%[))irengli ESBL(EzA)]))irengli
CTX 5(39) 2(6)
CAZ 6(46) 5(16)
FEP 8(62) 4(13)
ATM 12(92) 6(19)

Cizelge 4.22°de goriilmekte oldugu tlizere ESBL (+) izolatlarda s6z konusu

antibiyotiklere kars1 direnclilik oranlar1 % 39 ve daha iizeri seviyelerdeyken, ESBL

(-) izolatlarda bu direnglilik oranlar1 en fazla % 19 olarak tespit edilmistir(Sekil 4.

10).
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirma sonuglarimiza gore c¢alisilan 60 tavuk ve et orneginin 45’inde (% 75)
Klebsiella izolat1 elde edilmistir. Bunun 15” i kiymadan (%33), 11°i kusbasidan
(%24), 12’si tavuk buttan (%27) ve 7’si de tavuk gogiisten (%16) izole edilmistir.
Bu izolatlarin 21’1 (% 47) K.pneumoniae ve 24’1 (% 53) K.oxytoca “dir.

Klebsiella’lar dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Bu bakterilerin iki temel habitati
vardir. Tlki atik sular, toprak ve bitkiler; ikincisi insanlarn ve bazi hayvanlarin
mukozal yiizeyleridir. ~ Klebsiella’lar insanlarda septisemi, pndmoni, {iriner
enfeksiyon ve yumugak doku enfeksiyonlarina yol acan firsat¢i patojen bakterilerdir.
Biitiin bunlara ilaveten gida giivenligi agisindan risk kabul edilecek bakterilerdir

[Podschun and Ullman, 1998].

Et ve et irlinleri insanlarin en temel besin maddelerinden biridir. Et ve tavuk
orneklerinden yiiksek siklikla Klebsiella izole ettigimiz arastirma sonuglarimiz etlere
bu bakterilerin ¢esitli sekillerde kontamine oldugunu gostermektedir. Kontaminasyon
kaynaklar1 arasinda etin kesiminden tiiketiciye sunulma asamasina kadar gecen
siirede kullanilan aletler ve ekipman sayilabilir. Arastirma sonuglarimiza paralel
olarak etlerden ve diger gidalardan Klebsiella izolasyonuna ait c¢aligmalar

bulunmaktadir.

Tekingen ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Ankara’da tiiketime sunulan kiymalarin
bakteriyolojik kalitesini arastirmuglardir. Izolatlarm %25’inde Klebsiella tespit
edilmistir[ Tekingen ve ark., 1980].

2007 yilinda organik tavuk, klasik tavuk ve hindi etinden Enterobacteriaceae
familyasina ait 180 izolat elde edilmistir. Organik tavuktan 4(%6,7), tavuktan 4
(%6,7) ve hindi etinden 15(%25) adet Klebsiella spp. bulunmustur[Miranda ve ark.,
2007].
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Halkman ve Halkman pastorize siit, yogurt, peynir, tereyagi, dondurma, salata ,
sarkiiteri Uriinleri ve yas meyve — sebze gibi cesitli 500 gida 6rneginden izole
ettikleri 308 izolatin 25’inin(%8,1) K.pneumoniae oldugunu saptamislardirfHalkman
ve Halkman, 2004].

Palmita tipi beyaz peynirlerde yapilan bir arastirmaya gore, orneklerin % 50'sinde K.

pneumoniae saptanmistirfOcando ve ark.,1991].

Diilger ve Giicin Bursa’da satisa sunulan beyaz peynirlerden izole ettikleri 264 adet
koliform susunun 10’unu (%3,79) K.aerogenes ve 8’ini(%3,04) K.pneumoniae

olarak saptamislardir[Diilger ve Giicin, 1999].

Yakar’in 2006 yilinda siit, dondurma ve peynir 6rneklerinden izole ettigi Klebsiella
izolatlarmin % 53’4 K.pneumoniae , % 11 K.oxytoca ve % 7’si ise
K.rhinoscleromatis “dir[Yakar, 2006].

Altun ve arkadaglar1 2002 yilinda Ankara’da satilan ¢ig siitler {izerine yaptiklari
arastirmada Klebsiella izolatlarinin oraninin % 41,3 olarak belirtmislerdir[Altun ve

ark., 2002].

Wessels ve arkadaslari (1988) siit ve siit liriinlerinden izole edilen Enterobacteriaceae
tiyesi tiirlerden en sik rastlanilanlardan birinin Klebsiella oxytoca oldugunu

belirtmislerdir [Wessels ve ark.,1988].

Elazig’da tiiketime sunulan kaymakli ve meyve aromali dondurmalarda koliform
bakteriler izole edilmistir. Kaymakli dondurmalardan izole edilen 186 susun
20’sinde(%10,75) , meyve aromali dondurmalardan izole edilen 446 susun

57’sinde(%12,78) Klebsiella oxytoca tespit edilmistir[Patir ve ark., 2005].

Hood ve ark. istiridye ve deniz taragindan izole ettigi E. coli olmayan fekal
koliformlardan yaygin olarak Klebsiella tirlerini  tanimlamig, bunlarin %80

kadarinin K. pneumoniae oldugunu belirlemislerdirflHood ve ark.,1983].
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Klebsiella tiirii bakterilerin 6nemli viriilans faktorlerinden biri olan siderofor yapilar
ortamda bulunan demiri kullanabilme yeteneklerini saglar. Konak organizmadaki
demiri kullanabilmek patojen bakterilerin konaktaki gelisimi agisindan kritik bir
ihtiyagtir. Demir, amino asit biyosentezi, sitrik asit dongiisii ve DNA sentezi gibi

mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in siirdiirdiikleri 6nemli proseslerde yer alir.

Yapilan ¢alismamizda elde edilen, tiir tanimlanmasi yapilmig 45 Klebsiella izolatinin
20 adedi (% 44) siderofor tlireticisi olarak tayin edilmistir. K.pneumoniae % 53 ‘lik

oraniyla K.oxytoca’dan daha fazla siderofor iiretimi géstermistir.

Kaleli ve ark. ¢esitli klinik 6rneklerden soyutlanmig 120 Klebsiella izolatinin 90’11
K.pneumoniae 30’unu K.oxytoca olarak bulmuslardir. Toplam 120 Klebsiella
susunun  %30,8’inin  aerorobaktin, %91,7’sini  enterobaktin  sentezledigini

bulmuslardir[Kaleli ve ark., 2006].

Tekin (1998) yaptigi calismada Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
hastalarina ait idrar orneklerinden izole edilen 95 K.pneumoniae susunun 93’i
(%97,8) , 29 K.oxytoca susunun 28’inin (%96,5) siderofor {irettigini tespit
etmistir[ Tekin , 1998].

Uriner sistem infeksiyonlu hastalardan izole edilen 20’si K.pneumoniae ve 6’s1
K.oxytoca olmak {izere toplam 26 susun tamaminda siderofor liretimi saptanmuistir.
Suslarin %54°1 enterobaktin, %8’1 ise aerobaktin tliretmektedir. Aerobaktin lireten
suglarin timiiniin K.pneumoniae oldugu tespit edilmistirfAng —Kiigiiker ve ark.,
2002].

El-sukhon (2002) siit ve siit tirtinlerinden izole ettigi 346 Klebsiella tiiriiniin 96’sinda
(% 27,7) siderofor iiretimi tespit etmistir [El-sukhon, 2002].

Konak organizmalarin mikroorganizmalara karsi yaptiklar1 ilk savunma serumun
bakterisit etkisi olmaktadir. Arastiricilar insan ve hayvan serumlarinin bakterisit

etkisine kars1 direngliligin belirli enfeksiyonlarin goriilmesinde 6nemli oldugunu
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belirtmislerdir [Durack and Beeson , 1977; Olling, 1977 ]. Cogunlukla
Enterobacterler’in sebep oldugu {iriner yol enfeksiyonlarinda serum direncinin
enfeksiyonun yeri ile de baglantili oldugu bilinmektedir [ Gower and ark., 1972;
Taylor and Koutsimanis,1975].

Calismamizda Klebsiella izolatlarinin % 20’si seruma direngli, % 18’1 orta duyarli ve
% 62’si ise seruma duyarli olarak bulunmustur. Seruma en direngli izolatlar % 53 liik

orant ile K.pneumoniae izolatlaridir.

Tekin’in 1998 yilinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesinde yaptig1 ¢alismasinda 95
K.pneumoniae susundan 62’si (%65,2) seruma direngli, 30’u (%31,5) seruma orta
duyarli, 3’0 (%3,1) ise seruma duyarli bulunmustur. 29 K.oxytoca susunun 21’i
(%72,4) seruma direngli, 8’1 (%27,5) orta derecede duyarli bulunmus olup seruma

duyarli sus tespit edilmemistir[ Tekin, 1998].

Uropatojen Klebsiella suslariyla yapilan bir ¢alismada 20 K.pneumoniae ve 6
K.oxytoca olmak iizere toplam 26 Klebsiella susunun %53’ serumun bakterisidal
aktivitesine yiiksek derecede direngli bulmustur. K.pneumoniae suslarinin %77’si,
K.oxytoca suslarininda %50’si seruma direngli bulunmustur[Ang —Kiiciliker ve ark.,

2002].

Kaleli ve ark (2006) 90’1 K.pneumoniae ve 30’u K.oxytoca olmak iizere toplam 120
Klebsiella susu iizerinde yaptig1 ¢alismada suslarin %63,3’linde serum direnci pozitif

olarak saptamistir[Kaleli ve ark , 2006 ].

Podschun ve ark. 2001 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda K.oxytoca suslarinda %53 ,
klinik K.pneumoniae suslarinda %25 serum direnci bildirmistir[Podschun ve ark.
20011].

Urdiin’de yapilan bir ¢alismada siit ve siit iiriinlerinden izole edilen 346 Klebsiella

tiirtinlin 103’tinde (% 29,7) serum direncine rastlamistir [El-sukhon, 2002].
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Klebsiella tiirti bakteriler hemolizinleri ile eritrositlerin pargalanarak hemoglobinin
ortama salinmasini saglarlar ve hemoglobini kullanirlar. Hemolizin varligi bu

sebeple bir viriilans faktorii olarak diisiiniiliir.

Calismamizda tir tamimlamasi yapilmis 45 Klebsiella izolatinin  hemoliz
aktivitelerinin degerlendirilmesi sonucunda 30 adedinin (% 67) hemoliz aktivitesi
gosterdigi ve hemoliz orani en yiiksek olan tiiriin % 53’lik oranla K.oxytoca oldugu

gorilmiistiir.

El-sukhon (2002) siit ve siit {irinlerinden izole ettigi 346 Klebsiella tiiriinden 19

tanesinin (% 5) hemolitik aktivite gosterdigini tespit etmistir [El-sukhon, 2002].

Yakar 2006 yilinda siit ve siit triinlerinden izole ettigi 43 Klebsiella 6rneginin
hemoliz aktivitelerinin degerlendirilmesi sonucunda 25 adedinin (% 11) hemoliz
aktivitesi gosterdigini ve hemoliz orani en yiliksek olan tiiriin % 72’lik oranla
K.pneumoniae oldugunu goérmiistir. Bunu % 45 ile K.oxytoca ve % 29 ile

K.rhinoscleromatis izlemektedir[Yakar, 2006].

Mikroorganizmalarda antibiyotiklere direncin ortaya ¢ikmasinda ve giderek
artmasindaki en Onemli neden bilingsiz antibiyotik kullanimi ve hastanelerdeki
yogun antibiyotik kullanimidir. Bu nedenle hastanelerde ve 0Ozellikle hastane
enfeksiyonlarinin  sik  goriildiigli  yogun bakim iinitelerinde kullanilacak
antibiyotiklerin seciminde ilgili hastanede sik izole edilen bakterilerin antibiyotik
duyarliliklarinin bilinmesi 6nemlidir[Findik ve ark.,2001]. Diren¢ genleri enterik
bakteriler arasinda kolayca aktarilir. Bu sebeple bu suslarin izlenmesi ve uygun

antibiyotikler ile tedavileri dnemlidir[Ozkan ve ark., 2002].

Arastirmamizda Klebsiella suslarinin tamami meropenem ve imipeneme % 100
duyarli bulunmuslardir. izolatlarin amikasine % 7, siprofloksasine % 16, gentamisine
% 9, sefotaksime % 16, seftazidime % 24, trimetoprim/sulphametoksazole % 9,

sefepime % 27, ampisilin/ sulbaktama % 4, aztreonama % 40,
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piperasilin/tazobaktama %@4, ampisilin ve amoksisiline ise % 100 direncli olduklar1

saptanmigtir.

Aragtirma sonuglarimiza gore Klebsiellalar igin en etkili antibiyotikler meropenem
ve imipenem olarak saptanirken, ampisilin ve amoksisilin bu bakterilere karsi etkisiz

bulunmustur.

2009 yilinda Cankir1 Devlet Hastanesi’nde yapilan bir ¢alismada izole edilen 91
K.pneumoniae susunun antibiyotik diren¢ oranlari amikasine %6, gentamisine %11,
seftazidime %7, trimetoprim/sulphametoksazole %31, sefepime %7, aztreonama %8
ve ampisiline %74 olarak bulunmustur. Imipenem %100’liikk duyarlilikla en etkin

antibiyotik olarak tespit edilmistir[ Albayrak ve Kaya, 2009].

Cetinkaya ve arkadaslari(2005) Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi’de klinik orneklerden izole edilen Klebsiella izolatlarinin
antibiyotik direncliliklerini arastirmiglardir. Calismalarinin neticesinde Klebsiella
izolatlarinin amikasine % 8, gentamisine % 20, sefotaksime ve seftazidime % 23,
piperasiline % 69 direngi oldugunu, imipenem ve meropeneme ise % 100 duyarh

olduklarini saptamislardir [Cetinkaya ve ark., 2005].

Cukurova Universitesi’nde yapilan bir ¢alismada klinik drneklerden 47 Klebsiella
izolat1 i¢in en yiiksek direng; % 85 orani ile trimetoprim/siilfometaksazola karsi
goriilmils, bunu sirasiyla seftriakson % 66, sefotaksim % 62, aztreonam % 60,
seftazidim % 53, amoksisilin/klavulanat , piperasilin/tazobaktam , amikasin % 23 ve

imipenem ise % 4 direnci izlemistir[Orak, 2005].

Van Yiiziincii Y11 Universite Hastanesi’de 1999 yilinda 210, 2001 yilinda 247 adet
K.pneumoniae izole edilmis, antibiyotik diren¢ oranlari karsilastirilmistir.
Seftazidime %32-40, gentamisine %30-26 , sefotaksime %25-37, siprofloksasine
%5-8, imipeneme  %5-4, amikasine %26-13 oraninda direng tespit

edilmistir[Giidiictioglu ve ark., 2005].
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2006 yilinda siit ve siit iirinlerinden izole edilen Klebsiella izolatlarinin antibiyotik
direnclilikleri arastirilmistir. Meropenem ve imipeneme % 100 duyarli bulunmustur.
[zolatlarin amikasine % 23, siprofloksasine % 23, gentamisine % 30, sefotaksime %
33, seftazidime % 49, trimetoprim/sulphametoksazole % 28, sefepime % 240,
ampisilin/ sulbaktama % 12, aztreonama % 42, piperasilin/tazobaktama %16,

ampisilin ve amoksisiline ise % 100 direngli olduklar1 saptanmustir[ Yakar, 2006].

Genis spektrumlu beta laktamaz (ESBL) enzimleri tiim diinyada 0zellikle
Enterobacteriaceae familyasindan siklikla tayin edilirler. Bu enzimler beta laktam
antibiyotiklere kars1 direnci saglar. Antibiyotigin beta laktam halkasinin amid bagin
inaktive ederler. Gram negatif bakterilerin biiyiikk c¢ogunlugunda o6zellikle
Enterobacteriaceae familyasinda genis spektrumlu beta laktamazlar bulunmaktadir
[Bradford, 2001; Thomson ve ark.,1992]. Bu enzimler mikroorganizmalarda ¢oklu
antibiyotik direncine neden olur. ESBL’ler genis spektrumlu penisilinler,
monobaktamlar ve dar spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilmektedir. Son
yillarda bu enzimler {igiincii kusak sefalosporinleri ve azteronama da direngli olarak
saptanmaktadirlar. ESBL’ler klavulanik aside duyarhdirlar ve bu seklide rutin

antibiyogramda tanimlanabilirler.

Calismamizda izole edilen Klebsiella tiirlerinden % 29’u genis spektrumlu beta
laktamaz iireticisi olarak bulunmustur. Izole edilen K.pneumoniae’lerin % 38’i ve

K.oxytoca’larin ise % 21’1 ESBL iireticisi olarak saptanmislardir.

Cankir1 Devlet Hastanesi’ne gonderilen c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
K.pneumoniae suslarmin ESBL olusturma oranlar arastirilmustir. Izole edilen 91
K.pneumoniae’nin 20’sinde(%21,9) ESBL tespit edilmistir[ Albayrak ve Kaya, 2009].

Cetinkaya ve arkadaslari (2005) Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi’de klinik orneklerden izole edilen Klebsiella izolatlarinin
antibiyotik direncliliklerini arastirmiglardir. Caligmalarinin sonucunda 74 susun

13’ilinde (%18) ESBL pozitif bulmuslardir[Cetinkaya ve ark., 2005].
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Malatya Devlet Hastanesi’nde klinik 6rneklerden izole edilen 65 Klebsiella spp.
susunun 15’inde (% 23) ESBL pozitif olarak saptanmistir[Iraz, 2009].

Hastane infeksiyonlarindan izole edilen K.pneumoniae ve E.coli izolatlarinin
genisletilmis spektrumlu beta laktamaz siklifin1 saptamak i¢in yapilan c¢alismada
ESBL pozitiflik %13,2 olarak bulunmustur. K.pneumoniae’de %42,6, K.oxytoca ‘da
ise %40 oraninda ESBL bulundugu bildirmistir[ Loker ve ark.,2001].

Ang —Kiigiiker ve ark. yaptigi calismada 26 Klebsiella susunda 1 tanesi
K.pneumoniae ve 1 taneside K.oxytoca olmak iizere 2(%8) susta ESBL pozitiflik

saptamiglardir[Ang —Kiigiiker ve ark., 2002].

Van Yiiziincii Yil Universitesi’nde hastane ve toplum kaynakli E.coli ve
K.pneumoniae suslarinin ESBL pozitifligi arastirilmistir.  izole edilen 154
K.pneumoniae susunun 75’inde (%49) ESBL pozitiflik tespit edilmistir Glidiictioglu
ve ark, 2007].

Kagmaz ve arkadaglarinin yaptigr calismada cesitli klinik Orneklerden hastane
infeksiyonu olarak izole ettikleri 22 K.pneumoniae susunun 17’sinde(%77) ve 14
K.oxytoca susunun 9’unda(%64) ESBL pozitiflik tespit edilmistirfKagmaz ve ark.,
2005].

Isik (2007) Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 Bakteriyoloji Boliimiine ¢esitli kliniklerden gelen yatan hastalarin kan
kiiltiir 6rnekleri inceledi. izole edilen toplam 102 K.pneumoniae susundan 65’ i
(%63,7) ESBL pozitif oldugunu tespit etti[Isik , 2007].

Kan kiiltiirlerinden 66’s1 K.pneumoniae 1 tanesi de K.oxytoca olmak iizere 67
Klebbsiella izole edilmistir. 66 K.pneumoniae bakterisinin 19’unun (%28,4) genis
spektrumlu beta laktamaz aktivitesi pozitif bulunmustur. Izole edilen tek

K.oxytoca’nin enzim aktivitesi negatiftir[ Demir6zii, 2007].
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Aragtirmamizda elde edilen sonucglara gore sefotaksime ESBL negatif suglarin %
6’s1, ESBL pozitif suslarin % 39°u; seftazidim ESBL negatif suslarin % 16’s1, ESBL
pozitif suslarin % 46’s1; sefepim ESBL negatif suslarin % 13°t, ESBL pozitif
suslarin % 62’si ve aztreonama ESBL negatif suslarin % 19’u, ESBL pozitif suglarin
% 92’sinin direng gosterdigi saptanmistir.  ESBL {iretiminin iiglincii  kusak

sefalosporinlere ve monobaktamlara direnci artirdig tespit edilmistir.

Cankir1 Devlet Hastanesi’ne gonderilen c¢esitli klinik oOrneklerden izole edilen
K.pneumoniae suslarinin ESBL olusturma oranlar1 arastirilmistir. Izole edilen 91
K.pneumoniae’nin antibiyotik direnglilikleri de arastirilmistir. ESBL pozitif suslar
aztreonama %30, seftazidime %25 sefepime %30 oraninda direngli olarak

bulunmustur[ Albayrak ve Kaya, 2009].

Demirdziiniin yapti§1 ¢alismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ve S.B. Ankara
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne 01.01.2006-01.06.2006 tarihleri arasinda
basvuran, yatan hastalar ve poliklinik hastalaridan kan drnekleri toplanmustir. izole
edilen 67 Klebsiella tiiriintin 19’unda ESBL pozitiflik bulunmustur. ESBL pozitif
suslar %84 sefotaksime , %95 aztreonama , %89 seftriaksona, %84 seftazidime

direngli olarak bulunmustur[Demirézii, 2007].

Ondokuz Mayis Universitesi'nde yapilan bir calismada klinik 6rneklerden
K.pneumoniae izole edilmistir. ESBL (+) suslarin sefotaksime direnci %80,3,
seftazidime direnci %95,8 ve aztreonama direnci %95,8 ; ESBL (-) suslarin
sefotaksime direnci %21,1, seftazidime direnci %12,3 ve aztreonama direnci %15,8

olarak belirlenmistir[Nas, 1996].

Sonug olarak Klebsiella tiirlerinin etlerden izolasyonu fekal kontaminasyonu,
muhtemel bir ¢apraz kontaminasyonu, gidanin hazirlanmasi sirasindaki kotii hijyen
kosullart gibi bir ya da birkag faktdrden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
durum etlerin yeterli siire ve 1si1da pisirildikten sonra tiiketilmesi gerektigini giindeme
getirmektedir. Arastirmamizda kaynak olarak da kullandigimiz ¢esitli calismalar

cogunlukla klinik orneklerden izole edilen  Klebsiella izolatlarinin virulans



71

Ozellikleri, antibiyotik direnclilikleri ve ESBL {iretimlerine dayanmaktadir. Ancak
bizim calisma sonuglarimiz klinik izolatlara benzer sekilde et ve tavuklarda da
seruma direngli, siderofor, hemolizin ve ESBL iireten Klebsiella izolatlarinin

bulunabilecegi yoniindedir.

Sonuglarimizdaki diger onemli bir bulgu antibiyotiklere c¢oklu direng gosteren
Klebsiella tiirlerinin et ve tavuk Orneklerinden izole edilmis olmasidir. Klebsiella
izolatlarinin tamami ampisilin ve amoksisiline direng gostermis, ESBL iireten
izolatlar da sefalosporin ve monobaktam antibiyotiklerine yiiksek oranda direngli

bulunmustur.

Gida giivenligi ve halk sagligi agisindan gidalara kontaminasyon diizeyini en aza
indirgeyecek tedbirlerin alinmasi1 gerekmektedir. Bunun i¢in de gida isletmelerinin
ve bu isletmelerde calisan insanlar icin belirli standartlarin getirilmesi gerektigi
diisiincesindeyiz. Bugiin diinyadaki gelismis iilkelerin ¢ogunda uygulanan ve gida
giivenligini esas alan HACCP(Hazard Analysis and Critical Control Points)
sisteminin iilkemizde de gida endiistrisinde yaygin hale getirilmesini vurgulamak

gerekir.
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