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Abstract —Chicken and ground beef samples collected from Samsun province of Turkey were analyzed for P. aeruginosa. The
isolates were obtained from classic culture technique using Pseudomonas Agar base (Oxoid CM 0559, suppl. SR 102E). After
isolation, Gram staining, oxidase and catalase test and Endo Agar Base were used for the confirmation of the isolates. Catalase
and oxidase positive, Gram negative and colorless colonies (up to 5) on the Endo Agar base were chosen as a presumptive P.
aeruginosa. Then, for the confirmation of the isolates based on molecular level, oprL gene (species-specific) was detected in the
isolates using PCR assay. The oprL gene present isolates were evaluated as P. aeroginosa. In this way, 23 P.aeruginosa isolates
were obtained. Then, antibiotic resistance properties of the isolates were investigated using disk diffusion test. For this, a total 8
antibiotics- ceftazidime (30 pg), colistin (10 pg), fluoroquinolones (levofloxacin) (5 pg), tobramycin (10 pg), gentamicin (10
ug), meropenem (10 pg), imipenem (10 pg) and piperacillin-tazobactam (100/10 pg)- were used as antibiotics. For determination
of antibiotic resistance properties of the isolates, Mueller Hinton Agar was used. According to analyzed results; 5 out of 23
isolates (21.73%) were resistance to one or two antibiotics. One isolate was resistance against gentamycin, 4 (17.39%) isolates
resistance to colistin. On the other hand, one of them was resistance to both gentamycin and tobramycin, too. So, 1 of 23 (4.34%)
isolate resistance to aminoglycoside group antibiotics (gentamicin and tobramycin). However, 18 isolates were sensitive to all

tested antibiotics. No multi antibiotic resistance isolates were present.
Keywords — Chicken meat, ground beef, Pseudomonas aeruginosa, oprL gene, antibiotic resistance

. INTRODUCTION

P. aeruginosa toksonomide Pseudomonadaceae ailesi i¢inde
Pseudomonas spp. cinsi iginde yer alan, Gram negatif, aerobik
bir mikroorganizma olup, 2-4 pm uzunlugunda basil formlu,
tek polar flagellas: ile hareketli, oksidaz pozitif, degisik
pigment iiretebilme yetenegine sahip, toprak ve bitki dahil
cesitli gevre kosullarinda yaygin olarak bulunan, ubiquiter
Ozellikte bir bakteridir. Etken kolay treyebilme yetenegi
nedeniyle de diinyanin her kesiminde biiyilk sorun
olusturmaktadr [1]. Pseudomonas spp. genel olarak nemli
ortamlarda kolaylikla ¢ogalabilen, zorunlu aerob bir bakteri
olmakla beraber, bu cins i¢inde bulunan diger tiirlerin aksine
P. aeruginosa terminal elektron alici olarak nitrati (NO3)
kullanabilme o6zelligi nedeniyle anaerobik kosullarda da
varhigmi siirdiirebilmektedir. Bu durumun baglica nedeni,
etkenin sulu ortamlarda planktonik bir sekilde ve bulundugu
sisteme yapistk bir ekzopolisakkarit matriksin iginde
mikrokoloniler halinde yani “biyofilm” olusturak da
iireyebilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu 6zelliklerinin yani
sira etkenin sahip oldugu beslenme gereksinimlerinin oldukga
basit olusu, ¢ogalabilmesi i¢in genis bir 1s1 araligma ihtiyag
gostermesi (20-42°C), farkli ¢evre kosullarma ve 6zelliklede
yiilksek tuz konsantrasyonununa dayanikli olusu, zayif
antiseptikler ve ¢ogu antibiyotiklere karsi direncli olusu, nemli
ortamlarda kolaylikla tireyebilmesi gibi sahip olduklar1 6nemli
fizyolojik 6zellikleri nedeniyle de farkli ekolojik ortamlarda
firsat¢1 bir patojen olarak da karsimiza ¢ikmakta ve biitiin
diinya da ¢esitli gida endiistrilerinde, ila¢ ve hastane ortaminda
sorun olusturmaktadir. P. aeruginosa enfeksiyonlar
konak¢mm immun sisteminin zayiflamasinin  yanisira

bakteriye ait ¢cok gesitli virulans faktorlerinin de katkist ile
ortaya ¢ikar. P. aeruginosa enfeksiyonlar1 konak¢inin immun
sisteminin zayiflamasmin yanisira bakteriye ait ¢ok gesitli
virulans faktorlerinin de katkisi ile ortaya ¢ikar. Bu faktorlerin
iiretimi ve kontrolii biiylik oranda Quorum Sensing (QS)
olarak adlandirilan  “acil homoserin lakton” sinyal
molekiillerinin kullanildig: hiicrelerarasi iletisim sistemlerine
baghdir [2,3].

P. aeruginosa biyofilm olugturabilme ozelligine sahip bir
bakteridir. Biyofilm matriksinde bulunan ve enfeksiyona
neden olan mikroorganizmalarin antibiyotik direnglilik
problemi, tip diinyasmin yiiz ylze kaldig1 biyik
problemlerden birisidir. Hastane kokenli enfeksiyonlarla
iliskili bakterilerin yaklasik %70’i, onlarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tevdisinde kullanilan ilaglarin en az birine
direnglidir [4]. Biyofilm i¢inde bakteri genetik materyalinin
konjugasyon yoluyla aktarimi veya degisimi sonucu kazanilan
direnglilik, bakterinin planktonik formuna kiyasla 1000 kat
daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Biyofilm i¢inde bulunan
bakteri, antibiyotik kullanimi gibi strese maruz kaldigi zaman
da yiiksek mutasyona (hypermutation) ugrar [5,6]. Yapilan
literatiir c¢aligmalar1 bilingsiz antibiyotik kullanimmin ve
bakterilerde diren¢ genlerinin aktariminin st kusak
antibiyotiklerin ¢ikmasina neden oldugunu ve direng kazanan
bu bakterilerle miicadelenin her gecen giin giderek zorlastigmi
gostermektedir. Ustelik biyofilm olusumunun antibiyotik
penetrasyonunu 6nledigi ayrica biyofilm olusumunun bariyer
olarak gérev yapan epitelyal hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel
degisimlere neden oldugu goriilmiistiir.
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Yapilan bu ¢alismada tavuk eti ve sigir kiyma drneklerinden
izole edilen toplam 23 P. aeuroginosa izolat1 materyal olarak
kullanildi. Elde edilen P. aeuroginosa izolatlarinin 8 farkh
antibiyotige (kolistin, florokinolon  (levofloksasin),
tobramisin, gentamisin, meropenem, imipenem, piperasillin-
tazobaktam ve seftazidim) kars1 antibiyotik duyarhlik
Ozellikleri fenotipik olarak disk diffiizyon yontemi
kullanilarak belirlendi.

Il. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Bu amagla, Samsun ilinde stipermarket ve kasaplardan satin
alinan tavuk parca etleri ile kiyma Ornekleri satin alinan
termoslu kaplar igerisinde soguk zincir altinda laboratuvara
getirildi ve P. aeruginosa varligi yoniinden analiz edildi.
Caligmada satin alinan tavuk eti ve kiyma drneklerinden P.
aeruginosa izolasyonunda klasik kiiltiir teknigi uygulandi.
[zolasyon i¢in Pseudomonas CN Selective Agar supplementi
(Oxoid SR 102E) ilave edilmis Pseudomonas Agar base
(Oxoid CM 0559) (EN ISO 13720) besiyeri kullanid1
Inkiibasyonu takiben plaklarda iireyen siipheli kolonilere
Gram boyama, oksidaz ve katalaz testleri yapildi. Gram
negatif, katalaz ve oksidaz pozitif koloniler secilerek, Endo
Agar Base (Oxoid, CM0479, suppl. BR0050) plaklarina 6ze le
gegildi. Bu plaklarda iireyen renksiz koloniler siipheli P.
aeroginosa olarak degerlendirildi. Daha sonra bu siipheli
izolatlara PZR teknigi ile P. aeruginosa tiiriine 6zgi (tiir
spesifk) oprL gen bolgesi saptandi. oprL gen bolgesi pozitif
olan izolatlar molekiiler olarak P. aeruginosa oldugu
dogrulanmis oldu. Bu ¢alismamizda, molekiiler olarak
dogrulanan 22 tavuk eti kdkenli ve 1’1 kiyma kokenli olmak
lizere toplam 23 P. aeruginosa izolat1 materyal olarak
kullanildi. Daha sonra izolatlar Tripticase Say Agarda (TSA-
Oxoid) subkiiltiire edildi.

2.2 Metod
Antibiyotik Duyarliliklarinin Degerlendirilmesi

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri disk difiizyon
yontemi uygulanarak ve duyarhliklar1 CLSI [7] kriterleri
dogrultusunda degerlendirildi. Bu kapsamda izolatlar, toplam
8 antibiyotige kars1 [seftazidim (30 pg), kolitsin (10 ug),
florokinolon (levofloksasin) (5 ug), tobramisin (10 pg),
gentamisin (10 pg), meropenem (10 pg), imipenem (10 pg) ve
piperasillin-tazobaktam (100/10 pug)] duyarliliklar: belirlendi.
Izolatlarin antibiyotik duyarliliklart TSA’daki 18-24 saatlik
kiiltiirlerinde iireyen kolonilerden inokiilim yogunlugu 0.5
McFarland bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde
hazirlands, steril bir ekiivyonla Miiller Hinton Agar (MHA,
Oxoid, CM 0337) besiyerinin tim yiizeyine homojen bir
sekilde inokiile edildi. Referans sus olarak P. aeruginosa
(ATCC-27853) susu kontrol amaciyla kullanildi. MHA igeren
plaklarin 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra disklerin
inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iilerek CLSI (2013) sinir degerlerine
gobre yorumlandi (Tablo 1).
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Tablo L Disk difizyon igin tast =dilen antibivotiler ve stmr dafeden

Test Antimikrobiyal Ajan Disk Zon Caplan

Gruplan Tcerigi g i R
Grupd (Gentamisin (Ameninoglikezit) 0w 73 13-4 2
Gropd Tobramisin (Ameninoglikezit) 0w 715 13-14 M
GrugB Lavofloksasin (Flomkinolon) Sug n7 14.18 713
Gropd Seftaridim (§ efal s porin) 30ug 718 1317 714
GrupB Piperasilin-Tazobaktam (P-Laktam/B-L aktzmaz inhibitée 100/ 10ng 721 1320 714

konsantmsyons )

GrugB Tmipenem (Karbapenemlar) 0w 719 16-18 M3
GrugB [eropenem (Karh il Wug 719 16-18 713
Grg0 Kolitsin (Lipopaptit) 10ug 711 - 710

§: Duyarly, I: Orta dereceda duyads, B Dirngli rup, &: S pesifik orzanizma pruplan igin rutin kullandan ajanlardsr. Grop B: Onealikdi daml

direngli opanizmalar ipin koltanilan ajanlards. Grop O: Otzanizma groplan igin Klinik belistplers sahip antimikrobiyal ajanlardyr

I11. BULGULAR

Caligmamizda, P.aeruginosa oldugu dogrulanan 23 izolatin
antibiyogram sonuglar1 Tablo 2’de gosterilmistir. Tablo
incelendiginde; 1 (%4,34) gentamisine, 1(%4,34) izolatin
topramisine, 4 (%17,39) izolatin ise kolitsin antibiyotigine
karg1 direngli oldugu goriildii. Sonuglar ¢oklu antibiyotik
direnglilik yoniinden degerlendirildiginde ise 1 (%4,34) tavuk
kokenli izolatin gentamisin ve kolitsin antibiyotiklerinin her
ikise kars1t direngli bulundu. Sonug¢ olarak, 23 izolatm 5
(%21,73)’1 8 antibiyotikten en az birine kars1 direngli iken,
geriye kalan 18 (%78,27) izolat ise 8 antibiyotige kars1 duyarl
idi. Direngli olan 5 izolattan 3’ii yalniz kolitsine karsi, 1 izolat
yalniz gentamine kars1 direngli iken, 1 izolat ise Kolitsin ve
tobramisin antibiyotiklerinin her ikisine birden direngli oldugu
saptandi.

Tablo 2. Tavuk (n=22) ve sgr kiymast (n=1) kokenli P. aerugnosa izolatlarimin antbiyogram sonuglan

Paerugingsa PM cT TPZ CAZ CN TOP LEV MEM
(2=23) QA0 pg) (0pg) | (LL0pg) @0pg) Q0pg) (Wpg) | (Gpg | (0ug)

1-Tavuk koke s s s s R s s s
2-Tavuk kokes S S S S S S S s
3-Tavulc koker s s s s s s s s
4-Tavuk kokes S S S S S S S S
5-Tavuk kokes S S S S S S S s
6-Tavul kokes s s s s s s 5 s
J-Tavuk kokes S S S S S S S S
8 Tavulc kokes s s S s s s s s
9-Tavuk koker s s s s s s s s
10-Kiyma koker S S S S S S S S
T1-Tavuk koken! s s s s s s s s
12-Tavuk kokenl s R s s s s s s
13-Tavuk kokenl S R S S S S S S
14-Tavuk kokenl S R S S S R S s
15-Tavuk kokenl s s s S s s s s
16-Tavuk kokenl S S S S S S S S
17-Tavuk kokenl S R S S S S S s
18- Tavuk kokenl s s s s s s s s
19-Tavuk kokenl S S S S S S S S
20-Tavuk koken! s s 3 s s s s s
21-Tavuk kokenl s s s s s s s s
22-Tavuk kakenl S S S S S S S S
23~ Tavuk kokenl s s s s s s s s
Toplam Direng [] 4 [ 0 1 1 0 0
(n=5, %21,73) (%17,39) (%434) | (%439

TPZ: Piperacillin/tazobactam: MEM: Meropenem: CAZ: Ceflazidime: CT: Colistin: TOB: Tobramycin: LEV: Levofloxacin:
TPM: Iipsaem; CN: Genfamisi: S:Duyarly, R: Direngli

IV.TARTISMA

P.aeruginosa, en 6nemli firsat¢1 mikroorganizmalardan biri
olup, ozellikle de insanlarda hayvanlarin yani sira diinyada
6ldiiriicti nasokomiyal ile kronik enfeksiyonlarm en biiyiik
nedenlerinin baginda gelmektedir [8,9]. Etkene karsi tedavi
secenegi antimikrobiyal direnglilik ve bu mikroorganizmanin
cesitli biiyiikk genomlar1 nedeniyle 6nemli 6l¢iide azalmaktadir
[8]. Etkenin direnglilik kazanimi, AmpC’nin asir1 salinimina
(sefdazidim) neden olan ¢oklu mutasyon, kinolon direngli-
saptanan bolge (QRDR) mutasyonu (siprofloksasin), oprD
inaktivasyonu (meropenem) ve efflux pompalama asiri
salmimu (siprofloksasin ve meropenem) gibi nedenlerden ileri
gelmektedir. Bu ozellikler etkenin  kolay direnglik
kazanmasima neden olmaktadir. Cigir asan bulgular sonucu da,
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AmpC’nin yapisal modifikasyonuna neden olan fonksiyon
kazanim mutasyonu (seftazidim), giincel DNA giraz (GyrA)
modifikasyonu (siprofloksasin) ve Pensilin Baglayan Protein
3 (PBP3)’tin —laktam baglayan kismmin modifikasyonu
(meropenem) sonucu antibiyotik direnglilik gelistirdigi
seklinde diren¢ mekanizmalar1 aydinlatilmigtir [9].

Klinik izolatlarla ilgili ¢aligmalar yapilmis olmakla
beraber, tavuk eti veya kiyma gibi sigrr eti kokenli
P.aeruginosa izolatlarmm antibiyotik direnglilik 6zelligi ile
ilgili gok smurlt caligmalara rastlanmistir. Son yillarda yapilan
caligmalardan biri Benie ve ark. [10] tarafindan bildirilmistir.
Arastirmacilar rpo gen bolgesi dogruladiklari toplam 205
P.aeruginosa izolatindan %47,8’inin sigir eti, %33,1’inin taze
balik ve %20,0’mn ise dumanlanmis baliktan izole ettiklerini
bildirmislerdir. Izole ettikleri 205 izolatn 181’inin ¢oklu
antibiyotik direng oOzelligi gosterdiklerini bildirmislerdir.
Izolatlarmn %98,4’linlin aztreonama, %151,4’linliin
tikarsilin+klavulanik aside karsi, %7,2’sinin imipeneme,
%4,5’inin  kolitsine karst direncli olduklarini, fosfomisine
kars1 ise tiim izolatlarin duyarli olduklarmi bildirmislerdir.
Sigir eti kokenli P. aeruginosa izolatlarinin ¢oklu antibiyotik
diren¢ agisindan orani %47,8 olarak bildirilmis ve bu oranin
baliklardan (taze balik:%33,1, dumanlanmis balik%%20)
izole edilen izolatlara oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bizim ¢alismamizda ise kolitsine direngli oran %17,39 olup,
bu izolatlarm tiimii tavuk kokenli izolat idi. S1gir kdkenli izolat
sayisi 1 olup, o izolatta kolitsine kars1 duyarli idi. Bizim
caligmamizda 1 (% 4,34) gibi diisiik oranda iki antibiyotige
kars1 (kolitsin ve tobramisin) direnglik saptanmustir. ki
calisma bulgular1 kiyaslandiginda, tavuk ve kiyma kdkenli P.
aeruginosa izolatlarinin literatiirlerde bildirilen bulgularin
aksine diigiikk oranda antibiyotik direnclilik gosterdigi, test
edilen 8§ antibiyotigin sadece 3’iine kars1 1 ila 4 izolat arasinda
direnglilik gosterdigi, ¢oklu antibiyotik direnglilik ise
gostermedigi bulunmustur. Bu durum arastirmacilar arasinda
test edilen antibiyotik ¢esitliliginden de kaynaklanmis olabilir.
Nitekim Serrano ve ark. [8] yaptiklar1 ¢alisma sonuglar1 da
bizim  bulgularimizi  kismen  destekler niteliktedir.
Arastrmacilar Portekiz’de hayvanat bahgesinden, vahsi
dogadan ve ciftliklerdeki hayvanlardan izole ettikleri P.
aeruginosa izolatlarinin %46,6’smmn antibiyotiklere karsi
duyarli olduklarini bildirmislerdir. Ayn1 ¢aligmada, izolatlarin
%86,3’linlin ¢oklu antibiyotik ( >3 antibiyotik) direnglilik
ozellik gostermedigi, sadece %11 izolatin ¢oklu antibiyotik
direnglilik  gosterdigini  saptamuglardir.  Arastirmacilar,
izolatlarin direnglilik oranlarmi amikasin ve kolistin (%0),
imipenem ve meropenem (%1,4), sefepim (%9,6), gentamisin
(%12,3), siprofloksasin (%15,1), piperasilin + tazobaktam
(%12,3), tikarsilin (%16,4), tikarsilin + klavulanik asid
(%17,8), tobramisin (%1,4) ve aztreonam (%41,1%) olarak
bildirilmistir. ~ Bizim  bulgularimizla  kiyaslandiginda,
aragtirmacilarin  ¢aligmalarnda da karbapenem grubu
antibiyotiklere (imipenem, meropenem) ve tobramisine karsi
olduk¢a diisiik oranda direnglilik gosterirken, bizim
calismamizda karbapenem grubu antibiyotiklere karsi tiim
izolatlar duyarl iken, tobramisine kars1 direnglilik ise benzer
sekildedir. Bu ¢alismada da etkenin ¢oklu direnglilik orani
genelde bildirilen orandan olduk¢a diisik oldugu
goriilmektedir.

Calismamizda izolatlar 6zellikle 22 tavuk kokenli izolattan
4’0 kolitsin karsi direng gostermistir. Bu durum gesitli
nedenlerden kaynaklanabilir. Kolitsin (Polymixin E), insan ve
veteriner hekimlikte ticari olarak kullanilan ¢ok az katyonik
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antimikrobiyal etkenlerden biridir. Su ana kadar birkag¢ yildir,
kolitsin baglica Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa ve
Klebsiella pneumoniae gibi ¢oklu antibiyotik direng gdsteren
Gram negatif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara kars1
son savuna mekanizmasi bagka bir deyisle son alternatif
antibiyotik olarak kullanilmaktadir. Kolitsin 1960’11 yillardan
beri gida olarak tiiketilen kasaplik  hayvanlarin
Enterobacteriaceae kaynakli enfeksiyonlarinm tedavisinde de
asir1 miktarda kullanilmaktadir. Ancak, son yillarda mcr-1
geni tarafindan kodlanan plasmid- aracili kolitsin direngliligi
kesfedilmesiyle ve dogal direnclilik ayr1 tutuldugunda diger
kokenlerle kiyaslandiginda hayvan kdkenli izolatlarda bu gen
yiiksek oranda bulunmustur. Bu antibiyotik su an kullanimi
yasaklanmis  olmasma  ragmen,  Ozellikle  domuz
yetistirildiginde biiyiimeyi destekleyici ve koruyu amaglarla
kullanim1 bu antibiyotige kars1 direncin artigina neden olmus
ve etkisi hala siirmektedir [11]. Ulkemizde de antibiyotiklerin
hayvan yetistiriciliginde biiyiimeyi destekleyici veya
koruyucu amaglarla kullanimi yasaklanmistir. Fakat 6zellikle
tavuk kokenli etlerden elde edilen izolatlarda bu antibiyotige
direng gosteren P. aeruginosa izolatlarmm varligi bir zamanlar
bu antibiyotigin sOylenilen amaglarla kanatli sektoriinde
yaygin kullanilmasi nedeniyle etkisi giiniimiizde de gorlebilir.
Bir diger nedeni ise insan ve veteriner hekimlikte ¢ok yaygin
olarak Enterobacteriaceae familyasma ait tiirlerin neden
oldugu enfeksiyonlarm yani swra P. aeruginosa kaynakli
enfeksiyonlarm tedavisinde de yaygin olarak kullanilmas1 ve
direngliligin hareketli genetik elementlerde biri olan plazmid
aracilifiyla cevreye kolaylikla yayilmasi sonucu tiirler arasi
direnglilik geninin aktarilmasindan da kaynaklanabilir. Bizim
caligma bulgularimiz bu goriisleri destekler niteliktedir.

IV. SONUC:

Antibiyotiklerin insan ve hayvanlarda yaygin ve bazen
bilingsiz kullanilmasi ve direnglilik genlerinin ¢evrede (insan-
hayvan-cavre) hareketli genetik elementlerle tiirler arasinda
aktarimi  beraberinde = mikroorganizmalarin  antibiyotik
direnclilik sorununu getirmektedir. P. aeruginosa’nin da sahip
olduklar1 6zellikleri nedeniyle kolaylikla antibiyotiklere kars1
direnglik kazanmakta, firsatgr ve ubiquiter 6zellik tagmasi
nedeniyle de tiim diinyada Oliimciil nazokomiyal ve bazi
kronik hastaliklara neden olan etkenler arasinda yer
almaktadir. Bizim ¢alisma bulgularimiz, diger ¢alisma
bulgularindan farkli olarak antibiyotiklere kars1 diisiik oranda
direnclilik 6zellik gosteren izolatlar elde edilmistir. Bu durum
smirlt izolat sayisindan kaynaklanabilecegi, antibiyotik
kullaniminin siirlandirilmasindan, biiyiimeyi destekleyici ve
koruyucu amagla antibiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinda
kullaniminin yasaklanmasindan da kaynaklanabilir.
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