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OZET

KIYMA, ET, TAVUK VE PEYNIR ORNEKLERINDEN iZOLE EDIiLEN
ESCHERICHIA COLI’NIN BAZI ANTIMIKROBIYAL DIRENC VE VIRULANS
GENLERININ PCR ILE TESPITI

KESKIN, Hadiye
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
Agustos 2019, 100 sayfa

E. coli insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin bagirsagindaki yaygin bakterilerden
biridir. E. coli suslar1 diinya ¢apinda ¢esitli gida kaynakli hastaliklara neden olur ve
halk sagligini tehdit ederler. E. coli’nin bazi suslar1 viriilans genler ve antimikrobiyal
direng genlerine sahiptir. E. coli suslarinin viriilans genleri adezinleri, demir kazanim
sistemlerini, lipoproteinleri, kapsiiler polisakkaritleri kodlarlar. Bunlar insanlarda E.
coli’nin hastalik yapmasma neden olurlar. Bazi E. coli suslar1 hastaliklarin
tedavisinde kullanilan trimetoprim, beta-laktam, makrolid ve kinolon gibi 6nemli

antimikrobiyallere direng gosterirler.

Bu ¢alismanin amaci, Bolu ilindeki gesitli marketlerden toplanan et, tavuk, kiyma,
peynir 6rneklerinden izole edilen 283 E. coli izolatinin fimH, fyuA, papG II, traT,
kpsMT 1l viriilans genleri ve gyrA, dhfrV, ereA, blargm, blacrx.v antimikrobiyal
direng genlerinin bulunma sikligin1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile tespit

etmektir. PCR hizli, kolay, dogru ve ekonomik oldugundan tercih edilmistir.

Calismamizda varligmmi arastirdi§imiz viriilans genleri ve antimikrobiyal direng
genleri farkli oranlarda tespit edilmistir. Antimikrobiyal direng genlerinden blacrx-m

hicbir izolatta tespit edilemezken, gyrA geni tiim izolatlarda tespit edilmistir. ereA



geni ise sadece 2 (%1,48) izolatta tespit edilmistir. Calismamizdaki izolatlardan 2
(T42, T43)’sinde 4 (gyrA, dhfrV, ereA, blargm) antimikrobiyal direng geni tespit
edilmistir. 39 izolatta hi¢bir viriilans gen tespit edilememistir. Calisilan izolatlarda en
cok fimH (%61) viriilans geni tespit edilirken, en az papG Il (%13,4) ve kpsMT 1I
(%13,1) genleri tespit edilmistir.

Calismamizin sonuglari; tiikkettigimiz hayvansal gidalarda viriilans genlerin ve
antimikrobiyal diren¢ genlerinin olduk¢a yaygin oldugunu molekiiler yontemlerle
ortaya koymustur ve hayvanlardan insanlara antimikrobiyal direncinin gegmesi igin

potansiyel bir kaynak oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: E. coli, viriilans gen, antimikrobiyal diren¢ geni, Polimeraz

Zincir Reaksiyonu, kiyma, et, tavuk, peynir



ABSTRACT

DEDECTION OF SOME ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND VIRULENCE
GENES OF ESCHERICHIA COLI ISOLATED FROM GROUND MEAT, MEAT,
CHICKEN, CHEESE SAMPLES BY PCR

KESKIN, Hadiye
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering, M.Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
August 2019, 100 pages

Escherichia coli is one of the most common bacteria of human and warm-blooded
animals intestinal. E. coli strains cause various foodborne diseases worldwide and
threat public health. Some strains of E. coli have virulance genes and antimicrobial
resistance genes. Virulence genes of E. coli strains encode adhesins, iron acquistion
systems, lipoproteins, capsular polysaccharides. Some strains of E. coli are resistant
to important antimicrobials such as trimethoprim, beta-lactam, macrolide and

quinolone used in the treatment of diseases.

The aim of this study was to determine the frequency of fimH, fyuA, papG II, traT,
kpsMT 11 virulence genes and the frequency of gyrA, dhfrV, ereA, blargy, blactx-m
antimicrobial resistance of 283 E. coli strains isolated from meat, chicken, minced
meat and cheese samples collected from various markets of Bolu province by
Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR is preferred because it is fast, easy, accurate

and economical.

The virulence genes and antimicrobial resistance genes that we investigated in our
study were dedected at different rates. blacrx.m, one of the antimicrobial resistance
genes, was not detected in any of the isolates, whereas the gyrA gene was detected in
all isolates. ereA gene was dedected in only 2 (1.48%) isolates. 4 antimicrobial



resistance genes (gyrA, dhfrV, ereA, blargm) were detected in 2 of the isolates (T42,
T43) in our study. No virulence genes were detected in 39 isolates. While the most
virulence gene was dedected to be fimH (61%), at least papG Il (13.4%) and kpsMT
I1 (13.1%) genes were dedected in the isolates.

The results of our study; It has been demonstrated by molecular methods that
virulence genes and antimicrobial resistance genes are very common in animal foods
we consume and have shown that it is a potential source for passing antimicrobial
resistance from animals to humans.

Key Words: Escherichia coli, virulance gene, antimicrobial resistance gene,
Polymerase Chain Reaction, minced meat, meat, chicken, cheese
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1. GIRIS

Gida giivenligi fiziksel, biyolojik veya kimyasal pek c¢ok faktorle tiiketicilerde
hastaliklara neden olarak tehdit edilmektedir. Biyolojik tehlikeler tiiketiciler igin
dogrudan bir tehdit olabilmektedir ve birgok gida kaynakli salginda rol
oynamaktadir. Bakteriler, parazitler, prionlar ve viriislerin hepsi bu kategoride yer
almaktadir. Hayvansal kaynakli gidalara kesim veya yiyecek isleme sirasinda
bakteriler bulasabilmektedir. Tavuk, sigir eti, siit {iriinleri ve meyve sular1 gibi taze

tirtinler E. coli O157:H7 salginlari ile iliskili yaygin gidalardir [1].

Insan niifusunun ve kentlesmenin artmasi, kiiresellesme, kisi basma diisen gelir,
tilkketici egilimlerindeki degisimler hayvansal gidalarin tiiketimini artirmaktadir. Bu
tirtinlerin tiikketiminin 2030 yilina kadar 376 milyon tona yiikselecegi tahmin
edilmektedir. Kontrolii zor oldugundan hayvansal iriinlerin kirlenmesi ciddi bir

endise kaynagi olmaktadir [2].

Patojenik bakteriler, viriisler, parazitler ya da zararli kimyasallar igeren giivenilir
olmayan gidalar ishalden kansere kadar iki yiizden fazla hastalik ve rahatsizliga
neden olmaktadir. ABD’de her yil gida kaynakli hastaliklar 5.000 kisinin 6liimiine,
76 milyon kisinin hastalanmasma, 325.000 kisinin hastaneye yatisina neden
olmaktadir [3]. ABD gibi gelismis iilkelerde bile gida kaynakli hastaliklarin tedavisi
milyarlarca kayba neden olmaktadir [4].

E. coli O157:H7 salginlarma neden olan en yaygin araglardan biri kirlenmis
kiymadir. Et iirlinleri kesim sirasinda kirlenebilmektedir ve etin ogiitiilmesiyle et
ylizeyinden i¢ine patojenler gegebilmektedir. Bu yiizden kiyma tamamen
pisirilmezse bakteriler hayatta kalabilmektedir. E. coli suslarinin ¢ogu zararsiz, insan
ve hayvan gastrointestinal bolgesini normal flora olarak kolonize etmektedir. Fakat
bazi suslar plazmidler, transpozonlar, bakteriyofajlar ya da patojenik adalar ile

virtilans faktorler edinerek patojenik E. coli’ye doniismektedir [5].



Gidalarin  tiiketilmesiyle almman patojenlerin  girisinin  kolay olmasi insan
gasrointestinal bolgesinin diyarejenik E. coli enfeksiyonlarina hassas olmasina neden
olmaktadir. Patojenik E. coli’nin neden oldugu enfeksiyonlar bir mukozal yilizeye
kolonizasyonla smirl1 kalabilmekte ya da tiim viicuda yayilabilmektedir. Idrar yolu
enfeksiyonu, sepsis (sistematik iltihap), menenjit ve mide-bagirsak enfeksiyonlari
bunlardan birkagidir. Patojenik E. coli diinya capinda biiyiik bir halk saglig:
sorunudur ve her yil iki milyondan fazla kisinin oliimiine neden olmaktadir. Bu
durum E. coli’nin patojenik mekanizmalar1 tizerinde arastirma yapma gerekliliginin

Onemini vurgulamaktadir [6].

Enfeksiyonlar1 tedavi etmede kullanilan antimikrobiyal bilesiklerin  kesfi,
ticarilestirilmesi ve rutin uygulamasi modern tipta devrim yaratmistir.
Antimikrobiyallere kompleks tibbi yaklasimlarin gelistirilmesi i¢in ihtiyag
duyulmaktadir. Bakteriyel patojenler arasinda antimikrobiyal direngteki dikkat ¢ekici
artis antimikrobiyallerin tedavilerdeki basarisini tehdit etmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) antimikrobiyal direncini 21. yiizyilm en 6nemli halk saghg
tehditlerinden biri olarak kabul etmisir. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri,
ABD’de yilda en az 23.000 kisinin antimikrobiyal direngli bir organizmanin neden
oldugu bir enfeksiyon sonucu 6ldiigiinii tahmin etmektedir. Antimikrobiyal direncin
2050 yilina kadar yaklasik 300 milyon erken olime ve kiiresel ekonomiye 100
trilyon dolar kayba neden olacagi tahmin edilmektedir. Antimikrobiyal dirence
bilesigin etki mekanizmasiyla iliskili gen(ler)de olusan mutasyonlar ya da yabanci
DNA ile gen transferi neden olmaktadir. Antimikrobiyal molekiile karsi bakteri
hiicrelerinin hayatta kalabilmesi i¢in genlerinde mutasyon meydana gelmektedir [7].
Son yillarda antimikrobiyallerin yanlis kullanimi E. coli’de yaygin kullanilan

antimikrobiyallere direncin artmasina neden olmaktadir [8].

Bakteriyel patojenlerin gida drneklerinde hizli ve dogru bir sekilde belirlenmesi, hem
gida kalite giivencesi hem de gida kaynakli bakteri patojen salgilarini izlemek igin
onemlidir [9]. Viriilans genlerin tespiti i¢in geleneksel DNA-prob hibridizasyon
yontemleri yerine Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nun gelistirilmesi, ¢alismalari

kolaylastirmak i¢in bir alternatif olmaktadir [10]. PCR hizli, spesifik, hassas ve daha



ucuz bir yontem oldugu i¢in de tercih edilmektedir [11].

Bu tezin amaci kiyma, et, tavuk ve peynir 6rneklerinden izole edilen Escherichia
coli’nin gyrA (nalidiksik aside direng geni), blacrx.m (sefotaksime direng geni), dhfrV
(trimetoprime direng geni), blatgm (ampisiline direng geni), ereA (eritromisine direng
geni) antimikrobiyal direng genlerinin ve fimH (Tip 1 fimbriya geni), fyuA
(yersiniabaktin reseptorii geni), papG Il (P fimbriya geni), traT (lipoprotein geni),
kpsMT Il (kapsiiler polisakkarit geni) viriilans genlerinin bulunma sikliginin PCR
yontemi kullanilarak molekiiler olarak tespit edilmesidir. Escherichia coli’nin
antimikrobiyal diren¢ ve viriilans genlerinin incelenmesi enfeksiyonlarin dnlenmesi,
kontrol altina alinmasi ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan oldukca

Onemlidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) ilk defa 1885 yilinda Alman bakteriyolog-¢ocuk doktoru
Theodore von Escherich tarafindan bagirsakta kesfedilmis ve Bacterium coli
commune ad1 verilmistir [12]. Daha sonra 1919°da Chalmers ve Castellani tarafindan

onerilen Escherichia cins ismi ile Escherichia coli adini almistir [13].

E. coli Bacteria aleminde, Negibacteria alt aleminde, Proteobacteria subesinde,
Gammaproteobacteria sinifinda, Enterobacteriales takiminda, Enterobacteriaceae

ailesinde, Escherichia cinsinde yer almaktadir [14].

E. coli gubuk seklinde, spor olusturmayan, Gram negatif, fakiiltatif anaerobik,
hareketli bir bakteridir [4,15]. Boyutu degiskendir ve genellikle 2-3 x 0,6 um’dir. E.
coli’ ler normal besin ortamlarinda 18-44 °C arasindaki sicaklikta biiyiirler. Nutrient
agar besiyeri plaklarinda 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen koloniler renksiz, konveks
ve piiriizsiizdiir. Et suyu (broth) kiiltiirinde olduk¢a hizli biiylime gosterirler [4].
Yaklasik olarak notral pH biiyiimeleri i¢in uygundur [16]. Kat1 besiyerinde piiriizsiiz
(S; smooth) ya da piiriizlii (R; rough) koloniler olustururlar [17].

E. coli’ler seker fermantasyon testlerinde mannitol, gliserol, ramnoz, glikoz,
arabinoz, sorbitol ve maltoz ile asit ve gaz iiretirler. Ayrica laktozu da fermente
ederler [4]. E. coli’lerin metil kirmizisi testinin, indol testinin, katalaz testinin pozitif,
Voges-Proskauer testinin, oksidaz testinin negatif olmasi 6nemli biyokimyasal
ozelliklerindendir. E. coli, MacConkey (MC) agarinda pembe koloniler, Eozin
Metilen Mavisi (EMB) agarinda karakteristik parlak siyah-yesil koloniler olusturur.
E. coli, Salmonella-Shigella (SS) agarda pembemsi koloniler, Brilliant Green (BG)
agarda yesilimsi sarimsi koloniler, nutrient agarda (NA) dairesel, piiriizsiiz ve renksiz

koloniler olusturur [15].


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=50
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956096
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956120
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956156
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956221
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=245
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=280

E. coli suslar1 RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
yontemi ile A, B1, B2 ve D olmak iizere 4 ana filogenetik gruba ve AO, Al, B1, B2,
B2, D1 ve D2 olmak iizere yedi alt gruba ayrilmaktadir [18].

E. coli suslariin ¢ogu insan ve hayvanlarin bagirsak florasinin patojenik olmayan
tiyeleridir. Ancak bazi suslar 6nemli intestinal ve ekstraintestinal hastaliklarin nedeni
olan viriilans faktorlere sahiptirler [12]. Bu faktorler konakg¢i hiicrelerine
saldirilmasinda ve konak¢i immiin cevabin iistesiden gelinmesinde kullanilan
toksinleri (sitotoksik nekrotizing faktér 1, hemolizin), primer kolonizasyon i¢in
kullanilan adezinleri (Dr-antijen spesifik adezinler, S ve F1C fimbriya, P fimbriya,
tip 1 fimbriya), ¢oklu demir kazanim sistemini (Yyersiniabaktin, enterobaktin ve
aerobaktin) ve konak¢i savunmasindan kagis mekanizmasini (O spesifik antijen ve
kapsiil) igermektedirler ve diinya ¢apinda gida kaynakli salgin hastaliklara neden
olmaktadirlar [18, 19, 20].

E. coli idrar yolu enfeksiyonu, zatiirre, karin i¢i enfeksiyonlari, Sistit, yenidogan
menenjiti, piyelonefrit (bobrek enfeksiyonu), prostatit, gram-negatif bakteriyemi
(bakterilerin kana karigmasi), kemik ve eklem enfeksiyonlar1 gibi ekstraintestinal

enfeksiyonlarmin en 6nemli nedenidir [10, 21].

Ruminantlar 6nemli patojenik E. coli kaynagi olarak rol oynarlar ve genellikle
insanlar1 ve hayvanlar1 su, gida, igecek ve diski ile ¢apraz kontaminasyonla enfekte
ederler [22].

Patojenik E. coli suslar1 neden olduklart enfeksiyonlarin konumuna gore intestinal
patojenik Escherichia coli ve ekstraintestinal patojenik Escherichia coli (EXPEC)
olarak ikiye ayrilmaktadir [23].



2.1.1. Ekstraintestinal Patojenik Escherichia coli (EXPEC)

E. coli genellikle kommensal olarak adlandirilmasina ragmen 6nemli bir grup olan
ekstraintestinal patojenik Escherichia coli (EXPEC), intestinal ¢evrenin disinda
hayatta kalma ve kolonizasyon yeteneklerine izin veren &zel viriilans genler
tasimaktadir. ExXPEC izolatlarindaki bazi virlilans faktorleri, bu bakterilerin
kolonilesmesine, konakg1 hiicrelerini istila etmesine ve gastrointestinal sistem disinda
enfeksiyonlara neden olmasina izin vermektedir [24]. EXPEC bagirsakta var olma
yetenegini siirdiiriirken konak¢inin kanina, merkezi sinir sistemine ve idrar yoluna
yayilmas1 hastalikla sonuglanabilmektedir [25]. ExPEC suslari, idrar yolu
enfeksiyonlari, bakteriyemi, zatiirre, yenidogan menenjiti, derin cerrahi yara
enfeksiyonlari, vertebral osteomiyelit (omurga enfeksiyonu), endovaskiiler
enfeksiyonlar gibi ¢esitli enfeksiyonlardan sorumludur [23]. Ayrica hayvanlarda da
ExPEC’in yol actig1 hastaliklardan biri sistemik kolibasillozisdir. Bu hastalik diinya

capinda kanatli hayvan endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplarin nedenidir [26].

Bazi ¢aligmalar, insan ve tavuklardan izole edilen EXPEC’in viriilans genleri arasinda
benzerlikler bulmustur. Bu nedenle kanatli kaynakli gidalar insanlarda

enfeksiyonlara neden olan EXPEC kaynaklari olarak gosterilmistir [24].

ExPEC’in neden oldugu hastane kaynakli ve toplum enfeksiyonlarinin sayist diinya
genelinde artmaktadir. ExXPEC’de bulunan antimikrobiyal direng genleri halk sagligi
riskinin artmasina neden olmaktadir. EXPEC’lerde 2000 yilindan bu yana, genis
spektrumlu sefalosporinler ve florokinolonlar gibi 6nemli antibiyotik siiflarina kars:

farkli diren¢ mekanizmalar1 ortaya ¢ikarilmistir [24].

Konak¢imnin enfeksiyon bolgelerine gore c¢esitli EXPEC gruplar1 tanimlanmustir.
Bunlar; yenidogan menenjitine neden olan E. coli (NMEC; Neonatal meningitis
Escherichia coli), idrar yolu enfeksiyonuna neden olan iiropatojenik E. coli (UPEC;
Uropathogenic Escherichia coli), sepsis iliskili E. coli (SEPEC; Sepsis-associated
Escherichia coli), kolibasillozise neden olan kus-patojenik E. coli (APEC; Avian

Pathogenic Escherichia coli)’dir [24].



2.1.1.1. Uropatojenik E. coli (UPEC)

ExPEC’lerin arasinda Uropatojenik E. coli (UPEC) suslar1 idrar yolu
enfeksiyonlarmim (IYE) birincil nedeni olarak kabul edilmektedir. IYE’ler her yil
150 milyon insanm etkileyen ciddi bir halk saglig1 sorunudur. Raporlara gére UPEC
diinyadaki hastane kaynakli IYE’lerin %50’sinden ve toplum kaynakli IYE’lerin
%70-95’inden sorumludur [27]. UPEC, asemptomatik bakteriiiri, sistit (mesana
iltihab1), piyelonefrit ve prostatit de dahil olmak iizere IYE’lerin en 6nemli nedenidir
[19].

UPEC’in patojenitesinden kpsMT II, fimH ve cnfl genleri sorumlu bulunmaktadir.
Kapsiiler polisakkarit tiretiminden kpsMT Il geni sorumludur. fimH geni bakterinin
invasyonuna aracilik etmektedir [18]. fimH adezin geninin ¢aligmamasi sonucunda
UPEC’in idrar yolunu kolonize etme kabiliyeti biiyiik 6l¢iide bozulur [28]. cnfl geni

ise idrar yoluna yayilmay1 ve orda kaliciligi saglamaktadir [18].

UPEC’ler arasinda antimikrobiyal diren¢ diinya ¢capinda dnemli 6l¢iide artmaktadir.

Bu durum UPEC’lerin 6nemini vurgulamaktadir [19].

2.1.1.2. Kus-patojenik E. coli (APEC)

Sicakliga duyarli hemaglutinin (Tsh; temperature-sensitive hemagglutinin) proteini
kus-patojenik E. coli (APEC) ile karakterize edilmektedir [24]. Sicakliga duyarl
hemaglutinin APEC suslarinda diisiik sicakliklarda (26-30 °C) ifade edilmektedir.
Ayrica APEC suslarmin ¢ogunda kolisin proteini de bulunmaktadir. Bu protein

serum direncinde rol oynamaktadir [29].

APEC’ler solunum yolu enfeksiyonu ile baslayan ve septisemi ve kalp, karaciger,
dalak gibi i¢ organlarda kolonizasyon ile gelisen sistemik bir hastalik olan hava kasi
iltihabindan sorumludur [30, 31]. APEC’in neden oldugu kolibasillozis kanatl
hayvan endiistrisinde ciddi kayiplara neden olmaktadir. APEC salgmlari, koyun

stirilerinde de %20’ye varan 6liim oranlarina neden olabilmektedir [31].



2.1.1.3. Menenjit iliskili E. coli (NMEC)

Ciddi norolojik lezyonlara neden olan menenjitle iliskili E. coli (NMEC), enfekte
olan yenidoganlarin %20-40’inin &liimiine neden olmaktadir [31]. NMEC, K1
kapsiiler antijenin bulunmasi ile karakterize edilmektedir [24]. NMEC’de Kl
kapsiiliniin ~ ifade edilmesi NMEC’i kompleman aracili oliimden ve
bakteriyofajlardan korumaktadir. Ayni zamanda NMEC’in beyin mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde hayatta kalmasimi kolaylastirmakta ve fagositozdan kagisini

saglamaktadir [25].

2.1.1.4. Sepsis iliskili E. coli (SEPEC)

Insan sepsisi ile iliskili Escherichia coli (SEPEC) bdbrek epitel hiicrelerine
yapisabilmektedir ve istila edebilmektedir. Bu durum sepsis gelisimi i¢in dnemli olan
kan dolasimina girisi saglamaktadir. SEPEC suslar1 kan dolasimina girdikten sonra
uygun sartlar mevcutsa sepsis olusturur. SEPEC suslarinda tip 1 fimbriya
tiretiminden sorumlu fimH viriilans geni bulunmaktir. Béylece SEPEC suslari D-

mannoz varliginda hiicrelere yapisir ve istila eder [32].

2.1.2. intestinal Patojenik Escherichia coli (INPEC)

Intestinal Patojenik Escherichia coli (InPEC)’nin patotipleri arasinda difiize-yapisan
E. coli (DAEC; Diffusely adherent Escherichia coli), enteroinvaziv E. coli (EIEC;
Enteroinvasive Escherichia coli), enteroagregatif E. coli (EAEC; Enteroaggregative
Escherichia coli), enterohemorajik E. coli (EHEC; Enterohemorrhagic Escherichia
coli), enterotoksijenik E. coli (ETEC; Enterotoxigenic Escherichia coli) ve
enteropatojenik E. coli (EPEC; Enteropathogenic Escherichia coli) bulunmaktadir
[22].



2.1.2.1. Difiize-yapisan E. coli (DAEC)

Difiize yapisan (Diffusely adherent) E. coli terimi ilk olarak EPEC benzeri
mikrokoloniler olusturmayan HEp-2 hiicrelerine yapisan E. coli susuna atifta
bulunmak i¢in kullanilmistir. EAEC’in kesfedilmesiyle bir¢ok arastirmact DAEC’i
ayr1 bir kategoride siiflandirmigtir [33].

Difiize-yapisan E. coli (DAEC) patotipi epitelyal hiicrelere yapisan suslari
icermektedir [34]. DAEC suslari, bakterinin tiim hiicre yiizeyini kaplayan difiize-
yapisan (DA) model ile tanimlanmaktadir [35]. DA fenotipi ile iligkili 100 kDa
agirliginda bir dis membran proteini (OMP) bulunmaktadir [33]. DAEC iki yasindan
biiyiik ¢ocuklarda ishale neden olmaktadir [35].

2.1.2.2. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

Enteroinvaziv E. coli (EIEC), 6zellikle gelismekte olan iilkelerde dizanteri nedenidir.
Bu bakteriler 6zellikle kalin bagirsak mukozasina baglanir ve hiicrelerin endositoz ile

istila edilmesine neden olur [34].

EIEC’nin kolonizasyonu ve gastrointestinal bolgede hayatta kalmasi 220 kb
biiytikligiinde pInv plazmidinin varligina baglidir. 38 gen igeren pInv plazmidinin 31
kb’lik bir parcasi tarafindan kodlanan proteinler 6nemlidir. Bu pargada bakteri
invasyonu ve kagisi, hiicre yayilmasi, otofajinin engellenmesi, konak¢i immiin
tepkisinin diizenlenmesi gorevleri olan genler bulunmaktadir. Bu genlerden birkagi
ipaH, ial, icsA’dir. ipaH ve ial genleri invasyonda gorev almaktadir. icSA geni,

patojenin intraseliiler yayilimi i¢in EIEC’de ifade edilmektedir [34].

EIEC suslarin1 tanimlamak igin kullanilan testlerden Sereni testi pozitif, lizin
dekarboksilaz negatiftir [34].



2.1.2.3. Enteroagregatif E. coli (EAEC)

Agregatif yapisma ozelligi bulunan E. coli’leri tanimlamak igin, aragtirmacilar
enteroadherence-aggregative E. coli (EaggEC) adinm1 6nermisler ve entroagregatif E.
coli (EAEC) olarak adlandirmuslardir [33]. Enteroagregatif E. coli (EAEC) epitel
hiicre kiltiirinde karakteristik agregatif yapisma (AA)’nin gosterilmesi ile
tanimlanmaktadir. Standart AA, epitelyal hiicrelerin ylizeyinde yigilmis tugla

diizeninde karakterize edilmektedir [34].

EAEC’de agg, aap, Pic, SigA ve SepA viriilans faktorleri bulunmaktadir. agg geni
AA fenotipinin olugsmasinda ve biyofilm olusumunda gorev alan agregatif yapisma
fimbriyalarmmi (AAF/I, AAF/1l, AAF/IIl) kodlamaktadir. AAF/I ve AAFII
kolonizasyonun baslamasini saglamaktadir. aap geni, dispersin olarak adlandirilan
bir antiagregasyon proteinini kodlamaktadir. Bu protein AAF’1n intestinal mukozada
dagilmasinda gorev almaktadir. Pic, hemaglutinasyonda, mukus hipersekresyonunda,
farelerde intestinal kolonizasyonda, immiin sistemden kagmada rol oynayan bir¢ok
gorevi olan bir proteindir. SigA ve SepA Shigella ototransporter proteinleri mukozal
hasara ve kolonizasyona neden olmaktadir [34]. Ayrica astA gen {riini
enteroagregatif 1s1 sabit toksin 1 (EAST 1; enteroagregativ heat stable toksin 1)

sekresyonunda gorev almaktadir [33, 34].

Ishale neden olan EAEC, fekal-oral yolla, gidalar veya kirli su ile bulagmaktadur.
Gida kaynakli bir¢ok diyare salginin nedeni olarak gosterilmistir [34].

2.1.2.4. Enterohemorajik E. coli (EHEC/STEC/VTEC)

Enterohemorajik E. coli (EHEC) en 6nemli gida kaynakli patojenlerden biridir.
Ozellikle kiyma ve et gibi hayvansal gida kaynakli enfeksiyonlarla iliskilidir. Az
pismis kiyma ve et tilketimi EHEC’in en yaygin bulagsma yoludur. EHEC yiiziinden
binlerce hasta, hastaneye yatis ve yiizlerce 6lim rapor edilmistir. Hemorajik kolit
(HC) ve hemolitik tiremik sendrom (HUS), EHEC’in neden oldugu kronik ve
oliimciil hastaliklardandir [36].
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EHEC suslari, ishal ve gida zehirlenmesi tedavisinde yaygin olarak kullanilan
kinolonlar,  aminoglikozitler,  makrolidler, sefalosporinler, siilfonamidler,
florokinolonlar ve tetrasiklin gibi antibiyotik gruplarmma kars1 yiiksek direng
gostermistir [3].

EHEC patojenitesinde stx, ehx, eae genleri yer almaktadir. EHEC stx geni ile
karakterize edilmektedir. E. coli O157:H7 susunda stx gen iiriinii Shigella-benzeri
toksin olarak tanimlanmistir. Bu toksin HUS ve HC hastaliklarinda bagirsak ve
bobrek epitel hiicrelerinde hasara neden olan yaygin viriilans faktdrlerdendir.
Shigella-benzeri toksinine (SLT) vero hiicre kiiltiiriine sitotoksik etki gésterdiginden
verotoksin de (VT) denir. EHEC, verotoksijenik E. coli ya da Vero sitotoksin-iireten
E. coli (VTEC) ismine benzer sekilde Shiga toksin-iireten E. coli (STEC) olarak da
adlandirilmaktadir. stx gen ailesi stx1 and stx2 olarak adlandirilan iki ana gruba
ayrilmaktadir. EHEC yalniz birini ya da her ikisini iiretebilmektedir. EHEC 60 MDa
biiytikligiindeki plazmidde yer alan ehx geni enterohemolizini iiretmektedir.
Enterohemolizinin eritrositleri par¢alamada gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Boylece
serbest kalan hem ve hemoglobini E. coli O157:H7 demir kaynagi olarak kullanir.
eae geni ise intimini {iretmektedir. Intimin bagirsak kolonizasyonunda rol

oynamaktadir [33].

2.1.2.5. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

Enterotoksijenik E. coli (ETEC), kolonizasyon faktér (CF)’leri ve en az iki
enterotoksinden biri olan LT (heat-labile toxin; 1siya duyarli toksin) ve ST (heat-
stabile toxin; 1siya dayanikli toksin)’den birinin iretilmesi ile karakterize

edilmektedir [34].

Kolonizasyon faktorleri (CF) ETEC’lerin ince bagirsakta kolonize olmalarini
saglamaktadir. CF’ler patojenitede rol oynayan fimbriyalarin sentezlenmesinden de
sorumludurlar [33]. ETEC suslari, bagirsak mukozasina baglandiktan sonra
enterotoksinleri iiretir [34]. Istya duyarli toksinler (LT) elt geni tarafindan

kodlanmaktadir. LT’ler bagirsak villus hiicreleri tarafindan NaCl absorpsiyonunu
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engellerler ve CI" iyonlarinin salgilanmasini uyararirlar. Bu durumun sonucunda
bagirsaga fazla sivi salgilanarak ishal olugmaktadir [33]. Istya dayanikli toksinler
(ST) estA geni tarafindan kodlanmaktadir [37]. ST’ler LT’ye gore daha kiigiik
molekiillerdir. Yapist ve etki mekanizmas: bakimindan STa ve STb olarak
adlandirilan iki ST sinifi bulunmaktadir. STa kloriir iyon salgilanmasini, STh ise
bikarbonatin  bagirsak  hiicrelerinden  salgilanmasini  uyarir. STa, NaCl
absorpsiyonunu engellemektedir. STa’nin aksine STb, villus epitel hiicrelerinin
kaybina neden olabilmektedir [33]. Ayrica bu toksinler su-iyon dengesizligine yol

acarak ETEC patojenitesine neden olmaktadir [34].

Yapilan ¢alismalarda ETEC suslarinin teshisi i¢in LT ve ST tespitine ek olarak, tia
ve leoA virtilans genleri PCR ile tespit edilmektedir [34]. tia geni Tia dis membran
proteinini kodlamaktadir. Tia, konak¢1 hiicre yiizeyi proteoglikanlartyla etkilesime
girer ve epitelyal hiicrelere yapigsmay1 ve onlarin istilasini diizenler [38]. leoA geni
LT salgilanmasinda ve bakteriyel hiicre yiizeyinden salinmasinda gérev almaktadir

[39].

ETEC, gelismekte olan {iilkelerdeki ¢ocuklarda ve bu bolgelerdeki yolcularda ishalin
onemli bir patojeni oldugu icin ¢iftgilere ve sektore ekonomik bir yiik olmaktadir

[34].

2.1.2.6. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

Enteropatojenik E. coli (EPEC) intestinal epitelyumda yapisma ve bozma lezyonu
(AE; attaching and effacing) iiretmektedir. Shiga toksinleri, 1siya duyarli (LT) ve

1stya dayanikli (ST) olarak bilinen enterotoksinleri iiretememektedir [34].

EPEC suglar1 genom ve viriilans mekanizmasiin daha iyi anlasilmas: i¢in tipik
EPEC (tEPEC) ve atipik EPEC (aEPEC) olarak alt simiflara ayrilmaktadir. Tipik
EPEC suslart insanlarda bulasici ishale neden olan EPEC yapisma faktor (EAF)
plazmidi (pEAF) olarak bilinen biiyiik bir plazmide sahiptir. pEAF’ta bulunan bfp
geni boncuk seklinde pilus (BFP) denilen tip IV fimbriyay1 kodlamaktadir. pEAF’ta
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bulunan per geni plazmid kodlayan regiilator olarak adlandirilan transkripsiyonel
aktivatoriinii kodlamaktadir. Bu genler EPEC’lerin patojenitesinde yer almaktadir.
Bu plazmid atipik EPEC’de bulunmamaktadir. Atipik EPEC’de bulunan flagellin
proteini FliC’nin hiicresel fibronektine baglanmaya aracilik edebilecedi One
stirilmektedir. EHEC suslarinda biyofilm olusumunda yer alan ehaC geninin
kodladigr ototransporter (AT) proteini, aEPEC’te tEPEC’e gbre daha sik
bulunmaktadir [34].

EPEC suslar1 genellikle ¢ocuklarda ishale neden olmaktadir. EPEC salginlari sicak
aylarda daha fazla goriilmektedir. Kirli gida ve su yoluyla bulasabilmektedir [34].

2.2. VIRULANS GENLER

Viriilans gen, bir organizmanin genomunda aktif veya pasif olarak bulunan, bir
enfektifin patojenitesinden sorumlu olan gendir [40]. Bakterilerde bulunan viriilans
genler patojenik bakterinin hastalik yapma derecesini ifade eden proteinleri

kodlamaktadirlar [18, 41].

E. coli’de bulunan viriilans genler; kolonizasyon i¢in adhesiv faktorleri, demir alim
sistemlerini, konakg¢1 hiicrelerini istila etmek ve konak¢r immiin sistemin tepkisini
agmak i¢in kullanilan toksik maddeleri, polisakkarit kapsiilleri kodlamaktadir [18].
fimH, fyuA, kpsMT II, traT, papG Il E. coli’de bulunan bazi 6nemli viriilans
genlerdendir.

2.2.1. fimH Geni

Mikrobiyal patojenlerin konakei hiicre ylizeyine yapismasi kolonizasyonlari i¢in en
onemli adimdir. Bu yapigma enfeksiyon olusumu i¢in énemli bir viriilans faktordiir.
Kolonizasyon bakterinin, mukozadaki hiicrelerin ifade ettigi reseptorlere baglanmasi
ile baglar. Gram negatif bakterilerin ¢ogunun irettigi fimbriyalar epitel hiicre
yiizeyine spesifik baglanmalarini saglar [42]. E. coli suslarinin ¢ogunda ifade edilen

tip 1 fimbriyalar, bakterilerin kolonizasyonu i¢in D-mannoz igeren yapilara
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baglanmay1 saglar. Uropatojenik E. coli suslarinda viriilans faktorleri olarak tip 1

fimbriyalar rol oynar [43].

fimH virtilans geni, tip 1 fimbriyanin mannoz-spesifik veya reseptor-spesifik FimH
adezini sentezinden sorumludur. Adezin patojenin, konak¢inin spesifik hiicre yiizeyi
bilesenlerine yiiksek afiniteli baglanmasini saglayan proteinidir [42]. Yani tip 1
fimbriyanin bir bileseni olan FimH proteini D-mannoz iceren glikoprotein
reseptorlerini baglar [43, 44]. Ayrica FimH mesane epitel hiicrelerine, mast
hiicrelerine ve makrofajlara bakteriyel girisi saglayan bir istilact olarak gorev yapar
[28]. Yapilan arasgtirmalar sonucu FimH, UPEC’in neden oldugu idrar yolu

enfeksiyonlari i¢in bir as1 aday1 olarak gosterilmistir [42].

2.2.2. fyuA Geni

Demir elektron tagima zinciri ve ¢esitli diger enzimler igin kofaktor olarak kilit rol
oynamaktadir [45]. Hem patojenik hem de patojenik olmayan bakteriler demir alimi
icin kompleks sistemleri kodlamaktadir. Demir dogal sartlarda ¢6ziinmez, aerobik
sartlarda ve memeli konakg¢ilarinda proteinlere bagli bulunan temel bir metaldir.
Bakterilerde demir alimi siderofor denen kiigiik demir selatlayici molekiillerin
sentezi, gonderimi ve alimi yoluyla saglanmaktadir [46]. Sideroforlar kozmetik,
tarim, saglik gibi biyoteknolojik alanlarda kullanilmaktadir [47]. Gram negatif
bakterilerde demir bagl sideroforlar bakteriyal dig membran reseptorleriyle demiri
almaktadir [45]. fyuA viriilans geni ferrik yersiniabaktin alimi igin Yyersiniabaktin
reseptorii. FyuA’yr kodlamaktadir. fyuA geni, Enterobacteriaceae’nin birgok

tiyesinde viriilansla iliskilendirilmektedir [48].

UPEC suslarinin idrar yollarinda demir alimi hayatta kalmasi ve patogenezi igin
onemli bir faktordiir. UPEC susglarinin yersiniabaktin, salmoselin, enterobaktin ve
aerobaktin olmak tizere dort farkli reseptorii tiretebilme yetenegi bulunmaktadir. fyuA
geni piyelonefrit ve sistisis hastalarindan izole edilen UPEC izolatlarinda
bulunmaktadir. FyuA siderofor reseptorii UPEC izolatlart igin ideal bir as1 hedefi
olarak aragtirllmaktadir [27].
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FyuA, insan idrarinda idrar yolu enfeksiyonuna neden olan E. coli ile etkili biyofilm
olusumu i¢in gerekmektedir. Biyofilmler genellikle bircok saglik problemleriyle
iliskilendirilmektedir. Bunlar; idrar yollarinda bakteriyel biyofilm ile iliskili
enfeksiyonlar, kronik sistit, prostatit ve kateter, stent ile iliskili enfeksiyonlardir.
Hemen hemen tiim tibbi implantlarda bakteriler kolonilesme egilimindedir ve olusan
biyofilm tekrarlayan enfeksiyonlarin nedeni olmaktadir. Bakteriler, bakteriyel
biyofilm iligkili enfeksiyonlarda konak¢i immiin savunma mekanizmasina
dayaniklilik ve antibiyotiklere, biyositlere ve hidrodinamik kuvvetlerine karsi son

derece direng gostermektedir [48].

2.2.3. kpsMT 11 Geni

kpsMT I virtilans geni kapsiiler polisakkarit sentezinde gorev alir [18]. Bakteriyel
kapsiiler polisakkaritler 6zellikle enfeksiyon sirasinda bakteriyi konak¢inin bagisiklik
sistemine karsi olmak iizere birgok ¢evresel basinca karsi koruyan baslica viriilans
faktorlerdir. Bu nedenle kapsiiler polisakkaritler mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisi

icin gelistirilen ilaglarin hedefidir [49].

Kapsiiler polisakaritler (CPSs; capsular polysaccharides) ve O-polisakaritler E.
coli'nin  ana yilizey lipopolisakkaritlerindendir. 37 °C’de ifade edilmektedirler.
Bunlar tiire 6zgilidiir ve sirasiyla K- ve O- antijenlerini olustururlar. K antijeni
fagositoza karsi direngten, O antijeni ise kompleman-aracili serum direncinden
sorumludur. E. coli’de seker bilesimindeki farklara ve baglanma 6zgiilliigiine gore
167 farkli O-serotipi ve 80’den fazla K-antijeni bulunmaktadir [50]. Bunlar serolojik,
genetik ve biyokimyasl Ozelliklerine gére dort ana gruba ayrilir. Bunlar grup I
kapsiilii, grup II kapsiilii, grup III kapsiili ve grup IV kapsiilidir [51]. Grup Il
kapsiilii idrar yolu enfeksiyonlarinda onemli rol oynamaktadir [52]. Grup I
antijenlerinden olan K5 polisakkariti K5 gen kiimesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu
gen kiimesinin kKpSMT bolgesi grup II kapsiiler polisakkaritlerin hiicre yiizeyine

taginmasinda rol oynayan proteinleri kodlamaktadir [51].
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2.2.4. traT Geni

Gram negatif bakterilerin yakin ¢evreleri ile etkilesimlerinde dis membranlarindaki
bilesenleri rol oynar [53]. Bu bilesenler besinlerin alimini saglar, kolisinler ve
bakteriyofajlar gibi 6ldiiriicti ajanlar tarafindan reseptor olarak kullanilirlar [54]. Bu
bilesenlerin 6zellikle hastalik olusum siirecinde gorev almasi onlari 6nemli yapar. Bu
bilesenlere TraT lipoproteini 6rnek verilebilir. traT viriilans geninin kodladig1 TraT
proteini ylizey dislama mekanizmasinda gorev alir. Yiizey dislama mekanizmasi ayni
plazmidi tasiyan hiicreler arasinda verimsiz ¢iftlesmeyi onler. TraT, hiicrelerin stabil

ciftlesme agregalar1 olusumunu engelleyerek konjugasyonu onler [53].

Serum bir¢ok bakteri i¢in oldiiriicii maddeler icerir ve bakteriyel enfeksiyonlara karsi
konak¢1 savunmasini olusturur. Patojenik olmayan ve invaziv olmayan patojenik
bakteriler genellikle seruma karst duyarliyken, invaziv patojenik bakteriler
cogunlukla seruma kars1 yiiksek direng gosterir [55]. TraT bakterilerin kompleman
araciligiyla oldiiriilmesini engelleyerek orta derecede serum direncine de neden olur

[52].

2.2.5. papG Il Geni

pap viriilans genleri piyelonefritle iliskili p fimbriyalari kodlamaktadir [56]. P
fimbriyalar P kan grubu antijeninin a-D-Galp-(1-4)-p-D-Galp karbonhidrat dizisini
tanir ve baglar [42]. Bu diziyi i¢eren glikolipitler E. coli suslarinin baglanmasini
saglayan reseptorlerdir. Bu glikolipitler insan {iroepitelyal hiicre membraninin kiigiik
bir bileseniyken insan renal hiicrelerinde baskin olarak bulunur. Bu nedenle P
fimbriyalar piyelonefrit hastalarinda yaygin olarak bulunur. P fimbriyalar, idrar yolu
enfeksiyonlarinin patogenezinde onemli rol oynar. Ciinkii insan idrar yolu epitel
hiicrelerinde Gal-Gal-spesifik bakteriyel baglanmay1 saglarlar. Bunun sonucunda
bakteriyel kolonizasyonu ve inflamasyonu uyarirlar. P fimbriya E. coli’nin normal
konak¢1 savunma sisteminin bazi bilesenlerinin iistesinden gelmek i¢in de gereklidir

[56].
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P fimbriyada papG viriilans geni tarafindan kodlanan PapG, baglanmayi saglayan
asil molekiildiir. E. coli suslarinin konakgiya baglanmasinda gorev alan o-D-
galatopiranozil-(1-4)-B-D-galaktopiranozidi iceren glikolipitler esas reseptorlerdir.
PapG bu reseptorlere baglanir. P fimbriya ucundaki PapG adezinin ifadesi doku ve
konakg1 Ozgiilliigiinii belirleyebilir [44, 56]. PapG piyelonefrite neden olan bir
viriillans faktordiir ve insan ve fare bagirsaklari tarafindan salgilanan siirfaktan
benzeri pargaciklar1 baglayabilir. Bu pargaciklarla PapG arasindaki etkilesimlerin
sonucunda bagirsak florasinda UPEC’in kaliciligi kolaylasabilir [57]. PapG’nin, Gal
(al-4) Gal iceren izoreseptdrlerin farkli alt birimlerine baglanan papG I, papG Il ve
papG I molekiiler varyantlar1 papG I, papG Il ve papG Ill olmak iizere ii¢ allel
tarafindan kodlanmaktadir [58, 59]. papG Il akut piyelonefritli hastalarda baskin
olarak bulunmaktadir [58].

2.3. ANTIMIiKROBIiYALLER

Antimikrobiyaller (antibiyotikler) mantar ya da ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
tretilen,  biyolojik veya sentetik kaynakli, disiik konsantrasyonlarda
mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen veya mikroorganizmalar1 oldiiren
maddelerdir [60, 61]. Antimikrobiyal ismi yasama karsi anlaminda kullanilan
antibiyosiz  kelimesinden koken almaktadir. Gegmiste antimikrobiyaller bir
mikroorganizma tarafindan {iretilip diger mikroororganizmaya toksik etkili organik
bilesik olarak diistiniilmiistiir. Fakat daha sonra bu tanim kismen ya da tamamen
sentetik yollarla tiretilen antimikrobiyalleri de kapsayacak sekilde degistirilmistir
[62].

Antimikrobiyaller; hiicre duvari sentezini, niikleik asitlerin yapist ve islevini, protein
sentezini engelleyerek, hiicre zar1 yapisi ve islevini bozarak ve anahtar metabolik

yollar1 tikayarak etki etmektedirler [61].
Antimikrobiyaller ¢esitli kriterlere gore siniflandirilmaktadirlar. Giliniimiizdeki en

yaygin bilimsel smiflandirma kimyasal yapilarina, etki giiclerine ve etki

mekanizmalarina gore siniflandirmadir [60].
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Antimikrobiyallerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi su sekildedir:

I- B- LAKTAMLAR

1) Penisilinler:
e Dogal penisilinler: Penisilin G, Penisilin V
e Penisilinaza dayanikli penisilinler: Oksasilin, Nafsilin, Metisilin

e Aminopenisilinler: Ampisilin, Amoksisilin, Bakampisilin [61, 64]

2) Sefalosporinler

e 1. kusak: Sefazolin

e 2. kusak: Sefoksitin, sefotetan, sefuroksim

o 3. kusak: Sefotaksim, seftriakson, seftazidim
e 4. kusak: Sefepim

e 5. kusak: Seftarolin [63]

3) Monobaktamlar: Aztreonam

4) Karbapenemler: Meropenem, Faropenem, Imipenem, Doripenem [61]

5) Beta-laktam/Beta Laktamaz Inhibitor Kombinasyonlari: Sulbaktam,
Klavulanik asit, Tazobaktom [64]

11- KINOLONLAR

1. kusak: Oksolinik asit, Nalidiksik asit, Sinoksasin

2. kusak: Siprofloksasin, Ofloksasin, Norfloksasin, Lomefloksasin,

Enoksasin

3. kusak: Levoflaksasin, Sparfloksasin,
4. kusak: Moksifloksasin, Gatifloksasin [65]

I1I- MAKROLIDLER: Eritromisin, Azitromisin, Klaritromisin, Diritromisin,
Roksitromisin [61]
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IV— SULFONAMIDLER: Silfametoksazol, Siilfadiazin, Siilfizoksazol,
Siilfametizol [66]

V- AMINOGLIKOZITLER: Netilmisin, Amikasin, Tobramisin, Gentamisin [61]

VI- TETRASIKLINLER: Doksisiklin, Minosiklin

VII- GLIKOPEPTITLER: Vankomisin, Teikoplanin

VII1- OKSAZOLIDINONLAR: Linezolid [66]

2.3.1. p-Laktamlar

B-laktam halkasina sahip [-laktamlar bakteri hiicre duvarinin biyosentezini
engelleyen antimikrobiyallerdir. Penisilin baglanma proteinleri (PBP) denen
transpeptidaz enzimlerinin kovalent inhibitorleridir. Bu enzimler hiicre duvarmin
peptidoglikan tabakasinda bulunan pentapeptitlerin ¢apraz baglama reaksiyonunu
katalize ederler [67]. B-laktamlar DD-peptidaz olarak adlandirilan D-alanil-D-alanin
karboksipeptidaz-transpeptidaz ile ¢ok spesifik olarak etkilesirler [68]. Bunun
sonucunda hiicre duvarinda peptidoglikan tabakanin c¢apraz baglanmasi onlenir ve

hiicre 6liir [63].

B-laktam halkasina bagli yan zincirlere ve diger halkalara gore penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve B-laktam/p laktamaz inhibitor

kombinasyonlart olmak iizere bes temel sinifa ayrilirlar [64].

2.3.1.1. Penisilinler

Penisilin 1928’de Ingiliz bakteriyolog Sir Alexander Fleming tarafindan kesfedilen
ilk antimikrobiyaldir [62]. Penisilinler hiicre duvari sentezinin son adimini katalize
eden transpeptidazi inhibe ederek bakterileri Oldiirmektedir [69]. Penisilinlere

ampisilin, metisilin ve amoksisilin 6rnek verilebilir [61]. Ampisilin farkli yan
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zincirlerle yar1 sentetik olarak gelistirilmistir. Bu yan zincirler, bakteri hiicre
duvarinda antimikrobiyalin hareketini kolaylastirmakta ve bakterinin {rettigi
enzimlerden kagis1 saglamaktadir [62]. Ampisilin Enterobacteriaceae Gram negatif
organizmalarin hiicre duvarindaki porin kanallarindan gegebilmektedir. Bu durum E.

coli’ye kars1 aktiviteye sahip olmasini saglamaktadir [63].

2.3.1.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler farkli penisilin baglayici protein (PBP)’lere baglanmay1 saglayan
cesitli yan zincirlere sahip antimikrobiyallerdir. Bu yan zincirler sefalosporinlerin
Gram negatif bakterilere girmesini de kolaylastirir [62]. Sefalosporinler bakteri hiicre
duvarinda yer alan PBP’lere baglanirlar ve bakteri hiicre duvarinin peptidoglikan
tabakasimin sentezini engellerler. Bunun sonucunda da hiicre lizise ugrar [70].

Sefalosporinlere sefotaksim, sefazolin, sefoksitin, sefepim 6rnek verilebilir [63].

2.3.1.3. Monobaktamlar

Monobaktamlar yapisinda B-laktam halkasina ekli baska halka bulunmayan B-laktam
grubudur. Monobaktamlara 6rnek olarak aztreonam verilebilir. Gram negatif
bakterilere karsi giiclii etki gosterirler. Gram pozitif ve anaerob bakterilere karsi
etkileri yoktur. Aztreonam piyelonefrit ve diger lriner sistem enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilabilir [64].

2.3.1.4. Karbapenemler

Karbapenemler diger B-laktamlar gibi B-laktam halkasina sapihtirler. p-laktamaz
enzimlerine karst dayaniklhidirlar. Karbapenemlere 6rnek olarak imipenem,
meropenem verilebilir [64]. B-laktamlar arasindan, karbapenemler Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere karsi en yiiksek etkiye sahiptirler [62]. Gram negatif

bakteremi, komplike iiriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir [64].
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2.3.1.5. p -Laktam/ B -Laktamaz Inhibitér Kombinasyonlar

B-laktam/ B-laktamaz inhibitorleri de B-laktam halkasina sahiptirler. Tek bagslarina
antimikrobiyal etkileri ¢ok az ya da hi¢ yoktur. Ornek olarak sulbaktam, klavulanik
asit, tazobaktom verilebilir. B-laktamazlar B-laktam antimikrobiyallerinin etkisini

engelleyen enzimlerdir. Bu nedenle B-laktamaz inhibitorleri gelistirilmistir [64].

2.3.2. Kinolonlar

Kinolonlar yaygin olarak kullanilan sentetik antimikrobiyallerdir [71]. Kinolonlar
bakteri DNA giraz (topoizomeraz II) ve topoizomeraz IV enzimlerinin ¢alismasini
engellerler [72]. Topoizomeraz IV replikasyon sirasinda olusan yavru DNA
iplikgiklerinin birbirinden ayrilarak yavru hiicrelere aktarilmasinda rol oynar [73].
Gram pozitif bakterilerde kinolonlarin hedefi topoizomeraz IV enzimleridir.
Kinolonlarin topoizomeraz IV’i inhibe etmesi sonucunda bakterinin boliinmesi
sirasinda yeni olusan DNA’nin yavru bakterilere aktarilmasi engellenir. DNA giraz
ise bakteri DNA’smin siipersarmal olusturarak, bakteri sitoplazmasi igine
sigdirilmasinda gorev alir. Ayrica DNA giraz, replikasyon ve transkripsiyon i¢in
DNA iki zincirini kirarak negatif sarmallasma ve sonra kirilan zinciri tekrar
baglayarak pozitif siipersarmallagsma saglar [72]. DNA giraz gyrA ve gyrB gen
tirtinleri iki A ve iki B alt birimlerinden olusan tetramerik (A2B;) bir enzimdir [71].
A alt birimi DNA’nin kirilmasinda ve birlesmesinde rol oynamaktadir [74]. E. coli
gibi Gram negatif bakterilerde kinolonlar igin ana hedef DNA girazdir. Kinolonlar
DNA giraz-DNA kompleksine baglanirlar ve DNA giraz-kinolan-DNA {iglii
kompleksini olustururlar [71]. Bunun sonucunda DNA giraz ¢alisamaz hale gelir.
Boylece bakteri DNA’s1 bakteri i¢ine sigamayacak kadar uzar, ve bakterinin sekli
bozulur. DNA’nin replikasyonu ve transkripsiyonu engellenir, bakteri hiicresi oliir

[72]. Kinolonlara nalidiksik asit, ofloksasin ve levoflaksasin 6rnek verilebilir [65].
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2.3.3. Makrolidler

Makrolidler biiyiik bir lakton halkas1 ve buna bagl bir veya birka¢ seker molekiilii
(L-kladinoz, D-desozamin) igeren antimikrobiyallerdir [62,75]. Makrolidler
bakteriyel protein sentezini etkili bir sekilde engelleyerek mikroorganizmalari
oldirtirler [62]. Makrolidler bakteriyel ribozumun 50S biiyiik alt biriminin 23S
ribozomal RNA’sina baglandigi i¢in tasiyict RNA’nin baglanmasini engeller [76,
77]. Bunun sonucunda protein sentezinde polipeptit zincirlerine aminoasit eklenmesi
Onlenir [62].

Makrolidlere eritromisin, azitromisin, klaritromisin 6rnek verilebilir. 1952 yilinda
topraktan izole edilen Streptomyces erythreus susundan elde edilen eritromisin,
makrolidlerin ilk ftyesidir [77]. Eritromisin spektrum olarak penisilin G’nin
alternatifi olmaktadir. Penisiline direngli bakterilere karsi da etkisi bulunmaktadir

[62, 77].

2.3.4. Siilfonamidler

Siilfonamidler anilin  boyalarindan koken alan, para-aminobenzensiilfanilamid
kimyasal yapisinda, sentetik antimikrobiyallerdir [78]. Dihidropteroat sentaz (DHPS;
Dihydropteroate synthase) enziminin calismasini engelleyerek bakterilerde DNA
sentezini inhibe ederler. Ciinkii bu enzim DNA sentezi igin gerekli olan folik asit
sentezinde gorev alir 79, 80]. Bir¢ok mikroorganizmada niikleik asitlerin sentezinde
gorev alan bazi enzimlerin calismasi folik aside baglidir. Folik asidi memeliler
disardan alir, bakteriler ise kendileri sentezlerler. Bakteriler folik asidi
sentezleyebilmek i¢in para-aminobenzoik aside (PABA) gereksinim duyarlar.
PABA’nin kimyasal yapist siilfonamidlerin yapisina benzedigi i¢in siilfonamid
PABA’nin yerine gecer ve folik asit sentezi engellenir. Boylece bakterilerin liremesi
durur ve siilfonamid bakteriyostatik etki gosterir. Viicudun bagisilik sistemi
tarafindan iiremesi duran bakteriler yok edilir. Bakterilerin gelisme donemlerinde

bakteriye besin girisi fazla oldugundan bu donemde daha fazla etkilidirler.
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Siilffonamid tiirevlerine siilfametoksazol, siilfizoksazol ve siilfadiazin Ornek olarak

verilebilir [78].

Stlfonamidler trimetoprim ile beraber bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlarin
kontroliinde kullanilmaktadir [78]. Trimetoprim (TMP), dihidrofolat rediiktaz
enzimini (DHFR; dihydrofolate reductase) inhibe ederek bakteriyel DNA sentezini
engelleyen sentetik antimikrobiyallerdir [81, 82]. Bu enzim dihidrofolatin
tetrahidrofolata indirgenmesini katalizler [82]. TMP, dihidrofolat rediiktaz enzimini
inhibe ettigi i¢in folik asit sentezi engellenir ve bakteriyostatik olarak etki gosterir
[61, 81]. Dihidrofolat rediiktaz enzimi hem insanlarda hem de E. coli ’de bulunur. E.
coli’de TMP’nin DHFR enzim afinitesi insanlardakine gére daha fazladir. Bunun

sonucunda TMP E. coli’yi hedef alir [82].

2.3.5. Aminoglikozitler

Aminoglikozitler glikozidik olarak iki amino sekere bagl siklik amino alkol olan
antimikrobiyallerdir [66]. Aminoglikozitler bakteriyel ribozomun 30S kiiciik alt
biriminin 16S ribozomal RNA’sina baglanip protein sentezini engellemesiyle
bakterisidal etki gosterirler [83]. Bu grupta ilk gelistirilen antimikrobiyal,
Streptomyces griseus’tan izole edilen streptomisindir. Diger 6nemli aminoglikozitler
ise kanamisin, tobramisin, gentamisin, dihidrostreptomisin, amikasin ve neomisindir
[84].

2.3.6. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler naftasen halka sistemi tasiyan genis etkili antimikrobiyallerdir [66].
Bakteriyel ribozomun 30S kiicik alt birimine baglanarak amino asitlerin
acillenmesini engeller ve bunun sonucunda peptit zincirlerinin olusmasini onlerler
[66, 85]. Boylece protein sentezini engelleyerek bakteriyostatik etki gosterirler [85].

Tetrasiklinlere doksisiklin ve minosiklin 6rnek verilebilir. [66]
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2.3.7. Glikopeptitler

Glikopeptitler hiicre duvari sentezini engeleyen antimikrobiyallerdir. Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarinda yer alan peptitlerin terminal D-alanil-D-alanilin dizisine
baglanarak transglikolizasyon reaksiyonunu ve peptidoglikan  olusumunu
engeleyerek bakterisidal etki gosterirler. Gram negatif bakterilerin  lipit
tabakalarindan gegememelerinden dolaytr onlar {izerinde etki edemezler.

Glikopeptitlere vankomisin ve teikoplanin 6rnek verilebilir [86].

2.3.8. Oksazolidinonlar

Oksazolidinonlar ribozomal protein sentez inhibitérii olan antimikrobiyallerdir.
Oksazolidinonlarin ilk iiyesi olan linezolid, bakteriyel protein sentezini ribozomun
50S biiyiik alt biriminin 23S ribozomal RNA’sina baglanarak engeller [87].
Linezolid de diger protein sentez inhibitdrlerinin ¢ogu gibi bakteriyostatik etki
gosterir [88].

Antimikrobiyaller, mikroorganizmalar {izerindeki etki giiclerine gore de
simiflandirilmaktadir. Antimikrobiyaller, etki giiglerine gore bakteriyostatikler ve
bakterisidler olarak siniflandirilmaktadir. Bakteriyostatikler, bakteri hiicrelerinin
tiremesini ya da gelismesini Onlerler. Bu durumda bakteriler, viicudun savunma
mekanizmalar1 tarafindan kolaylikla yok edilirler. Bakteriyostatik smifinda
tetrasiklinler, mikonazol, siilfonamidler, amfenikoller, linkozamidler ve metronidazol
yer almaktadir. Bakterisidler ise bakteri hiicresinin 6lmesine neden olurlar.
Bakterisidler sinifinda B-laktamlar (penisilinler, sefalosparinler, karbapenemler,
monobaktamlar, B-laktamaz inhibitérleri), florokinolonlar, polipeptitler, teikoplanin,

rifamisin, vankomisin yer almaktadir [60].

Antimikrobiyaller etki mekanizmalarina gore ise 5 gruba ayrilmaktadirlar (Sekil 2.1).

Bunlar;

I- Bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden

antimikrobiyaller: Bakteri hiicre duvar1 sentezi igin gerekli olan peptidoglikan
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tabakasinin sentezlenmesini engellerler. Bu grup antimikrobiyallere 6rnek olarak (-
laktamlar (penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler), siklosein,

ristosetin, basitrasin, teikoplanin ve vankomisin 6rnek verilebilir [60, 62].

II- Hiicre zar1 yapisim ve islevini bozan antimikrobiyaller: Bakteri hiicre
zarindaki farkli yapilara zarar verirler. Bu grup antimikrobiyallere 6rnek olarak

polimiksinler ve daptomisinler verilebilir [62].

I11- Ribozomlarda protein sentezini bozan antimikrobiyaller: Bakteriyel
ribozomun 30S ya da 50S alt birimlerine baglanarak protein sentezini engellerler. Bu
grup antimikrobiyallere 6rnek olarak tetrasiklinler, makrolidler, aminoglikozitler,

linkozamidler, amfenikoller ve fiisidik asit verilebilir [60, 62].

IV- Bakteri genetik materyali iizerine etki yapan antimikrobiyaller: DNA ve
RNA sentezini bozarlar. Bu grup antimikrobiyallere 6rnek olarak Kinolonlar,
aktinomisetler, rifamisinler, metronidazol, mitomisinler, bleomisin, nalidiksik asit,

doksorubisin, asiklovir, dounorubisin ve metotreksat verilebilir [60].

V- Ara metabolizmanin bozulmasina neden olan antimikrobiyaller: Bakteriler
icin gerekli folik asit gibi baz1 maddelerin sentezini inhibe ederler [89]. Bu grup
antimikrobiyallere 6rnek olarak siilfonamidler, siilfonlar, trimetoprim, izoniazid ve

etambutol verilebilir [60].

. . RNA Polimeraz
e Rifampin
Sefalosponnler Streptovarisin

Penisilinler

Monobaktamlar Protein sentezi (530S inhibitoni)
Karbapenemler Eritromisin
Folik asit metobolizmasi Kloramfenikol
Siilfonamidler =
Trimetoprim | Protein sentezi (3
) o o X /[ Tetrasiklinler
Sitoplaz ) Eiris Gentamisin
membran yapis1 / Kanamisin
Polimiksinler —N\T Streptomisin
Daptomisin \

PABA  sjtoplazmik Hiicre Duvan
membran

Sekil.2.1. Antibiyotiklerin hedef bolgeleri [62]
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2.4. ANTIMIKROBIYAL DIRENC

Antimikrobiyal direng, antimikrobiyalin bakterinin iiremesini ya da oldarilmesini
engellemesi yetenegidir. Bakteriler igin gereksiz ve uygunsuz antimikrobiyal
kullanim1 antimikrobiyallere kars1 direng gelistirilmesine neden olur. Tiim diinyada
antimikrobiyallere karst direng gelismesi biiylik bir halk sagligi sorunudur. Ciinkii
antimikrobiyale direngli mikroorganizmalar, neden olduklar1 enfeksiyonlarin
tedavisinde sorunlara neden olmaktadir [90]. insanda hastalik yapmaya neden olan
viriilans genleri tastyan gida kaynakli suslarin antimikrobiyal diren¢ genlerini de
tasimasi, bunlara sahip olan gidalari tiiketen tiiketiciyi de biiyiik Ol¢tide tehdit
etmektedir. Antimikrobiyal direncine neden olan genler hareketli genetik elemanlarla
diger bakterilere de aktarilmaktadir [91]. Bu durum ozellikle gelismekte olan
tilkelerde bakteri izolatlarinda antimikrobiyallere direncin diinya c¢apinda

yayilmasina neden olmaktadir [92].

Bakteriler antimikrobiyal saldirisina karsi iki ana genetik yol kullanmaktadir. Bu
yollar; antimikrobiyalin etki mekanizmasi ile ilgili gen ya da genlerdeki mutasyonlar
ve yatay gen transferi (HGT; horizontal gene transfer) ile direngli genlerin bulundugu
yabanct DNA alimidir. Genelde antimikrobiyal diren¢ nedeni mutasyonlar ve ¢esitli
mekanizmalar ile antimikrobiyalin etkisini degistirmektedir. Antimikrobiyal
hedefindeki degisimler ilaca ilginin azalmasi, ilag aliminin azalmasi, zararl
molekiiliin disar1 ¢ikartilmasi i¢in akis mekanizmasinin etkinlestirilmesi, diizenleyici

aglarla 6nemli metabolik yollarda meydana gelen degisimlerdir [7].
Antimikrobiyallere direng geligsiminin dort ana tipi bulunmaktadir [90]:
1. Dogal (interestik) diren¢

2. Sonradan kazanilan direng

3. Capraz direng
4. Coklu ilag direnci
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1. Dogal (interestik, yapisal) diren¢: Bakterinin sahip oldugu dogal 6zellikleri bu
dirence neden olmaktadir. Bu 6zellikler bakteride antimikrobiyalin hedefe ulagmasini
engelleyen vyapilarin varhi@i ya da antimikrobiyalin etki edecegi yapilarin
olmamasidir. Antimikrobiyal kullanimi1 bu dirence neden olmaz. Ornegin vankomisin
Gram negatif bakterilerin dis membranindan gegemez ve bu bakteriler vankomisine

dogal olarak direnglidir [90].

2. Sonradan Kkazamilan direng¢: Bakterinin genetik 6zelliklerinin degisimi
sonucunda olusan daha Once cevap verdigi antimikrobiyalden etkilenmemesinden
dolay1 meydana gelen direngtir. Bu direng kromozom ya da transpozon, plazmid gibi

ekstrakromozomal yapilardan olusmaktadir [90].

a. Kromozomal diren¢: Kromozomal direng bakteriyel kromozomda kendiliginden
gelisen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bunlara ultraviyole gibi fiziksel ve
kimyasal faktorler neden olmaktadir. Bunun sonucunda bakterinin antimikrobiyale
gecirgenligi  azalabilmekte ya da antimikrobiyalin hedefinde degisimler
olabilmektedir [90].

b. Ekstrakromozomal direng¢: Plazmid, integron ve transpozon gibi aktarilabilen

genetik faktorler ekstrakromozomal dirence neden olmaktadir [90].

3. Capraz diren¢: Bazi mikroorganizmalar direngli oldugu antimikrobiyalle benzer
ya da ayni mekanizma ile etki eden antimikrobiyale de direng gostermektedir. Bu
direng yapilar1 benzer antimikrobiyallerde meydana gelmektedir. Fakat bazen

tamamen alakasiz gruplar arasinda da goriilebilmektedir [90].

4. Coklu ila¢ direnci: Coklu ilag direngli bakteriler onlara kars1i kullanilan
antimikrobiyallere diren¢ gostermektedirler. Bakterilerde coklu ilag direnci iki
mekanizmayla meydana gelmektedir. Bu mekanizmalarin birincisinde bakteriler,
herbiri tek bir ilaca direng gosteren birgok geni bulundururlar. Bu direng
mekanizmasi direng (R) plazmidlerinde meydana gelmektedir. Genlerin ifadesinin

artmastyla ¢oklu ilagc akis pompasi, enzimlerin inaktivasyonu, hedef yapilarin
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degisimi gibi diger diren¢ mekanizmalaridir. Bakteri suslar1 li¢c ya da daha fazla
antimikrobiyal smifina diren¢ gosteriyorsa c¢oklu ila¢ direnci oldugu kabul

edilmektedir [90].

Bu caligmada E. coli’de bulunan bazi 6nemli antimikrobiyal diren¢ genleri olan

blatem, blactx-m, ereA, gyrA ve dhfrV genleri arastirilmistir.

I- p-Laktam Direnci

B-laktam direncine neden olan mekanizmalar; f-laktamazlar, penisilin baglanma
proteinlerinde olusan (PBP) degisimler ve dis membran proteinlerindeki
degisimlerdir [90].

B-laktamazlar, B-laktam halkasini hidrolize ederek etki gosterirler [93]. Penisilin
tibbi uygulamada kullanilmadan o6nce ilk [-laktamaz ilk kez E. coli’de
tanimlanmistir. Gram negatif bakterilerin ¢ogunda dogal olarak meydana gelen
kromozom aracili $-laktamazlar bulunmaktadir [94]. Bakteriler tarafindan iiretilen -
laktamazlar B-laktam antimikrobiyalleri i¢in en yaygin diren¢ mekanizmalarindan

biridir [68].

B-laktamazlarin A, B, C ve D olamak {izere dort molekiil sinifi bulunmaktadir. Siif
A, C, D serin aktif bolge enzimleridir. Smmif B ise ¢inko bagimli enzimlerden
olusmaktadir [68]. Smuf A pB-laktamazlar sefalosporinlere, penisilinlere ve
karbapenemlere etki ederler. Sefotaksime, seftazidime, aztreonama etkileri kisithdir.
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde genellikle transpozonlarda ya da
plazmidlerde bulunurlar. Gram negatif bakterilerin TEM, SHV enzimleri bu grupta
yer alirlar. Bu enzimleri kodlayan genlerde olusan nokta mutasyonlari sonucu genis
spektrumlu B-laktamazlar (GSBL; extended spectrum beta-lactamases) ortaya
c¢ikmistir. Bunlar genellikle E. coli ve Klebsiella pneumoniae’de bulunur [95].
Gliniimiizde 350’ye yakin bilinen B-laktamazin 150 kadari GSBL’dir. GSBL tipi
enzimlere 6rnek olarak TEM, SHV, CTX-M, OXA verilebilir. TEM tipi GSBL

enzimlerinin  mutasyonlar sonucunda birgok ¢esidi meydana gelir. Bunlardan biri
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olan TEM-1 Gram negatif bakterilerde en sik rastlanan enzimdir. Bu enzim
sefaloridin, sefalotin gibi sefalosporinlere ve penisilinlere karst dirence neden olur.
E. coli’de olusan ampisilin direncinden %90 oraninda TEM-1 sorumludur. TEM-10,
TEM-26 gibi bazi enzimler ise aztreonami ve seftazidimi yiiksek oranda hidrolize
eder ama sefotaksime etkileri daha azdir. CTX-M tipi GSBL enzimleri ise
sefotaksimi 150 kat daha fazla hidrolize ederler. CTX-M tipi GSBL enzimlerinin de
mutasyonlar sonucunda bir¢ok c¢esidi meydana gelir. Bu tip enzimler en sik

Salmonella typhimurium’da ve E. coli’de saptanir [96].
I1- Kinolon Direnci

Bakterilerde genellikle kinolon direnci kromozomal mutasyonlar ile meydana
gelmektedir [73]. DNA giraz1 kodlayan gyrA ve gyrB genleriyle topoizomeraz IV’i
kodlayan parC ve parE genlerinde meydana gelen mutasyonlar kromozomal aracili
kinolon direncine neden olmaktadir [97]. gyrA geninde meydana gelen mutasyonlar
kinolon direngli E. coli’nin Klinik izolatlarinda daha yaygm bulunmaktadir [71].
Mutasyonlarin ¢ogu kinolon direnci belirleyici bodlgesi (QRDR; Quinolone
Resistance Determining Region) olarak adlandirilan gyrA ve gyrB birimlerinde
olusur [97].

I11- Makrolid Direnci

ereA geninin kodladig: eritromisin esteraz tip |, ereB geninin kodladigi esteraz tip II
ve mph(C) geninin kodladig1 2’ fosfotransferaz enzimleri makrolidin lakton halkasini

hidrolize ederek eritromisin ve diger 14 {iyeli makrolidlerin ¢alismasini engeller [95,

98, 99, 100].

Eritromisine direngli suslar makrolidler disinda kimyasal olarak alakasiz linkozamid
ve streptogramin B ilaglarina kars1 da direng gostermektedir [76]. Bu ¢apraz direng
Enterococcus, Streptococcus, Bacteroides, Staphylococcus, Clostridium,

Corynebacterium gibi bakterilerde meydana gelmistir [95].
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I\V- Siilfonamid ve Trimetoprimin Direnci

Genellikle siilfonamid direnci sul2 geninin kodladig: dihidropteroat sentaz enziminin
sentezlenmesiyle meydana gelir. ilk kez E. coli’de tanimlanan ve plazmidde bulunan
sul2 geninin kodladigi bu enzim siilfonamidlere diisiik baglanma istegi gosterir [80,
95]. Ayrica klinik olarak 6nemsiz kromozomal direngte ise mutasyonlardan dolay1
para-aminobenzoik asit asir1 sentezlenir ve siilfonomidlerin ¢aligmasi engellenir
[95]. Trimetoprimin bakteriyel diren¢ mekanizmalari; hiicre duvarindan gegisin
azalmasini, alternatif metabolik yollari, direngli kromozomal dihidrofolat rediiktaz
enziminin lretimini ve plazmid aracili trimetoprimin direngli dihidrofolat rediiktaz
(DHFR) enziminin iretimini igermektedir [82]. Genellikle trimetoprimin direnci
plazmid ya da transpozonlarda bulunan genler tarafindan meydana gelir. Bu genler
yeni ve trimetoprimine direngli DHFR enzimlerini sentezler [95]. Bu enzimlerden
biri olan DHFR b enziminin Tn4132 transpozonu sadece trimetoprimin direncine
neden olur. DHFR V ise TMP direngli suslar arasinda daha baskin bulunur [82].
Kromozomal direngte ise kromozomal dhfr genindeki yapisal mutasyonlar
trimetoprimin direncine neden olur. Bu mutasyonlar DHFR ’nin asir1 {iretimine ve

trimetoprimin hiicre duvarindan gegisinin azalmasina neden olur [82, 95].

2.5. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bilinen iki DNA dizisi arasindaki gen
pargalarinin in vitro enzimatik ¢ogaltildig1 yontemdir [101]. Bu yontem 1983 yilinda
Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir [102] ve bu nedenle 1993 yilinda Nobel Kimya
odiiliint almistir. PCR ile DNA miktari 3 saatten az bir zamanda milyon kattan fazla
artirilabilir. PCR ile ¢ok az miktardaki DNA dizisinin ¢ogaltilabilmesi hassas bir
yontem oldugunu gostermektedir [103]. Hemen hemen her molekiiler
laboratuvarinda kullanilan bir yontem olan PCR ile molekiiler biyoteknolojide

onemli basarilar elde edilmistir [104].
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PCR; kalip DNA, primerler, deoksiriboniikleotit trifosfatlar (dINTP’ler), MgCly,
tampon, Taq DNA polimeraz enzimi igeren ince duvarli eppendorf ya da kapillar
tiiplerde meydana gelmektedir. PCR’in bir dongiisiindeki 6nemli basamaklari
denatiirasyon, baglanma ve uzamadir [101]. Ayrica birinci dongiiden 6nce Taq DNA
polimerazin aktif hale gelebilmesi i¢in 94-95 °C’de, 5-10 dakika 6n denatiirasyon
yapilmaktadir [105].

Denatiirasyon: Denatiirasyon DNA’nin tek zincirli olmasini saglamaktadir. iki
DNA zincirini baglayan H baglar1 ayrilmaktadir [102]. DNA 90-97 °C’de denatiire
edilmektedir [106]. Denatiirasyon sonucunda primerlerin baglanacagi hedef alanlar
acilmaktadir. Bu basamak DNA zincirleri tamamamen ayrilana kadar genellikle 1
dakika kadar siirer. Denatiirasyon siiresi uzun olmast Taq DNA polimerazin
aktivitesini  diisirmektedir [101, 102, 104]. Denatiirasyonun tam olarak

gergeklesmemesi PCR’1in verimini diismesine neden olmaktadir [107].

Baglanma: Birbirlerinden ayrilan DNA zincirlerine 5’—3’ ve 3’—5’ yoniindeki iki
primer kendi tamamlayici alanlarina spesifik baglanmaktadir [101]. Bu basamak 50-
65 °C’de 1-2 dakika siirmektedir [101, 102]. PCR’1n basarisi i¢in primerin baglanma
sicakligr onemlidir. Her primer icin karakteristik olan baglanma sicakligi tamponun
iyonik giicline, primerin baz kompozisyonuna ve uzunluguna baghdir. Baglanma
sicaklig1 yiiksek secilirse primerlerin DNA kalibina baglanmamasina, diisiik segilirse
primerlerin yanlis yerlere baglanmasina ya da primer dimeri olugmasina neden

olabilmektedir [101].

Uzama: Taq DNA polimeraz 5’—3’ yoniinde, primerlerin 3’ uglarindan baglayarak
deoksiniikleotitlerle hedef DNA diziliminin kopyasini yapmaktadir. Bu basamak
genellikle 72 °C’de ya da Taq DNA polimerazin optimum sicakliginda, genellikle 1
dakika strmektedir [101, 105]. Uzama siiresi hedef dizinin uzunluguna,

konsantrasyonuna ve uzama sicakligina gore degisebilmektedir [105].

PCR’1n bu ii¢ basamaginin tekrar etmesi sonucunda DNA miktar1 iki katina ¢ikar.

Etkili bir DNA ¢ogaltimi i¢in dongii sayist 25-40 olmalidir. Dongii sayisinin artmasi
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farkli yapilarin olusma olasiligini artirmaktadir. PCR iiriinii DNA’lar agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiiliirek ultraviyole 151k altinda goriintiilenebilmektedir [101].

PCR’in ¢esitli alanlarda uygulamalar1 bulunmaktadir. PCR ile kistik fibrozis, orak
hiicre anemisi, fragile X sendromu gibi kalitsal hastaliklarin teshisinde genlerdeki
mutasyonlar tespit edilir [103, 107]. Tastyicilara da erken teshis konulur. Kanser
aragtirmalarinda onkogenlerdeki mutasyonlar aydinlatilir. Adli tipta, PCR ile
DNA’daki tekrar dizileri ¢ogaltilmasiyla suglulara ait ya da babalik testi i¢in gerekli
olan DNA analizi yapilir. Biyoteknolojide insiilin gibi rekombinant proteinlerin ve
rekombinant asilarin iretilmesinde kullanilir [108]. Mikrobiyolojide yavas iireyen,
teshisi uzun siliren ve dogal ortamlarinin disinda iretilmesi zor olan
mikroorganizmlarin tespit edilmesinde kullanilir. PCR, yakin tiirler arasinda ya da alt
tipler arasinda ayirim yapilabilmesini saglar. Gen klonlamada, genetigi degistirilmis
DNA’nin saptanmasinda, bakteri kontaminasyonunda ve gidalarin 6zglinliigliniin

belirlenmesinde de kullanilir [105].

Patojenik E. coli’nin tespitinde fenotipik farklilasmasindan yararlanilmasi1 karmagik
ve zaman alici islemler gerektirmektedir [11]. Baz1 viiriilans genlerin ifadesi gesitli
cevresel kosullardan etkilenebileceginden bunlarin fenotipik olarak belirlenmesi zor
ya da yaniltict olabilmektedir [109]. Bu durum geleneksel fenotipik testlerin
giivenilmez ve hassas olmadigimi gostermektedir [110]. E. coli’nin viriilans
faktorlerinin  tespitinde kullanilan hibridizasyon tekniklerinde ise radyoaktif
izotoplar kullanilir [11, 111]. Bu nedenlerden dolay1 viriilans genlerinin tespitinde
daha dogru, hizli ve spesifik sonuglar veren PCR tercih edilmektedir [109, 111].

Antimikrobiyal duyarlilik i¢in kullanilan ve bir¢ok asamasi olan disk difiizyon
testinde yanlis disk kullanimi, disk sayisinin fazla olmasi, agar derinliginin
yetersizligi, yanlis inokiilasyonun yapilmas:t sonuglarin hatali olmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle daha kolay ve dogru sonucglar veren PCR yontemiyle
antimikrobiyal direng genleri tespit edilmektedir [112]. Ayrica gida giivenliginde
antimikrobiyal direng genleri ile viriilans genler arasindaki iliskiyi anlamak i¢in de
PCR yo6ntemi kullanilmaktadir [91].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. izolasyon Ornekleri

Bu arastirmada Bolu ilinde satisa sunulan ve g¢esitli marketlerden toplanan kiyma,
tavuk, et ve peynir 6rneklerinden elde edilen 283 E. coli izolati kullanilmistir. Bu
gidalardan izole edilen izolatlarin 37’si kiyma, 135’1 tavuk, 29’u et ve 82’si peynir
orneklerinden izole edilmistir. Orneklerden E. coli izolatlarinin eldesi Bolu Izzet
Baysal  Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji ~ Boliimii, Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Izole edilen E. coli izolatlar1 gliserollii stok
besiyerinde -20 °C’de muhafaza edilmistir ve DNA izolasyonlar1 Kirikkale
Universitesi, Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda yapilmistir ve —-20 °C’de
saklanmistir. Bu ¢alismada da DNA izolasyonlar1 daha énceden yapilan ve —20 °C’de

muhafaza edilen bu stok DNA 6rnekleri kullanilmistir.

3.1.2. Referans Mikroorganizma

Referans mikroorganizma olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanilmustir.

3.1.3. Tampon ve Cozeltiler

Bu calismada, TAE tamponu, bromofenol mavisi (Carlo ERBA), etidyum bromiir,

agaroz (Sigma) kimyasal maddeleri kullanilmistir.

Taq polimeraz tamponu, niikleotit karigimi (ANTP mix) ve Taq polimeraz Thermo

Fisher Scientific Dream marka kullanilmistir.

3.1.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

- Taq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCl,
1 mg/mL jelatin.
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- MgCly: 20 mM
- Niikleotit Karigimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
- Taq polimeraz: 5 u/ pL

- Primerler: Kullanilan primerler Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Escherichia coli viiriilans genleri ve PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan

primer dizileri
Protein Virtlans Primer dizisi (5’ 3’ yonii) Amplikon
Gen boyutu Referans
(bg)
Tip 1 F: TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
fimbriya fimH R:GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 508 [18]
Yersinia- fyuA F: TGATTAACCCCGCGACGGGAA 880 [19]
baktin R:CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
reseptoru
F: GGGATGAGCGGGCCTTTGAT
P Fimbriya | papG Il | R: CGGGCCCCCAAGTAACTCG 190 [19]
F:GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
Lipoprotein traT R:CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 290 [19]
F: GCGCATTTGCTGATACTGTTG
Kapsiiler | kpsMT Il | R:CATCCAGACGATAAGCATGAGC 272 [18]
polisakkarit A
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Cizelge 3.2. Escherichia coli antimikrobiyal direng genleri ve PCR amplifikasyonu

icin kullanilan primer dizileri

Antimikrobiyal | Antimikrobiyal Primer dizisi (5> 3’ yonii) Amplikon
ajan Direng boyutu Referans
Geni (bg)
F:ACGTACTAGGCAATGACTGG
Nalidiksik gyrA R:AGAAGTCGCCGTCGATAGAAC 190 [113]
asit
F:-TCTTCCAGAATAAGGAATCCC
Sefotaksim blactx-m R:CCGTTTCCGCTATTACAAAC 909 [114]
F: CTGCAAAAGCGAAAAACGG
Trimetoprim dhfrv R:AGCAATAGTTAATGTTTGAGCT 432 [91]
AAAG
F: GCCGGTGCTCATGAACTTGAG
Eritromisin ereA R:CGACTCTATTCGATCAGAGGC 420 [115]
F: TCGGGAAATGTGCGCG
Ampisilin blatem R:TGCTTAATCAGTGAGGACCC 971 [116]

3.1.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi i¢cin Kullanilan Cézeltiler

- Agaroz: %2’lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢6ziilerek hazirlanmistir.

- Tris asetat (TAE) tamponu (x50) (pH 8): 242 g Tris base, 57,1 mL Glasial
asetik asit, 0,5 M 100 mL EDTA (pH 8), saf su.

- Yikleme tamponu: %40 sukroz, %0,025 bromofenol mavisi, %0,25

ksilen siyanol.

- Etidyum bromiir: 10 mg/mL derisimde hazirlanmis ve koyu renkli

siselerde muhafaza edilmistir.

3.1.3.3. Sterilizasyon

Steril kullanilmasi gereken tiim tampon ve g¢ozeltiler, 121°C’da 20 dakika

sterilizasyona tabi tutulmustur.

35




3.2. Yontem

3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR uygulamalar1 i¢in Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.°de baz dizilimleri verilen

primerlerin her biri ile hedef DNA’nin amplifiye olmasi beklenen bdlgeleri

cogaltilmistir. Tiim PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢cin PCR karigimlart 50 pL
toplam hacimde, 50mM 10X Taq tampon ¢ozeltisi, 20 mM MgCl,, 10 mM dNTP,

0,4 pmol ileri primer (F), 0,4 pmol geri primer (R), 1 U Taq DNA polimeraz

(Thermo Fisher Scientific Dream), 20 ng DNA olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Escherichia coli antimikrobiyal direng ve viriilans genleri analizinde kullanilan PCR

amplifikasyon programlari ise Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Escherichia coli viriilans ve antimikrobiyal direng genlerinin tespitinde

kullanilan PCR amplifikasyon programlari

Primerler | On Denatiirasyon | Pimerlerin | Uzama | Son Dongii
denatiirasyon Baglanmasi Uzama | sayisi
fimH | 95°C, 95 °C, 63 °C, 72°C, | 72°C, 30
5 dk 1dk 1dk 1 dk 5 dk
fyuA | 95°C, 94 °C, 63 °C, 68 °C, |72°C, 25
5dk 30 saniye 30 saniye 3dk 10 dk
papG Il | 95 °C, 94 °C, 63 °C, 68 °C, |72°C, 25
5dk 30 saniye 30 saniye 3dk 10 dk
traT 95°C, 94 °C, 63 °C, 68 °C, |72°C, 25
5dk 30 saniye 30 saniye 3dk 10 dk
kpsMT Il | 95 °C, 95 °C, 60 °C, 72°C, |72°C, 30
5 dk 1 dk 1dk 1 dk 5 dk
gyrA | 95°C, 95 °C, 55°C, 68 °C, | 68°C, 35
5 dk 30 saniye 30 saniye 1 dk 10 dk
blactx-m | 95 °C, 95 °C, 55°C, 72°C, |72°C, 30
10 dk 30 saniye ldk 2 dk 7 dk
dhfrv | 95 °C, 94 °C, 58 °C, 72°C, |72°C, 30
15 dk 30 saniye 30 saniye 1 dk 10 dk
ereA | 95°C, 94 °C, 60 °C, 72°C, |72°C, 30
3dk 30 saniye 30 saniye 30 sn 10 dk
blarem | 96 °C, 96 °C, 50 °C, 72°C, |72°C, 24
15 saniye 15 saniye 15 saniye 2 dk 2 dk

Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi i¢in —20 °C’da saklanmustir.
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3.2.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Kullanilan elektroforez (BIORAD) yatay konumda olup jel plaklarinin biiyiikligii
70x70 mm’dir. %2 (w/v) agaroz, TAE tamponu i¢inde kaynatilarak coziildiikten
sonra etidyum bromiir ¢ozeltisi eklenmis ve plaga dokiilmiistiir. Jel polimerlestikten
sonra 0,2 mL’lik tiiplerde olusturulan 50 uL’lik PCR iriinlerinden 12°ser uL pipet
yardimiyla alinip, 3 pL 6x yiikleme boyast ile karistirildi. Olusturulan karigimin
tamami alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklendi. Hazirlanmis olan
jele, istenilen 6rnekler ve marker (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder) yiiklemesi yapildiktan sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip,
elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 90 V serbest akimda yiritiilmistiir.
Elektroforez isleminin ardindan yiiriitilen jel, bilgisayara bagli durumdaki
transilluminatdér cihazindaki odaciga yerlestirilmis ve UV 15181  altinda

fotograflandiktan sonra, bant uzunluklar1 degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢alismada Bolu ilinde bulunan ¢esitli yerlerden toplanarak izole edilen 37’si

kiyma, 29’u et, 135’1 tavuk ve 82’si peynire ait toplam 283 E.coli izolatinda fimH,

fyuA, papaG I, traT, kpsMT Il viriilans genlerini ve gyrA, ereA, blactx-m, dhfrV,

blarem antimikrobiyal direng genlerini saptamak i¢in Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.’de

verilen spesifik primer dizilerini ve Cizelge 3.3.te verilen PCR programlarini

kullanilarak PCR yapilmistir. PCR sonucunda E. coli izolatlarinda tespit edilen

virilans ve antimikrobiyal direng genlerinin toplu sonuglari Cizelge 4.1.’de

verilmistir.

Cizelge 4.1. E. coli izolatlarinda tespit edilen viriilans ve antimikrobiyal direng

genlerinin sonuglari

izolat
No

Viriilans Genler

Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

fimH

fyuA

papG Il

traT

kpsmT I

gyrA

ereA

blacrxw

dhfrv

blarem
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+
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Cizelge 4.1. (devam)

izolat
No

Viriilans Genler

Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

fimH

fyuA

papG Il
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blacrxm

dhfrv

blarem

K22

+

+

K23

+

K24

+ 1

K25

K26

K27

K28

K29

+l+ [+ ]+

K30

K31

+l+ |+ |+ + |+

K32

K33

o R o N N R N RN N N N T

K34

K35

++ [+ ]|+

K36

K37

T38

T39

T40

T41

+l+ [+ +]|+]

T42

T43

T44

+ |+

T45

o o o R o R R o R R

T46

T47

T48

T49

T50

+

T51

T52

+ |||+ ]

T53

T54

T55

[+ ||| ||| F ||| ||| |||+

+ |+ [+

T56

T57

4+ |

T58

+ [+

T59

T60

||+ |+

T61

T62

T63

+

T64

+l+ [+ |+ |+

e o e o o o o B o o o o B o B o B B o B o S o I e o e e e N A e T S S

39




Cizelge 4.1. (devam)

izolat
No

Viriilans Genler

Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

fimH

traT

kpsmT I

gyrA

ereA

blacrxm

dhfrv

blarem

165
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Cizelge 4.1. (devam)

izolat
No

Viriilans Genler

Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

fimH

fyuA
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traT
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Cizelge 4.1. (devam)

izolat
No

Viriilans Genler

Antimikrobiyal Diren¢ Genleri
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Cizelge 4.1. (devam)

izolat
No

Viriilans Genler

Antimikrobiyal Diren¢ Genleri
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Cizelge 4.1. (devam)

izolat
No

Viriilans Genler

Antimikrobiyal Diren¢ Genleri
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Cizelge 4.1. (devam)

izolat Viriilans Genler Antimikrobiyal Diren¢ Genleri
No fimH fyuA | papG Il | traT |kpsmT Il | gyrA | ereA | blactxw | dhfrV | blarem

P280 + - - - - + - - + +

pP281 - - - - - + - - +

pP282 - - - - - + - - + +

P283 + - - + + + - - + +

*Cizelgede 1- 37 numarali 6rnekler Kiyma, 38-172 numarali 6rnekler Tavuk, 173-
201 Et, 202-283 numarali 6rnekler Peynir olarak numaralandirilmistir. E. coli
izolatlarindaki tespit edilen viriilans genler ve antimikrobiyal direng genleri ‘+’

olarak isaretlenmistir.

Elde edilen bu Cizelge’ye gore; ¢alismamizdaki izolatlardan 3’ (T41, T48, T100)
tiim virtilans genleri, 5’1 (K8, T89, T90, T102, T103) 4 viriilans geni, 43’1 (K9, K10,
K17, K23, K27, T53, T55, T62, T75, T77, T79, T81, T87, T91, T97, T106, T114,
T115, T116, T118, T131, T132, T133, T139, T142, T144, T146, T147, T156, T157,
T158, T166, T167, T168, E199, P215, P226, P235, P238, P240, P241, P261, P283)
3 viriilans geni tasidigi ve 39’nun (K20, K25, T126, T136, T152, T155, T165, E185,
E186, E187, E192, E193, P204, P205, P207, P208, P209, P210, P211, P212, P213,
P214, P217, P218, P219, P225, P232, P236, P237, P248, P249, P257, P269, P270,
P272, P277, P278, P281, P282) ise viriilans genlerden higbirini tagimadig tespit
edilmistir. Diger izolatlar ise bir ya da iki viriilans gen tasimaktadir. Bu sonuglara
gore 283 izolatin sadece 39’nun (%14) bu viriilans genlerden higbirini tasimamasi,
geri kalan 244 izolatta (%86) ise en az bir en ¢ok 5 viriilans genin tespit edilmesi

tilkemiz i¢in biiyiik bir endise kaynagidir.

Elde edilen antimikrobiyal direng genlerinin sonuglarina gore ise; ¢alismamizdaki
izolatlardan 2’sinde (T42, T43) 4 (gyrA, dhfrV, ereA, blargy) antimikrobiyal direng
geni tespit edilmistir. Diger izolatlarin ise en az bir antimikrobiyal diren¢ geni
tasidigi tespit edilmistir. gyrA geni tiim izolatlarda, ereA geni sadece 2 izolatta (T42,
T43) tespit edilmis ve blacrxm geni ise higbir izolatta tespit edilememistir.

Calismamizdaki izolatlardan 47’sinin (K16, K17, K22, K34, K35, T46, T53, T62,

45




T64, T65, T71, T72, T77, T104, T105, T106, T142, T143, T144, T147, T151, T152,
T153, P212, P231, P233, P234, P235, P236, P237, P238, P239, P240, P241, P242,
P243, P244, P245, P246, P247, P248, P249, P266, P267, P269, P270, P279) bir
antimikrobiyal diren¢ geni tasidig1 tespit edilmistir.

4.1. E. coli Kiyma Orneklerinin PCR Sonuclar

Incelenen 283 E. coli izolatindan 37 kiyma izolatinin spesifik primerler kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonuglarina goére; 37 kiyma izolatinin 33 (%89,2)’tinde 508 bg
uzunlugunda fimH, 4 (%10,8)’iinde 880 b¢ uzunlugunda fyuA, 2 (%5,4)’sinde 190
b¢ uzunlugunda papG I, 22 (%60)’sinde 290 b¢ uzunlugunda traT, 3 (%8,1)’iinde
272 bp uzunlugunda KpsMT Il viriilans genleri ve 37 (%100)’sinde 190 bg
uzunlugunda gyrA, 3 (%8,1)’tinde 432 b¢ uzunlugunda dhfrV, 32 (%87)’sinde 972
b¢ uzunlugunda blatgym antimikrobiyal direng genlerinin bulundugu tespit edilmistir.
ereA ve blactx-m antimikrobiyal direng¢ genleri ise ¢alisilan kiyma izolatlarinin

higbirinde tespit edilememistir.

[zolatlardaki viriilans genlerin ve antimikrobiyal direng genlerinin % oranlar Sekil

4.1°de verilmistir.
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Viriilans ve Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

Sekil 4.1. 37 E. coli kiyma 6rnegindeki viriilans ve antimikrobiyal diren¢ genlerinin

% oranlar1

4.2. E. coli Tavuk Orneklerinin PCR Sonugclar:

Incelenen 283 E. coli izolatindan 135 tavuk izolatinin spesifik primerler kullanilarak
gercgeklestirilen PCR sonuglarina gore; 135 tavuk izolatinin 74 (%55)’iinde 508 bg
uzunlugunda fimH, 46 (%34,1)’sinda 880 b¢ uzunlugunda fyuA, 25 (%19)’inde 190
b¢ uzunlugunda papG 11, 99 (%73,3)’unda 290 b¢ uzunlugunda traT, 25 (%19)’inde
272 bg¢ uzunlugunda kpsMT Il virillans genleri ve 135 (%100)’inde 190 bg
uzunlugunda gyrA, 2 (%1,48)’sinde 420 b¢ uzunlugunda ereA, 63 (%47)’tinde 432
b¢ uzunlugunda dhfrV, 971 b¢ uzunlugunda 114 (%84,4)’tiinde blargm antimikrobiyal
direng genlerinin bulundugu tespit edilmistir. blacrx.m antimikrobiyal direng geni ise

calisilan tavuk izolatlarinin higbirinde tespit edilememistir.

Izolatlardaki viriilans genlerin ve antimikrobiyal direng genlerinin % oranlar Sekil

4.2°de verilmistir.
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Tavuk Ornekleri
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Viriilans ve Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

Sekil 4.2. 135 E. coli tavuk 6rnegindeki viriilans ve antimikrobiyal direng genlerinin

% oranlan

4.3. E. coli Et Orneklerinin PCR Sonuclar:

Incelenen 283 E. coli izolatindan 29 et izolatimin spesifik primerler kullanilarak
gergeklestirilen PCR sonuglarina gore; 29 et izolatinin 14 (%48,3)’tinde 508 bg
uzunlugunda fimH, 1 (%3,45)’inde 880 b¢ uzunlugunda fyuA, 16 (%55,2)’sinda 290
b¢ uzunlugunda traT, 8 (%28)’inde 272 bg¢ uzunlugunda kpsMT |1 viriilans genleri ve
29 (%100)’unda 190 b¢ uzunlugunda gyrA, 19 (%66)unda 432 b¢ uzunlugunda
dhfrV, 26 (%90)’sinda 971 bg¢ uzunlugunda blargy antimikrobiyal direng genlerinin
bulundugu tespit edilmistir. papG 1l viriilans geni, ereA ve blacrx.m antimikrobiyal

direng genleri ise ¢aligilan et izolatlarinin higbirinde tespit edilememistir.

Izolatlardaki viriilans genlerin ve antimikrobiyal direng genlerinin % oranlar1 Sekil

4.3’te verilmistir.
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Viriilans ve Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

Sekil 4.3. 29 E. coli et 6rnegindeki viriilans ve antimikrobiyal diren¢ genlerinin %

oranlari

4.4. E. coli Peynir Orneklerinin PCR Sonuglar

Incelenen 283 E. coli izolatindan 82 peynir izolatinin spesifik primerler kullanilarak
gergeklestirilen PCR sonuglarina gore; 82 peynir izolatinin 51 (%62,2)’inde 508 bg
uzunlugunda fimH, 1 (%1,2)’inde 880 b¢ uzunlugunda fyuA, 11 (%13,4)’inde 190
b¢ uzunlugunda papG Il, 27 (%33)’sinde 290 b¢ uzunlugunda traT, 1 (%]1,2)’inde
272 bg¢ uzunlugunda kpsMT Il virlilans genleri ve 82 (%100)’sinde 190 bg
uzunlugunda gyrA, 20 (%24,4)’sinde 432 bg¢ uzunlugunda dhfrV, 57 (%70)’sinde
971 b¢ uzunlugunda blargym antimikrobiyal direng genlerinin bulundugu tespit
edilmistir. ereA ve blactx.m antimikrobiyal direng genleri ise c¢alisilan peynir

izolatlarinin hi¢birinde tespit edilememistir.

Izolatlardaki viriilans genlerin ve antimikrobiyal direng genlerinin % oranlar1 Sekil

4.4.’te verilmistir.
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Viriilans ve Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

Sekil 4.4. 82 E. coli peynir 6rnegindeki virtilans ve antimikrobiyal direng¢ genlerinin

% oranlari

Elde edilen sonuglara gore galisilan 283 E. coli izolatinda tespit etmeye calistigimiz
antimikrobiyal diren¢ genleri ve viriilans genlerinin kiyma, et, tavuk ve peynir

orneklerindeki ylizde (%) dagilimlar toplu sonuglar1 da Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. 283 E. coli izolatinda tespit edilen antimikrobiyal direng¢ ve viriilans

genlerinin kiyma, et, tavuk ve peynir drneklerindeki yiizde (%) dagilim1

Kiyma Et Tavuk Peynir ATCC Toplam

(37) (29) (135) (82) 25922
fimH 33 (%89,2) | 14 (%48,3) | 74 (%55) 51 (%62,2) + 172 (%61)
fyuA 4 (%10,8) | 1(%3,45) | 46 (%34,1) |1(%1,2) + 52 (%18,4)
papG Il 2 (%05,4) - 25 (%19) 11 (%13,4) + 38 (%13,4)
traT 22 (%60) | 16 (%55,2) | 99 (%73,3) | 27 (%33) + 164 (%58)
kpsMT Il | 3 (%8,1) 8 (%28) 25 (%19) 1(%1,2) + 37 (%13,1)
gyrA 37 (%100) | 29 (%100) | 135 (%100) | 82 (%100) + 283 (%100)
ereA - - 2 (%1,48) - - 2(%0,71)
dhfrv 3 (%8,1) 19 (%66) | 63 (%47) 20 (%24,4) + 105 (%37,1)
blaem 32 (%87) | 26 (%90) | 114 (%84,4) | 57 (%70) + 229 (%81)
blacrx.m - - - - - 0
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4.5. E. coli Izolatlarmm PCR Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Agaroz Jel

Elektroforezi Sonuglari

Calisgmamizda kullanilan virlilans ve antimikrobiyal diren¢ genlerinin PCR
amplifikasyonu sonucu elde edilen agaroz jel elektroforezi sonuglar1 Sekil 4.5-Sekil

4.13’de verilmistir.

M12345678910111213

3000 bg

1000 bg
500 bg

508 b

100 b

Sekil 4.5. E. coli izolatlarindaki fimH geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-4- kiyma, 5-7- tavuk, 8-10- et, 11-13- peynir

M 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9

3000 by
1000 bg
500 bg

880 be

100 bg

Sekil 4.6. E. coli izolatlarindaki fyuA geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-4- kiyma, 5-7- tavuk, 8-et, 9- peynir
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M1 2 3456789

3000 be

1000 bg
500 bg

190 bg
100 bg

Sekil 4.7. E. coli izolatlarindaki papG Il geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-3- kiyma, 4-6- tavuk, 7-9- peynir

3000 be 6 7 8 9 10 11 12 13

1000 bg

500 bg
290 bg
100 bg

Sekil 4.8. E. coli izolatlarindaki traT geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisti. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-4- kiyma, 5-7- tavuk, 8-10- et, 11-13- peynir
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3000 bg
1000 bg
500 be

272 be
100 bg

Sekil 4.9. E. coli izolatlarindaki kpsMT 1l geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-4- kiyma, 5-7- tavuk, 8-10- et, 11- peynir

M1234567 8 910111213
3000 be

1000 be
500 be

100 bg 190 bg

Sekil 4.10. E. coli izolatlarindaki gyrA geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisti. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-4- kiyma, 5-7- tavuk, 8-10- et, 11-13- peynir
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3000 be

1000 be
300 B¢ 420 be

100 be

Sekil 4.11. E. coli izolatlarindaki ereA geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisti. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1-2- tavuk

I 3 S 213
3000 be M1 2 4 6 78 91011121

1000 bg
300 bg 432be

100 be

Sekil 4.12. E. coli izolatlarindaki dhfrV geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisti. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-4- kiyma, 5-7- tavuk, 8-10- et, 11-13- peynir
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M1 2 34 50 78 91011 1213

Sekil 4.13. E. coli izolatlarindaki blatgv geninin PCR amplifikasyonu sonucu elde
edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M: marker (Thermo Scientific SM0321),
1- ATCC 25922, 2-4- kiyma, 5-7- tavuk, 8-10- et, 11-13- peynir
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Son otuz yilda, gida kaynakli hastaliklarin goriilme sikligi, carpict bir sekilde
artmaktadir ve dnemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. ABD Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi, her yil 48 milyon Amerikali’nin (6’da biri) hastalandigini,
128.000’in hastanede kaldigini ve 3.000’in gida kaynakli hastaliklardan 6ldiigiinii
tahmin etmektedir [117]. Avrupa’da 2013 yilinda, 43.183 vaka, 5.946 hastanede
yatma ve 11 6limli, 5.196 gida kaynakli hastalik vakasi bildirilmistir [118].

Gida kaynakli hastaliklara genellikle, patojenik bakteriler, bakteriyel toksinler,
viriisler veya viicudu gastrointestinal sistem yoluyla istila eden parazitler ile bulagsan
yiyecek ve i¢me suyu tiiketimi neden olmaktadir. Herkes risk altindadir, ancak
bebekler, yaslilar ve bagisiklik sistemi zayiflamis insanlar daha ciddi sonuglarla karsi

karstyadir [118].

Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore 1993-2005 yillari
arasinda gida kaynakli hastaliklardan dolayr 108.246 kisi hastanede yatmis ve 1.702
kisi 6lmiistiir. Bu sonuglarin ¢ok daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii bu
hastaliklarin degerlendirilmesinde ve ilgili verilerin diizenli olarak toplanmasinda

hata oranlar1 oldukga yiiksektir [119].

Yiyecekleri kirletebilecek bakterilerin bazilar1 hayvansal kaynaklidir. Et, siit ve
trtinleri, hijyenik olmayan kosullarda dretilmesi ve saklanmasi sirasinda
kontamine olabilirler ve gida kaynakli hastaliklarin 6nemli kaynaklari olabilecek
cesitli mikroorganizmalar1 (Campylobacter spp., Salmonella spp., Listeria spp. vb.)
icerebilirler [120]. Tedavisi olmayan bir¢ok hastaliga, salgina ve biiyiik ekonomik
kayiplara neden olan bu patojenlerin baslicalarindan biri de E. coli’dir [121]. Aslinda
zararsiz olan E. coli ¢esitli viriilans genlerine sahip olmasi sonucu insanlarda ve
hayvanlarda g¢esitli hastaliklara yol agar [122]. Gida maddelerinde bulunan bu

patojenlerin ve tasidiklar1 viriilans genlerin hizli bir sekilde tespit edilmesi ve gida

56



giivenligi icin hastaliklarin Onlemesi i¢in hassas, hizli ve uygun maliyetli
teknolojilere ihtiyag vardir. Bu amagla geleneksel, zahmetli ve zaman alict kiiltiir
yaklasimlarinin yani sira, daha yiiksek hassasiyet ve oOzgiillige sahip molekiiler
yontemler gelistirilmistir [123]. Son yillarda, PCR metodu gida kaynakli patojenlerin
hizli bir sekilde saptanmasi, dogrulugu ve kesinligi nedeniyle iyi bir yontem olarak
ortaya ¢ikmistir ve hizli ve etkili bir gen tespit analiz yontemi olarak arastirma ve
klinik laboratuvarlarinda en yaygin uygulanan yontem olmaya devam etmektedir

[124].

Yapilan bu tez galismasi kapsaminda E. coli mikroorganizmasinda yer alan bazi
onemli viriilans genlerden, mesane hiicrelerine adezyonu saglayan fimH, biyofilm
olusumunda rol oynayan fyuA, idrar yolu enfeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli rol
oynayan ve P fimbriyalari kodlayan, ayrica E. coli’nin normal konak¢i savunma
sisteminin bazi bilesenlerinin iistesinden gelmek ic¢in gerekli olan papG Il, yiizey
diglama mekanizmasinda ve serum direncinde rol oynayan traT, yine bakterileri
konakg¢1 immiin sisteminden korumada rol alan ve polisakkarit sentezinden sorumlu
olan kpsMT Il viriilans genlerinin varligt Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

yontemi ile tespit edilmeye caligilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore Bolu ilinde bulunan gesitli yerlerden toplanarak izole

edilen 37 kiyma, 29 et, 135 tavuk ve 82 peynire ait toplam 283 E. coli susunda;

fimH geni; kiyma izolatlarinin 33 (%89,2)’tinde, tavuk izolatlarinin 74 (%55)’tinde,
et izolatlarinin 14 (%48,3)’linde, peynir izolatlarinin 51 (%62,2 )’inde,

fyuA geni; kiyma izolatlarmin 4 (%10,8)’linde, tavuk izolatlarinin 46 (%34,1)’sinda,

et izolatlarinin 1 (%3,45)’inde, peynir izolatlarinin 1 (%1,2)’inde,

papG Il geni; kiyma izolatlarin 2 (%5,4)’sinde, tavuk izolatlarmin 25 (%19)’inde,
peynir izolatlarinin 11 (%13,4)’inde,
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traT geni; kiyma izolatlarinin 22 (%60)’sinde, tavuk izolatlarinin 99 (%73,3)’unda,
et izolatlarinin 16 (%55,2)’sinda, peynir izolatlarinin 27 (%33)’sinde,

kpsMT Il geni; kiyma izolatlarinin 3 (%8,1)’linde, tavuk izolatlarinin 25 (%19)’inde,
et izolatlarmin 8 (%28)’inde ve peynir izolatlarinin ise 1 (%1,2)’inde tespit

edilmistir.

Elde edilen bu sonuglara gore; fimH geni viriilans genler arasinda kiyma ve peynir
izolatlarinda en fazla tespit edilen gen olmustur. papG Il geni viriilans genler
arasinda kiyma ve tavuk izolatlarinda en az tespit edilen gen olup, et izolatlarinda ise
hi¢ tespit edilememistir. fyuA geni peynir izolatlarinda en az bulunan viriilans
genlerden biri olmustur. traT geni tavuk ve et izolatlarinda en fazla bulunan viriilans
gendir. kpsMT I1 geni ise peynir ve tavuk izolatlarinda en az bulunan viriilans gen

olmustur.

Aslam ve ark. [125] fimH, papG Il, kpsMT II, traT ve fyuA viriilans genlerinin
varhigmmi analiz etmek i¢in tavuklardan EXPEC izolatlarini izole etmisler ve 44
ExPEC izolatinin 36 (%81,8)’sinda fimH genini, 4 (%9,1)’tlinde papG Il genini, 8
(%18,18)’inde kpsMT |1 genini, 35 (%79,54)’inde traT genini, 8 (%18,18)’inde fyuA
genini PCR yontemi ile tespit etmislerdir. Elde ettikleri bu sonuglara gore; E. coli
izolatlarinin enfeksiyonlara neden olan gesitli viriilans genlere sahip olabilecegini ve
tavuk eti giivenirliginin degerlendirilmesine olanak saglayabilecegini rapor
etmiglerdir. Aslam ve arkadaslarinin elde ettikleri bu sonuglari, bu tez ¢aligmasiyla
karsilastirdigimizda kpsMT 1l ve traT genlerinin sonuglarinin benzer oldugunu
gormekteyiz. Yaptigimiz tez ¢alismasinda tavuk izolatlarinin; 74 (%55)’tinde fimH
geni, 25 (%19)’inde papG Il geni, 25 (%19)’inde kpsMT 11 geni, 99 (%73,3)’unda
traT geni, 46 (%34,1)’sinda ise fyuA geni tespit edilmistir.

Guzman-Hernandez ve ark. [126]’nin yapmis olduklar1 bir ¢alismada da Meksika’nin
Tabasco eyaletindeki peynirlerden izole edilen 31 UPEC izolatinda fyuA ve kpsMT 11
genlerinin varligi arastirilmis ve UPEC izolatlarinin %39’unda fyuA geni, %13’tinde

ise kpsMT Il geni PCR yontemi ile tespit edilmistir. Bu sonuglarla peynirlerin
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mikrobiyolojik kalitesinin diigiik oldugunu ve halk saghigni tehdit ettigini
bildirmislerdir [126]. Bu tez ¢alismasinda ise peynir izolatlarinin 1 (%1,2)’inde fyuA
ve kpsMT Il genleri tespit edilmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada; Miiller ve ark. [127] tavuk etlerinden izole edilen 13
GSBL iireten E. coli izolatinin 10 (%76,9)’unda traT genini ve 5 (%38,5)’inde fyuA
genini PCR yontemi ile tespit etmiglerdir. Bu tez c¢alismasinda elde ettigimiz
sonuglar da bu calismanin sonuglariyla oldukg¢a benzerlik gostermektedir.
Calismamizda 135 tavuk izolatinin 99 (%73,3)’unda traT geni ve 46 (%34,1)’sinda
fyuA geni tespit edilmistir.

Idrar yolu enfeksiyonlari, yetiskinlerde en sik goriilen bakteriyel enfeksiyonlardan
biridir. Diinyada her y1l idrar yolu enfeksiyonlarina 150 milyon kisi yakalanmaktadir.
Bu enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yaklasik 150 milyar dolar harcanmaktadir. Bu
enfeksiyonlara genellikle E. coli neden olmaktadir [128]. Idrar yolu enfeksiyonu olan
hastalardan izole edilen E. coli izolatlar ile hayvansal gidalardan izole edilen E.coli
izolatlar1 genetik olarak benzemektedir. Bu durum E. coli suslarinin gidalardan

insanlara gegisiyle idrar yolu enfeksiyonuna neden oldugunu gostermektedir [129].

Hashemizadeh ve ark. [18]’nin yaptig1 bir ¢alismada ¢esitli hastanelerden idrar yolu
enfeksiyonlu yatan ve ayakta tedavi edilen hastalardan izole edilen E.coli
izolatlarinda fimH ve kpsMT Il genlerinin saptanmasi i¢in PCR yoOntemini
kullanmiglardir. Idrar yolu enfeksiyonlu yatan hastalardan izole edilen 100 E. coli
izolatinin 93 (%93)’tinde fimH genini, 59 (%59)’unda kpsMT Il genini ve ayakta
tedavi edilen hastalardan izole edilen 150 E. coli izolatinin 145 (%96)’inde fimH
genini, 113 (%74,8)’tinde kpsMT 11 genini tespit etmislerdir. Calismamizda ise 283
izolatin 172 (%61)’sinde fimH geni tespit edilmistir. kpsMT 1l geni de ¢alismamizda
daha diisiik oranlarda [peynir izolatlarmin 1 (%]1,2)’inde, et izolatlarinin 8
(%28)’inde, kiyma izolatlarinin 3 (%8,1)’linde, tavuk izolatlarinin 25 (%19)’inde]

bulunmustur.
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Shakhatreh ve ark. [130] idrar yolu enfeksiyonlu hastalarin idrar 6rneklerinden izole
ettikleri 227 E. coli susunda fyuA geninin varligini arastirmiglardir. Bu E. coli
suslarinin 41 (%18,1)’inde fyuA genini tespit etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise, 4
kiyma izolatinda, 1 et izolatinda, 1 peynir izolatinda ve 46 tavuk izolatinda olmak

lizere tiim izolatlarin 52 (%18,4)’sinde fyuA geni tespit edilmistir.

Insanlarda yaygin olarak bulunan patojenik E. coli gesitli antimikrobiyallere kars
direng gelistirmektedir. Bu antimikrobiyal direncin farkli bolgelerde ve
popiilasyonlarda yiliksek olmasi endiseye neden olmaktadir. Ciinkii o6zellikle
gelismekte olan iilkelerde antimikrobiyallere direngli patojenik E. coli’lerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisi sorunludur [131]. Hayvanlarda antimikrobiyallerin
bliylime faktorii olarak kullanilmasi bakterilerin antimikrobiyallere karsit direng
gelistirmesine neden olmaktadir. Hayvansal gidalardaki antimikrobiyal kalintilar ve
antimikrobiyal direng insanlara gegebilir ve bunun sonucunda bagirsakta
antimikrobiyallere direngli patojenlerin yasamasi icin elverigli bir ortam olusabilir.
Bu nedenle antimikrobiyallerin hayvanlarda tedavi amagli kullanilmamasi Tiirkiye

ve Avrupa Birligi tiyeleri arasinda yasaklanmigtir [132].

Bu tez ¢alismamizda yer alan bazi 6nemli antimikrobiyal direng genleri ise; blargm,

blactx-m, gyrA, ereA ve dhfrV’ dir.

Calismamizda varligimmi arastirdigimiz antimikrobiyal direng¢ genleri farkli oranlarda
tespit edilmistir. Antimikrobiyal diren¢ genlerinden gyrA geni tiim izolatlarda ve
ATCC 25922 susunda tespit edilirken, blacrx-m antimikrobiyal direng geni ise higbir
izolatta tespit edilememistir. Tavuk izolatlarmin sadece 2 (%1,48)’sinin ereA
antimikrobiyal diren¢ genini tasidigi tespit edilmistir. Calismamizda kiyma
izolatlarmin 3 (%8,1)’iinde, tavuk izolatlarinin 63 (%47)’tinde, et izolatlarinin 19
(%66)’unda, peynir izolatlarmin 20 (%24,4)’sinde dhfrV antimikrobiyal direng
geninin varlig1 tespit edilmistir. blatgm antimikrobiyal direng geni kiyma izolatlarinin
32 (%87)’sinde, tavuk izolatlarmin 114 (%84,4)’tiinde, et izolatlarmin 26
(%90)’sinda, peynir izolatlarinin 57 (%70)’sinde tespit edilmistir. Calismamizdaki
izolatlardan 2 (T42, T43)’sinde 4 (gyrA, dhfrV, ereA, blargm) antimikrobiyal direng
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geni tespit edilmistir. Diger izolatlarin ise en az bir antimikrobiyal direng geni
tasidigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan E. coli izolatlarmin bu antimikrobiyal
direng genleri ve viriilans genlerini tagimasi hastaliklarin tedavisi i¢in oldukg¢a

onemli bir sorunun varligini gostermektedir.

Yun ve ark. [133] 15 idrar yolu enfeksiyonlu ve 49 asemptomatik bakteriiirili
hastalarin idrar 6rneklerinden izole ettikleri 64 E. coli izolatinda fimH, papG II, fyuA
ve kpsMT Il viriilans genlerinin varligimi PCR ile arastirmiglardir. 64 E. coli
izolatinin 62 (%96,9)’sinde fimH genini, 18 (%28,1)’inde papG Il genini, 29
(%45,3)’unda fyuA genini, 54 (%84,4)’tinde kpsMT Il genini tespit etmislerdir ve bu
caligmada idrar Orneklerinin kontaminasyon olasihigini diisiinmislerdir. blacrx-m
geninin neden oldugu sefotaksime diren¢ idrar yolu hastalarindan izole edilen
suslarin hicbirinde tespit edilememistir. Yaptigimiz tez calismasinda ise tiim
izolatlarm 172 (%61)’sinde fimH geni, 37 (%]13,1)’sinde kpsMT Il geni, 38
(%13,4)’inde papG Il geni, 52 (%18,4)’sinde fyuA geni tespit edilmistir ve hicbir

izolatta blactx.m geni tespit edilememistir.

Chalmers ve ark. [134]’nin yaptiklar1 bir ¢alismada Quebec’te 2009-2013 yillar
arasinda tavuklardan izole edilen 586 E. coli izolatinin 62 (%10,6)’sinde blargm geni,
8 (%]1,4)’inde blactx-m geni, 290 (%49,5)’ninda fyuA geni, 109 (%18,6)’unda kpsMT
Il geni PCR ile tespit edilmistir. Bu ¢aligmadaki sonugclar ile ¢alismamizdaki sadece
tavuklardan izole edilen kpsMT 11 (%19) ve blacrx-m (%0) geninin sonucu paralellik
gostermektedir. Calismamizda ise tavuk izolatlarinda blatgm (%84,4) geni daha
yiiksek, fyuA (%34,1) geni daha diisiik oranlarda tespit edilmistir. Bu sonuglarin
nedenleri antimikrobiyallerin iilkemizde daha yaygin kullanilmasi ve izolatlarin

farkl1 bir bolgeden elde edilmesi olabilir.

Hemeg ve ark. [129] kiyma 6rneklerinden 120 E. coli izolatini izole etmisler ve bu E.
coli izolatlariin tamaminda blargm ampisilin direng genini PCR ile tespit etmisler ve
hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin siniflandirilmasinda sadece hastalara

odaklanmamanin gerektigini giindeme getirmiglerdir. Calismamizda da 37 adet
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kiyma izolatinin 32 (%87)’sinde blargm geninin tespit edilmis olmasi bu calisma ile

bizim ¢alismamizin uyumlu oldugunu gostermektedir.

Dehdashti ve ark. [135]’nin yaptiklar1 baska bir ¢alismada da etlerden izole edilen 49
E. coli izolatinin higbirinde blactxw Ve dhfrV antimikrobiyal direng genleri tespit
edilememistir. Bu sonugla ¢alismamizi karsilastirdigimizda, et 6rneklerimizde blacrx-
m geni tespit edilemezken, dhfrV geni kiyma o6rneklerimizin 3 (%8,1)’linde, et

orneklerimizin ise 19 (%66) unda pozitif olarak tespit edilmistir.

Kinolonlar hem insanlarda hem de hayvanlarda giivenli olmalar1 nedeniyle yaygin
olarak kullanilan antimikrobiyallerdir. Genis spektrumlu, hem Gram negatif hem de
Gram pozitif bakterilere kars1 etkilidirler [136]. Calismamizda oldugu gibi Yang ve
ark. [137]’nin yaptiklar1 ¢alismada tavuklardan izole edilen 71 E. coli izolatinin
tamami1 gyrA genindeki mutasyonlar sonucu olusan nalidiksik aside direng
gostermistir. Vuthy ve ark. [8]’nin yaptiklar1 ¢alismada ise tavuklardan izole edilen
355 E. coli izolatinin %91’inde gyrA geni tespit edilmistir. Vanni ve ark. [138]’nin
yaptiklart ¢alismada ise, 39 APEC izolatmin 37 (%95)’sinde gyrA geninde

mutasyonlar meydana geldigi tespit edilmistir.

Van ve ark. [91] Vietnam’in Ho Chi Minh sehrindeki ¢esitli marketlerden satin
aldiklart ¢ig etlerden 38 E. coli izolatini izole etmisler ve bazi1 6nemli viriilans genler
ve antimikrobiyal direng genlerinin varligini tespit etmek i¢in PCR analizi yontemini
kullanmislardir. Bu E. coli izolatlarinin %84,2’sinde blargm geni, %26,3’tinde dhfrV
geni, %92,1’inde fimH geni, %23,7’sinde traT geni, %10,5’inde fyuA geni tespit
edilmistir. Elde ettikleri bu sonuclara gore; ¢ig gidalardaki patojenik bakteriler ve
antimikrobiyal direnci azaltmak icin gidalarin uygun sekilde pisirilmesi, gida
givenligi hakkinda bilgi sahibi olunmasi, hayvan yemlerinde kullanilan
antimikrobiyallerin kullaniminin ciddi bir sekilde diizenlenmesinin gerektigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglariyla ¢alismamizdaki blargym geninin bulunma
orani (etde %90, kiymada %87) benzerdir. Fakat ¢alismamizda dhfrV ve traT genleri
daha fazla, fimH ve fyuA genleri daha az tespit edilmistir. Bu farkin izole edilen

izolatlarin bolgesel farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.
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Makrolidler enfeksiyonlarin tedavisinde giivenilir ve iyi bir etkinlige sahip olduklari
icin kullanilmaktadir. Makrolid direnci halk sagligi i¢in 6nemli sonuglara neden
olabilir. Phuc Nguyen ve ark. [115]’nin yaptigi ¢alismada insan diskisindan izole
edilen 190 E. coli izolatinin higbirinde ereA geni tespit edilememistir. Calismamizda
sadece 2 izolatta ereA geni tespit edilememistir. Dehkordi ve ark. [139] nin yaptiklar
calismada ise yogurttan izole edilen 50 E. coli izolatinin 3 (%6)’tinde fyuA geni, 9
(%18)’unda ereA geni tespit edilmistir. Bu sonuglar peynir sonuclarimizla
karsilastirildiginda bizim calismamizda; fyuA geninin %1,2 (1/82) oldugu, ereA

geninin ise hi¢ tespit edilemedigini gérmekteyiz.

Paniagua-Contreras ve ark. [140] Meksika’da bir hastanedeki idrar yolu
hastalarindan izole ettikleri 194 UPEC susunun blargm ve papG Il genlerinin
varligini arastirmislar ve elde ettikleri bu UPEC suslarinin 51 (%26,3)’inde blargm
genini, 30 (%15,4)’unda papG Il genini tespit etmislerdir. Calismamizda blargy geni
caligilan izolatlarin %81 (229/283)’inde pozitif bulunmustur. Bu genin daha yiiksek
oranda tespitinin nedeni ise antimikrobiyallerin {ilkemizde daha sik ve regetesiz
olarak kullanilmasi, antimikrobiyal regetelemenin ve hijyen kontrol onlemlerinin
farkli olmasi olabilir. Calismamizda papG Il geni ise tiim izolatlarin 38 (%13,4)’inde

tespit edilmistir.

Ferjani ve ark. [19]’nin yaptiklar1 ¢aligmada Tunus’ta bir hastanedeki piyelonefrit
hastalarindan izole edilen 56 E. coli izolatinin 50 (%89,2)’sinde fimH geni, 26
(%46,4)’sinda papG Il geni, 41 (%73,2)’inde fyuA geni, 30 (%53,5)’unda kpsMT I
geni, 42 (%75)’sinde traT geni tespit edilmistir. Sistit hastalarindan izole edilen 73 E.
coli izolatmin 65 (%89,1)’inde fimH geni, 7 (%9,5)’sinde papG Il geni, 44
(%60,2)’tinde fyuA geni, 34 (%46,5)tinde kpsMT 11 geni, 46 (%63,1)’sinda traT geni
tespit edilmistir. Calismamizda ise tiim izolatlarin 172 (%61)’sinde fimH geni, 38
(%13,4)’inde papG Il geni, 52 (%18,4) 'sinde fyuA geni, 37 (%13,1)’sinde kpsMT I
geni ve 164 (%58)’tinde traT geni tespit edilmistir. Bu sonuglarin nedeninin

izolasyon kaynagindan ve bolgesel farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.
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Firoozeh ve ark. [141] piyelonefrit hastalarindan 72 ve sistit hastalarindan 78 UPEC
susunu izole etmisler ve traT geninin sikligini arastirmiglardir. Elde edilen bu 72
UPEC izolatinin 58 (%80,6)’inde ve sistit hastalarindan izole edilen 78 UPEC
izolatinin 53 (%67,9)’linde traT genini tespit etmislerdir. Caligmamizda ise tiim
izolatlarin %58 (164/283)’inde traT geni tespit edilmistir.

Derakhshandeh ve ark. [142]’nin yaptiklar1 ¢alismada fekal 118 E. coli izolatinin 13
(%I11)’tinde blacrx.m geni, 83 (%70,4)’tinde traT geni PCR ile tespit edilmistir.
Calismamizda ise tiim izolatlarin %58 (164/283)’inde traT geni tespit edilirken ve

izolatlarin higbirinde blacrx-.m geni tespit edilememistir.

Karami ve ark. [131] vyaptiklar1 calismada Iran’nin cesitli illerindeki diyareli ve
diyareli olmayan g¢ocuklardan 153 GSBL iireten EPEC izole edilmistir. Bu EPEC
izolatlarmin 11 (%7,2)’inde blactxm geni, 14 (%9,2)’tinde blargy geni tespit
edilmistir. Elde ettikleri bu sonuglara gore Karami ve arkadaslari, ¢oklu ilag
direncinin onlenebilmesi i¢in diyarelerin antibiyotik tedavisinden 6nce antibiyogram
testinin yapilmasi gerektigine vurgu yapmislardir. Calismamizda ise galistigimiz
izolatlarin higbirinde blactx.m geni tespit edilemezken, %81 (229/283)’inde blategm

geni tespit edilmistir.

Maynard ve ark. [143]’nin yaptiklar bir ¢alismada ise ekstraintesninal enfeksiyonlu
insanlardan izole edilen 70 ExPEC izolatinin 38 (%27)’inde ve hayvanlardan izole
edilen 39 EXPEC izolatinin 16 (%41)’sinda dhfrV genindeki mutasyonlar sonucu
olusan trimetoprime direng gosterilmistir. Maynard ve arkadaslarinin yaptiklari bu
calisma, bu tez ¢aligmasinin sonuglari ile karsilastirildiginda dhfrV geninin en ¢ok et
(%66) ve tavukta (%47) olmak iizere, toplam izolatlarda ise %37,1 oraninda tespit

edilmistir.

Cantekin ve ark. [144] Ankara ilinde kolibasilli kanatli hayvanlardan 200 E. coli
susu izole etmisler ve spesifik primerler kullanarak cesitli viriilans genlerin
belirlenmesi i¢in PCR islemi yapmislardir. E. coli suslarinin 176 (%88)’sinda fimH

geni, 180 (%90)’'ninde traT geni tespit etmisler ve traT geni oranin diger ¢alismalara
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gore yiikksek bulunmasimin nedeninin calisilan gen bolgelerinin farkli yerlerinin
calisilmasindan ve caligmalar arasindaki bolgesel farkliliklardan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda ise tavuk izolatlarinin 74

(%55)’tinde fimH geni, 99 (%73,3)’unda traT geni tespit edilmistir.

Albarri ve ark. [145]’nin Adana ilinde yaptiklar1 bir ¢caligmada, ¢esitli marketlerden
topladiklar1 sebze, tavuk, et 6rneklerinden izole edilen 35 ve Klinik 6rneklerden izole
edilen 65 E. coli susunda fyuA genini PCR y&ntemi ile arastirmislardir. Izolatlarin 17
(%17)’sinde fyuA genini tespit etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore; Klinik ve
gidalardan izole edilen izolatlarin genetik olarak birbirine benzer oldugunu ve
gidalardan insanlara gecerek ekstraintestinal enfeksiyonlara sebep olabilecegini
belirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise tiim izolatlarin 52 (%18,4)’sinde fyuA geni

tespit edilmistir.

Kiirekci ve ark. [146] Hatay ilindeki c¢esitli market ve kasaplardan toplanan
tavuklardan 52 E. coli susunu izole etmisler ve 50 (%96,1)’sinde fimH genini, 5
(%9,6)’inde kpsMT Il genini, 2 (%3,8)’sinde papG Il genini, 31 (%62,3)’inde blacrx-
v genini, 19 (%36,5)’unda blargm genini belirlemislerdir. Hayvansal kaynakli
gidalarin insanlarda, ekstraintestinal GSBL iireten E. coli enfeksiyonlarinda 6nemli
bir risk oldugunu bildirmislerdir. Yine de; klinik GSBL iireten E. coli izolatlarinin,
hayvansal kaynakli gidalardan izole edilenlerle birlikte analiz edilmesinin
Tirkiye’deki potansiyel kaynaginin daha iyt anlasilmasina yardim edecegini
onermiglerdir. Calismamizda ise tavuk izolatlarinin 74 (%55)’inde fimH geni, 25
(%19)’inde kpsMT 11 geni, 25 (%19)’inde papG Il geni, 114 (%84,4)’tinde blargy
geni tespit edilmisken, blactxw geni tespit edilememistir. Bu sonuglarin farkli
olmasina orneklerin izole edildigi kaynaklarin farkli olmasi, cografik varyasyonlar ve
hayvanlarin kesimi ve dagitimi sirasindaki ortam hijyeninin farkli olmasi neden

olabilir.
Pehlivanlar Onen ve ark. [147] farkli market ve kasaplardan 100 adet tavuk ve 100

adet et ornekleri toplamislar, tavuk 6rneklerinin 81’inde ve et 6rneklerinin 7’sinde -

laktamaz iireten E.coli izole etmislerdir. Tavuk izolatlarmin 60’inda blactx-v genini,
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19’unda blargm genini ve et izolatlarinin 2’sinde blacrxw genini, 2’sinde blatgm
genini PCR ile belirlemisler ve parekende satilan et ve 6zellikle tavuklarda GSBL
tireten E. coli ile yiiksek oranda kontamine oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda
ise tavuk izolatlarinin 114 (%84,4)’linde, et izolatlarinin 26 (%90)’sinda blargm geni
tespit edilmistir. Tavuk ve et izolatlarmin tamaminda blactxw genine

rastlanmamuistir.

Arastirmalarimiz  sonucunda; gida kaynakli E. coli izolatlarinin sahip oldugu
antimikrobiyal diren¢ genleri ve g¢esitli virlilans genlerinin PCR yOntemiyle
sikliklarinin tespit edilmesi ile ilgili lilkemizde ¢alismalar bulunmakla beraber, ¢ok
fazla calismaya rastlanmamistir. Ozellikle bizimde calistigimiz iki gen olan dhfrV,
ereA genleri ile ilgili ¢aligmalara da rastlanmamistir. Bu nedenle yapilan bu tez
caligmasinin bundan sonraki caligmalar ve literatiir i¢in bir kaynak saglayacagi

inancindayiz.

Sonug olarak; elde ettigimiz verilere gore calismamizda arastirilan insan sagligi i¢in
gerekli olan kiyma, tavuk et ve peynir gibi hayvansal gidalardan izole edilen E. coli
izolatlarinda hastalik olusumunda rol oynayan viriilans genleri ve bu hastaliklarin
tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin etkisini yitirmesine neden olan
antimikrobiyal direng genleri tespit edilmistir. Calismamizda virtilans genleri tagiyan
izolatlarin en az bir antimikrobiyal diren¢ geni tasimis olmasi bu viriilans genleri
tasiyan izolatlarin tedavisini zorlastirmakta hatta imkansiz hale getirmektedir. Bu
nedenle {ilkemizde yeni diren¢ genlerinin olugsmasii Onlemek igin ¢alismalar
yapilmalidir. Ciinkii bu hastaliklar i¢in yeni ilaglar ve tedavi yodntemlerinin
gelistirmesi pahali ve uzun zaman gerektirmektedir. Bu gidalarin E. coli ile
Kirlenmesi  sonucu ¢esitli hastaliklar olustugu igin gidalarin  kesiminde,
saklanmasinda ve tasinmasinda yani tiiketiciye ulasana kadar olan siirecte hijyen

kurallaria uyulmasi gerekmektedir.
Bu ¢alismanin sonuglari; insanlarin tiikettigi hayvansal gidalarda viriilans genlerin ve

antimikrobiyal direng genlerinin olduk¢a yaygin oldugunu molekiiler yontemlerle

ortaya koymustur ve hayvanlardan insanlara antimikrobiyal direncinin gegmesi igin
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potansiyel bir rezervuar oldugunu gostermistir. Sunulan bu tez c¢alismasi,
tilkemizdeki halk saglig: icin alinacak onlemlere katki saglayacaktir ve bu konuda

yapilacak bundan sonraki daha ileri caligmalar i¢in bir bilgi birikimi saglayacaktir.
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