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Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) her yil diinya ¢apinda 150 milyon insam etkileyen
yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan biridir ve en yaygin etken, iiropatojenik Escherichia
coli’dir.

Bu calismada; Kasim 2015-Agustos 2016 yillar1 arasinda Tiirkiye’de Rize Egitim ve
Arastirma Hastanesi’nden izole edilen 90 E. coli izolatinda B-laktamaz kodlayan genler,
virtilans faktor genleri, sinif 1 integronlart ve plazmid aracili kinolon direng genlerinin
varhigi PZR yontemiyle arastirildi. PZR sonucu, integron pozitif 6rnekler pGEM-T
vektoriine klonlanarak baz dizin analizine gonderildi. Sonuglar biyoinformatik programlar
kullanilarak degerlendirildi. Ayrica kinolon direngli bakterilere karst Mentha piperita L.
(nane), Rosmarinus officinalis L. (biberiye), Curcuma longa (zerdegal) , Hypericum
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perforatum (sar1 kantaron), Camellia sinensis (yesil ¢ay), Alkanna tinctoria (havaciva),
Urtica dioica L. (1sirgan otu), Aloe vera L. (sarisabir) , Tilia tomentosa’nin (thlamur) bitki
dziitlerinin, minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) belirlendi.

Calismada kullanilan 90 E. coli izolat1 VITEK 2 Kompakt sistem ile tanimlanmustir.
Antibiyotik duyarlilik testi sonuglari, bu izolatlarin fosfomisin (% 2.7), imipenem (% 3.2)
ve meropeneme (%3.2) karsi diisiik direng oranlarina sahip oldugu ortaya koymustur.
Ancak, siprofloksasin (% 62.2), trimetoprim siilfometaksozol (% 75.6) ve ampisiline (%
61.1) direng oranlarinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

PZR sonuglari, suslarin % 63’{iniin (57/90) smif 1 integron gen kasetlerini tagidigini
ortaya koymustur ve baz dizin analize gore sinif 1 integronun dhfr gen kaseti tagidig
belirlendi. CTX-M-2 grubu B-laktamaz tasiyan 52 izolat (% 57) ve CTX-M-1 grubu B-
laktamaz tastyan 52 izolat (% 57) tespit edildi. Ayrica plazmit aracili kinolon dire¢ genleri
PZR ile belirlendi ve sonugta suslarin, % 26’simin (24/90) gnrA, % 6.6’smin (6/90) gnrB
ve % 3.3’iniin (3/90) gnrS geni tasidig tespit edildi. 90 E. coli izolat1 arasinda 11 farkli
virtilans faktor paterni tespit edildi. En yaygin viriilans gen faktorii olarak fim (35 izolatta)
belirlenirken, hly-fim, afa-aer-cnf-fim, aer-cnf, afa-aer ve afa-cnf-fim paternleri daha az
sayida susta goriildii. Izolatlarin 14’{inde viriilans gen faktdrii saptanmadi.

Calismada kullanilan bitki &ziitlerinin, MIK degerlerinin belirlenmesi  sivi
mikrodiliisyon yontemi ile yapildi. Deneyler 96 well-plate kullanilarak {i¢ tekrarli halinde
gerceklestirildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda; en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi Alkanna
tinctoria oziitii gdstermis olup MIK degerleri EC58 ve EC85 icin 1.25 mg/ml, EC50 ve
EC90 i¢in ise MIK degeri 2.5 mg/ml olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direng, Escherichia coli, Kinolon, MIK, Sinif 1 Integron,
Viriilans
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MS THESIS

INVESTIGATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES IN CLINICAL
Escherichia coli ISOLATES AND DETERMINATION OF THE EFFECT OF SOME
PLANT EXTRACTS ON QUINOLON RESISTANT ISOLATES

Funda OKUMUS

Gilimtighane University
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Supervisor: Assist. Prof. Dr Azer OZAD DUZGUN
2019, 68 pages

Urinary tract infections (UTIs) are one of the most common bacterial infections
affecting 150 million people worldwide each year, and the most common cause is
uropathogenic Escherichia coli.

In this study; the presence of B-lactamase encoding genes, virulence factor genes,
class 1 integrons and plasmid-mediated quinolone resistance genes in 90 E. coli strains
isolated from Turkey Rize Training and Research Hospital, Between November 2015-
August 2016, were investigated by PCR. PCR result, integron positive samples were
cloned into pGEM-T vector and sent to base sequence analysis. Results were evaluated
using bioinformatics programs. The minimum inhibition concentrations (MIC) of the plant

extracts of Mentha piperita L. (mint), Rosmarinus officinalis L. (rosemary), Curcuma
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longa (turmeric), Hypericum perforatum (yellow centaury), Camellia sinensis (green tea),
Alkanna tinctoria (alkanet), Urtica dioica L. (nettle), Aloe vera L. (aloe vera), Tilia
tomentosa (linden) were determined.

The 90 E. coli isolates used in the study were identified by VITEK 2 Compact
system. Antibiotic susceptibility test results showed that these isolates had low resistance
rates for phosphomycin (2.7%), imipenem (3.2%) and meropenem (3.2%). However,
resistance rates of ciprofloxacin (62.2%), trimethoprim sulfomethoxosol (75.6%) and
ampicillin (61.1%) were found to be high.

PCR results showed that 63% (57/90) of the strains carried class 1 integron gene
cassettes and it was determined that class 1 integron carried dhfr gene cassette according to
base sequence analysis. 52 strains (57%) carrying B-lactamase in CTX-M-2 group and 52
isolates carrying B-lactamase in CTX-M-1 group were detected. Plasmid-mediated
quinolone resistance genes were also detected by PCR and the strains were found to carry
26% (24/90) gnrA, 6.6% (6/90) gnrB and 3.3% (3/90) gnrS genes. Eleven different
virulence factor patterns were detected among 90 E. coli isolates. Fim (35 isolates) was
identified as the most common virulence gene factor, while hly-fim, afa-aer-cnf-fim, aer-
cnf, afa-aer and afa-cnf-fim patterns were observed in fewer strains. No virulence gene
factor was detected in 14 of the isolates.

The determination of MIC values of the plant extracts used in the study was
performed by liquid microdilution method. The experiments were performed in three
replications using 96 well-plates. As a result of the studies, Alkanna tinctoria extract
showed the highest antibacterial activity and MIC values were found to be 1.25 mg / ml for
EC58 and EC85 and MIC value of 2.5 mg / ml for EC50 and EC90.

Keywords: Antibiotic resistance, Escherichia coli, Quinolone, MIC, Class 1 Integron,
Virulance
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1. GENEL BiLGILER

1.1.Giris

Escherichia coli (E. coli), idrar yolu enfeksiyonlarina (IYE) neden olan en yaygin
etiyolojik ajanlar arasinda bulunur. E. coli’nin neden oldugu enfeksiyonlar halk sagligi
acisindan ciddi bir problem haline gelmistir (Farell vd., 2003; Tarchouna vd., 2013). E.
coli suslarinin patojenitesinden pek ¢ok viriilans fakt6érii sorumludur (Tarchouna vd.,
2013; Johnson, 1991). E. coli viriilans faktérlerinin, hiicre iginde {iretilen ve etki
bolgesinde salinan viriilans faktorleri ve hiicrenin yiizeyinde goriintiilenen viriilans
faktorleri olmak tizere iki tipi vardir (Emody vd., 2003). P fimbrialar pap genleri tarafindan
kodlanmaktadir ve ana yapisma faktorleridir (Jadhav vd., 2011). S fimbrialar Sfa genleri
tarafindan kodlanmaktadir (Pobiega vd., 2013). E. coli'de toksinler bir baska 6nemli
virtilans faktoriidiir (Johnson, 1991). B-laktamazlar (B-laktam antibiyotiklerini hidrolize
eden enzimler) amino asit dizilerine bagli olarak, sinif A, Sinif B, Sinif C, Siif D olmak
lizere dort ana gruba ayrilirlar. Dort B-laktamaz sinifi da E. coli’de tanimlanmustir.
Metallo-B-laktamazlar (MBL) diinya genelinde yaygindir (Cornaglia vd., 2011). IYE’lerin
tedavisinde kinolonlar yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu yaygin kullanim sonucunda E.
coli’de direncin artmasina neden olmustur (Yanat vd., 2014). Plazmid aracili kinolon direg
genlerinden gnrA, gnrB ve gnrS genleri sorumludur. Integronlar, antibiyotik direncinin
yayilmasina katki saglayan mobil genetik elementlerdir. Simif 1 integron genleri ilk kez
klinik suslarda kesfedildiginde birgok gen kaseti ortaya ¢ikt1. Integronlarm bakteriyel coklu
ilag direncinin olusmasindaki rolii 6nemlidir. USI (iiriner sistem infeksiyonlari)
hastalarindan izole edilen E. coli izolatlar ile yapilan ¢alismalarda antimikrobiyal direng
ile integronlar arasinda sik1 bir iliski oldugu bildirilmistir (Ozad Diizgiin vd., 2019).

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, Kasim 2015-Agustos 2016 yillar1 arasinda
Tirkiye’de Rize Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden izolasyonu yapilan 90 E. coli
izolatinin viriilans genleri, B-laktamaz kodlama genleri, kinolon diren¢ genleri, fosfomisin
direng genleri, stnif 1 integron gen kasetlerinin varligr arastirildi ve kinolon direngli
bakterilere karsi nane, yesil ¢ay, thlamur, havaciva, biberiye, zerdecal, sar1 kantaron,

sarisabir ve 1sirgan otu bitki Oziitlerinin minimum inhibisyon konsantrasyonlar: belirlendi.



1.2. Escherichia coli

1.2.1. Tarihgesi

Enterobakteria ailesinin en 6nemli iiyesi olan E. coli’nin kesfi ilk olarak 1885’de
Bacterium coli commune olarak tanimlanmistir. Bagirsak disi enfeksiyonlarindaki
patojenliginin tanimlanmasiin ardindan, 1919 yilinda Castellani ve Chalmer tarafindan
Escherichia cins ismi verilmistir. 1945 yilinda serogrup 0111 suslarinin ¢ocuklarda ishale
neden oldugunun anlasilmasiyla bagirsak patojeni olan E. coli (EPEC) suslar
tanimlanmaya baslanmistir. 1969 yilinda Orta Dogu’da bulunan Ingiliz askerlerinin
ishalinden enteropatojenik E. coli (ETEC) suslari izole edilmistir. Yine 1969 yillarinda
Japonya ve Brezilya’da meydan gelen basilli dizanteriden fark edilmeyen bagirsak
enfeksiyonlarina neden olan enteroinvaziv E. coli (EIEC) suslarinin izolasyonu
gerceklestirilmistir. 1982 yilinda ise A.B.D’de meydana gelen biiyiik bir salginla

enterohemorajik E. coli (EHEC) suslarinin izolasyonu yapilmistir (Toreci, 2002).

1.2.2. Mikrobiyojik Ozellikleri

1.2.2.1. Morfoloji

E. coli, Enterobakteria ailesinde bulunan diger bakterilerde oldugu gibi gram
negatiftir, comak sekline sahiptir ve spor bulundurmaz. Boyutlari genellikle 2-4 pm
uzunlugunda, 1 pm eninde olmaktadir. Graniil igermemekle birlikte homojen olarak
boyanmaktadirlar. Mikroskopta boyanmamig bir kisim olarak goriilen kapsiil olusturma
nadirdir. Ancak ¢ok sayida sus polisakkarit temelindeki M antijenine sahip mikrokapsiil ya
da polisakkarit temelindeki K antijenine sahip slaym (slime) tabakalarindan meydana
gelmektedir. Bunlar mikroskopta anlasilmayan ama bu antijenlere karsi hazirlanmis
bagisik serumlarla gergeklestirilen serolojik deneylerde saptanabilen yapilardir. E. coli
hareketli bir bakteri olmakla birlikte hareketsiz suslar1 da vardir. E. coli genellikle fimbria
olusturur ve bu fimbrialar protein yapidadir (Toreci, 2002). Sekil 1.1’de E. coli’nin

mikroskop goriintiisii verilmistir.



Sekil 1.1. E. coli’ nin 151k mikroskop ile
cekilmis goriintiisii (Arik, 2019).

1.2.2.2. Ureme Ozellikleri ve Biyokimyasal 6zellikleri

E. coli bakterisi buyyon ya da jeloz gibi besiyerlerinde aneorob (fakiiltatif) {ireme
gosterirler. En uygun tireme 1s1s1 37°C’ dir. 15-45°C’de lireyebilmektedirler ancak 44°C’
de iireme gostermeleri benzer bakterilerden ayirt edilmesini saglayan 6nemli bir 6zelliktir.
pH’in 7.2 oldugu ortamlarda optimal ireme gergeklestirirler. Buyyon besiyerinde
genellikle homojen bulanikliga neden olurlar. Jelozda ise biraz kabarik, yuvarlak, diizgiin
kenarli 1-2 mm ¢apta ve parlak olan S tipi kolonileri meydana getirirler. Kokenleri M
koloni ya da R koloni seklinde olabilir. Kanli jelozda bazi kokenler hemoliz yapabilir
(Bilgehan, 2000). E. coli’nin glikozdan asit ve gaz meydana getirmesi en 6nem arz eden
biyokimyasal dzelligidir. E. coli’nin hareketsiz inaktif olan suslari laktozu fermente etmez

ve glikozdan gaz olusturmaz (Toreci, 2002).

1.2.2.3. Antijen Yapilar

E. coli genel olarak O somatik, H Kirpik antijeni ile K kapsiil antijeni bulundurur.

O Antijeni: Somatik ve 1siya dayanikli olan O antijeni lipopolisakkarit yapidadir.
Kaynatmaya ve alkole direng gosterirken formole kars1 direngsizdir. E. coli O antijenleri ve
Citrobacter, Providencia Salmonella ile Shigella bakterilerinin O antijenleri arasinda

cesitli karisikliklara neden olan bir¢ok ¢apraz reaksiyon vardir ( Bilgehan, 2000).



H Antijeni: Hareketli suslardaki H antijenleri (kirpik antijenleri) protein yapisindadir
ve sicakliga duyarlidirlar. E. coli’de yaklasik olarak 60’a yakin H antijeninin oldugu
belirlenmistir. H antijenleri tek fazli olur ve bir bakteri her zaman ayn1 H antijenine sahip
kirpik olusturmaktadir (T6reci, 2002).

K Antijeni: K antijeni bulunduran E. coli’ler O antiserumlart ile agliitine olmazlar
ve polisakkarit yapidadirlar. Isiya dayanikli olan K antijenleri 100-120°C’de bir iki saat
kaynatilarak yok edilebilirler (Bilgehan, 2000).

1.2.3. Epidemiyolojisi

E. coli sicak kanli hayvanlarin bagirsaklarinda yasayan bakteridir. Ortam kosullarina
gore kisa ya da uzun siireli canli kalabilse de dogada iireyemezler. Bu nedenle suda,

besinlerde ya da g¢evrede E. coli’ye rastlamak diski ile kontaminasyonun belirtisi olarak

kabul edilir (Toreci, 2002).

1.2.4. Uropatojenik E. coli’nin Viriilans Faktorleri

Mikroorganizmalarin hastalik olusturma kabiliyetlerine viriilans denir. Uriner
sistemde inflamasyona neden olan bakterilerin inflamasyon olusturma dereceleri ayni
degildir. Uriner patojenlerinin bazilar1 viriilan ve firsat¢i olup sadece konake¢1 savunmalari
baskiladiginda enfeksiyon olusturur. Diger {iriner patojenler ise normal kolon florasinin
kiiglik bir boliimiinii olusturmaktadirlar ancak sahip olduklart viriilans faktorlerinin
etkisiyle kolon florasindan secilerek iiriner sisteme kolaylikla girebilir ve konakg1
savunmalarina karsi koyarak enfeksiyon olustururlar (Tungkanat, 1993). E. coli’nin
viriilans faktorleri hiicre yiizeyinde liretilenler ve hiicre i¢inde tretilenler olmak tizere iki
ana kisimdan meydana gelmektedir. Yiizeyde bulunan fimbrialar, konak¢i hiicrelerin
ylizeyine tutunmasinda rol almaktadir fakat aym1 zamanda degisik fimbria
mekanizmalarindan (biyofilm olusturma, sitokin indiiksiyonu vb.) meydana gelmektedirler
(Emody vd., 2003).

1.2.4.1. Adezinler

Adezinler, viriilansla iligkili bakterilerin hiicre yiizeyi bilesenleridir ve konake1
hiicreye yapisma Ozelligine sahip bakteriyel proteinlerdir (Patel vd., 2017). Fimbrialar,

adezyondan mesul olan 6nemli ylizey adezinleri veya ligandlar seklinde tanimlanmaktadir.



Bakteriler uglarinda adezin bulunan 100-200 fimbria tasiyabilmektedir. Farkli morfolojik
ve islevsel oOzellikleri olan bircok yeni fimbria tipinin tanimlanmasinda elektron
mikroskopisi ve eritrosit agliitinasyonu yontemleri kullanilmistir. Uropatojenik olan E.
coli’ nin fimbrialar1 adezin proteinlerinin reseptor 6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir

(Tungkanat, 1993).
1.2.4.1.1. Tip 1 Fimbria

Tip 1 fimbrialar tiropatojenik E. coli’de (UPEC) kesin bir viriilans faktoriidiir ancak
bu fimbrianin genis dagilimi patojenik suslarla sinirli degildir. Tip 1 fimbrialar tek basina
uzun siireli bir enfeksiyon olusumunda yeterli degildir (Liithje ve Brauner, 2014). Hemen
hemen tiim tropatojenik E. coli izolatlar1 ve Enterobacteriaceae familyasinda bulunan
birgok tiir Tip 1 fimbriay1 kodlar. UPEC suslar1 genellikle, yiizeylerinde Tip 1 fimbria adi
verilen sag¢ benzeri lifleri eksprese eder ve bunun sonucunda idrar yolunu kaplayan konake1
hiicrelerin baglanmalarini ve istila etmelerini saglar. Tip 1 fimbria ve FimH yapismasi
UPEC’nin idrar yolunun etkili bir sekilde kolonilestirilmesinde biiyiikk 6neme sahiptir.
FimH, Tip 1 fimbria E. coli’nin mannoz igeren konak¢i glikoprotein reseptorlerini
baglamasimna neden olur ve bunun sonucunda hedef konake¢i hiicrelere hem bakteri
yapismasina hem de istila etmesine aracilik etmesini saglayan bir N-terminali

karbonhidrat baglanma cebine sahip olur (Eto vd., 2007).
1.2.4.1.2. P Fimbria

P fimbrialar, E. coli pap (piyelonefritle iliskili pilus) operonu tarafindan
kodlanmaktadir. P fimbrialar, yalnizca sinirli sayida E. coli serotipi ile eksprese edilmesine
ragmen en 6nemli mannoz direngli adezinlerdir (Jadhav vd., 2011). P fimbria, eritrosit ile
tiroepitelyal hiicrelerde bulunan kan grubu antijenlerine spesifik olarak baglanmasi
sebebiyle P fimbria olarak isimlendirilmektedir. P fimbria yalmizca E. coli suslar
araciligiyla uygun cevresel lireme sartlarinda yapilmaktadir. P fimbrialar iiromukoide
yapismazlarken tiroepitelyal hiicrelere karsi asir1 derecede adere olmaktadirlar. Kompleks
bir yapiya sahip olan P fimbrialar birka¢ farkli fimbrial antijen olarak eksprese
edilmektedirler. Tek bakteri iizerinde bulunan bir fimbria hem mannoza duyarli hem de
direngli olabilmektedir. P fimbriada glikosfingolipidler reseptor gorevi gormektedir.
Glikolipitlerin Gal alfa 1-4, Gal beta kisimlar1 P fimbriaya spesifiktir (Tungkanat, 1993).



1.2.4.1.3. Afa/ Dr Fimbria Ailesi

Afimbrial ya da fimbriyal olmayan adezinler olarak tanimlanan bazi adezinler, uzun
zamandir ishale ve IYE’lere sebep olan E. coli suslarinn yiizeyindeki amorf, dis zara bagh
olan bir yap1 ile iligkilendirilmistir. Afa-1 operonu, 1984’te bir iiropatojenik E. coli’den
izole edilmistir ve bakteriyel yiizey lizerindeki goriiniir fimbrialarla iligkili olmayan bir
adezini kodlayan ilk belirleyicidir (Bouguénec ve Servin, 2006). P fimbrianin olmadigi
durumlarda ortaya ¢ikan izolatlarin ¢ogu, Dr kan grubu antijeninin ¢esitli boliimlerine
baglanan fimbrial olmayan adezinler i¢in spesifik DNA problariyla melezlenir (Johnson,

1991).
1.2.4.2. Bakteriyel Hemolizinler

Hemolizinler bakteriyel sitotoksik polipeptid olup, eritrositleri eritirler. Bunlarin
yaninda poliform niiveli 16kosit, monosit ve fibroblast gibi hiicrelere karsi daha fazla in
vitro toksik etki olustururlar. Alfa hemolizin E. coli’de bulunur ve renal tiibiiler hiicrelere
zarar vermektedir. Hemolizin, alt {iriner sistemde bakteri peristantini meydana
getirmektedir. Pyelonefritojenik E. coli suslarinin in vitro olarak renal tiibiiler epitelyal
hiicre kiiltiirlerine sitotoksik etki gostermelerinin hemolizin yapimi ile iligkili oldugu
belirtilmistir. Hemolizin iiretimi kromozomda gerceklesmektedir ancak plazmitlere de
kodlanabilmektedir. Uropatojenlerdeki kromozomal hemozin iiretimi predominantdir.
Hemolizin kodlayan genler ile P fimbria iiretimi ve serum direncini kodlayan genlerin
kromozom iizerinde yan yana bulunup, birbirleriyle korele olduklar1 da ilgin¢ bulgular

arasindadir (Tungkanat, 1993).

1.2.5. E. coli Kaynakh Enfeksiyonlar

1.2.5.1. Uriner Sistem Enfeksiyonlar

Uriner sistem enfeksiyonlar1 (USI) hastanelere en sik basvuru sebebidir. Kuzey
Amerika verilerine gore senede 7 milyon insan iiriner enfeksiyon sebebiyle hastanelere
bagvurmaktadir ve kullanilan antibiyotiklerin % 15°1 iiriner enfeksiyonlarin tedavisi igin
kullanilmaktadir. USI, bakteriiiri ve piyiirinin birlikte meydana getirdikleri iirotelyal
epitelin olusturdugu inflamatuar yanit olarak tanimlanmaktadir. Bakteriiiri, normal

kosullarda steril olan idrardaki belli bir miktarda bulunan bakteridir. Piyiiri, iiretelyal



epitelin bakteriye karsi olusturmus oldugu inflamatuar yanit neticesinde idrardaki 16kosit
varlig1 olarak bilinmektedir (Ozkan ve Ozkan, 2010).

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) insanlar1 olumsuz etkileyen en fazla karsilasilan
bulasic1 hastaliklar arasindadir. IYE’ler bunun yani sira ekonomik yiikii de fazla olan
onemli ve yaygin halk saghigi sorunudur. IYE’lere genellikle gram negatif bakteriler sebep
olmaktadir. Komplike olmayan sistit ve piyelonefrite neden olan temel patojen E. coli’dir
(Mazzoriol vd., 2017).

Komplike olmayan USI, yapisal ve fonksiyonel bakimdan normal bir iiriner sisteme
sahip kisilerde meydana gelen tiriner enfeksiyonlar i¢in tanimlanmaktadir. Komplike {liriner
sistem enfeksiyonu ise yapisal ve/veya fonksiyonel bozukluklar sebebiyle enfeksiyon
olasiliginin arttifi veya tedaviye alinan cevabin azalabildigi kisilerde meydana gelen

enfeksiyonlari tanimlamaktadir (Ozkan ve Ozkan, 2010).

1.2.5.2. Yenidogan Menenjiti

Menenjit, merkezi sinir siteminde en sik goriilen ve ciddi bir enfeksiyondur. Diinya
genelinde Ozellikle yenidogan ve ¢ocuklarda onemli derecede morbidite ve mortaliteye
sebep olmaktadir. Agir bir bulasici hastalik olan bakteriyel menenjitin mortalite oranlart %
10-15 arasinda degismektedir. Gelismis iilkelerde goriilme sikliginin 1000 canli dogumda
0.25 oldugu bildirilmistir. Yenidogan menenjitine neden olan baslica patojenler,

Streptococcus agalactiae ve E. coli’dir (Barichello vd., 2013).

1.2.5.3. Enterik Enfeksiyonlar

E. coli bagirsak enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Enfeksiyona neden olan bakteri
cesitleri Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enterohemorajik E. coli (EHEC, STEC, VTEC),
Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enteroagregativ E. coli
(EAggEC), Diffiiz aderent E. coli (DAEC)’dir (Omerovic vd., 2017).

1.2.5.3.1. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

ETEC’in ishalin olusumunda ©6nemli etken olmasmin 6nemi 1960’11 yillarin
sonlarina dogru anlagilmistir. O zamandan giliniimiize kadar bu bakterinin epidemiyolojisi

ve patogenezi hakkinda olduk¢a genis bilgi elde edilmistir. ETEC suslari, diinyanin



tropikal ya da subtropikal bolgelerini ziyeret eden sanayilesmis iilkelerden gelen turistler
arasinda 6nemli bir ishal ajanidir (Guth, 2000).

ETEC, 1s1ya stabil toksin (ST) ve 1s1ya labil toksin (LT) olarak iki tip enterotoksin
grubundan meydana gelmektedir. ETEC suslar1 enterotoksin ST ve LT nin etkisiyle ishale
yol agmaktadir. LT, LT-1 ve LT-2 olmak iizere iki gruptan meydana gelmektedir. LT-1
hem insanlarda hem de hayvanlarda patojen olan E. coli suslar ile ifade edilmektedir
(Nataro ve Kaper, 1998).

Bagirsak sisteminde bulunan tripsin, safra tuzlar1 ve demir eksikligi, LT nin E.
coli’den salinmasini uyarmaktadir. LT-1’in yapisal genleri plazmitlerde bulunur ve bu
plazmitler ETEC’in adherans genlerini ve antimikrobiyal diren¢ genlerini tasimaktadir. ST,
ETEC suslarinin % 75’inde yalniz ya da LT ile birlikte bulunmaktadir. ST yapisal olarak
birbirinden farkli olan ST-1 ve ST-2 olmak iizere iki gruptan meydana gelmektedir (Iseri
Abut, 2007).

1.2.5.3.2. Enterohemorajik E. coli (EHEC, STEC, VTEC)

[k olarak 1977 yilinda kesfedilen STEC insan ve hayvanlarda hastaliga neden olan
patotiplerden biridir. Shigella dysenterae araciligiyla iiretilen Shiga toksinin E. coli’nin
genetik ve protein yapisinin benzer olmasi nedeniyle STEC olarak isimlendirilmistir.
STEC i¢in VTEC (Verotoksin tireten E. coli) ya da EHEC (Enterohemorajik E. coli) gibi
baska isimlendirmeler de kullanilmaktadir (Omerovic vd., 2017).

Enterohemorajik E. coli (EHEC), ishal, kanli ishal ve hemolitik tiremik sendrom
(HUS) dahil olmak {izere insanlarda ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir ve Shiga toksinin
(Stx) patojenik alt grubudur. HUS, immiin olmayan hemolitik anemi, trombositopeni ve
akut bobrek yetmezligi ile karakterize olan ve 6nemli bir hastaliktir (Marejkova vd., 2013).
Shiga toksin (Stx) ana viriilans faktoriidiir ve STEC enfeksiyonlarinda birgok semptomun
olugmasina hatta 6liime sebep olan faktordiir. Stx, Stx1 ve Stx2 olmak iizere iki alt grup

vardir (Omerovic vd., 2017).

1.2.5.3.3. Enteroinvaziv E. coli (EIEC)

EIEC’in kesfi ilk olarak 1944°te “paracolon bacillus” smiyle rapor edilmis ve daha
sonraki yillarda E. coli 0124 olarak tanimlanmistir (Ud-Din ve Wahid, 2014). EIEC’nin

biyokimyasal olarak ilk tanimlanmasi 1967 yilinda gerceklesmistir. Bagirsak patojeni olan



EIEC, kolunun epitelyal hiicrelerine girerek cogalir ve komsu hiicreler arasinda Shigella
bakterisine benzer bir mekanizma ile hareket eder (Pasqua vd., 2017). EIEC, diinyanin
farkli bolgelerinde 6nemli bir enterik patojendir ve bu ajan genellikle hafif dizanteriye
sebep olmaktadir. EIEC’nin geneli Shigella grubundakilerle ayni olan, 120-140 MDa
plazmid kodlayan viriilansa sahiptir (Constantiniu vd., 2001).

1.2.5.3.4. Enteropatojenik E.coli (EPEC)

EPEC grubunun alt gesitleri agir ger¢eklesen kanli ve sulu ishale sebep olmaktadir.
Genellikle bebek ve ¢ocuklarda hastalik etmeni olan EPEC bagirsak epiteline tutunarak
etki etmektedir. Viriilans faktorii olarak EPEC intimini tanimlanmistir ve intimini
belirleyen gen 50-70 MDa biiyiikliikteki plazmitte saptanmistir. Bu genin belirlendigi
plazmit ek olarak pilus kodlayan geni de tasimaktadir. EAST 1 (enterotoksin) geni pek ¢ok
enteroviriilent E. coli’de ayn1 olan bir 6zelliktir. Elde edilen ¢alismalar neticesinde EAST 1
geninin en ¢ok STEC’lerde var oldugu belirlenmistir.

O157:H7 serotipinin %100’iinde, O157:H7 haricindeki STEC serotiplerinin
%50’sinde ETEC’lerin ortalama %40’inda, EPEC’lerin ortalama %20’sinde ve Diffiiz
aderent E. coli (DAEC)’lerin de ortalama %]10’unda EAST 1 geni belirlenmistir
(Tasdemir, 2009).

1.2.5.3.5. Enteroagregativ E.coli (EAEC veya EAgQEC)

Enteroagregativ E. coli (EAEC), bir¢ok klinik ortamda artan bir sekilde enterik
hastalik sebebidir. EAEC, en ¢ok bebeklerde ve kiigiik ¢ocuklarda akut sulu ishale sebep
olmaktadir ve gelismekte olan iilkelerde, biiylime eksiklikleri potansiyeli olan kalic1 ishalin
baskin sebebi oldugu bildirilmistir (Roche vd., 2010). Hiicre kiiltiirinde bulunanan
serotipler hiicreler iizerinde agrege olmaktadir ve bu agregasyon 60 MDa biiytikliigiinde
olan virulans plazmidiyle ilgili olabilecegi sanilmaktadir. EAggEC’lerin viriilans
faktorlerinin %50°sini EAST 1 olusturmaktadir (Tasdemir, 2009).

1.2.5.3.6. Diffiiz aderent E.coli (DAEC)

DAEC, Hep-2 adeziv araciligiyla mikrokoloni olusturmayan E. coli’lerden temel

almaktadir. Enteroagregativ E. coli’nin kesfedilmesinden sonra pek ¢ok bilim insan1 Diffiiz



aderent E. coli’yi potansiyel bagimsiz diye nitelendirmistir ve DAEC suslarinin, Hep-2
hiicrelerinin yiizeyinde bulanan parmak seklindeki ¢ikintilara girebilecekleri ispatlanmistir
(Omerovic vd., 2017). Sekil 1.2°de enterik enfeksiyona neden olan E. coli’lerin etki

mekanizmalar1 gosterilmistir.

Guanilat GM1,
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Sistemik Absorbsiyon

EHEC

b
EPEC
e

a
d

Biyofilm olugumu

Vakuol - Bitigik
lizisi Sitoplazmik . —_)) hticreye
) hareket 90¢
i ve enterc ~
{ShET1, Pic, EAST1, Pet dahil.)
EAEC EIEC DAEC

Sekil 1.2. Enterik enfeksiyona neden olan E. coli’lerin etki mekanizmalar1
(Kaper vd., 2004).

1.2.6. Tedavi Yontemleri

E. coli USI’lerin meydana gelmesindeki en énemli etkendir. USI’ler tedavi edilirken
en fazla stilfonamid grubu antibiyotikler ve siprofloksasin gibi B-laktam grubunda olan
antibiyotiklere yer verilmektedir. UST’lerin tedavisinde kiiltiir sonuclar1 beklenilmeden
tedaviye baglanmasi, E. coli izolatlarinda antibiyotik direncinin artmasina sebebiyet
vermektedir. Tiim bunlarin sonucu olarak bu hastaliklarin tedavisinde basarili sonug almak
giin gectikce zorlu bir hal almaktadir. USI’lerin tedavisinde tiiketilen bir baska antibiyotik
ise kinolondur ve bu antibiyotik grubunun da fazla kullanilmasi sonucunda kinolon
direncinde artis goriilmektedir. USI’lere sebebiyet veren E. coli suslarinda, SXT direnci ve
kinolon direng profillerinin yiiksek ¢iktigit zamanlarda tedavide nitrofurantoin veya

fosfomisin araciligiyla cevap alinmaktadir (Arik, 2019).
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1.3.Antibiyotigin Tarihi

Pasteur ve Joubert, mikrobiyolojide biiyiik atilimlarin yapildigi 19. yiizyilin ikinci
yarisinda mikroorganizmalardan faydalanabileceklerini ilk kez diislinmiistiirler.
Arastirmacilar steril idrarda sarbon basillerinin iyi tiredigini kesfetmis ancak diger
bakterilerle kirlenmis idrarda tireyemediklerini kesfetmislerdir ve bilim insanlar1 bunun
nedenini deneysel olarak belirlemek i¢in ¢alismalar yapmislardir. Pasteur ve Joubert diger
bakterilerin bulasmis oldugu idrara karigtirilmis basillerin deney hayvanlarindaki hastalik
yapici etkilerinin olmadigini belirlemeleri enfeksiyonlarin antibiyotik ile tedavi edilmesiyle
ilgili atilmig ilk adimdir (Chambers, 2001; Kog Tiirkoglu, 2008).

1928 yilinda Alexander Fleming, stafilokok varyantlar1 {izerinde ¢alismalar
yaparken, bir tesadiif sonucunda kiiltiir ortamina bulagmig bir kiif mantarinin etrafinda
stafilokoklarin ¢ogalamadiklarini, aksine o6ldiiklerini gozlemlemistir. Yapilan deneyler
sonucunda mantar kiiltiir filtratlarinin enfeksiyonlarda birgok bakteriye kars1 etkili oldugu
belirlenmistir. Alexander Fleming, g¢ogalan kiif mantarlarinin Penicillinum tiiriinden
meydana gelmelerinden dolay1 etkin maddeyi “Penicillin” olarak isimlendirmis ve boylece
antibiyotigin kesfi Fleming tarafindan 1928’de kesfedilmistir (Topal vd., 2015).

1.3.1.Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotiklerin bakteri hiicrelerini nasil oldiirdiigiine dair sorular ilag-hedef
etkilesimi tarafindan inhibe edilen temel hiicresel fonksiyon iizerine odaklanmaya neden
olmaktadir. Antibiyotikler, hiicre 6liimiinii indiiklemeleri (bakterisidal) veya yalnizca hiicre
bliylimesini inhibe (bakteriyostatik) etmelerinin yani sira etkiledikleri hiicresel bilesen
veya sisteme gore smiflandirilabilir. Bakterisidal antibiyotikler DNA sentezini, RNA
sentezini, hiicre duvari sentezini veya protein sentezini inhibe ederek etki
gostermektedirler (Kohanski vd., 2010). Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler Tablo
1.1°de gosterildigi gibi 5 ana gruba ayrilmaktadirlar (Tenover, 2006).
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Tablo 1.1. Hedef bolgelerine gore antimikrobiyallerin siniflandirilmasi (Tenover, 2006).

Etki Mekanizmasi Hedef

Antibiyotik

Hiicre duvari

Penisilin baglama proteinleri,
sentezinin inhibisyonu | D-alanyl-D-alanin,
Muropeptit tasinmasi

Penisilinler, Sefalosporinler,
Karbapenemler,
Monobaktamlar, Daptomisin,
Glikopeptidler

Protein sentezi

30S ve 50S ribozom alt
inhibisyonu iiniteleri

Tetrasiklinler, Kloromfenikol,
Makrolidler, Aminoglikozidler,
Linkosamidler,
Oksazolidinonlar,
Streptograminler

Niikleik asit sentezi DNA giraz, DNA yapisinin
engelleme tamami, RNA polimeraz

Kinolonlar, Nitroimidazoller,
Rifampisin

bozulmasi

Bakteri membraninin | Fosfolipit yapist

Polimiksinler

Folik asit yolunun

Dihidrofolat rediiktaz,
inhibisyonu Dihidropteroat sentetaz

Sulfonamidler, Trimetoprim

1.3.2. p-laktam Antibiyotikler

1928°de ilk antibiyotik olan penisilin Alexander Fleming tarafindan kesfedilmis ve

penisilinin kesfi hastaliklarin tedavi edilmesinde doniim noktast olmustur (Canzani ve

Aldeek, 2017). Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan B-laktam antibiyotikler “beta-laktam”

halkas1 olarak isimlendirilen ortak kimyasal molekiillerle Gteki antibiyotiklerden ayrilir.

Daha sonra gelistirilen antibiyotiklerin hepsi B-laktam halkasina bagli aminoasitlerde

meydana gelen modifikasyonlar sonucu olusturulmustur. B-laktam grubu antibiyotikler

genel olarak 4 gruba ayrilmaktadir.

Penisilinler

Sefalosporinler
Karbapenemler
Monobaktamlar (Onciil, 2002).

B-laktamlar ¢ekirdek halka yapilarina gore siniflandirilirlar (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. B-laktam antibiyotikler (Cetinkaya, 2008).

1.3.2.1. Penisilinler

Penisilinin ana yapisinda, tiazolidin halkasi, B-laktam halkasi ve bir yan zincir
bulunmaktadir. Penisilinler yapay ortamdaki (in vitro) etkilerine gore siiflandirilirken bazi
durumlarda ¢akigsma gosterebilir.

Dogal penisilinler: prokain penisilin G, benzatin penisilin G, penisilin VV (Fenoksi metil
penisilin), penisilin G, kristalize penisilin G

Aminopenisilinler: ampisilin, amoksisilin, pivampisilin, bakampisilin, siklasilin, episilin,
hetasilin

Amdinopenisilinler: pivamdinosilin, amdinosilin

Penisilinaza dayamikh penisilinler: izaksazolil penisilin, kloksasilin, dikloksasilin,
flukloksasilin, oksasilin, metisilin, nafsilin,

Pseudomonaslara etkili penisilinler: karbenisilin, tikarsilin, indanil karbenisilin
(korindasilin)

Pseudomonaslara Etkili Genis spektrumlu penisilinler: piperasilin, azlosilin,
mezlosilin

p-laktam inhibitorii ile kombine penisilinler: amoksisilin/klavulanat, ampisilin/

sulbaktam, tikarsilin /klavulanat, piperasilin/klavulanat (Sar1, 2005).
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1.3.2.2. Sefalosporinler

Penisilinin kesfinden sonra bilim insanlar1 diger antibiyotik 6zellikli molekiillerin
bulunmasinda c¢alismalar yaptilar. Yapilan ¢alismalarin sonucunda bazilarinda antibiyotik
ozellikli ilaclar bulunurken bazilarinda bulunamamaistir. 1948 yilinda Salmonella salginina
kars1 arastirma yapan Giuseppe Brotzou, Cephalosporium acremonium mantarinin
Salmonella iiremesini 6nledigini gézlemledi. Bu gézlemden sonra Oxford Universitesi’nde
arastirmaci olan Brown ve Abraham tarafindan ilk sefalosporin molekiilii kristalize olarak
laboratuvarda elde edilmis ve “penisilin-N” olarak adlandirilmistir (Y1ldiz vd., 2014).

Sefalosporinlerin  B-laktamazlara direngleri penisilinlerden daha giigliidiir ve
sefalosporinler dort kusaktan meydana gelir. Bu kusaklar;
Birinci Kusak: sefadroksil, sefaleksin, sefradin sefalotin sodyum, sefapirin, sefazolin
ikinci Kusak: sefaklor, seforanid, sefprozil, lorakarbef, sefamandol, sefuroksim aksetil,
seforanid ve sefamisinlerin (sefoteten, sefoksitin, sefmetezol)
Uciincii Kusak: sefiksim, sefditoren pivoil, seftibuten, sefdinir, sefpodoksim proksetil,
seftazidim, sefotaksim, sefoperazon, seftizoksim, seftriakson, moksolaktam

Dordiincii Kusak: sefpirom, sefepim (Saran ve Karahan, 2010).

Sefalosporinlerde alt1 liyeli dihidrotiyazin halkasi bulunurken penisilinlerde bes tiyeli

tiyazolidin halkas1 bulunur (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Penisilin ve sefalosporinlerin temel molekiiler
yapilar1 (Cetinkaya, 2008).

1.3.2.3. Karbapenemler

Karbapenemler ilk olarak Streptomyces tarafindan kesfedilmistir. Ilk kullanilan

karbapenem ise imipenemdir (Bonfiglio vd., 2002). Karbapenemler, ¢ok genis spektrumlu

14



B-laktam antimikrobiyal ajanlardir. Karbapenemler bircok gram negatif ile pozitif
bakterilere ve anaerobiklere kars1 yiiksek aktivite goterirler (Zhanel vd., 2007).
Karbapenemler giiniimiizde kullanilan antibiyotikler i¢inde en etkin antibiyotik sinifidir.
Etki spektrumlar1 O6nemli enfeksiyona neden olan Enterobacteriaceae, anaeroplar,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter spp.’yi kapsamaktadir. Ayrica bu
enfeksiyonlarin tedavisinde biiyiik bir sorun olusturan genislemis spektrumlu -laktamazlar
(GSBL) ve kromozomal AmpC pB-laktamaz enzimlerine karsi da direnglidirler (Senol,
2009).

1.3.2.4. Monobaktamlar

B-laktam antibiyotikler yapilarinda 1’1 azot ve 3’ii karbondan meydana gelen 4 iiyeli
doymus P-laktam halkas1 icermektedirler. P-laktam halkast monobaktamlarda tektir.
Monobaktam haricinde diger grup tiyelerinin B-laktam halkalar1 5 ya da 6 tiyeli farkli bir
halka ile birlesmis durumdadir (Sekil 1.5) (Sadan, 2003).

CH;~CH,~N  N-C~NH-CH-C-NH
0

Sekil 1. 5.Monobaktamin temel yapis1 (Baumgartner, 1983).

1.3.3.Kinolonlar

Kinolonlar sentetik olarak iiretilen antibakteriyel ilaglardir. Ana yapisi, 1. konumdaki
nitrojen, 3. konumdaki karboksil grubu ve 4. konumdaki karbona cift bagla bagli olan
oksijenin oldugu ikili halkadan meydana gelmektedir (Sekil 1.6) (Van Bambeke vd.,
2005).
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Sekil 1. 6.Kinolonlarin temel yapis1 (Van Bambeke
vd., 2005).

Kinolonlar klinikte 1962°de nalidik asit formunda kullanilmaya baslanmistir. Nalidik
asitin kesfi malaryanin tedavi sirasinda kullanilan klorokinin sentezi ve saflastirilmasi
esnasinda gergeklesmistir. Kinolonlar birgok Enterobacteria iiyesine bakterisid etkisi olan
bir antibiyotik grubudur. Idrarda yiiksek konsantrasyon gdstermesi sebebiyle {iriner sistem
enfeksiyonlarinin  tedavisinde tiiketilmeye baglanmistir. 1970 yillarinda kinolon
molekiiliiniin C-6’ya bir flor atomu eklenerek ilk florokinolon (norfloksasin) elde edilmis
ve ardindan cesitli eklemeler yapilarak yeni florokinolonlar elde edilmistir (Nazik ve

Ongen, 2010).
1.3.3.1. Kinolonlarin Etki Mekanizmasi

Hem DNA topoizomeraz 1V hem de DNA giraz 2 ¢ift alt birimden olusan biiyiik ve
karmasik enzimlerdir. DNA giraz enzimi, gyrA geni tarafindan kodlanan GyrA proteini ve
gyrB tarafindan kodlanan GyrB proteininden meydana gelmektedir. Topoizomeraz 1V,
ParC ve ParE alt birimlerinden meydana gelmektedir. DNA giraz ve DNA topoizomeraz
IV, DNA’nin replikasyonu, rekombinasyonu ve onariminda birlikte c¢aligirlar. Bu iki
enzime kinolonlar etki eder ve DNA sentezinin bloke edilmesine neden olur. Gram-negatif
bakterilerde DNA giraz, kinolonlar tarafindan inhibisyona topoizomeraz IV’e goére daha

duyarhdir. Gram-pozitif bakterilerde ise topoizomeraz IV asil hedeftir (Jacoby, 2005).
1.4. Antibiyotik Direnci ve Diren¢ Mekanizmalar:

Bir bakterinin antimikrobiyal ajanlarin tiremeyi durdurucu ve Oldiiriicli etkilerine

kars1 koyabilme kabiliyetlerine antibiyotik direnci denir. Direng gelisimi genellikle yaygin
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ve yanlis antibiyotik tiketimi ile gerceklesse de 1940’li yillarda antibiyotigin
kullanilmadigi bazi adalarda streptomisin ve tetrasikline direngli olan bakteriler
bulunmustur. Bunun sonucunda antibiyotik direncinin sadece yaygin ve yanlis antibiyotik
tiikketimi ile iliskili olmadigini1 bunun yaninda bakterilerin yasamlarini devam ettirmek ic¢in

kullandiklar1 savunma mekanizmasinin bir pargast oldugu belirtilmistir (Yiice, 2001).
1.4.1. Dogal Diren¢

Dogal direng bir tiirlin tiim suslarinin kimi antibiyotikler tarafindan etkilenmemesi
durumudur. Dogal dirence sahip olan bakterilerde antibiyotiklerin baglanma hedef
bolgeleri olmayabilir veya antibiyotiklerin kimyasal icerigindeki farkliliklardan dolay1
dogal olarak antibiyotiklere kars1 az miktarda gegirgenlik olusabilir. Ornegin; penisilinin
hedef bolgesi bakterinin hiicre duvaridir ve bu nedenle hiicre duvari bulundurmayan
bakterilere karsi etki etmesi beklenmez. Ayrica, diger bir diren¢ de antibiyotigin etki
edecegi bakteri hiicresine girememesinden dolayr gelismektedir. Ornegin; makrolidler
fazla biiyiik olduklari igin hiicre duvarindan gegemezler ve stoplazmik hedefe ulasamazlar.
Bu sebeple de gram-negatif bakteriler makrolidlerin etkilerine kars1 dogal olarak direng
gosterirler (Ciftei ve Aksoy, 2015).

1.4.2 Kazanmilmis (Kalitsal Direnc) Diren¢

Sonradan kazanilan dirence kazanilmis direng denir. Bu diren¢ tipinde bakteri
antimikrobik ajanla etkilesime girdiginde ilag bakteri lizerinde etki gosterir, fakat temas
siirecinde ya da tekrarlayan tedaviler sonucunda direng gelisir. Antibiyotiklere direncin
temeli budur ve genetik degisiklikler sonucunda seleksiyonla direncli tlirler meydana
¢ikmaktadir.

Genetik direng; plazmid, kromozom, transpozon kontroliinde ger¢eklesmektedir.
Kromozomal direng, kromozomdaki bir mutasyon sonucu olusan direngtir. Mutasyonla
porin iretiminde meydana gelen bozulma sonucunda bakterinin ilaca gegirgenligi
azalabilir, ilacin baglanmakta oldugu hedefte degisiklik olabilir ya da bakteriyi parcalayan
bir enzim sentezlenebilmektedir (kromozomal B-laktamazlar) (Oztiitk, 2002).
Ekstrakromozomal direng farkli yollarla aktarilan plazmit, integron ve transpozon olarak

tanimlanan genetik elemanlara bagli olarak gergeklesir (Yiice, 2001).
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Plazmitler bakterilerde kromozom dis1 ve ¢ift zincirli bir DNA olarak bulunur (Kuk
ve Erensoy, 2008). Transpozonlar bir DNA molekiilinden &tekine (kromozomdan
plazmide plazmidden kromozoma) gegis yapabilen DNA dizileri olarak tanimlanmaktadir.
Transpozonlar, ampisilin, kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklinler ve trimetoprime karsi
direng olusumundan sorumludurlar (Oztiirk, 2002). Plazmidler ve genetik materyallerde
diren¢ genleri bulunmaktadir. Bu direng¢ genlerinin aktarilmas: transdiiksiyon,
transformasyon, transpozisyon ve konjugasyon gibi ¢esitli mekanizmalarla saglanmaktadir
(Yiice, 2001). Kazanilmis diren¢ dort gruptan meydana gelmektedir. Bunlar; hedef
molekiiliin degisimi ile gelisen direng, antibiyotik inaktivasyonu sonucu gelisen direng,
aktif pompa sistemleri ve hiicre duvari permeabilite degisimi sonucu gelisen direng ve

diger mekanizmalardir (Ciftgi ve Aksoy, 2015).

1.4.3. Antibiyotik inaktivasyonu Sonucu Gelisen Direnc

Antibiyotigin inaktivasyonu grup transferi, hidrolitik enzimler ve redoks
mekanizmalarina bagl olarak olugmaktadir. Antibiyotigin inaktivasyoni nedeniyle direng
kazanilan en onemli antibiyotik gruplari p-laktam antibiyotikler ve kloramfenikoldur
(Ciftci ve Aksoy, 2015).

1.4.4. Hedef Molekiiliin Degisimi ile Gelisen Direnc

Antibiyotigin etki gosterebilmesi i¢in bakterideki hedef molekiille birlesmesi ve onun
islevini engellemesi gerekmektedir. Bu nedenle bakteri hiicrelerinde antibiyotiklerin hedefi
olan molekiiller vardir. Bakteri hiicresinde bulunan hedef molekiillerin temelinde meydana
gelen degisimler antibiyotige olan afiniteyi azaltmasi nedeniyle bakterinin antibiyotik
oldugu zamanlarda da ¢ogalmasina sebep olmaktadir. Kisaca antibiyotigin hedef
bolgesinde meydana gelen modifikasyonlar antibiyotigin hedefe baglanmasim

engelleyerek direng olusturmaktadir (Cift¢i ve Aksoy, 2015).

1.4.5. Aktif Pompa Sistemleri ve Hiicre Duvari Permeabilite Degisimi ile Gelisen
Direncg

Aktif pompa sisteminin temel c¢alisma mekanizmasi antibiyotigin bakteriye
baglanmasini engelleyerek ilag konsantrasyon miktarinin diigmesine dayalidir. Bu direng

genini bulunduran plazmitler antibiyotigin bakteriye baglanmasini engelleyecek aktif
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pompa sistem mekanizmasima sahiptir. Bu diren¢ olusumuna neden olan sebepler,
membranin antibiyotik gecirgenliginin azaltilmast ya da aktif pompa sisteminin
arttirilmasidir (Meral ve Korukluoglu, 2014).

1.4.6. Kinolonlarin Diren¢ Mekanizmasi

Kinolon direnci genellikle kromozomal genlerin mutasyonuyla ger¢eklesmektedir.
Bu mutasyonlar; Topoizomeraz II ile topoizomeraz IV’ii kodlayan genlerdeki nokta
mutasyonlart ve dig membran difiizyon kanallarinda degisiklige yol acan sitoplazmik
membran efluks pompasi proteinlerini regiile eden genlerdeki mutasyonlar olmak {izere
ikiye ayrilir. Mutasyon sonucu dis membran proteinlerinin iiretiminin azalmasi,
kinolonlarin hiicre i¢ine girisinin azalmasina neden olur ve kinolon direncine katki saglar.
Dis membran proteinlerinin roliiniin tam olarak belirlenememesinin nedeni s6z konusu
olan mutasyonun kinolonlarin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerlerini
belirgin olarak degistirmemesidir. Topoizomeraz mutasyonlari kinolonlarin hedef enzime
baglanma aktivitesini olumsuz etkiler. Tekil mutasyonlar MIK degerini 2-8 kat arttirir ve
sinirli duyarliliga sebep olur. Tam olarak direng gerceklesmesi i¢in birden fazla mutasyon
gereklidir (Giinal ve Erdem, 2014). Kinolon diren¢ mekanizmalart Sekil 1.7°de

gosterilmektedir.

3a 13 3b

Sekil 1. 7. Kinolon diren¢ mekanizmalari (1) Hedef enzimlerde meydana gelen degisiklikler. DNA
giraz ile topoizomeraz 1V enzimlerindeki mutasyonlar kinolon-enzim etkilesimini zayiflatir (2)
Plazmid aracilikli kinolon direnci (2a) Qnr proteinleri (sar1) topoizomeraz DNA baglanmasini
azaltir enzim-DNA komplekslerini kinolondan korur (2b) Aac(6’)-Ib-cr siprofloksasin ve
norfloksasin molekiillerinin C7 pozisyonundaki piperazinil halkasinda bulunan serbest azotu
asetile eden bir aminoglikozit asetiltranferazdir ve bu yolla ilacin etkinligini azaltir (2c)
Plazmid tarafindan kodlanan efluks pompalari kinolonlarin hiicrede birikimini azaltir (3)
Hiicrede kinolon birikiminde azalma (3a) Gram negatif tiirlerde porinlerin ekspresyonunda
azalma ilacin hiicre i¢ine alinimini azaltir (3b) Kromozom tarafindan kodlanan efluks
pompalarinin agir1 iretimi hiicre i¢inde ilag birikimini azaltir (Aldred vd., 2014).
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1.4.7. Plazmit Aracili Kinolon Direnci

Klebsiella pneumoniae’da aktarilabilir kinolon direnci ilk kez 1998 yilinda
kesfedilmistir. pMG252 plazmitinde bulunan qnr geni kinolon direncinden sorumludur.
218 aminoasitten meydana gelen penta peptit yapili protein olan qnr, E. coli’de bulunan
DNA giraz1 florokinolonlarin etkisinden korumaktadir. qnrA, qnrB, qnrC, qnrD ve qnrS
gnr geninin anologlaridir. pMG252 plazmiti, bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere (ampisilin,
nalidik asit, tetrasiklin, kloramfenikol) kars1 direng¢ gelistirmesine neden olur. pMG252
plazmiti konjugasyon yoluyla qnr genini diger bakterilere aktararak diisiik diizeyde bakteri
direncine neden olur ve bdylece kromozomal mutasyonun olusmasina zemin hazirlar.
Diger kinolon direncinin olugmasindan sorumlu gen olan aminoglikozid asetiltransferaz
geni [aac(6’)-Ib]; tobramisin, kanamisin ve amikasine kars1t direnci kodlarken,
aminoglikozid asetiltransferaz  geninin aac(6’)-lb-cr varyant1  siprofloksasin  ve
norfloksasine karsi direnci kodlar. Aktarilabirir dirence neden olan diger bir gen kinolon

atim pompa geni olan qepA’dir (Cengiz, 2010).
1.5. p-laktamazlar

B-laktamazlarin temel yapisinda B-laktam halkas1 bulunur ve bu antibiyotik gruplari
etkilerini hiicre duvar sentezini inhibe ederek gerceklestirirler (Giilay, 2001). Ilk B-
laktamaz E. coli’de, penisilin tibbi uygulamada kullanilmadan 6nce kesfedildi. Gram-
negatif bakterilerin genelinde B-laktamazlar kromozom koékenli olup dogal olarak bulunur.
Gram negatiflerde ilk plazmit aracili p-laktamaz olarak bilinen TEM-1 1960’larda
Yunanistan’da bulunan Temoniera isimli hastadan alinan kan kiiltiiriinden izolasyonu
yapilan bir E. coli susunda tespit edilmistir (Bradford, 2001).

1980’lere kadar kullanilan B-laktamlara direng, SHV-1, TEM-1 ve varyanti TEM-2
olan genis spekturumlu B-laktamazlar olarak kalmigtir. 1980°li yillarda ise genislemis
spektrumlu sefalosporinlere karsi olarak genislemis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL)’1n
dretim yanit1 gelmistir. Yeni ve genislemis spektrumlu p-laktam antibiyotikleri
hidrolizleyen ilk GSBL enzimi olan SHV-2, Almanya’da bir Klebsiella ozaenae susunda
bulunmustur.

B-laktamazlarin bulundugu yillardan giiniimiize kadar bir kisir dongii devam
etmektedir. Yeni gelistirilen B-laktam antibiyotikler direncin yok edilmesinde kullanilir

ancak kullanilmasindan kisa zaman sonra olusturulan yeni antibiyotige karsi da direng
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gelistirmek igin bakteriler araciligiyla modifiye edilmis ve planlanmis yeni bir -laktamaz

tiretimi gozlemlenmektedir (Bal, 2003).

1.5.1. B-laktamazlarin Siniflandiriimasi

Ambler tarafindan yapilan siniflandirmada B-laktamazlar A, B, C ve D olmak tizere
dort farkli smiftan meydana gelmektedir. Ambler’in yapmis oldugu molekiiler
smiflandirmaya gore yapisal olarak B-laktamazlar, serin (Smif A, C ve D) ve metallo-p-
laktamazlar (sinif B) olarak gruplandirilir. Bu iki grup da B-laktamlar1 hidroliz etmektedir
ancak katalik mekanizmalar farklilik gostermektedir. Metallo-B-laktamazlar (sinif B) aktif
bélgelerinde Zn*? iyonunu igerirler ve bu Zn*? iyonu katalitik aktivitede 6nemli yer kaplar.
Serin B-laktamazlarin aktif bolgelerinde ise serin bulunmaktadir. Bush ve Jacoby’nin
yapmis oldugu siniflandirmaya goére B-laktamazlarin siniflandirilmasi substrat/inhibitor

tizerine Olusturulmustur (Bush vd., 1995; Bush ve Jacoby, 2010).
1.5.1.1. AmpC B-Laktamazlar

Gram-negatif basiller genel olarak kromozomal AmpC tipindeki B-laktamazlari
tretmektedirler. Bu tip B-laktamazlar 1., 2. ve 3. kusak antibiyotik olan penisilinleri,
sefalosporinleri ve monobaktamlar1 hidrolize edebilmektedir. Sefalosporin grubundan olan
sefepim, grupl kromozomal enzimlerin etkilerine ise kismen dayaniklidir. B-laktamaz
indiiksiyonunun olmasi i¢in bakteri hiicresinde AmpC, AmpD, AmpG ve AmpR gen
bolgeleri olmalidir. E.coli’”de AmpR geni bulunmamasi nedeniyle bu tiirde indiiklenebilir
kromozomal enzimlere rastlanmaz. Plazmit kokenli AmpC tipi B-laktamazlarin gelismesi
AmpC B-laktamaz genlerinin plazmitlere aktarilmasi ile ger¢eklesmistir K. pneumoniae ve
E. coli suslarmin 3. kusak sefalosporinlere, B-laktamaz inhibitorlerine ve sefoksitine karsi

direng gosteriyor olmast AmpC tipi bir enzimin varligini diisiindiirmektedir (Gtilay, 2001).
1.5.1.2. Genislemis Spektrumlu B-laktamazlar

Uciincii kusak sefalosporinler 1980’lerin basinda klinikte kullanilmaya baslamistir ve
B-laktamaz kaynakli antibiyotik direncinin dnlenmesinde biiyiik 6nem arz etmistir. 1983’te
ise genislemis spektrumlu sefalosporinleri pargalayan plazmit kdkenli B-laktamaz ilk kez
rapor edilmistir. PB-laktamazi kodlayan genin SHV-1°1 kodlayan genden sadece tek

niikleotit bir farki vardir. Kisa bir siire sonra ise TEM-1 ve TEM-2 ile benzerligi olan
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ancak genislemis spektrumlu sefalosporinlere karsi direng gosteren [-laktamazlar
kesfedilmistir. Bu nedenle yeni kesfedilen B-laktamazlar, geniglemis spektrumlu [-
laktamazlar (GSBL) olarak adlandirilmistir (Paterson ve Bonomo, 2005).

SHV: 1970’lerde E.coli’de blasyy-1 geni ilk olarak tanimlanmustir (Liakopoulos,
2016). SHV-1 pB-laktamazlar en ¢ok K.pneumoniae suslarinda bulunmaktadir. K.
pneumoniae’da plazmit aracili ampisilin direncinin % 20’sinden SHV tipi enzimler
sorumludur. SHV-1’in, TEM’den farkli olarak daha az tirevi vardir. SHV-2
enzimi, Almanya’da izole edilen Klebsiella ozaenae’nintek bir susunda bulunmustur
(Bradford, 2001).

TEM: TEM-1 ilk kez 1965 yilinda Yunanistan'daki Temoneira adli hastadan alinan
bir E. coli izolatindan elde edilmistir (Paterson ve Bonomo, 2005). TEM-1 gram negatif
bakterilerde en sik rastlanan B-laktamazdir (Bradford, 2001). TEM-1 ve TEM-2, TEM tipi
genislemis spektrumlu B-laktamazlardan tiiremistir. TEM-1 ampisilini TEM-1 ampisilini
karbenisilin, oksasilin veya sefalotinden daha iyi hidrolize eder ve genislemis spektrumlu
sefalosporinlere karsi thmal edilebilir diizeyde bir aktiviteye sahiptir. Ayrica klavulanik
asit tarafindan inhibe edilir (Paterson ve Bonomo, 2005). 1989’da rapor edilen TEM-3
GSBL fenotipini gosteren ilk TEM tiirevidir (Bradford, 2001).

CTX-M: CTX-M B-laktamazlarin kesfi 1989 yilinda Almanya’da izole edilen E.coli
susunda bildirilmistir ve sefotaksime karsi hidrolitik aktivitesine atifta bulunmak iizere
CTX-M-1 olarak adlandirilmistir (Bonnet, 2004). CTX-M’e ait giinimiizde 5 farkli grup
ve 40 farkli ¢esit enzim vardir. Bu gruplar CTX-M-1, CTXM-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve
CTX-M-25 olarak adlandirilmaktadir ve bu gruplar aminoasit dizileri temel alinarak
tanimlanmustir (Deniz Ogeday vd., 2016).

OXA: Oksasilini hidrolize ettikleri igin OXA tipi [-laktamazlar olarak
tanimlanmaktadirlar. OXA enzimleri fonksiyonel grup olan 2d ve molekiiler sinif D’de
bulunmalarindan dolayr SHV ve TEM enzimlerinden ayrilmaktadirlar. Cogunlukla P.
aeruginosa’da bulunur ancak diger gram-negatif bakterilerde de bulunmaktadirlar. E. coli
suglarinda OXA-1 p-laktamaz, % 1-10 oraninda bulunmaktadir ve en yaygm olan
OXA’dir. OXA-1 ile OXA-10 dahil olmak iizere bunlarin arasinda bulunan enzimler dar
spektrumludur. Oksasilin ve kloksasilini substrat olarak tercih etmektedirler. OXA, TEM
ve SHV’de goriilen aminoasit dizilerindeki nokta mutasyonlari nedeniyle oksiimino-
sefalosporinleri hidrolize eden genis spektrumlu enzimlerdir. OXA-11, OXA-14, OXA-15

ve OXA-16 seftadizim direncine neden olur. OXA-17 ise sefotaksim direncine neden
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olmaktadir. OXA-31 sefepime direng gostermektedir ancak seftazidime duyarlidir. OXA-
24 GSBL tiirii olarak siniflandirilmamaktadir. OXA enzimlerinin 6nemi klavulanik asit ve
sulbaktama direng gdstermeleridir (Daglar ve Ongiit, 2012).

PER: PER enzimi TEM ve SHV enzimleriyle yaklasik olarak % 25-27 oranlarinda
benzesim gostermektedir. PER-1 enzimi klavulanik inhibisyonuna duyarlidir. PER-1
enzimi sefalosporinleri ve penisilinleri iyi derecede hidroliz etme yetenegine sahiptir. PER-
1 P. aeruginosa’da ilk olarak belirlenmis daha sonra da S. Enterica, Typhimurium ve
Acinetobacter izolatlarinda saptanmistir. PER-1, PER-2 ile % 86 homoloji gostermektedir.
PER-2, S. enterica serovar Typhimurium, E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis ve
Vibrio cholerae O1 El Tor’da tespit edilmistir (Shaikh vd., 2015).

GES: GES, 1998 yilinda Fransa’da bir ¢ocuk hastadan izole edilen Klebsiella
pneumoniae’de tanmimlanmistir. GES-1 B-laktamazlar dar ve genis spektrumlu
sefalosporinleri, seftazidimi ve penisilinleri hidrolize edebilmektedirler ancak aztreonam,
sefamisin ve karbapenemleri hidrolize etme yetenekleri diisiiktir (Bektas vd., 2018).

VEB-1, BES-1 ve Diger GSBL: Plazmit aracil1 ya da integronla iligkili olan ¢esitli
A siifi enzimler yakin zamanda kesfedilmistir. Bunlar bilinmekte olan B-laktamazlarin
nokta mutant tiirevleri degillerdir. VEB-1, PER1 ve PER-2 ile % 38’lik bir homolojiye
sahiptir. Klaviilanik asit tarafindan tersine ¢evrilen seftazidime, sefotaksim ve aztreonam'a
yiiksek seviyede diren¢ gostermektedir. VEB-1"1 kodlayan gen plazmit aracilidir ve bu tiir
plazmitler B-laktam olmayan antibiyotiklere de direng gostermektedirler. GES, BES, TLA,
SFO ve IBC GSBL’larin diger ornekleridir ve c¢ok g¢esitli cografyalarda yayilim

gostermektedir (Paterson ve Bonomo, 2005).

1.5.1.3. Metallo-p-laktamazlar (MBL)

Metallo-B-laktamazlar, Bush siniflandirmasina gére Grup 3’te yer almaktadir ve
Ambler siniflandirmasina goére Simif B’de bulunmaktadir. MBL’nin diger B-laktamazlardan
farki aktif bolgelerinde Zn*? iyonu bulundurmalaridir. Igerdikleri bu 6zellikten dolay:
Metallo-p-laktamazlar tazobaktam, sulbaktam, klavulanat gibi alisilmis f-laktamaz
inhibitorleri tarafindan etkilenmezken, etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) tarafindan
inhibe edilirler. MBL monobaktam digindaki biitiin B-laktamlar1 ve karbapenemleri
hidrolize edebilmektedirler (Aytar vd., 2015). 1990’larin basinda IMP ve VIM enzimleri
tespit edilmistir ve daha sonra FIM-, SIM-, KHM-, AIM-, DIM-, SPM-, NDM-, SMB-,
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TMB- ve GIM- enzimleri bildirilmistir. Belirlenen ilk MBL olan IMP-1’in kesfinden sonra
IMP-, VIM-, SPM-, GIM-, NDM- ve FIM- tipi varyantlar1 P. aeruginosa’da bildirilmistir
(Hong vd., 2015).

1.6. Integron ve Gen Kasetleri

Integronlar ilk kez Hall ve Collis tarafindan tanimlanmistir (Kdseoglu, 2004).
Integronlar, eksojen agik okuma gergevelerini (ORF), hedefe 6zel rekombinasyon yolu ile
yaptya dahil eder ve ORF’lerin dogru ekspresyonlarini olusturarak onlar1 fonksiyonel
genlere cevirmektedirlerir (Mazel, 2006). integronlar kendi kendilerine hareket edemezler
ancak bakteri genomunda gen kasetlerini transpozon ya da plazmitler araciligiyla
aktarabilme yetenegine sahiptirler (Koseoglu, 2004). Bugiine kadar karakterize edilmis
integronlar {i¢ temel unsurdan olugmaktadir. Bunlar; bir integrazi kodlayan bir intl geni,
rekombinasyon bdolgesi olan attl ve disa doniikk bir promotor olan Pc’den meydana
gelmektedir (Mazel, 2006).

Gen kasetlerinin eklenip ¢ikarilmasina neden olan intl geni, integraz ailesine bagl
hedefe spesifik rekombinaz enzimini kodlar ve 5’ korunmus boélgesinde (CS) bulunur. attl
ise buna komsu olarak bulunan primer rekombinasyon bélgesidir. Integron ekspresyonu, 5’
korunmus bolgesinde (CS) yer alan promotor Pqy tizerinde olmaktadir. Sinif 1 integronlar
P1 (Pany Ve P2 olmak iizere iki ayri promotor igermektedir. P2 genel olarak etkisiz bir
promoterdir. Gen kasetinin integron igerisinde bulundugu konum ile direng etkinligi
arasinda siki bir baglanti vardir. Hall ve Collis’e gore gen kaseti 5’CS korunmus bolgesine
¢ok yakin ise o gen kasetinin direng orani o denli yiiksektir (Késeoglu, 2004). Integronun

yapist Sekil 1.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 1. 8. 1ntegronun yapisi: Pgy: Biitiin integronlarda var olan ortak promotor. P2: bazi integronlarda
bulunan ikinci promotor. Py, integraz geninin promotoru.. Gen 1: eklenen gen kasetleri. Gen 2:
eklenen gen kasetleri. Isaretlenmis halkalar: Gen kasetlerinin sonunda bulunana 59 baz g¢itlik
eleman. Isaretlenmis dikdortgen: attl (Késeoglu vd., 2004).
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Integronlar direng integronlar1 ve siiper integronlar olarak iki sinifta incelenmektedir.
Direng integronlari kromozom ya da plazmit iizerinde bulunan, genellikle antibiyotiklere
ve dezenfektanlara kars1 direnci kodlayan gen kasetlerini bulundurur. Cesitli islevlere sahip
gen Kkasetleri igeren kromozoma yerlesmis biiyiik integronlar siiper integronlar grubuna
aittir (Fluit ve Schmitz, 2004).

Sinif 1 integronlarin temelini, bir 5'- ve 3'- korunmus bolge (5'-CS ve 3'-CS) ve bir
degisken bolge meydana getirir. 5'-CS, promotor bolge (kaset icerisinde bulunan ve
ekspresyonun gergeklestigi yer) ve intl geninden (integraz) meydana gelmektedir. 3'-CS ise
defektif kuaterner amonyum direng geni gacEAI ve siilfonamide direng saglayan sull geninden
meydana gelir. Bu korunmus bolgeler arasinda kalan degisken bolge, antibiyotik direng
gen kasetlerinin girdigi rekombinasyon alanidir ve 59 baz ciftli attC geni tagir. Sif 1
integron transpozonlar (Tn 21 vb.) iizerinde bulunurlar. Simf 2 integronlar Tn7
transpozonunda bulunur ve dihidrofolat rediiktaz gen kaseti tasimaktadir (Copur Cigek vd.,
2016).

1.7. Bitki Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Onemi

Mikro boyutlu canlilara mikroorganizma denir. Halk arasinda bu mikroorganizmalara
mikrop denilmektedir. Bu mikroorganizmalarin her ne kadar zararli olarak bilinse de %
99’u saglik acisindan zararli degildir ve ¢evreye faydasi bulunan canlilardir. Bu
mikroorganizmalarin sadece % 1’lik kismimin patojenik ve hastalik yapici etkisi vardir.
Hastalik yapici mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerine karsi yapilan her tiirli
olumsuz miidahaleye antimikrobiyal aktivite denilmektedir (Kesici Giiler vd., 2015).

Giintimiizde ¢oklu ilag direncine sahip olan bakterilerin giin gectikge artis gostermesi
sonucunda antibiyotiklerin etkisini 6nemli derecede azaltmakta ve tedavinin basar1 oranini
diisiirmektedir. Bu nedenle bilim insanlar1 yeni antibiyotiklerin kesfedilmesinde dogal
bitkisel trtinleri tercih etmektedirler (Baldemir vd., 2017).

Bu yiiksek lisans tez calismasinda kullanilan; nane, yesil ¢ay, ithlamur, havaciva,
biberiye, zerdecal, sar1 kantaron, sarisabir ve 1sirgan otu bitkileri aktardan satin alinmis ve
bitkilerin metanol o6ziitleri hazirlanmistir. Bu bitkilerin  kullanilmasmin sebebi halk

arasinda tedavi amagcli kullanilmalaridir.
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1.7.1. Nane (Mentha piperita L.)

Ulkemizde nane (Mentha piperita L) bitkisi, eskilerden beri tarla, bahce ve evlerin
onii gibi ¢esitli alanlarda yetistirilmektedirler. Nane bitkisi tibbi olarak halk arasinda ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Nane; spazm Onleyici ve gaz giderici, mide
rahatsizliklarinda kullanilan, serinletici, uyarici ve diiiretik etkileri olan ayrica halk
arasinda baharat ve bitki ¢aylar seklinde de yaygin olarak kullanilan bir bitkidir (Ozgiiven
ve Kirici, 1998). Mentha piperita L. Sekil 1.9°da gosterilmektedir.

Sekil 1. 9.Nane (Mentha piperita L.)
(Cayir, 2014).

1.7.2. Yesil Cay (Camellia sinensis)

Diinyada yesil ¢ay lireten lilkelerin baslicalari; Japonya, Cin, Endonezya, Vietnam,
Hindistan ve Sri-Lanka’dir. Bu iilkeler iginde Japonya ve Vietnam’da toplam cay
tretiminin % 100’14 yesil ¢ay olarak islenmektedir. Diinyada yesil ¢ay iiretiminin
yapilmasinda iki sistem kullanilmaktadir. Bunlar Japon usulii ve Cin usulii yesil cay
tiretimi olarak iki kisima ayrilmaktadirlar (Gokalp ve Ceper, 1990). Yesil ¢ay, iceriginde
bulunan polifenolik bilesikler bakimindan zengindir ve ana bileseni olarak katesinleri
icermektedirler. Yapilan c¢alismalar, katesinlerin anti-oksidatif, anti-enflamatuar, anti-
kanserojen, anti-arteriyosklerotik ve anti-bakteriyel gibi ¢esitli farmakolojik ozellikleri

oldugunu ortaya koymustur (Koo ve Cho, 2004). Yesil cay Sekil 1.10°da gosterilmektedir.
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Sekil 1. 10.Yesil Cay (Camellia sinensis)
(Aslan ve Orhan, 2010).

1.7.3. Ihlamur (Tilia tomentosa)

Ihlamur bitkisi genellikle agag, kismen boylu ve ¢ali seklinde olan, yapraklarini kis
mevsiminde doken odunsu bir bitkidir gesitidir. Yapraklarin uzun saplar1 vardir ve
yapraklarinin ayasi ylirek bi¢imindedir. Yapraklarmin kenarlari genellikle disli olmakla
birlikte nadir olarak da tamdir. Yapraklar: sade ya da yildiz tiiyliidiir. Cigeklerinin en az
licli bir arada bulunur ve sarkan kurullar olustururlar. Cigekleri 5 tag ve 5 canak yapraktan
meydana gelmektedir. Thlamurun sarimtirak rengi ve kendine 6zgli kokusu vardir (Tuttu

vd., 2017). Tilia tomentosa’nin yaprak ve ¢igekleri Sekil 1.11°de gosterilmektedir.

Sekil 1. 11.Tilia tomentosa’nin (thlamur) yaprak ve ¢igek yapis1 (URL-1, 2019).
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1.7.4. Havaciva (Alkanna tinctoria)

Havaciva, Tubiflorea takiminda, Boraginaceae (Hodangiller) familyasinin Alkanna
cinsinde yer almaktadir. Yapraklari diiz olmakla birlikte kenarlar1 boliimlere ayrilmamastir.
Genel olarak ¢icekleri 5 pargcadan meydana gelmektedir. Canaklar1 boru ya da ¢an seklinde
olur. Nisan ve temmuz aylarinda mavi renginde acan ¢igekleri olmakla birlikte boylar1 10-
30 cm araliginda uzamaktadir. Cok yillik bir bitki olmakla birlikte otsu karakterlidir.
Tiirkiye’de Akdeniz bélgesinde ve I¢ Anadolunun bazi kesimlerinde rastlanmaktadir
(Kayabas1 vd., 2000). Havaciva, kurakliga kars1 dayaniklidir. Bitkinin gelisebilmesi i¢in
giinesli ya da yar1 golge ortamlar olusturulmalidir. Havaciva -10°C’ ye kadar olan
soguklara dayaniklidir. Havacivanin koklerinden elde edilen antibakteriyel madde
nedeniyle eczacilik alaninda kullanimi oldukg¢a yaygindir (Deniz ve Sirin, 2005). Havaciva

Sekil 1.12°de gosterilmektedir.

Sekil 1. 12. Havaciva (Alkanna tinctoria)
(Sarikiirketi, 2010).

1.7.5. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Lamiaceae (Labiatae) familyasininin bir tiiri olarak bilinen biberiye, diinyada
Fransa’nin giineyinden baglayarak Tiirkiye’nin de dahil oldugu kusak iizerinde bulunmakla
birlikte Afrika’nin kuzeyindeki Tunus ve Cezayir kiyilarinda cogunlukla Akdeniz
makilerinin igerisinde dogal yayilis gOsteren onemli bir tibbi ve aromatik bir bitkidir
(Turker vd., 2011). Biberiye kiigiik igne yaprakli, boyu 1-2 m araliginda, kis mevsiminde

yapraklar1 dokiilmeyen aromatik bir bitki olarak tanimlanmaktadir. Aromasi1 kafur ya da
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okaliptus kokusunu andirir. Cigeklenme yaz ve ilkbahar mevsimlerinde gergeklesir ve
renkleri beyaz, agik mavi ya da mavidir. Rosmarinus officinalis gidalarda antioksidan veya
dogal bir koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda oda kokusu, deodorant,
sabun, parfim ve losyon iiretiminde de kullanilmaktadir (Coban ve Patir, 2010).

Rosmarinus officinalis L. Sekil 1.13’de gosterilmektedir.

Sekil 1. 13. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)
URL-2, 2019

1.7.6. Zerdecal (Curcuma Longa)

Zerdecgal zencefil ailesinden olan biiyiik yaprakli ve sar1 ¢icekleri olan bitkidir.
Zerdecgal, yumrulu ve ¢ok yillik olan otsu bir bitkidir. Zerdecal halk arasinda safran kokii,
sariboya, zerdegav, zerdegOp hint safran1 ve turmerik gibi farkli isimlerle bilinmektedir.
Zerdecalin tad1 act olmakla birlikte polifenolik bir bilesiktir (Coteli ve Karatas, 2017).
Yetistigi iilkeler basta, Hindistan, Cin, Endonezya, Jamaika, Peru ve Pakistan olmak tizere
Asyanin tropik bolgeleridir. Zerdegal, kumas ve deri boyamada kullanildigi gibi kina
yakmada renk vermek i¢in kullanilir. Hindistan tibbinda 6nemli bir yer alan zerdegal,
Oksiiriik, karaciger raharsizliklari, romatizma, siniizit, nezle ve anoreksia gibi hastaliklarin
tedavi edilmesinde tiiketilmektedir (Coban ve Patir, 2010). Sekil 1.14’de zerdecal ve toz

hali gosterilmektedir.
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Sekil 1. 14. Zerdegal (Curcuma Longa) ve toz hali (Suryawanshi vd., 2017).

1.7.7. Sarn Kantaron (Hypericum perforotum L.)

Sar1 Kantaron, Clusiaceae familyasinda yer almaktadir ve dogal yayilisin1 Bati
Avrupa olmak tizere Kuzey Afrika ve Asya’da gostermektedir (Kagar ve Azkan, 2005).
Hypericum perforotum L.; sar1 kantaron, binbirdelikotu, kiligotu, koyunkiran, kanotu,
kuzukiran, mayasilotu, yaraotu olmak tizere ¢esitli isimlerle adlandirilmaktadir. Diinyada
iliman ve tropik bolgeler boyunca yayilis gdstermektedir. Genellikle yol kenarlar1 ¢imenli
nehir kiyilari, bakimsiz tarlalarda yetismektedir (Sekil 1.15). En iyi yetisme gosterdigi

topraklarin 6zellikleri hafif asidik ve notr olmalaridir (Cakmak ve Bayram, 2003).

Sekil 1. 15. Sar1 Kantaron (Hypericum perforotum L. ) (Aydemir, 2015).
Sar1 kantoronunun antiseptik, antispazmotik, kurt dokiicii etkilerini oldugu ve

yatistirict olarak kullanildigr ge¢misten gilinlimiize kadar bilinen bilgilerdir. Yapilan

caligmalarda sar1 kantaron bitkisinin depresyonu Onleyici ve karacigeri tehlikelere karsi
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koruma etkisi oldugu ispatlanmistir ayrica agri kesici etkisinin de oldugu belirlenmistir
(Bayram vd., 2004).

1.7.8. Sarisabir (Aloa vera L.)

Aloa vera L. Lilieceae familyasinin bir liyesidir ve kaktiis benzeri 6zelliklere sahip
popiiler ¢ok yillik etli bir bitkidir (Taiwo vd., 2005). Aloa vera binlerce yildir Yunanistan,
Misir, Hindisan, Meksika, Japonya ve Cin’de c¢esitli tibbi amagclar i¢in kullanilmistir
(Vogler ve Ernst, 1999). Mucizevi bir bitki olarak adlandirilan Aloa vera, insanlik tarihde
yiizyillar boyunca &zellikle cilt hastaliklarinin tedavisinde, ayni zamanda kabizlik, mide
hastaliklari, sa¢ dokiilmesi, bobrek hastaligi ve daha birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmigtir (Akev vd., 2015). Sekil 1.16’da sarisabir gosterilmektedir.

Sekil 1. 16. Sarisabir (Aloa vera L.)
(Ustii ve Ugurlu, 2017).

1.7.9. Isirgan otu (Urtica dioica L.)

1997°de Mabberley, 1sirganotugiller familyasinda bulunan 48 cins ve 1050 tiiriin
listesini ¢ikarmistir. Cronguist 1981°de Urtica familyasini, ¢ogunlukla yakici tiyli,
miinferit tohumlu, genelinde siitsii 6z icermeyen, basit yapraklari olan ve yabanci tozlagsma
yapan ozellikleriyle belirtmistir. Bitki geneline yayili bigimde bulunan yakici tiiyler,
cubuksu, kiiresel, yildizs1 ve solucan seklindedir ve baz tiirlerin tespit edilmesinde gorev

almaktadir ( Ayan vd., 2006). Urtica dioica L. Sekil 1.17°de gosterilmektedir.
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Sekil 1. 17. Disi (a) ve erkek (b) ¢i¢ekli Urtica dioica (Ayan vd., 2006).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

Giimiishane Universitesi Doga Bilimleri Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik
Laboratuvarinda bu ¢alismada kullanilan cihazlar;
Termal dongti cihazi (Thermo scientific, USA)
Calkalayici inkiibator (Shel Lab, USA)
Etliv (Dathan, Tiirkiye)
Steril Kabin
Santrifiij (Allegra, Germany)
Manyetik karistirict (IKA RH Basic 2, Germany)
Vorteks (Heidolph, Germany)
Hassas terazi (Kern ABJ-NM/ABS-N, England)
Buz makinesi (Scotsman Ice, Italia)
Elektroforez tanki (Scie-Plas HU10 Mini, England)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (BIO-RAD, USA)
UV illiminator (Herolab, Germany)
Mikrodalga firin (Altus, Tiirkiye)
Buzdolab1 (Beko, Tiirkiye)
Distile su cihazi (mes, Tiirkiye)
Diktip otoklav (Hirayama, Japan)
Thermo-Shaker inkiibator (Thermo Scientific, USA)
Otomatik pipetler (Eppendorf, Germany)
Erlenmayer, beher, petri, meziir, jel dokme tepsisi ve tarak, 6ze, deney tiipii ve tiipliik
kullanildi.
Gida Miihendisligi Laboratuvarinda bulunan ve ¢alismada kullanilan cihazlar sunlardir:
Rotary evaporator (Heidolph, Germany)
Ultrasonik banyo (Bandelin, Germany)
Rondo (Waring, USA)



2.1.2. Kullanilan Kimyasallar, Enzimler, Vektorler, Kitler

Kullanilan Kimyasallar: Agaroz (Sigma, USA), Agar (Liofilchem, Italy), gliserol
(ADR), dNTP (SolisBiodyn), MgCl2 (GeneON), Buffer (GeneON), etidyum bromiir
(PanReac AppliChem, Germany), etanol (Alkomed, Tiirkiye), Tryptone (Pronadisa, Spain),
Yeast Extract (Lab M, United Kingdom), DNA ladder (Promega), X-gal (Sigma),
ampisilin, NaCl, KCI, Tris, EDTA, KCO,CHj3 (Sigma), CaCl,H,0 (Sigma), IPTG (Sigma).

Kullanilan Enzimler, Kitler ve vektorler: Tag DNA polimeraz (GeneON) enzimi
kullanildi, plazmit DNA izolasyon kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve pGEM-T Easy
klonlama kiti (Promega Madison, W1 USA) kullanildi.

2.1.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani): 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaCl tartilarak 1000 ml saf suda
¢ozildi. 121°C’de 90 dk siireyle otoklavlanarak steril edildi.

Ampisilinli LB (Luria-Bertani): 10 g tripton, 5 g yeast, 5 g NaClI tartilarak 1000 ml
saf suda ¢oziildi. 120°C’de 90 dk’da otoklav cihazinda steril edildi. Sicaklik 55°C’ye
diistiikten sonra 1000 pul ampisilin eklendi.

LB (Luria-Bertani) Agar: 5 g yeast, 10 g tripton, 5 g NaCl, 15 g agar tartilarak
1000 ml saf suda ¢oziildii. 120°C’de 90 dk’da otoklav cihazinda steril edildi. Sicaklik
55°C’ye diistiikten sonra petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokiilerek donduruldu.

Ampisilinli LB (Luria-Bertani) Agar: 10 g tripton, 5 g yeast, 5 g NaCl, 15 g agar
tartilarak 1000 ml saf suda ¢6ziildi. 120°C’de 90 dk’da otoklav cihazinda steril edildi.
Sicaklik 55°C’ye diistiikten sonra 1000 pl ampisilin eklendi ve petri kaplarina 4 mm
kalinliginda ampisilinli LB besiyeri dokiildi.

2.1.4. Cozeltiler ve Tampon Soliisyonlarinin Hazirlanisi

Primer Hazirlama: Stok ¢ozeltiler igin liyofilize halde bulunan primerler steril saf
su ile hazirlandi. Ependorf tiiplere stok ¢6zeltiden 10 ul eklendi ve tizerine 90 ul steril saf
su ilave edilerek total konsantrasyonu 10 pmol/ul olacak sekilde primerler hazirlandi.
Karisim -20°C’de saklanarak muhafaza edildi.

%1 Agaroz Jel: 0,7 gram agaroz iizerine 70 ml 1X TAE eklendi ve mikrodalga
firinda 2 dk bekletildi. 3 pl etidyum bromiir eklenerek jel tepsisine aktarildi.
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1X TAE’nin Hazilamsi: 980 ml steril deiyonize su iizerine 20 ml 50X TAE’den
eklenerek hazirlandi.
dNTP hazirlama: Stok dANTP’den 50 pl alinip tizerine 950 pl steril deiyonize su

eklenerek hazirlandi.

2.2. Yontem

2.2.1. izolatlariin Temini

Calismaya toplam 90 E.coli izolat1 dahil edildi. Tiim suslar Kasim 2015-Agustos
2016 tarihleri arasinda Tiirkiye’de Rize Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden izole edildi.

Tiim klinik izolatlar VITEK 2 Kompakt sistemi ile tanimlandi.
2.2.2. Izolatlarinin Stoklanmasi

Izolatlarindan birer koloni segilerek 4 ml’lik antibiyotiksiz Luria-Bertani (LB)
besiyerine ekim yapildi. Gece boyu 37°C’de etiivde bekletildi. Bakteriyel stispansiyonlarin
800 ul’si alinarak igerisinde 200 pl gliserol olan ependorf tlipe aktarildi ve stoklar -
20°C’de saklandi.

2.2.3. DNA izolasyonu

3 ml gece kiiltiirii 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra lstte kalan
stipernatant kismi dokiildii. Pellete 1000 pl saf su eklendi ve vortekslendi. Daha sonra
10.000 rpm’de 2 dk daha santrifiij islemine tabi tutuldu. Pelletin tizerine 1000 ul saf su
eklenerek vortekslendi. Vortekslendikten sonra 10 dk kaynatildi. 10.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi ve tiipiin {ist kismindan 500 ul DNA alinip yeni tiiplere aktarilarak stoklar -
20°C’de saklandx.

2.2.4. lizolatlarda Antibiyotik Diren¢ Determinantlarinin, Viriilans Faktor
Genlerinin ve Simf 1 integronlarin PZR ile Taranmasi

1.5 tinite Tag DNA polimeraz (GeneON) , 5 ul genomik DNA, 10 pl DNA polimeraz
tamponu, 4 pl 2.5 mM her bir ANTP, 2 pl her bir primer stoku (20 pmol/ul), 3 pl 25 mM
MgCl; ve son hacim steril deiyonize su ile 50 pl olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon

biiyiikleri ve ¢alismada kullanilan primerler Tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Calismada kullanilan viriilans faktor genleri primer siralamasi Tablo 2.2°de
gosterilmistir. Bu ¢alisma da GES, VEB, PER-2, IMP, VIM, CTX-M-1, CTX-M-2, TEM,
SHV, NDM, OXA-48, KPC B-laktamaz kodlayan genler ve hly, pap, sfa, aer, cnf, afa, fim

virlilans faktor genleri arastirilmistir.

Tablo 2. 1. Calismada kullanilan Primerler

primer | 5°-3° Amplifikasyo | Tm Kayn
;]Siiyiikliigii aklar

GES | FATGCGCTTCATTCACGCAC 863 56 Moubarec vd.,
R:CTATTTGTCCGTGCTCAGGA 2009

VEB | FATTTCCCGATGCAAAGCGT 542 55 Moubarec vd.,
R:TTATTCCGGAAGTCCCTGT 2009

PER2 | FATGAATGTCATCACAAAATG 927 50 Celenza vd.,
R:.TCAATCCGGACTCACT 2006

IMP F:CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 488 56 Jeon vd., 2005
R:AATAATTTGGCGGACTTTGGC

VIM | EATTGGTCTATTTGACCGCGTC 780 58 Jeon vd., 2005
R:TGCTACTCAACGACTGAGCG

CTXM- | F:-GCGTGATACCACTTCACCTC 260 50 Xu vd., 2005

1oup | R TGAAGTAAGTGACCAGAATC

CTXM- | F:-TGATACCACCACGCCGCTC 341 50 Xu vd., 2005

20MUP | R TATTGCATCAGAAACCGTGGG

TEM | FAGTATTCAACATTTYCGTGT 860 49 Copur Cicek
R:.TAATCAGTGAGGCACCTATCTC vd., 2013

SHV | F: ATGCGTTATATTCGCCTGTG 843 55 Copur Cicek
R: TTAGCGTTGCCAGTGCTC vd., 2013

NDM | F-TGGAATTGCCCAATATTATGC 813 54 Ozad Diizgiin
R:TCAGCGCAGCTTGTCGGCCATGC vd., 2019

OXA- | F: ATTGGTGGCATCGATTATCGG 743 57 Poirel vd.,

48 R: GAGCACTTCTTTTGTGATGGCOA 2012

KPC | F:CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 798 52 Bina vd., 2015
R: CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

Sinifl F:GGCATCCAAGCAGCAAG Degisken 55 Copur Cicek

Integron | o AAGCAGACTTGACCTGA vd., 2013
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Tablo 2.1. (Devami)

QnrS | F: ACGACATTCGTCAACTGCAA 428 54 Vasilaki vd,
R: TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 2008
F: AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580 54 Vasilaki vd,
QUA | R: CCAGGCACAGATCTTGAC 2008
F: GGMATHGAAATTCGCCACTG 64 54 Vasilaki vd,
QB | R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 2008
fosA | F: ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT 271 50 Benzerara vd.,
R:ATGCCCGCATAGGGCTTCT 2017
fosC2 F: TGGAGGCTACTTGGATTTG 209 50 Benzerara vd.,
R: AGGCTACCGCTATGGATTT 2017
fosA3 F: GCGTCAAGCCTGGCATTT 221 55 Benzerara vd.,
R: GCCGTCAGGGTCGAGAAA 2017
Tablo 2. 2. Viriilans Faktor Genlerini Cogaltmak i¢in Kullanilan Primerler
Primer 5°-3’ Qgﬂgﬁg
pap3 GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT
pap4 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 336
hlyl AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
hly2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA |1177
aerl TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
aer2 AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG |602
cnfl AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
cnf2 CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT |498
sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA | 410
afal CGGCTTTTCTGCTGAACTGGCAGGC
afa2 CCGTCAGCCCCCACGGCAGACC 672
fiml GTTGATCAAACCGTTCAG
fim2 AATAACGCGCCTGGAACG 331
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2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

PZR f{iriinlerinin degerlendirilmesi agaroz jel elektroforezi ile yapildi. 5 pg/ml
etidyum bromiir iceren % 1°lik agaroz jel hazirlandi. PZR iiriinlerinden 7 pl otomatik
pipetle alind1 ve 3 pl yiikleme tamponu ile pipetaj yapilarak jeldeki kuyucuklara yiikleme
yapildi. Ornekler 90 voltta marker iyice agilana kadar yiiriitiildii. Jel UV de gozlendi.

2.2.6. Kompotent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan E. coli DH5a kompetent hiicreler kalsiyum kloriir yontemi
takip edilerek hazirlandi. Oze ile 3 ml LB besiyerine 1 gece dnceden tek bir koloni
secilerek ekim yapildi ve sivi kiiltiirii gece boyunca 37°C’de 200 rpm’de sallanarak
biiyiitiildii. Hazirlanan gece kiiltiiriiniin yogunlugu 600 nm’de olgiilerek belirlendi ve
OD’si 0.1 olacak sekilde yeniden 30 ml LB besiyerine ekildi. Optik yogunluk 600 nm’de
0.4-0.6 arasma ulasinca hiicreler 4°C’de 4000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilerek
toplandi ve siipernatant atildi. Hiicre pelleti 10 ml soguk 0.1 M CaCl, ilave edilerek
¢oziinmesi saglandi1 ve 30 dk buz iginde muhafaza edildi. Sonrasin da 4°C’de 4000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi ve pellet 2 ml 0.1 M CaCl, ¢ozeltisinde siispanse edilerek 200 pl

hacimlerde steril ependorflara boliinerek kullanildi.

2.2.7. PZR Sonucunda Pozitif Cikan Simf 1 integronlarm pGEM-T Easy
Vektoriine Klonlanmasi

PZR iriinlerinin, pGEM-T vektoriine T:A klonlamasi yapilirken protokoldeki
kurallar uygulandi. Ligasyon toplam hacim 4 ul olacak sekilde, 0.2 ul pGEM-T vektér, 1.6
ul insert DNA, 2 ul 10X T4 ligaz tamponu ve 0.2 pl T4 DNA ligaz 15°C’de bir gece
boyunca inkiibe edildi. Ligasyon firiinleri E.coli DH5a kompotentine kimyasal yontemle
transfer edildi. Transferlerin se¢imi mavi-beyaz koloni teknigine gére uygulandi. Bunun
icin 50 pg/ml ampisilinli LB agar besiyerine 40 pl IPTG (100 mM stok) ve 40 pl X-Gal
(stok 40 mg/ml) yayildi. Daha sonra transformasyonu gerceklesmis olan beyaz
kolonilerden yalnizca 1 tane segilerek ekim yapildi ve bir gece 37°C'de etiivde
inkiibasyona birakildi. Kiiltiir 13.000 rpm’de 2 dk’da santrifiij edildi ve bakteri pelletinden
plazmit DNA izolasyon islemi yapildi. Plazmitler % 1’lik agaroz jel elektroforezinde
goriintiilendi ve baz dizin analizi i¢in gonderildi. Baz dizin analiz sonuglar1 biyoinformatik

programlar kullanilarak analiz edildi.
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2.2.9. Baz1 Bitki Ekstrelerinin Kinolon Direncli Izolatlar Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi

2.2.9.1. Caismada Kullanilan Bitkilerin Temini

Yaptigimiz bu ¢aligmada kullanilan bitkiler (Tablo 2.3) Trabzon ilinde bulunan
aktardan kuru ve ogiitiilmiis olarak satin alinmistir. Calismada kullanilan bitkiler halk

arasinda tibbi agidan yaygin olarak kullanilmalar1 nedeniyle tercih edilmistir.

Tablo 2. 3. Calismada kullanilan bitkiler ve Latince adlari

BITKININ ADI LATINCE ADI
Nane Mentha piperita L.
Yesil gay Camellia sinensis
Ihlamur Tilia tomentosa
Havaciva Alkanna tinctoria
Biberiye Rosmarinus officinalis L.
Isirgan otu Urtica dioica L
Zerdegal Curcuma longa
Sar1 Kantaron Hypericum perforatum
Sarisabir Aloe vera (L.)

2.2.9.2. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Kullanilan bitkiler aktardan kuru ve Ogiitiilmiis olarak satin alinmistir. Bitki
numunelerinin kuruluklarindan emin olabilmek i¢in 7 giin boyunca araliklarla tartilarak
etiivde kurutulmustur. Daha sonra toz haline getirilen bitkilerin her birinden 10’ar g
alinarak 100 ml ¢oziicii (metanol) ile iki saat manyetik karigtiricida ekstraksiyon islemi
gerceklestirildi. Ekstraksiyon islemi sonunda bitki Oziitleri 6nce mavi bantl slizgeg
kagidindan daha sonra ikinci asamada ise 0.25 uM’lik filtrelerden siiziildii. Berrak hale
getirilen bitki Oziitleri cam balonlara alinarak rotary evaporatdrde ¢dziiciileri tamamen
ucurulup, her biri belirli hacimlerde metanol ile ¢oziilerek konsantrasyonlar1 belirlendi

(Tablo 2.4). Bitki oziitlerinin analizi yapilana kadar serin ve karanlik bir ortamda
bekletildi.
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Tablo 2.4. Calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin konsantrasyonlari

BITKININ ADI LATINCE ADI KONSANTRASYONU
Nane Mentha piperita L. (30 mg/ml)
Yesil cay Camellia sinensis (40 mg/ml)
Ihlamur Tilia tomentosa (23 mg/ml)
Havaciva Alkanna tinctoria (20 mg/ml)
Biberiye Rosmarinus officinalis L. (60 mg/ml)
Isirgan otu Urtica dioica L. (70 mg/ml)
Zerdegal Curcuma longa (40 mg/ml)
Sar1 Kantaron Hypericum perforatum (80 mg/ml)
Sarisabir Aloe vera (L.) (201 mg/ml)

2.2.9.3. Siv1 Mikrodiliisyon Yontemi ile Bitki Oziitlerinin Minimum inhibisyon
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

90 E. coli izolatinda plazmid aracili kinolon direng genleri PZR yontemiyle
belirlenerek 90 izolat arasinda tasidigi direng genlerine gore 4 farkli sus calismada
kullanildi (EC 58, EC 85, EC 50, EC 90). Minimum inhibitér konsantrasyonlarini
belirlemek igin sivi mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Deneyler 96 well-plate kullanilarak
ti¢ tekrarl1 halinde yapildi. Kinolon direngli izolatlar 37°C’de LB besiyerinde iiretildi. 12.
kuyucuk hari¢ her kuyucuga 50 pl LB konuldu. 12. kuyucuga 100 ul LB eklendi ve bu
kuyucuk sterilite kontrolii olarak degerlendirilecektir. Ayrica, 11. kuyucuk bityiime (50 pl
LB+50 ul bakteri) kontrolii olarak degerlendirildi. Ilk kuyucuga bitki &ziitlerinin ilk
konsantrasyonundan 50 pl alinarak 10. kuyucuga kadar seri diliisyon yapildi. Plateler
37°C’de inkiibe edildi. Oziitlerin suslar inhibe ettigi ilk konsantrasyon MIK degeri olarak

belirlendi.

40



3. BULGULAR

3.1. izolatlarin Temini ve Tanimlanmasi

Kasim 2015-Agustos 2016 yillar1 arasinda Tiirkiye’de Rize Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nden toplum kokenli IYE tanis1 konan 90 hastanin idrar drneklerinden izole

edilen 90 E. coli izolat1 galismaya dahil edildi.
3.2. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklar

Izolatlarin; Fosfomisin, Imipenem, Meropenem, Siprofloksasin, Trimetoprim
Siilfometaksozol, Ampisilin, Amikasin, Nitrofurantoin, Seftriaksson, Seftazidim,
Gentamisin, Amoksisilin ile Klavulanik asit, Aztreonam, Sefazolin ve Sefepimin
antibiyotiklerine karsi duyarliliklart VITEK 2 Compact otomatize sistemi kullanilarak

belirlendi.
3.3. E. coli izolatlarimin Antibiyotik Duyarhlik Sonugclar

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglari, bu izolatlarin fosfomisin (% 2.7), imipenem (%
3.2) ve meropenem (% 3.2) igin diisiik direng oranlarina sahip oldugu ortaya konmustur.
Ancak, siprofloksasin (% 62.2), trimetoprim siilfometaksozol (% 75.6) ve ampisilin (%
61.1) diren¢ oranlar1 yliksektir.  Amikasin, nitrofurantoin, seftriaksson, seftazidim,
gentamisin, amoksisilin ile klavulanik asit, aztreonam, sefazolin ve sefepimin’e kars1 direg
oranlar1 sirasiyla; % 9.9, % 8.9, % 22.2, % 21.1 % 27.8, % 27.8, % 18.9, % 18.9 ve % 20.0
olarak bulundu. Antibiyotik duyarlilik sonuglarinin Sekil 3.1’de gosterilmektedir.
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Sekil 3. 1. E. coli izolatlarinin Antibiyotik Duyarlilik Sonuglart

3.4. p-laktamaz Genlerinin, Viriilans Faktér Genlerinin ve Simf 1 Integronlarin
Belirlenmesi

PZR sonuglari, suslart % 63’iiniin (57/90) sinif 1 integron gen kasetlerini tagidigini
ortaya koymustur. Ayrica GSBL prevalansinin yiiksek oldugu gozlemlendi. CTX-M-2
grubu B-laktamaz tasiyan 52 izolat (% 57) ve CTX-M-1 grubu B-laktamaz tagiyan 52 izolat
(% 57) tespit edildi. Diger B-laktamaz genleri (blajvp, blaviv, blanom, blaces, blasm,
blaampc Ve blaspm) tanimlanmamustir. Ayrica plazmit aracili kinolon direg¢ genleri olan
gnrA, gnrB ve gnrS suslart sirasiyla, % 26 (24/90), % 6.6 (6/90) ve % 3.3'4W (3/90)
oranlarinda tespit edildi. Fosfomisin direngli genlerinin (fosA, fosC2, fosA3) varligt higbir

susta goriilmemistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. B-laktamaz genler ve integronlarin prevalansi

Bu calismada 7 farkli viriilans faktor geni arastirtlmistir ve en yaygin olarak fim (%
82.2) tipi viriilans faktor geni gortilmistiir. afa, cnfl, hly ve aer viriilans faktor genlerinin
suslarda sirasiyla % 16.6, % 16.6, % 3, % 36.6 oranlarinda tespit edilmistir (Sekil 3.3).
Ayrica sfa ve pap genlerinin varligina ise rastlanilmamistir. 11 farkli virulans faktér gen
paterni tespit edilmistir. Suslar da goriilen viriilans faktor gen paterni sirasiyla, afa-aer-fim
6 (% 6.7), fim 35 (% 38.9), aer-fim 12 (% 13.3), afa-fim 6 (% 6.7), hly-fim 1 (% 1.1), afa-
aer-cnf-fim 1 (% 1.1), hly-aer-cnf-fim, 2 (% 2.2), aer-cnf-fim 10 (% 11.1), aer-cnfl (%
1.1), afa-aer 1 (% 1.1) ve afa-cnf-fim 1 (% 1.1) olarak bulunmustur.

Viriilans faktorlerinin prevalansi sinif 1 integronlari, blactxm-1, blactxm-2, qnrS, gnrA

ve qnrB izolatlar1 arasinda farklilik gostermistir ( Tablo 3.1).

43



Sekil 3. 3. Virulans faktor genleri jel goriintiisii.

Tablo 3. 1. Suslarda viriilans faktorii ve antibiyotik direng genlerinin prevalansi.

Antibiyotik direng genleri ve integronlari Viriilans gen faktorleri

Afa hly aer cnf Fim

Sinif 1 integron (57) 9 3 25 11 48

blactxm-1 (52) 7 - 11 7 42

blactxm-2 (52) 7 - 16 7 44

gnrS (3) - - - - 2

gnrA (24) 4 1 12 3 23

gnrB (6) 1 1 1 1 4

90 E. coli izolat1 arasinda 11 farkl viriilans faktor paterni tespit edildi. En yaygin
viriilans faktorii olarak fim (35 izolatta) belirlenirken, hly-fim, afa-aer-cnf-fim, aer-cnf, afa-

aer ve afa-cnf-fim daha az yaygin oldugu goriildii. izolatlarm 14’{inde viriilans faktorii
saptanmadi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. 90 E. coli izolatlarinda viriilans modellerinin prevalansi

Sus kodu Viriilans paterni izolat sayis1
El afa-aer-fim 6 (% 6.7)
E2 Fim 35 (% 38.9)
E3 aer-fim 12 (% 13.3)
E4 afa-fim 6 (% 6.7)
E5 hly-fim 1(%1.1)
E6 afa-aer-cnf-fim 1(%1.1)
E7 hly-aer-cnf-fim 2(%2.2)
ES8 aer-cnf-fim 10 (% 11.1)
E9 aer-cnf 1(%1.1)
E10 afa-aer 1% 1.1)
Ell afa-cnf-fim 1% 1.1)

Viriilans faktorii yok 14 (% 15.6)

Sinif 1 integron tasidig tespit edilen 6rnekler vektore klonlanmis ve pozitif 6rnekler

secilerek (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5) DNA dizi analizine gonderilmistir.
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Sekil 3.4. Integron pozitif rnegin jel gdriintiisii
(M: Marker, 1: bir numarali 6rnek)

Sekil 3.5. Mavi-beyaz koloni olusumu

Biyoinformatik programlar kullanilarak genin niikleotid ve aminoasit dizileri elde
edilmistir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Elde edilen sonuglara gore sinif 1 integronun dhfr gen
kaseti tasidig1 belirlenmistir.
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GTTGTACCTCCCAAGGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGETCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGGARAGGE
GETCCAAGCAGCARGCGCGTTACGCCGETGEETCCATCTTTGAT GTTAT GEGAGCAGCARACGAT GTTACGCAGCA
GGGCAGTCGCCCTARARCARAGTTAGCCATTAAGGGAGTTAAATTGARARATATTATTGATTTCTGCAGTGTCA
GAARRTGGCGTAAT CCGETAGTGETCCTGATATCCCGTGEGTCAGTARRAACGCGTCGAGCAACTACTCTTTARAGCGC
TCACATATARTCARTGGCTCCTTGTCGGARAGARGAACATTTGACT CTATGGETGTTCTTCCARATCGCAAATA
TGCAGTAGTGTCARARACAACGGAATTTCAAGCTCARAATGARRACCTCCTAGTTTTTCCTTCAATAGARARATGCCT
TTCARAGAGCTATCARARACTTACAGATCATGTATATCTCTCTGGCGEEEETCARAATCTATAATAGCCTTATTG
ARARARGCAGATATAATTCATTTGTCTACTGTTCACGTTGAAGT CCAAGETGATATCAARTTCCCTATAATGCC
TGAGAATTTCAATT TGETTTTTGAACAGTTTTTTATGTCTAATATAARTTATACATACCAGATTTGGAAARRD
GGCTAACAATGCETTECAGCACCAGT CGCTTCGCTCCTTEGACAGCTTTTAAGTCGCGTCTTTGTGETTTITGC
TGCGCAARAGTATTCCACARAGCCGCAACTTARRAGCTGCCGCTGAACTTAACGTTAGGCAT CATGEETGAAT
TTTTTCCCTGCACARCTTTTT CAAGCAGCTGTCCCACGCTCGCGCEGETEATCGAGCGCCATCTGECTGCGACA

CTGEGACACCAATTCCACCTTGTT

Sekil 3.6. Genin niikleotid dizisi

VVPPEALGALPYGRPAGGREFTREGSKQQARY AVGRCLMLWS SNDVTQQGSRPETELATE
GVELEILLISAVSENGVIGSGPDIPWSVEGEQLLFKALTYNQWLLVGRETFDSMGVLPNE
EYAVVSENGISSSNENVLVEPSIENALKELSKVTIDHVYVSGGGOQIYNSLIEKADITHLST
HVEVEGDIKFPIMPENFNLVFEQFFMSNINYTYQIWKKG

Sekil 3.7. Aminoasit dizisi

3.5. Baz1 Bitki Oziitlerinin Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi ile Kinolon Direncli
E. coli izolatlar1 Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

Calismada kullanilan; biberiye, zerdecal, sar1 kantaron, nane, yesil ¢ay, thlamur, hava
civa, sarisabir ve 1sirgan otu aktardan satin alindi ve bitkilerin metanol ekstraktlari
hazirlandi. Bu bitki 6ziitlerinin, antibiyotik diren¢ profili ve tasidigi antibiyotik direng
genleri belirlenmis olan 4 farkli direngli izolat olan EC 58, EC 85, EC 50, EC 90
tizerindeki etkileri incelendi.

Yapilan ¢alisma sonucunda; Rosmarinus officinalis L. (Biberiye), Curcuma longa
(Zerdegal) ve Hypericum perforatum (Sar1 Kantaron) oziitlerinin higbir susun biiylimesini
inhibe etmedigi gorildi. Mentha Piperita L. (Nane) bitki oziitlerinin EC 58, EC 85
suslarina karst MiK degeri 15 mg/ml ve EC 50, EC 90 suslarina karst MiK degeri ise 7.5
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mg/ml olarak tespit edildi. Camellia sinensis (Yesil Cay) bitki 6ziitlerinin EC 58, EC 85
suslarina kars1t MiK degeri 10 mg/ml ve EC 50, EC 90 suslarma kars1 MiK degeri 5 mg/ml
olarak tespit edildi. Tilia tomentosa (Ihlamur) bitki 6ziitlerinin EC 58, EC 85, EC 50, EC 90
suslarma kars1 MIK degeri 5.75 mg/ml olarak tespit edildi. Alkanna tinctoria (Havaciva)
bitki 6ziitlerinin EC 58, EC 85 suslarma karst MIK degeri 1.25 mg/ml ve bitki 6ziitlerinin
EC 50, EC 90 suslarina karst MiK degeri 2.5 mg/ml olarak tespit edildi. Urtica dioica
L.(1sirgan otu) bitki dziitlerinin EC 58, EC 85, EC 50, EC 90 suslarina karst MIK degeri 35
mg/ml olarak tespit edildi. Aloe vera (L.) bitki ekstraktinin EC 58, EC 85 suslarina karsi
MIK degeri 50.25 mg/ml olarak bulunmus ancak diger suslar1 inhibe etmedigi tespit edildi.
Bitki 6ziitlerinin suslar iizerindeki MIK degerleri Tablo 3.3 ve Sekil 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi ile Belirlenen Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonlari
Bitkilerin ad1 Oziitlerin EC58 EC85 EC50 EC90
Konsantrasyonu

?,/lleannt:)piperita L 30 mg/ml 15 mg/ml 15 mg/ml 7.5 mg/ml 7.5 mg/ml
E:S?en;(ialli;ys)inensis 40 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 5 mg/ml 5 mg/ml
Eeé)ist?;zrai;ig)us officinalis 60 mg/ml _ _ _ _
E:Zuerr%uer:;)l onga 40 mg/ml - - - -
'(rlir:ilgri]our?)entosa 23 mg/ml 5. 75 mg/ml | 5.75 mg/ml 5. 75 mg/ml | 5.75 mg/ml
o PO | g gy | - : -
?I;I;ir;r;?vgyctoria 10 mg/ml 1.25 mg/ml 1.25 mg/ml 2.5 mg/ml 2.5 mg/ml
g;t;;fi?[{lc)a L 70 mg/ml 35 mg/ml 35 mg/ml 35 mg/ml 35 mg/ml
Aloe vera L. (Sarisabur) 201 mg/ml 50.25 mg/ml | 50.25 mg/ml ) _
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Sekil 3. 8. Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi ile Belirlenen Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlari
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4. TARTISMA

Idrar yolu enfeksiyonlar: (IYE), her yil diinya ¢apinda 150 milyon insan1 etkileyen en
yaygin bakteriyel enfeksiyonlardan biridir. IYE'lere Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterilerin yan1 sira bazi funguslar neden olabilmektedir. IYE'ler i¢in en yaygm etken
tiropatojenik E. coli’dir ( Flores-Mireles vd., 2015).

USI’lerin ampirik tedavisinde ampisilin, amoksisilin ve trimetoprim-sulfametoksazol
(TMP-SMX) kullanilmaktadir. Ulkemizde yanls antibiyotik kullanimi nedeni ile
antibiyotiklere direng gelisimi ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadir. USI’lerde en sik
etken olarak karsilagilan E. coli izolatlarinda gelisen antibiyotik direnci birgok ¢alismada
rapor edilmistir (Ekim vd., 1998).

1998 yilinda yapilan bir calismada USi’lerde ampirik olarak sik tercih edilen
antibiyotiklere (ampisilin, trimetoprim-sulfametoksazol) onemli oranda diren¢ gelistigi
gosterilmistir (Ekim vd., 1998).

Ankara Etlik Lokman Hekim Hastanesinden izole edilen 110 E. coli izolatinin %
56’smin ampisiline, % 24’liniin ampisilin sulbaktama, % 9’nun gentamisine, % 15’nin
siprofloksasine, % 36’sinin trimetoprim-sulfametoksazol, % 12’sinin sefazoline ve %
7’sinin sefuroksime direngli oldugu belirlenmistir (Eryilmaz vd., 2010).

[zmir’de bulunan farkli hastanelerden USI’li hastalardan 4.534 E. coli izole
edilmistir. Kadin ve erkeklerden izole edilen izolatlar i¢in antibiyotik diren¢ oranlari
sirastyla: Ampisilin (% 61.8, % 78.7), amoksisilin-klavulanik asit (% 36.6, % 59.1),
sefuroksim (% 22.5, % 41.3), sefotaksim (% 18.2, % 35.8), piperasilin-tazobaktam (%
11.6, % 31.2), amikasin (% 8.3, % 13.9), gentamisin (% 24.9, % 40), trimetoprim-
stilfametoksazol (% 42.1, % 57.3) olarak belirlenmistir (Yilmaz vd., 2009).

2014 yilinda Dogru ve arkadaslarinin yaptiklar ¢alismada idrar 6rneklerinden izole
edilen toplam 2.365 adet E. coli susundaki GSBL varligmi 297 (% 12.6) olarak
belirlemislerdir. Ayrica son yillarda, idrar yolu enfeksiyonu etkeni olan E. coli suslarinda
GSBL oranlarinin artis gosterdigini bu c¢alismada belirtmislerdir (Dogru vd., 2014).
Istanbul’da bir hastaneden idrar ve solunum yolu &rneklerinden izole edilen GSBL
fenotipli toplam 61 E. coli izolatinin dahil edildigi ¢alismada; CTX-M-1 grup p-laktamaz,
izolatlarin % 86.8’inde goriilmiistiir (Goniilli vd., 2008).



2011-2012 yillar1 arasinda Tiirkiye genelinde 10 farkli hastaneden 440 genisletilmis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) iireten E. coli izole edilmistir. Klinik &rneklerin %
80.45’inin idrar 6rnegi oldugu belirtilmistir. Izolatlarda CTX-M-1 % 83.18, TEM % 44.009,
CTX-M-2 % 31.81 ve SHV % 1.81 oraninda tespit edilmistir (Copur Cigek vd., 2013).

Bir diger ¢alismada idrar 6rneklerinden izole edilen E. coli suslarinin antibiyotik
duyarhiliklarinin  ve integron gen kasetleri varliginin arastirilmast  amaglanmistir.
Calismaya, idrar 6rneklerinden izole edilen 626 E. coli susu dahil edilmistir. izolatlarm
antibiyotik diren¢ oranlarina gore en yiiksek direncin, ampirik tedavide sik kullanilan
ampisilin (% 58.6) ve trimetoprim-siilfametoksazol (SXT) (% 41.2) igin saptandigi
gdriilmiistiir. Izolatlara kars1 en etkin antibiyotiklerin ise imipenem (% 0.2) ve amikasin (%
0.6) oldugu belirlenmistir. Izolatlarda simif 1 integron gen kaseti %16.6 (104/626) olarak
bulunmus; siif 2 gen kaseti i¢in % 3 (19/626) olarak saptanmistir (Copur Cigek vd.,
2016).

PZR sonucuna gore, suslarin % 63" (57/90) sinif 1 integron tasidigi belirlendi. 2016
yilinda Copur Cicek vd., tarafindan yapilan c¢aligmada idrar orneklerinden izole edilen
suslarda sinif 1 integron gen kaseti % 16.6 (104/626) olarak tespit edilmistir (Copur Cigek
vd., 2016 ).

CTX-M-2 grubu B-laktamaz tasiyan 52 izolat (% 57) ve CTX-M-1 grubu B-laktamaz
tasiyan 52 izolat (% 57) tespit edildi. Rize ilinde GSBL iireten E. coli izolatlarinda CTX-
M-1 varligmin diger illere gore diisiik oldugu, CTX-M-2 varligmin yiiksek oldugu
sOylenebilir. Diger pB-laktamaz kodlayan genler  (blayim, blanom, blamwe, blages)
gozlenmedi. Bu sonug karbapenemlere direng oranin diisiik olmasi ile iligkilendirilebilir.

Uygun olmayan ve gereksiz kinolon uygulamalari, tedavi seceneklerini sinirlayan
direngli E. coli izolatlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Rezazadeh vd., 2016). PZR
sonuglarina gore qnrA, qnrB ve qnrS genlerinin sirasiyla % 26.6 (24/90), % 6.6 (6/90) ve
% 3.3 (3/90) oranlarinda ¢aligilan izolatlarda bulunmustur.Sonuglarin aksine, bir ¢aligmada
en yaygin qnr determinantinin qnrB ve ardindan qnrS oldugunu bildirmistir (Yanat vd.,
2014). Baska bir ¢alismada, 120 E. coli izolatinda qnrA, gnrB ile gnrSnin varlig
aragtirtlmis ve qnrB (% 2.8) ve gnrS (% 1.12) genleri tespit edilmistir, ancak gnrA
bulunamamistir (Sedighi vd., 2015).

Plazmid aracili kinolon direnci genleri genellikle GSBL genleri ile birlikte bulunur
(Yanat vd., 2014). CTX-M enzimleri hem hastane hem de toplum kaynakli GSBL’dir

(Pitout vd., 2005). blactxm2 ve plazmid aracili kinolon direnci genlerinin birlikte
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ekspresyonu 1YE’lerden izole edilen E. coli’de bildirilmistir (Yanat vd., 2014; Nazik vd.,
2011).

Coklu ilag direnci (MDR) orani plazmid aracili kinolon direng genleri tasiyan K.
pneumoniae ve E. cloacae izolatlarinda plazmid aracili kinolon direng genleri tasimayan
izolatlara gore daha yiiksektir (17-28 kat). Diger aragtirmacilar tarafindan gézlemlenen bu
bulgular gnrB ve diger antibiyotik diren¢ genleri arasinda bir baglanti oldugunu
gosterebilir (Kim vd., 2009). Ancak bu g¢alismada, plazmid aracili kinolon direng genleri
astyan E. coli izolatlarinda bu iliski bulunmamustir.

Bakteriyel adezin fimH (E. coli’nin patogenezinde rol oynar), E. coli’nin tip 1 pili
tizerinde bulunan bir viriilans faktoriidiir. Bu ¢alismada incelenen 7 viriilans geninden fim
geninin en yaygin oldugu saptanmistir (% 82.2). Kot vd., (2016) benzer sonuglar
bildirmistir (Kot vd., 2016). Ayrica Yun vd., (2014) yaptigi ¢alismada, fimH yapigsma
geninin, hem IYE’lerde hem de asemptomatik bakterilerde (ABU) en yaygin viriilans
oldugunu gostermislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore pap gen ailesinin IYE ve ABU
izolatlarinda yaygin oldugunu tespit etmislerdir (Yun vd., 2014). Bu ¢alismada ise E.coli
izolatlarinda pap genine ratlanmamustir.

Bagka bir ¢alismada sfa en yaygin viriilans geni olarak bildirilmistir (Arabi vd.,
2012). Bu ¢alismada ise sfa geni E. coli izolatlarinda bulunmadig1 goriilmiistiir. Bir bagka
calismada, afal, hly ve cnfl viriilans faktorii genlerinin varhigr sirasiyla % 8.13, % 50.4 ve
% 50.4 olarak tespit edilmistir (Momtaz vd., 2013). Bu calismada ise afa, hly ve cnfl
viriilans genlerinin varhig1 sirasiyla % 16.6, % 3.3 ve % 16.6 olarak belirlenmistir. Bu
caligmada 7 viriilans geninden, aer (% 36.6) en yaygin ikinci viriilans faktorii olarak
goriilmiistiir. Sonuglarimiza benzer sekilde, baska bir ¢alismada, oldukg¢a yaygin olan fimH
geninden sonra en sik tespit edilen ikinci viriilans faktorii kodlayan gen olarak aer
bildirilmistir (Usein vd., 2001).

Tip 1 fimbria'nin yiiksek seviyeleri, izole edilen suslarin patojenisitesi ile iliskili
olabilir, ¢ilinkii tip 1 fimbria (fimH) idrar yolunun kolonizasyonunda énemli bir rol oynar
(Lopez-Banda vd., 2014). Ek olarak, calisma da elde edilen cografi bolgenin bu genlerin
prevalansini etkileyebilecegini gdstermistir (Firoozeh vd., 2014). Incelenen suslarda 11
viriilans gen modeli tespit edilmistir. E2, sadece fim geninin varligi ile karakterize edilmis
ve 35 izolatta bulunan en yaygm modeldir. Viriilans faktorii ve antibiyotik direng

genlerinin varligi, IYE’lerden izole edilen organizmalarda siirekli olarak degismektedir, bu
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nedenle, bu ve benzeri ¢aligmalar IYE'lerin ampirik tedavisi icin yerel ve ulusal
antimikrobiyal direng egilimlerini takip etmek icin gereklidir (Rezazadeh vd., 2016).

Bitkiler, insanlar ig¢in temel besin kaynagi olarak kullanilir ve bunun yaninda
insanlarin kullandiklari ilk ilaglardir. Insanlar ilk ¢aglardan beri yaptiklari deneme yanilma
yontemi ile bitkilerin hangilerinin yararli hangilerinin zararli veya hangilerinin sifa verici
(tibbi) oldugunu 6grenmislerdir. Insanlar tibbi bitkilerin esas etkili maddesini elde etmeyi
basarmislardir. Son yillarda insanlarin dogal antimikrobiyallere karsi olan hassasiyeti
artmis olup bu sebeple bitkisel iiriinlerin koruyucu o6zellikleri hakkinda bilim insanlari
cesitli caligmalar yapmaktadir (Koyuncu vd., 2008).

Elde edilen literatiir aragtirmalar1 sonucunda; bitki ekstraksiyonlarinda kullanilan
metodlarin,  Oziitlerin  elde  edilmesinde  kullanilan  ¢oziiciilerin,  Oziitlerin
konsantrasyonlarinin, antimikrobiyal tayininde kullanilan yontemlerin ve kullanilan
suslarin farkli olmasmin bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde farkli
sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu goriilmektedir (Karanki, 2013).

Farooqui vd., (2015) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Camellia sinensis (Yesil
cay) bitkisinin su ve metanol 6ziitlerini kullanmislardir. Yapilan ¢alismada sulu 6ziitlerin
E. coli’ye kars1t MIK degeri 3.12 mg/ml olarak tespit edilmis ve metanol 6ziitlerinin MIK
degeri ise 5 mg/ml olarak bulunmustur (Farooqui vd., 2015). Bu c¢alismada ise Camellia
sinensis’in metanol &ziitlerinin kinolon direncli E. coli’ye karst MIK degerleri EC58 ve
EC85 igin 10 mg/ml, EC50 ve EC90 i¢in 5Smg/ml olarak tespit edildi.

Akgoz, (2015) yaptigr bir ¢alisgmada antimikrobiyal aktivite bakimindan 6nemli olan
Hypericum perforatum (kantaron) bitkisinin E. coli tizerinde antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu anlasilmistir (Akgoz, 2015). Bu ¢alisma da ise Hypericum perforatum’un kinolon
direngli E. coli tizerinde herhangi bir etkisi gozlemlenmedi.

Karakas vd., (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada Tilia tomentosa (1thlamur) bitkisinin
ciceklerinin n-hekzan 6ziitii hazirlanmistir. MIK degerleri gorsel olarak degelendirilmistir
ve Tilia tomentosa bitkisinin E. coli iizerinde inhibe edici etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir (Karakas vd., 2019). Bu tez ¢aligmasinda ise thlamurun metanol 6ziitli 23 mg/ml
konsantrasyonda hazirlandi ve MIK sonuglarma gére 5.75 mg/ml konsantrasyonda
kinolon direngli E. coli’ye kars1i antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.
Mercimek Taker vd., (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada Alkanna tinctoria (havaciva)’nin
koklerinin metanol ve etanol ziitlerini 20 mg/ml konsantrasyonda hazirlamislardir. E. coli

tizerindeki antimikrobiyal aktivitesini incelemek i¢in agar difiizyon yOntemini
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kullamiglardir ve inhibe edici etkisi olmadigini tespit etmislerdir (Mercimek Taker vd.,
2019). Bu tez calismasinda havaciva’nin metanol Oziitleri 10 mg/ml konsantrasyonda
hazirland1 ve antimikrobiyal tayininde s1ivi mikrodilisyon yontemi ile bitki 6ziitlerinin MIK
degerleri belirlendi. Calismada EC58 ve ECS85 suslarin1 1.25 mg/ml konsantrasyonda
inhibe ettigi tespit edilirken EC50 ve EC90 suslarin1 ise 2.5 mg/ml kansantrasyonda inhibe
ettigi goriildi.

Pramila vd., (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada Mentha piperita L.(Nane) 6ziitiiniin
E. coli ve Staphylacocus aureus bakterilerine karsi antimikrobiyal etkilerinin oldugu tespit
edilmistir. MIK degeri ise 3.125 pg/ml olarak tespit edilmistir (Pramila vd., 2012). Bu tez
calismasinda ise Mentha piperita L.(Nane) bitkisinin metanol dziitlerinin MIK degerleri
EC58 ve EC85 igin 15 mg/ml olarak tespit edilirken EC50 ve EC90 igin 7.5 mg/ml olarak
tespit edildi.

Dosler ve arkadaslarinin 2019°da yaptigi ¢alismada, Rosmarinus officinalis L’nin
(Biberiye) E. coli’'ye karsti % 1.25-2.5’lik konsantrasyonlarda etkili oldugu
gozlemlenmistir. Calismada biberiyenin sulu o6ziitleri kullanilmigtir ve 50-0.048 pug/mL
arasindaki  konsantrasyonlart1 hazirlanmistir. E. coli’nin  Kklinik suslarina  karsi
mikrodiliisyon yéntemi ile belirlenen MIK degerleri 50 pg/ml olarak tespit edilmistir.
(Désler vd., 2019). Bu tez galismasinda biberiyenin metanol 6ziitlerinin kinolon direngli E.
coli suslarinda antimikrobiyal etkisi tespit edilmedi. Mirtaghi vd., (2016) yaptiklari
calismada Urtica dioica L. nin 6ziitiiniin elde edilmesinde % 70’lik etanol kullanmiglardir.
Antimikrobiyal tayininde disk difiizyon yontemi kullanilmig ve Urtica dioica L. dziitlerinin
farkli konsantrasyonlarinin (500-12.5 mg/ml) E. coli iizerinde etkisinin olmadigi tespit
edilmistir (Mirtaghi vd., 2016). Bu tez calismasinda ise Urtica dioica L.’nin metanol
oziitleri hazirland1 ve kinolon direngli E. coli suslar tizerinde 35 mg/ml konsantrasyonda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlemlendi.

Cete vd., (2015) yaptiklar1 calismada  Aloe vera L. (sarisabir) bitkisinin
antimikrobiyal aktivitelerini alkol, su ve kloroform olmak tizere {i¢ fazda incelemislerdir.
Aloe vera L.nin antimikrobiyal etkisinin o&l¢lilmesinde agar diflizyon yontemini
kullanmiglardir. Aloe vera L. nin alkol dziitiiniin E. coli’yi inhibe edici etkisinin oldugunu
tespit edilmislerdir (Cete vd., 2015). Bu tez ¢alismasinda ise Aloe vera L.’nin metanol
ozitleri kullanildi. Calismada EC58 ve ECS85 suglarimi 50.25 mg/ml konsantrasyonda
inhibe ettigi tespit edilirken EC50 ve EC90 suslarini inhibe etmedigi goriildii.
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Ram Kumar ve Pranay (2010) yaptiklar1 ¢alismada, Curcuma longa metanol 6ziitii
hazirlamiglar ve antimikrobiyal aktivite tespitinde agar kuyu difiizyon yontemi
uygulanmistir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda Curcuma longa’nin E. coli iizerinde inhibe
edici etkisinin oldugu bildirilmislerdir (Ram Kumar ve Pranay 2010). Bu g¢alismada ise
Curcuma longa’nin kinolon direngli izolatlar lizerinde antimikrobiyal etkisinin olmadig1

tespit edildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada 90 E. coli izolat1 incelendi ve 90 susun tamamu idrar numunelerinden
izole edildi. Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore izolatlarin en yiiksek direng
oranlar1 siprofloksasin, trimetoprim siilfametoksazol ve ampisilin i¢in belirlendi. Suslarin
duyarli oldugu antibiyotikler ise fosfomisin, imipenem ve meropenem olarak tespit edildi.

PZR sonuclari, suslarin % 63’iiniin smif 1 integron gen kasetlerini tasidigini
gosterdi. Ayrica, suslarin % 50’den fazlasinin CTX-M grubu B-laktamaz tasidigi tespit
edildi. Arastirilan diger antibiyotik diren¢ genlerine rastlanilmadi. Bu c¢alismada 7 farkl
virilans faktor geni arastirilmistir ve en yaygin olarak fim tipi viriilans faktor geni
goriilmiistiir. afa, cnfl, hly ve aer viriilans faktor genlerinin suslarda sirasiyla % 16.6, %
16.6, % 3, % 36.6 oranlarinda goriilmiistiir. Ayrica sfa ve pap genlerinin varligina ise
rastlanilmamustir.

Bu ¢alismada; biberiye, zerdegal, sar1 kantaron, nane, yesil ¢ay, thlamur, havaciva,
sarisabir ve 1sirgan otunun metanol 6ziitlerinin kinolona direngli E.coli izolatlar1 izerindeki
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. En yiiksek MIK degerinin EC58, EC85, EC50 ve
EC90 suslarina karsi 50.25 mg/ml konsantrasyonla sarisabir bitkisinin oldugu tespit
edilmistir. En diisik MIK degerinin ise E58 ve EC85 suslarina karst 1.25 mg/ml
konsantrasyon ile havaciva oldugu tespit edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda farkli
antibiyotik diren¢ genlerine sahip E. coli suslarinin farkli bitki oziitleritarafindan inhibe
edildikleri goriilmiistiir.

Tiirkiye’de hastane kokenli antibiyotik direncinin molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili
calismalar yapilmaktadir. Diinya genelinde yapilan calismalara bakildiginda; Tirkiye’de
hastane kokenli antibiyotik direncinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi ile ilgili yer alan
calismalar azdir. Farkli hastanelerden farkli izolatlar temin edilerek molekiiler yontemler
kullanilarak antibiyotik diren¢ mekanizmalar1 belirlenebilir.

Tez kapsaminda kullanilan bitkilerin kinolon direngli izolatlar iizerindeki etkisi ilk
kez bu calismada arastirilmistir. Kinolon direnci iizerinde farkli bitkiler kullanilarak bu
calismanin devamu olarak ¢aligilabilinir. Bu c¢alismada bitkilerin metanol 6ziitleri

kullanilmistir.



Buna ek olarak ayni bitkilerin farkli ¢oziictilerle hazirlanmis etanol/kloroform/hegzan gibi
oziitlerinin kinolon direncili izolatlar iizerindeki biiyimeyi inhibe edici etkisi de

arastirilabilir.

Ayrica bitkilerin fitokimyas1 arastirilarak, antibakteriyal etkinliginin neyden
kaynaklandigini da ileriki arastirmalarda ortaya konulabilir.

Bu calisma antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasinda daha ileriki

arastirmalar i¢in de yol gosterici olmustur. Bu kapsamda yeni proje konular1 belirlenebilir.
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