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OZET

Ankara’daki Ciftliklerden izole Edilen Escherichia coli’ lerde Antibiyotik Duyarhhklarinin ve
Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz Varhiginin Belirlenmesi

Antimikrobiyal direng evrensel bir halk sagligi sorunudur. Antibiyotige direngli bakteriler, insanda,
hayvanda ve ¢evrede bulunabilmektedir. Cevre antimikrobiyal diren¢ genlerinin bulundugu sinirsiz bir
kaynak olmasindan dolay1 direng genlerinin yayiliminda 6nemli bir rol oynamaktadir. Escherichia coli
(E. coli) direng genlerini bulundugu ¢evreden alabilir ve yayabilir. Genis Spektrumlu Beta Laktamaz
ireten (GSBL) E. coli bircok beta laktam antibiyotigini hidroliz edebilmesinden dolay1 kiiresel bir
endige kaynagidir. Bu ¢aligmada Ankara ilinde hayvancilik faaliyetlerinin yogun olarak gergeklestigi
ii¢ ilgede bulunan ciftliklerden toplanan gaita ve toprak 6rneklerinden izole edilen E. coli izolatlariin
fenotipik ve genotipik yontemlerle antibiyotik duyarliliklarmin ve ¢ift disk sinerji testi ile GSBL
varligimin belirlenmesi amaglanmistir. Toplam 120 E. coli izole edilmis olup, Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST) o6nerileri dogrultusunda antibiyotik direngleri belirlenmistir. E.
coli izolatlarinin direng oranlari; ampisilin %12,5, trimethoprim/sulfometaksazol %6,6, sefazolin
90,83, siproflaksasin %2,5, seftazidim %0,83, sefotaksim %1,6, seftriakson %1,6 olarak bulunmustur.
Sefozolin %99,1 ve trimethoprim/sulfometaksazol %0,83 orta duyarlilik olarak belirlenmistir. Sadece
bir E. coli izolatinda fenotipik yontemlerle GSBL pozitiflik bulunmustur ve bu izolata tiim genom
analizi yapilmistir. Tiim genom analizi sonucunda plazmidlerde GSBL ile ilgili CTX-M-14 ve TEM-1
genleri bulunmustur. Bu ¢alisma Ankara’ da bulunan giftliklerdeki toprak 6rneklerinden izole edilen E.
coli’nin antibiyotik duyarliligmin ve GSBL varhigimin belirlenmesi konusunda yapilms ilk ¢aligmadir.
Cevresel orneklerde antibiyotik direnglerinin ve GSBL pozitifligin belirlenmesi, anlasilabilmesi i¢in
daha ¢ok caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Insan saghigi ve hayvan saghg: yasadiklari ekosistemin
sagligina baghdir. Tek Saglik, insanlarin, hayvanlarin ve ekosistemin sagliginin siirdiiriilebilmesi ve
dengelenmesini amaglayan birlestirici bir yaklasimdir. Bu sebeple Tek Saglik yaklagimi
vurgulanmalidir.

Anahtar Soézciikler: Antibiyotik Direnci, Escherichia coli , Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz,
Tek Saglik.



SUMMARY

Determination of Antibiotic Susceptibility and The Presence of Extended Spectrum Beta
Lactamase in Escherichia coli Isolated from Farms in Ankara.

Antimicrobial resistance is a universal public health problem. Antibiotic-resistant bacteria can be found
in humans, animals and the environment. The environment plays an important role in the spread of
resistance genes as it is an unlimited source of antimicrobial resistance genes. Escherichia coli (E. coli)
can acquire and spread resistance genes from its environment. Extended Spectrum Beta Lactamase-
producing (ESBL) E. coli is a global concern as it can hydrolyze many beta lactam antibiotics. In this
study, it was aimed to determine the antibiotic susceptibility of E. coli isolates isolated from stool and
soil samples collected from farms in three districts where livestock farming activities are intensively
carried out in Ankara province by phenotypic and genotypic methods and the presence of ESBL by
double disk synergy test. A total of 120 E. coli were isolated and their antibiotic resistances were
determined in accordance with the European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) recommendations. The resistance rates of E. coli isolates were as follows: ampicillin 12.5%,
trimethoprim/sulfometaxazole 6.6%, cefazolin 0.83%, ciprofloxacin 2.5%, ceftazidime 0.83%,
cefotaxime 1.6%, ceftriaxone 1.6%. Cefozolin 99.1% and trimethoprim/sulfometaxazole 0.83% were
determined as intermediate susceptibility. Only one E. coli strain was found to be ESBL positive by
phenotypic methods and whole genome analysis was performed on this strain. As a result of whole
genome analysis, ESBL-related CTX-M-14 and TEM-1 genes were found in plasmids. This is the first
study on the determination of antibiotic susceptibility and ESBL presence of E. coli isolated from soil
samples of farms in Ankara. More studies are needed to determine and understand antibiotic resistance
and ESBL positivity in environmental samples. Human and animal health depends on the health of the
ecosystems in which they live. One Health is a unifying approach that aims to sustain and balance the
health of humans, animals and the ecosystem. Therefore, the One Health approach should be
emphasized.

Keywords: Antibiotic Resistance, Escherichia coli, Extended Spectrum Beta Lactamase, One Health
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ONSOZ

Antibiyotik direnci giiniimiizde en biiyiik saglik problemlerinden biri haline gelmistir.
Antibiyotik direncinin artmasinin en biiyiik nedenlerinden biri de antibiyotiklerin yanlis ve
gereksiz kullanimidir. Antibiyotik direngli mikroorganizmalar insanlarin yani sira hayvanlarda
ve ¢evrede de bulunabilmektedir. Antibiyotik direncini 6nleyebilmek i¢in diren¢ oranlarinin
ve yayilimimnin bilinmesi gerekmektedir. Bu sebeple Tek Saglik yaklasimimi benimsemek

biiyiik bir 6nem teskil etmektedir.

Klinik izolatlarin antibiyotik duyarliliklar ile ilgili literatiirde olduk¢a fazla ¢alisma
olmasina ragmen, gevresel izolatlarla ilgili ¢alismalar yetersizdir. Ayrica Escherichia
coli’lerin sahip oldugu Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz enzimleri tedavilerde
zorluklara yol agmaktadir. Bu sebeple GSBL pozitif E. coli’lerin yayiliminin bilinmesi biiyiik

bir 6neme sahiptir.

Yiiksek Lisans egitimimin her asamasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan,
destegini her zaman hissettigim ve bana bu yolda ¢ok biiyiik katkilar saglayan danigsman
hocam Dog¢. Dr. Banu KASKATEPE’ye, c¢alismam boyunca o6zellikle laboratuvar

calismalarimda her zaman yol gosteren ve yardimei olan Aras. Gor. Hilal Basak EROL’a,

T.C. Saglik Bakanligit Halk Sagligi Genel Midirligii Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvar: kimyager Dr. Yasemin NUMANOGLU’na ve Ulusal Molekiiler Mikrobiyoloji

Referans Laboratuvari biyolog Dr. Siileyman YALCIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca desteklerini her zaman hissettigim, ihtiyag duydugum zamanlarda

yardimlariyla yanimda olan sevgili annem, babam ve ablama sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Antimikrobiyal direng (AMR), bakteriler, viriisler, mantarlar ve parazitler dahil olmak
iizere bircok mikroorganizmanin antimikrobiyal ajanlar varliginda gelisebilme ve iireme
yetenegi kazanmalaridir. AMR’ler ciddi hastaliklarda tedavi basarisizlarina ve uzun siireli
hastane yatislarina, saglik bakim maliyetlerinde artisa sebep olmaktadir. AMR’de 6zellikle

bakterilerde gelisen antibiyotik direnci olduk¢a 6nemlidir (Dadgostar, 2019).

Antimikrobiyal direng, 21. yiizyilin kiiresel bir halk sagligi sorunu haline gelmistir.
Ucten fazla antibiyotik smifina direngli bakteriler, ¢oklu ilaca direncli bakteriler olarak
adlandirilir ve bu bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlar, kemoterapi, organ nakli, kalca
protezi gibi islemlerden gegen hastalarda morbidite ve mortaliteyi etkileyen ana
faktorlerdendir (Prestinaci vd., 2015).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) gibi etkili
kuruluslar, antimikrobiyal direngli patojenleri insan sagligina yonelik yaklasan bir tehdit
olarak smiflandirmistir ve bu direncin riskini analiz etmek, nedensel faktorleri belirlemek ve
yénetmek icin girisimlerde bulunmustur (Abushaheen vd., 2020; Prestinaci vd., 2015). DSO,
2017 yilinda tgiincii kusak sefalosporinlere, karbapenemlere, klindamisine ve son gare bir
antibiyotik olan vankomisine karsi direng bildirmistir (WHO, 2017). Avrupa ve Asya’daki
epidemiyolojik siirveyans aglar1 olan Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Ag1 (EARS-
NET) ve Orta Asya ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Ag1 (CAESAR)
antibiyotige direncin son yillarda daha yaygin hale geldigini belirtmistir (Christaki vd., 2020).

Antimikrobiyal direng, dogal ya da sonradan edinilmis direng¢ olabilmektedir. Dogal
dirence sahip bakteri cinsi veya tiirii antibiyotik i¢in hedef bir bolgesinin olmayisi gibi spesifik
yapisal, islevsel 6zelliklere sahiptir. Cogunlukla dogal direngte o bakteri tiiriiniin biitiin suslar
direng gosterdikleri antibiyotik siniflarinin tiim {iyelerine kars1 direnglidir. Edinilmis direng
daha biiyiik bir endise kaynagidir. Escherichia coli (E. coli) ve Staphylococcus aureus gibi
cogunlukla kommensal olan mikroorganizmalar, toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarla
yakindan iligkilidirler ve direng plazmitleri ve diger mobil genetik elementler (transpozonlar
ve integronlar) vasitasiyla antibiyotik diren¢ genlerini kazanabilirler. Duyarli bakterilerde

olusan mutasyon veya direng genlerinin, transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon ile



diger bakterilere aktarilmasi sonucu direng gelisebilir (Abushaheen vd., 2020; Tenover, 2006;
Wright ve Sutherland, 2007).

Antibiyotik direncinin esas nedeni antibiyotiklerin kullanimindaki hatalardan
kaynaklanmaktadir. Antibiyotiklerin yanlis kullanimi, dogru olmayan regete yontemleri,
yanlis teshis gibi insan faaliyetleri sonucu direng gozlenebilir ve bu da saglik hizmetlerinde

antibiyotik kullanimini etkiler (Dadgostar, 2019).

Antibiyotik kullaniminin biiyiik ¢ogunlugu beseri tip alant disinda gergeklesir. Gida
titketim {irlini olarak yetistirilen hayvanlarda ve su triinleri yetistiriciliginde hastaliklarin
tedavisi ve Onlenmesinde ve daha c¢ok biiylime tesviki amaciyla antibiyotikler
kullanilmaktadir. 2014’te Amerika Birlesik Devletleri’'nde, gida tireten hayvanlarda kullanilan
antibiyotikler toplam antibiyotik tiiketimin %80’ini olusturmaktadir ve ABD Gida ve Ilag
Idaresi (FDA), bu antibiyotiklerin %74 iiniin biiyiime tesviki icin yemlerde verildigini tahmin
etmektedir. Ustelik bu antibiyotiklerin biiyiik bir kism1 insan tibb1 acisindan éneme sahiptir.
2006 yilinda ise Avrupa’da antibiyotiklerin biiylime tesviki olarak kullanilmasi tamamen

yasaklanmigtir (Holmes vd., 2016; Marston vd., 2016; Prestinaci vd., 2015).

Antimikrobiyal direng, insanlar, hayvanlar ve ¢evre arasinda farkli yollarla
dagilabilmektedir. Cevredeki temel bulagsma yollari, endiistriyel ve belediye atik sulari,

kanalizasyon camuru, hayvansal giibrelerin kullanim1 ve su iiriinleri yetistirme sistemleri yer

almaktadir (Ahmad vd., 2021).

Gelistirilen ¢ogu antibiyotik, 6ziinde toprak mikroorganizmalarindan iretildigi i¢in
toprak direnc¢ genleri i¢in bir rezervuar olarak kabul edilir ve tarimda kullanilan organik
giibreler, fekal mikroorganizmalar ile kirlenmis su, toprakta direngli bakterilerin yayilmasina

neden olur (Prestinaci vd., 2015).

Insanlara direng hayvanlar ile dogrudan temas ile gegebilmektedir. 2007 yilinda kiimes
hayvani yetistiriciliginde calisan isgilerinde gentamisin direngli E. coli tasima riskinin,
toplumda bulunan diger iiyelerine gore 32 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun
disinda hayvansal triinlerle temas veya hayvansal {irlinlerin tiiketimi ile direngli bakterilere
maruz kalinabilmektedir (Marshall ve Levy, 2011). Bir ¢alismada E. coli O157:H7 ve
Salmonella spp. giibre, kompost, toprak ve su orneklerinde tespit edilmistir (Ahmad vd.,
2021).



Antimikrobiyal direncin global zorlugu, siirveyans calismalariyla birlikte bilimsel
verileri arttirmak igin Tek Saglik yaklasimim gerektirmektedir. DSO 2014 yilinda ortaya
koydugu raporda antibiyotik direncinin yerel, ulusal, bdlgesel ve kiiresel boyutta tek saglik

yaklagimu ile ele alinmasi gerektigini vurgulamistir (WHO, 2014).

Tek Saglik, insanlarin, hayvanlarin ve ¢evrenin saghgmi dengelemeye ve optimize
etmeye yonelik entegre, birlestirici bir yaklasimdir. Tek saglik, zoonotik patojenler,
antibiyotik direnci ve patojen vektorleriyle ilgili olarak insanlar, hayvanlar ve fizikokimyasal

cevre arasindaki etkilesimlere odaklanir (Van Bruggen vd., 2019).

Mikroorganizmalar toprak, bitki, hayvan ve insan sagligini birbirine baglar.
Mikroorganizmalar toprakta ezici bir gogunlukta bulunurlar ve tek saglik yaklasiminin temeli
olarak kabul edilebilirler (Banerjee ve van der Heijden, 2023).

Antimikrobiyal direnci aktarimi, ¢iftlikler, hastaneler, kanalizasyon aritma tesisleri gibi
farkli ekosistemler ile dogal ¢evre arasinda gerceklesir ve bir ekosistemin sagligi diger
ekosistemin saglhigini da etkileyebilecegi i¢in Tek Saglik sorunudur (Hernando-Amado vd.,
2019).

E. coli, insanlar i¢in 6nemli olmasinin yaninda hayvanlar iginde énemli bir patojendir.
Antimikrobiyal direng, E. coli enfeksiyonlarinda biiyiik bir sorun haline gelmistir ve gelismis
tilkelerden gelen gezginlerden, kontamine yiyecek veya sudan ¢oklu ilaca direngli E. coli
bulas1 gorilmektedir. Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde genislemis spektrumlu
beta- laktamaz (GSBL) iireten E. coli ciddi bir sorundur ve hayvanlardan elde edilen gidalar,
ozellikle kiimes hayvanlari, insanlar i¢in kaynak olusturmaktadir (Collignon ve McEwen,
2019).

1.1. Escherichia coli’ nin Genel Ozellikleri

E. coli, 1884 yilinda Alman mikrobiyolog ve ¢ocuk doktoru olan Theodor Escherich
tarafindan kesfedilmistir. Theodor Escherich, bebek bagirsaklarindaki mikroplar ve bunlarin
sindirim ve hastaliklardaki rolleri iizerine yaptig1 ¢aligma sirasinda Bacterium coli commune
adm verdigi yani giiniimiizde model organizma olan E. coli’ yi buldu (Blount, 2015). Ilk
olarak 1895’ te Bacillus coli olarak tanimlanan bu bakteri, 1919’da Escherichia coli olarak
yeniden adlandirildi. 1958’de terminoloji revize edildi ve bdylece Escherichia bir cins ve E.
coli ise ilk tiir olarak belirlendi (Yu vd., 2021).



E. coli, Gammaproteobacteria sinifi i¢inde Enterobacterales takiminin, Gram negatif,
fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, cubuk seklinde, yaklasik 1 um uzunlugunda ve 0,35 um
genigliginde bir bakteridir. Hareket etmek i¢in kamg¢iya ve yiizeylere veya diger hiicrelere
yapismak ig¢in pililere sahip olabilir. Optimum kosullarda 20 dakika gibi kisa bir siirede
cogalabilir (Adeolu vd., 2016; Blount, 2015; Jang vd., 2017).

Memelilerde, diger sicak kanli hayvanlarda ayrica siiriingenlerde E. coli, dogal bagirsak
mikroflorasinin bir tiyesidir. Bunun yani sira toprakta, suda , diger ¢evrelerde ve yiyeceklerde
bulunurlar (Hartl ve Dykhuizen, 1984). Dogal olarak E. coli’nin yasam alanm1 ¢ekum ve
kolonun mukus tabakasidir ve burada konakg¢isina zarar vermeden kommensal olarak yasar.
E. coli, dogumdan sonraki saatlerde bebek bagirsagina kolonize olur ve bagirsak

mikroflorasinin en bol bulunan fakiiltatif anaerob bakterisidir (A. Leimbach vd., 2013).

[lk baslarda tiim E. coli suslarmin patojenik olmayan kommensal organizmalar oldugu
diistiniiliyordu ancak 1940’larda E. coli izolatlarinin siddetli infantil ishal salginlariyla
baglantili oldugu anlasildi (Chaudhuri ve Henderson, 2012). Cesitli suslar1 hem insanlarda
hem de hayvanlarda patojen olmalarini saglayan viriilans faktorleri edinmistir. Patojenik
suslar, ishalli hastaliklar igeren bagirsak enfeksiyonlarmin yani sira idrar yolu enfeksiyonlari,
sepsis ve menenjit gibi hastalilara neden olan bagirsak dis1 enfeksiyonlardan da sorumludur
(Yuvd., 2021). Genellikle kommensal E. coli suslari, bagisikligi baskilanmis ve peritonit gibi
normal gastrointestinal bariyerlerinin asildigi durumlar disinda nadiren hastaliga sebep olurlar
(Kaper vd., 2004).

Escherichia coli’nin Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli fakiiltatif anaerobik bir canli olup genel besiyerinde kolay bir sekilde iirer. E.
coli 5- 46°C’de sicaklikta iirer ancak optimal tireme sicakligir 37°C iken pH degeri ise 7.0 ila
7.2°dir. E. coli bakterisinin besiyerinde olusturduklar1 S tipi kolonilerin goriiniisii hafif
yuvarlak, diizgiin, bombeli ve 1-2 mm ¢apindadir, kapsiile sahip olanlarin kolonileri mukoid
yapidadir ve boyutlar1 ¢aplar1 daha biiyiiktiir. E. coli buyyonda kisa siirede tirer ve hafif
bulaniklik olustururlar (Bilgehan, 2002; Sesli, 1985).

E. coli karbonhidratlardan gaz olusturur. Glikoz, maltoz, mannitol, ksiloz, ramnoz,
arabinoz, sorbitol, trehaloz ve gliserolii asit ve gaz olusturarak parcalar. Nisastadan ise gaz

olusturamazlar. Sakkaroz, dulsit, rafinoz ve salisine etkileri degiskendir. Triptofandan indol



olustururlar.. Sitratli besiyerinde tiremezler ve iireyi pargalayamazlar. Triple Sugar Iron (TSI)
agarda H:S olusturmazlar Metil-red pozitiftir ve VVoges-Proskauer negatiftir (Bilgehan, 2002;
Sesli, 1985). E. coli’nin biitiin biyokimyasal test paternleri Cizelge 1.1.’de verilmistir.

E. coli’lerin izole etmek ve identifikasyonunu yapmak igin ¢esitli selektif besiyerleri
kullanilir. Laktozu pargalamayan bazi kokenleri disinda MacConkey agarda yuvarlak kirmizi
koloniler olusturur. Eosin Methylene Blue (EMB) agarda mor-siyahimsi renkte goriinen ve
metalik parlaklik veren koloniler olusturur. Salmonella Shigella Agar (SS) agarda tiremeleri
baskilanir. Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agarda sari, Hektoen agarda sari-turuncu
renkte koloni olustururlar. Hemolitik E. coli’ler kanli agarda koloni etrafinda hemoliz

olustururlar (Bilgehan, 2002; Sesli, 1985).

Cizelge 1.1. E. coli’nin biyokimyasal test paternleri (Tosun, 2021)

Arjinin - Hareket +
Sitrat - Ornitin +
DNAaz - Fenil alanin -
Gaz + Siikroz +
Glukoz + Ureaz -
H.S - VP -
indol + MR +
Lizin + TSI yiizey/dip Asit (sary/ asit-gaz)
+: degigsken +: %90 pozitif -:%90 negatif Vp:Voges-proskauer
MR: metil-red TSI triple sugar iron

agar

1.1.1. Escherichia coli’nin Antijen Yapilari

1940’larda Kauffmann tarafindan gelistirilen serotiplendirme, E. coli’nin alt tiirlerinin
simiflandirilmasinin yiizey antijenlerinin ¢esitliligine gore yapilmasina dayanmaktadir. Bu
serotiplendirmede E. coli’nin somatik (O) antijeni, kapsiiller (K) antijeni ve flagellar (H)
antijeni dikkate alinmaktadir (Mainil, 2013; Omerovic vd., 2017). Bir diger antijen, fimbrial
(F) antijenleridir ve tek tek suslari tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Omerovic vd., 2017)
1940’larda Kauffmann tarafindan gelistirilen serotiplendirme, E. coli’nin alt tiirlerinin
siiflandirilmasinin  yiizey antijenlerinin ¢esitliligine gore yapilmasina dayanir. Bu
serotiplendirmede E. coli’nin somatik (O) antijeni, kapsiiller (K) antijeni ve flagellar (H)
antijeni dikkate alimir (Mainil, 2013; Omerovic vd., 2017). Bir diger antijen fimbrial (F)

antijenleridir ve tek tek suslar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Omerovic vd., 2017).



Hiicre duvarimin dis zari, ayrilmaz bilesenler olarak lipit baglantili, termostabil
polisakkaritler icerir. Hiicre duvarindaki lipopolisakkaritler (LPS) O antijenleridir. O
antijenleri 1stya dayanikhidirlar. Birgok E. coli, 6zellikle istilaci olanlar, polisakkaritlerden
olusan bir kapsiil iiretir. Kapsiil antijen niteligindedir ve K antijeni olarak adlandirilir. K
antijeni depopolisakkarit (N-asetil nauramik asit) yapisindadir. H antijenleri hareketli
kokenlerde bulunan protein yapisinda, termolabil, 100°C’de 1sitmak ve alkol ile bozulan
antijenlerdir ve flagellanin bir pargasidir (Bilgehan, 2002; Jann ve Jann, 1987; Omerovic vd.,
2017). E. coli’nin giiniimiize kadar 171 somatik (O), 55 flagellar (H) ve 80 kapsiiller (K)

antijen tanimlanmistir ve 160°tan fazla serolojik E. coli tiirii vardir (Sarowska vd., 2019).

1.1.2. Escherichia coli’nin Viriilans ve Patojenite Faktorleri

Insan, hayvan veya bitkilerde hastalik etmeni olan mikroorganizmalar patojen olarak
adlandirilir. Patojenite, konak canlida hastalik olusturabilme yetenegidir. Patojeniteleri
viriilans faktorleri ile ortaya ¢ikar ve viriilans, patojenite derecesi olarak ifade edilir. Viriilans
hastalik olusturma ozelligindeki genetik, biyokimyasal ve yapisal faktorlerdir (Telli ve
Dogruer, 2013).

Kapsiil, hiicrenin dis yiizeyini ¢evreleyen yogun polimer kiliftir. Kapsiil, kismen konak
organizmanin savunma mekanizmalarindan korunmaya yarar (Madigan vd., 2017). Kapsiil
bakteriyi konakgisi tarafindan fagositik yutulmaya ve kompleman aracili bakterisidal etkiye
kars1 korur. Pyelonefritojenik E. coli arasinda en sik goriilen K antijenleri K1, K2, K5, K12,
K13 ve K15’dir (Tungkanat, 1993). K1 ve K5 antijenleri, doku bilesenlerine molekiiler olarak
benzerlik gostererek enfekte olmus konagin uygun humoral immiin tepkisininin olugmasini
onler (Bien vd., 2012). LPS, sadece Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunurken gorevleri
ise cesitli biyolojik islevleri yerine getirmektir. LPS tipik olarak {i¢ yapisal b6élgeden olusur:
LPS’yi bakteri zarma baglayan bir hidrofobik glikolipid olan lipid A, heptoz ve keto
deoksioktulosonat (Kdo) gibi yaygin olarak sekerleri igeren i¢ oligosakkarit ve her biri ¢ok
gesitli yaygin veya nadir seker ve bunlarin tiirevlerinden ¢oklu tekrar eden oligosakkarit
birimlerinden (O birimleri) olusan bir polisakkarit olan O antijeni. O antijeni E. coli i¢in
Onemli bir viriilans faktoridiir. E. coli O antijenlerinde bulunan 49 farkli seker vardir ve %97
seker olusumlarini heksoz (38) olusturur (Liu vd., 2020). LPS tabakasinin lipid A bélimii
canlida IgM ve IgG yanitina sebep olur (Tungkanat, 1993).



Fimbria ve piluslar tutunmada fonksiyonel olabilen bakteri hiicre ylizeyindeki protein
yapilaridir. Tip-1 fimbrialar hiicre yiizeyinde diizenli olarak dagilmistir. Piluslar fimbrialardan
daha uzundur ve hiicre yiizeyinde daha az bulunur. Piluslar ve fimbrialar konagin hiicre yiizeyi
glikoproteinlerine baglanarak tutunma olayim baslatirlar. Es zamanl olarak flagellalar da
konakg hiicreye tutunmayi arttirir ve gelismis viriilansa sebep olur. E. coli’nin enterotoksik
olan suslari ince bagirsaktaki hiicrelere 6zel bir sekilde baglanarak CFA (kolonizasyon faktor

antijenleri) olarak isimlendirilen fimbriyal proteinleri tiretir (Madigan vd., 2017).

Tip 1 fimbria, kobay eritrositlerini agliitine etme 6zelligine sahiptir ve ortamda mannoz

bulunmasi bu olay1 inhibe eder. Bu sebeple mannoz duyarli bir fimbriadir (Tungkanat, 1993).

P fimbrialar, insan eritrositlerini agliitine etme 6zelligine sahiptir ve Tip 1fimbrialarin
aksine mannoz direngli fimbriadir. P fimbria olarak denmesinin sebebi ise, 6zgiil olarak

eritrosit ve tiroepitelyal P kan grubu antijenlerine baglaniyor olmasidir (Tungkanat, 1993).

Bir gesit ekzotoksin olan enterotoksinler, ince bagirsagi etkilerler ve genel olarak
bagirsak limenine biiyiik oranda sivinin salgilanmasina yol acarak kusma ve diyare gibi
rahatsizliklara neden olurlar (Madigan vd., 2017).

1.1.3. Escherichia coli Epidemiyolojisi

E. coli’nin insanlarla iligkisi her zaman mutalist bir iliski olmay1p enfeksiyonlara da yol
acabilmektedir. E. coli‘nin enfeksiyonlara yol agmasinin nedeni normalde zararsiz ya da
faydali suslarin, konak¢inin immiin sisteminin zayiflamasi ile bagirsak disindaki viicut
kisimlarina ulasabilmesidir. Bunun yani sira, viriilans faktorleri iireten ve saglikli bir
konakgida bile hastaliga sebep olan patojen suslart bulunmaktadir (Blount, 2015). Patojenik
E. coli’nin sebep oldugu enfeksiyonlar, mukozal yiizeylerle gibi dar bir bolgede kalabilecegi
gibi biitin viicuda da yayilabilir. Patojenik E. coli enfeksiyonlari genel olarak ti¢ klinik
sendroma yol agar; (i) idrar yolu enfeksiyonu, (ii) sepsis/menenjit ve (iii) enterik/diyare
(Nataro ve Kaper, 1998).

Patojenik E. coli suslari, belirgin viriilans 6zelliklerine ve konagin klinik semptomlarina
bagli olarak c¢ok sayida patotipe ayrilmaktadir. Ayrica enfeksiyon boélgesine bagl olarak
intestinal patojenik E. coli (IPEC) ve ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) olarak ikiye
ayrilabilir (Bekal vd., 2003; Andreas Leimbach vd., 2013). E. coli’nin patotipleri Cizelge



1.2.’de verilmistir. Patojenik E. coli suslari, belirgin viriilans 6zelliklerine ve konagin klinik
semptomlarma bagl olarak ¢ok sayida patotipe ayrilmaktadir. ilaveten enfeksiyon bélgesi
dikkate alinarak, intestinal patojenik E. coli (IPEC) ve ekstraintestinal patojenik E. coli
(EXPEC) olarak ikiye ayrilabilir (Bekal vd., 2003; Andreas Leimbach vd., 2013). E. coli’nin

patotipleri Cizelge 1.2.’de verilmistir.

1.1.3.1. Intestinal Patojenik Escherchia coli Patotipleri

En belirgin IPEC patotipleri, enteroagregatif E. coli (EAEC), enterohemorajik E. coli
(EHEC), entroinvaziv E. coli (EIEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli
(ETEC), diffuz adherent E. coli (DAEC) ve adherent invasive E. coli (AIEC) dir (Andreas
Leimbach vd., 2013).

1.1.4.1.1. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC)

EPEC, tanimlanan ilk E. coli patotipidir. Tiim hayvanlarda ve insanlarda ishale neden
olabilmektedir. 1940’lar ve 1950’lerde yasanan bebek ishallerinin nedenidir. EPEC bagl
biiyiik bebek ishal salginlar sanayilesmis tilkelerde biiyiik 6l¢iide ortadan kalkmus olsa da hala
geligsmekte olan iilkelerde 6liimciil bebek ishallerinin nedeni olmaya devam etmektedir (Kaper
vd., 2004).

EPEC enfeksiyonlarinin ayirt edici 6zelligi, enfekte hastalardan alinan ince bagirsak
biyopsi orneklerinde gozlenen attaching and effacing (A/E) histopatolojisidir. Bir¢ok hastada
mikrovilluslarin sayisinda ve yiiksekliginde azalma, enterosit sinirlarinda kérelme, glikokaliks
kayb1 ve mukozal yiizeyi kapsayan mukus psddomembran varligi gozlenmistir. Klinik olarak
ates, halsizlik, kusma ve oOnemli miktarda sivi igeren ancak kan igermeyen ishalle

karakterizedir (Deborah Chen ve Frankel, 2005).

EPEC’in esas 6zellikleri bagirsak mukozasindaki belirli tipteki hiicrelere yapismasidir.
Membran mikrovilluslarinda lezyon ve epitel hiicrelerine tutunarak birtakim bozukluklara
sebep olur. Adezyon siireci ve lezyon olusumunda ana faktdr ve viriilans faktori, plazmid
tarafindan kodlanan EPEC adezyon faktorii (EAF)’diir. Bir bagka adezyon faktorii olan intimin
ise adezyonun son asamasinda rol oynar. EPEC, LEE (locus of enterocyte offacement) olarak
bilinen 35 kb’lik bir patojenite adasinin varligi ve Shiga toksin kodlayan genlerin olmamasina

gore tanimlanmasi yapilir ve siniflandirilir (Omerovic vd., 2017).



1.1.4.1.2. Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC)

Hem insanlarda hem de ¢iftlik hayvanlarinda akut ishalin yaygin nedeni ETEC’dir
(Allocati vd., 2013). Ek olarak ETEC, gelismekte olan iilkelerde 5 yas altindaki ¢cocuklarda,
uluslararasi seyahat edenlerde, yenidogan ve siitten kesilmig olan hayvanlarda ishalin en
yaygin bakteriyel nedenidir (Duan vd., 2019).

ETEC, konakgilar arasinda fekal-oral bulasma seklinde yayilir ve adezinler,
enterotoksinler gibi ¢esitli viriilans faktorleri patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Agi1z yoluyla
alindiktan ve gastrointestinal sisteme ulastiktan sonra, ince bagirsak epitelinin apikal zarinda
bulunan spesifik reseptorler ile fimbrial ve fimbrial olmayan adezinlerin etkilesimi yoluyla
ince bagirsakta kolonize olur. Epitele baglandiktan sonra, ETEC 1s1ya duyarli (LT) ve/veya
1stya dayanikli (ST) enterotoksinlerini serbest birakir; bu enterotoksinler, elektrolit
homeostazin1 bozarak bagirsak endositleri tizerinde hareket ederek sivi kaybina ve sonunda

ishale neden olur (Wang vd., 2019).

ETEC, 1stya duyarhi toksin (LT) ve 1siya dayanikli toksin (ST) olmak {izere iki
enterotoksinden birini veya her ikisini de salgilayabilir (Gambushe vd., 2022). LT’ler, yap1 ve
islev olarak Vibrio cholerae tarafindan salgilanan kolera enterotoksiniyle yakindan iliskili bir
enterotoksin sinifidir (Kaper vd., 2004). Enterotoksin LT, LT-I ve LT-II serogruplarina ayrilir.
ETEC tarafindan tiretilen ST enterotoksinler, STa ve STb olmak iizere iki tipte salgilanan
peptitlerdir. Bu peptitler, plazmit tizerinde yer alan iki gen tarafindan kodlanir (Wang vd.,
2019).

1.1.4.1.3. Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC)

EHEC, insanlarda hemorajik kolit (kanli ishale), kansiz ishale ve hemolitik tiremik
sendrom (HUS) etkenidir. EHEC suslar1 arasinda en onemlisi O157:H7 serotipidir. Ana
rezervuart sigirlarin bagirsak sistemleridir (Kaper vd., 2004). Ancak koyun, domuz, kegi ve
kedi, kopek gibi diger evcil hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde de yaygin olarak
bulunmaktadir. EHEC, hayvanlarin kesiminden sonra etin digki veya bagirsak igerigi ile
kontaminasyonu yoluyla hayvan kaynagindan insanlarin besin zincirine girebilir.
Enfeksiyonun en yaygin kaynaklarindan biri, kiymadan yapilmig hamburger koftesidir ve bir
dizi O157:H7 enfeksiyonu salgim1 bu kaynaga baglanmistir. Enfeksiyonlarin diger gida

kaynaklar1 arasinda ¢ig ya da yeterince pastorize edilmemis siit {iriinleri, salam, kurutulmus et



iiriinleri ve yetistirme veya isleme sirasinda muhtemelen hayvan giibresi ile temas etmis meyve

ve sebze lrlinleri yer alir (Paton ve Paton, 1998).

EHEC, STEC (Shiga toksin iireten E. coli) olarak adlandirilmasinin yani sira VTEC
(Verotoksin iireten E. coli) olarak da adlandirilmaktadir. Shigella dysenteriae (S. dysenteriae)
serotip 1 tarafindan iiretilen bir sitotoksine benzerlikten tiiretilen Shiga toksini (Stx) ve Vero

hiicreleri icin sitotoksisiteye dayanan verotoksin (VT) isimleri birbirlerinin yerine kullanilir
(Gyles, 2007).

Stx’ler, bakteriyel ekzotoksin ailesidir. S. dysenteriae serotip 1 ve STEC tarafindan
eksprese edilmektedir. Merkezi sinir sistemi (CNS) anormalliklerinin, HUS gibi hastaliklardan
sorumlu birincil viriilans faktorleridir. Bugiline kadar iki ana yapisal Stx tipi tanimlanmustir:
Shiga toksin tip 1 (Stx1) ve Shiga toksin tip 2 (Stx2) (Kim vd., 2020). Stx1, S.dysenteriae tip
1’in Shiga toksinininki ile ayn1 olan, olduk¢a korunmus bir yapidir. Stx2 ile daha yiiksek HUS
gelistirme riski arasindan bir iliski olduguna dair kanitlar vardir (Gyles, 2007).

1.1.4.1.4. Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC)

EAEC, 1987 yilinda Nataro vd. (1987) tarafindan, kiiltiirde E. coli suslarinin HEp-2
(human epitalyal tip 2) hiicrelerine farkli yapisma modellerini inceleyen bir ¢aligmasinda
tanimlanmigtir ve incelenen suslar, ishalli Silili ocuklardan alinmustir ve tipik “yigilmis tugla”

modeli gozlenmistir (Jensen vd., 2014).

EAEC gezgin ishali, cocuklar arasinda endemik pediatrik ishal ve HIV enfekte hastalar
arasinda kalici ishal dahil olmak iizere ¢esitli klinik senaryolarda 6nemli bir patojen olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Nataro, 2005).

EAEC ilk olarak bagirsak mukozasina yapisir ve orada mukoid bir biyofilm olusturur,
daha sonra bagirsak mukozasinda toksik etkilere yol agarak diyareye sebep olur (Weintraub,
2007). EAEC suslari, Hep-2 hiicrelerine ve bagirsak mukozasina, adezinlerin Dr ailesi ile ilgili
olan, agregatif yapisma fimbrialar1 (AAF) olarak bilinen fimbrial yapilar sayesinde yapisir
(Kaper vd., 2004). Bagirsak EAEC ile kolonize edildiginde, asirt mukus salgilanmasi ve
ardindan biyofilm olusumu tanimlanmistir. EAEC’nin 6nemli patojenite 6zelligi biyofilm
olusturmasidir ve genel olarak biyofilm olusumuna kolonda rastlanir fakat ince bagirsakta da
biyofilm olusumuna dair bildiriler mevcuttur. Biyofilm, bakterilerin konak¢inin bagisiklik

sisteminden kag¢masina izin verir ve ayrica antibiyotikler dahil olmak iizere diger
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antibakteriyel faktorlerin ulasmasin engelleyerek kalici enfeksiyonlarin olusmasina katki
sagladig1 i¢in onemli bir faktordiir (Jensen vd., 2014). Laboratuvar ¢aligmalarinda ishalin
potansiyel bir nedeni olarak gosterilebilecek ilk EAEC viriilans faktorii, entroagregatif 1siya
dayanikli toksin EAST-1’dir. EAST-1 toksini, kloriir sekresyonunun artigina yol agar ve
sekretuvar ishal ile iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, EPEC, ETEC ve EHEC suslarinda da
tespit edildigi i¢in EAST-1, EAEC suslart ile sinirli degildir (Jensen vd., 2014; Okeke ve
Nataro, 2001).

1.1.4.1.5. Enteroinvazif Escherichia coli (EIEC)

EIEC, susunun ilk raporu 1947’ye dayanmaktadir ve biyokimyasal ozellikleri ise ilk
olarak 1967’de tanimlanmistir. EIEC, ozellikle diisik gelirli tilkelerde basilli dizanteri
etiyolojik ajamdir. EIEC’nin patogenezi, kromozomal ve plazmid kaynakli genlerin eksprese
edilmesi ile meydana gelir ve bakterilerin insan kolonik mukozasini istila etme 6zelligi ile
karakterizedir. EIEC, kolonik epitel hiicrelerine yerlesmesinin ardinda hiicre i¢inde ¢ogalir ve
komsu hiicrelere yayilarak bagirsak epitel bariyerlerinin inflamatuar yikimina yol acar.
Sonucunda diskida kan, mukus ve lokositlerin bulunmasiyla ayirt edilen, ¢ogunlukla kendi
kendini siirlayan dizanteri sendromunu tetikler. EIEC’nin neden oldugu hastalik, Shigella
spp.’nin sebep oldugu hastaliga benzerdir (Pasqua vd., 2017). EIEC, Shigella spp. ile
biyokimyasal, genetik ve patojenik olarak yakindan iligkilidir (Kaper vd., 2004).

EIEC, temel olarak kontamine olmus yiyeceklerin yenmesi ve sularin tiiketilmesi ile
oral ve fekal yollarla alman fakiiltatif hiicre i¢i patojenlerdir. Cogu EIEC susu lizin
dekarboksilaz negatif, laktozu fermente kabiliyetleri yoktur ve birkag serogruba ait suslar
diginda genellikle hareketsizdirler (Govindarajan vd., 2020; Pasqua vd., 2017).

1.1.4.1.6. Diffuz Adherent Esherichia coli (DAEC)

DAEC suslar, kiiltiirlenmis epitelyal HEp-2’nin yan1 sira HeLa hiicreleri iizerindeki
yaygin yapisma (DA) modellerinden tanimlamis ve heterojen bir grup olduklari goriilmistiir.
DAEC suslarinin birinci sinifi, Afa/Dr adezinlerini bulunduran suslari kapsar ve bu suslar idrar
yolu enfeksiyonlari ve ¢esitli enterik enfeksiyonlarla iligkilidir. DAEC suglariin ikinci sinifi,
infatil diyarenin potansiyel bir nedeni olan diffiiz tutunma (AIDA-1) ile ilgili adezini eksprese

eden E. coli suslarini igerir (Servin, 2005).
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1.1.4.2. Ekstraintestinal Escherichia coli (EXPEC) Patotipleri

E. coli suslari, tipik olarak insanlarin ve diger hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasini
isgal eder ancak bu rezervuarlar c¢ikarak bagirsak disi enfeksiyonlara da neden olabilir
(Manges vd., 2019). IPEC’in aksine, ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC), kommensal
olarak yasadiklar1 saglikli popiilasyonun bir kisminin bagirsak mikroflorasinin bir parcasidir
ve normalde bagirsagi asemptomatik olarak kolonize eder ancak bagirsak dist nislere
erigtiklerinde, bu nisleri isgal edebilir ve hastaliga neden olurlar (K6hler ve Dobrindt, 2011).
EXPEC, kolektif olarak 6nemli dl¢iide morbiditeye, tiretkenlik kaybina ve artan saglik bakim
maliyetlerine neden olan heterojen hastalik grubu olan idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE),
toplum kokenli bakteriyemi ve sepsisin en yaygin nedenidir (Johnson ve Russo, 2002). EXPEC
suslar1 ayrica, yeni ve rahatsiz edici antibiyotik direnci edinmesiyle iliskili bir ayricaliga
sahiptir (Manges vd., 2019). EXPEC, tiropatojenik E. coli (UPEC), neonatal menenyjitle iliskili
E. coli ( NMEC) ve sepsise sebep olan E. coli (SEPEC) dahil olmak tizere hastalik iliskisine
gore gruplara ayrilmistir (Dale ve Woodford, 2015).

En yaygin EXPEC patotipleri ise, tiropatojenik E. coli (UPEC), menenyjit ile iligkili E.
coli (MNEC), septisemik patojenik E. coli (SEPEC) bir de avian patojenik E. coli (APEC)’dir
(Andreas Leimbach vd., 2013).

1.1.4.2.1. Uropatojenik Escherichia coli (UPEC)

UPEC, toplum kékenli IYE (%70-95) ve nazokomiyal IYE’lerin biiyiik bir kisminin
(%50) baslica nedenidir ve diinya ¢apinda 6nemli tibb1 maliyetler ve morbiditeden sorumludur
(Wiles vd., 2008). UPEC’in neden oldugu IYE, genellikle ayn1 bakteri tiirii tarafindan ve
antibiyotik tedavisine ragmen tekrarlayan enfeksiyona rol agabilir (Kau vd., 2005). UPEC
idrar yoluna girer ve daha sonra genellikle mesaneyi kolonize etmeyi tercih eder ve sistite
sebep olur fakat iireterler yoluyla bobreklere ilerleyerek piyelonefrite neden olabilir. UPEC’in
konak¢inin dokularina baglanma yetenegi, bu bakterilerin idrar yolundaki kolonizasyonunu
kolaylastirir, toplu idrar akisina direnmelerine izin verir ve iirotelyal hiicrelerin UPEC istilasini

destekler bunun igin en 6nemli faktorlerden birisidir (Wiles vd., 2008).

1.1.4.2.1.2. Septisemik Escherichia coli (SEPEC)

Septisemik suslar bulunduklari konaklarinda septisemiye neden olurlar. Toplum ve

hastane kaynakli enfeksiyonlardaki bakteriyemi vakalarinin  %40’indan  fazlasi
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koliseptisemiden sorumludur ve bu enfeksiyondan kaynaklanan oliimlerin (%80’den fazla)
ana nedenidir. Aynm zamanda immiin sistemi baskilanmis hastalarda (HIV, kemoterapi,
yaslilik) ana oliim sebebidir. Insanlarda septisemi genellikle IYE ve solunum yolu
enfeksiyonlarina ikincildir ve huzurevlerinde, hastanede yatan kisilerde, ¢ocuklarda 6zellikle
yeni doganlardaki enfeksiyonlarda yaygindir. Ayrica ¢itlik hayvanlarinda ekonomik 6neme
sahip olan buzagi, kuzularda ve ozellikle kanatlilarda koliseptisemi hastaligi olustururlar
(Mokady vd., 2005; Omerovic vd., 2017; Ron, 2010).

SEPEC suslari, mukozal kolonizasyona desteklik saglayan adezinleri eksprese ettikleri,
dogustan sahip olduklar1 bagisik sayesinde bakterisidal aktivitesine karsi koyduklar1 ve
salgiladiklart sideroforlar sayesinde demir kisith viicut bolgelerinde biiyiiyebildikleri igin kan

ve i¢ organlari istila ederek sayilarini arttirirlar (Uriarte vd., 2022).

1.1.4.2.3. Avian Patojenik Escherichia coli (APEC)

APEC, tavuklar, hindiler, dérdekler ve diger birgok kiimes hayvani dahil olmak {izere
kolibasilloz olarak bilinen enfeksiyonlara neden olur. Avian colibacillosisin perikardit,
perihepatit, peritonit, hava kesesi iltihabi, omfalit, seliilit en yaygin enfeksiyonlaridir.
Kolibasillozis, kiimes hayvanlarinda et ve yumurta tiretiminde azalma ile sonuglanan
ekonomik kayiplara sebep olabilir. Bunun yaninda mortalite (%20’ye kadar) ve morbiditenin
de onde gelen nedenlerinden biridir ve ayni sekilde APEC gen¢ tavuklarda yiiksek
mortalitelere (%53,5’e kadar) yol agar. APEC potansiyel viriilans faktorleri, endiistriyel kiimes
hayvani iiretiminde biiyiik ekonomik kayiplara ve hayvan refahinin tehlikeye girmesine neden
olur. APEC’in viriilans faktorleri adhezinler (F1- ve P-fimbria), demir alim sistemleri,
invazinler, hemolizinler (hemolizine ve sicakliga duyarli hemagliitinin), serumun bakterisidal
etkilerine direng, toksinler ve sitotoksinlerdir. Bu faktorler, APEC’in yapigsmasini,
invazyonunu, konak immiin yanitlardan kagmasini, kolonizasyonunu, ¢cogalmasini ve sistemik
yayilmasini kolaylastirarak enfeksiyon olusumuna izin verir (Christensen vd., 2021; Ewers
vd., 2003; Kathayat vd., 2021).

Tavuklarda kolibasillozu kontrol altina almak i¢in siklikla tetrasiklin, siilfonamid ve
aminoglikozit antibiyotikleri kullanilir. APEC’in tibb1 agidan 6nemli B-laktamlar, kolistin ve
karbapenemler dahil olmak iizere farkli antibiyotik gruplarina karsi artan direnci ileride APEC

enfeksiyonlarini kontrol etmek i¢in zorluklar olacagini gostermektedir (Kathayat vd., 2021).
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Cizelge 1.2. E. coli’nin patotipleri (Allocati vd., 2013)

Patotip Hastahklar Belirtiler Viriilans Faktorleri
Enterik E. coli
Enteropatojenik E. coli Cocuklarda ishal Sulu ishal ve kusma Bfp, Intimin, LEE
Enterohemorajik E. coli Hemorajik kolit, HUS Kanli ishal Shiga toksinileri,
(EHEC) Intimin, Bfp
Enterotoksijenik E. coli Gezgin ishali Sulu ishal ve kusma ST ve LT toksinleri,
(ETEC) CFA’lar
Enteroagragatif E. coli Cocuklarda ishal Mukuslu ishal ve AAF’ler, sitotoksinler
(EAEC) kusma
(EPEC)Diffusely Adherent | Cocuklarda akut ishal Sulu ishal, Daa, AIDA
E. coli (DAEC) tekrarlayan IYE
Enteroinvazif E. coli Sigelloz benzeri Sulu ishal, dizenteri Shiga toksini,
(EIEC) hemolizin, hiicresel
invazyon, Ipa
Ekstraintestinal E. coli
(EXPEC)
Uropatojenik E. coli Diisiik IYE ve Sistitis, piyelonefrit Tip 1 ve P fimbria;
(UPEC) sistemik enfeksiyon AAF’ler, hemolizin
Neonatal menenjit E. coli | Yenidogan menenjiti | Akut menenjiti, sepsis | S fimbria; K1kapsul
(NMEC)
Avian patojenik E. coli Olasi gida kaynakl - Tipl ve P fimbria; K1
(APEC) hastalik kapsiilii
Bfp: Demet olusturan pili ~ HUS: Hemolitik AAF: Agregatif Daa: Diffuz adenin

iremik sendrom yapisma fimbria

CFA: Kolonizasyon

LEE: Enterosit etkinliginin AIDA: Diffuz Ipa: invazyon plazmit

faktori antijeni

odagi adherence ile iligkili antijeni
adezin
IYE: idrar yolu LT: Labil toksin ST: Stabil toksin

enfeksiyonu
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1.1.4.Escherichia coli’nin Diren¢ Mekanizmalari

E. coli’nin insan sindirim sisteminden geg¢isi sirasinda, pH 1,5 ile 3 arasinda olan midede
hayatta kalmalar1 gerekir. E. coli laboratuvar kosullarinda, pH 2 degerindeki stres kosullarinda
2-3 saat hayatta kalabilmektedir. Midede hayatta kalmay1 basarabildikten sonra nispeten notr
olan bagirsak ortami karbonhidratlar agisindan zengin ve oksijen bakimindan diistiktiir. Bu
durum bagirsaklarda yiiksek oranda fermantasyona sebep olur ve sonucunda formik, asetik,
propiyonik ve laktik asit gibi kisa zincirli yag asitlerinin (SCFA’lar) agiga ¢ikar. Bu sebeple,
bagirsakta bile asit stresi ile kars1 kargtyadirlar (Kanjee ve Houry, 2013).

Fizyolojik adaptosyonlar, asit sebep oldugu hasarinin etkilerini yonetmek i¢in proton
akigini, membran modifikasyonlar ile periplazmik ve sitoplazmik seporonlari azaltmasini ve
dis zarda bulunan proteinleri igerir. Ayrica degisik metabolik asit direng¢ sistemlerine

sahiptirler (Kanjee ve Houry, 2013).

E. coli’nin sahip oldugu antimikrobiyal diren¢ konusunda diinya ¢apinda bildiriler
mevcuttur. Antimikrobiyallerin biiyiime destekleyicisi veya bakteriyel enfeksiyonlarda
terapotik ajanlar olarak kullanilmasi nedeniyle, hedeflenen E. coli suslari ve bagirsakta
yasayan kommensal E. coli’ler benzer sekillerde antimikrobiyallere maruz kalirlar ve bu yeni
toksik ortamda hayatta kalmak ve biiylimek igin farkli stratejiler gelistirirler (Szmolka ve
Nagy, 2013; Von Baum ve Marre, 2005).

Antimikrobiyal direng, mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlar karsisinda hayatta
kalma ve yasayabilir olma yetenegidir. Antimikrobiyal ajanlarin temel etki mekanizmalari
protein sentezi inhibisyonu, hiicre duvari sentezini 6nlerler, niikleik asit sentezine miidahale
etmek ve bir metabolik yolun inhibasyonu seklindedir. Bakteriyel hiicre duvari sentezini
inhibe ederek etki gosteren antibakteriyel ilaglar arasinda penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler ve monolaktamlar gibi p-laktamlar ve vankomisin ve teikoplanin dahil
glikopeptidler bulunur. Makrolidler, aminoglikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikol,
streptograminler ve oksazolidinonlar ise protein sentezini baskilayarak etki ederler.
Florokinonlar, DNA sentezini inhibe ederler ve siilfonamidler, trimetoprim ise folik asit
yolunu bloke ederler ve sonu¢ olarak DNA sentezini inhibe ederek etkilerini gosterirler
(Abushaheen vd., 2020; Tenover, 2006).
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Aminoglikozidlere diren¢ : Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora
cinsinde bulunun dogal kaynakli ilaglardir ve hem insanlarda hem de hayvanlarda sepsis,
menenjit ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi karmasik hastaliklarin tedavisinde giiclii bakterisidal
etkilerinde yararlanmak i¢in siklikla baska bir antimikrobiyal ile kombinasyon halinde

kullanilir (Poirel vd., 2018).

Aminoglikozidlere direng, ti¢ farli yolla saglanir. Birincisi, aminoglikozid
antibiyotiklerini modifiye eden ii¢ farkli aminoglikozid degistirici enzimleri vardir. Bunlar
ATP’ye bagimli aminoglikozid fosfotransferazlar, asetil-CoA’ya bagimli aminoglikozid
asetiltransferazlar ve ATP’ye bagimli aminoglikozit niikleotidiltransferazlardir. Bu enzimlerin
¢ogu plazmidler, transpozonlar ve integronlar iizerinde kodlanmistir, bu da onlar1 son derece
hareketli kilar ve direncin yayilmasimi kolaylastirir. ikincisi, hedef baglanma bdlgesinin
degistirilmesidir bu da mutasyon veya enzimatik modifikasyon ile meydana gelir. Enzimatik
modifikasyona 16S rRNA’y1 hedefleyen metiltransferazlar aracilik eder. Ugiincii yol ise, dis
zar lipopolisakkaritlerinde meydana gelen alim ve akis pompalarindaki degisikliklerdir

(Becker ve Cooper, 2013).

Kinolonlar ve Fluorokinolonlara diren¢: Hem insanlarda hem hayvanlarda gesitli
enfeksiyonlarin tedavisinde Onemli antimikrobiyal maddelerdir ve hemen hemen tiim
bakterilere karsi bakterisidal olduklar1 bilinmektedir. Bu ajanlara direng ¢ogunlukla ilag
hedeflerindeki genlerde (DNA giraz ve topoizomeraz 1V) meydana gelen mutasyonlardan
kaynaklanir. Ancak dig zarin gecirgenliginin azaltilmasi, hedef yapilarin korunmasi veya
yukar1 dogru regiile edilmis akis pompalari gibi diger mekanizmalarda rol oynayabilir (Poirel
vd., 2018).

Beta-Laktam direnci: Beta laktam antibiyotikleri, bakteri hiicre duvari biyosentezine
miidahale ederler ve penisilin baglayici proteinlerine (PBP) kovalent olarak baglanarak
transpeptidaz aktivitesini bloke eder ve hiicre duvari sentezinde peptidoglikanin capraz
baglanmasini 6nlerler (Abushaheen vd., 2020; De Angelis vd., 2020).

Beta-laktam antibiyotiklerine karsi direng genel mekanizma; (1) mevcut PBP’lerdeki
degisiklik ile hedef PBP ile ilag arasindaki etkilesimi onleme, (2) dis zardaki porinleri
degistirerek ilacin zardan niifuz etme ve PBP’lere ulasma kabiliyetinin azalmasina neden olma
(3) beta-laktam ilaglarini ¢ikarabilen akis pompalarinin varligi, (4) beta laktamaz enzimleri ile
ilacin hidrolizi seklindedir (Pitout vd., 1997; Reygaert, 2018).
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Karbapenem direnci: Karbapenem antibiyotikleri, toprakta yasamini siirdiiren
Streptomyces cattleya mantar tiirii tarafindan dogal olarak tretilmekte olan tienamisinin
tiirevidir. Genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) {ireten bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda etkinligi kanitlanmis bir beta laktam antibiyotigidir. Karbapenem direncinde
en Onemli mekanizma Kkarbapenemazlardir. Karbapenemaz enzimleri penisilinleri,
sefalosporinlerin ¢ogunu, farkli dlgiilerde olmak iizere karbapenemleri ve monolaktamlari

hidroliz eden beta-laktamazlardir (Codjoe ve Donkor, 2017; Silleymanoglu vd., 2022).
1.2. Beta Laktamlar

Beta laktam antibiyotikleri, ¢ok ¢esitli bulasici enfeksiyonlara kargi koymak igin
onerilen, nispeten yiiksek etkinlikleri, diisiik maliyetleri, uygulama kolayliklart ve minimum
yan etkileri nedeniyle en yaygin kullanilan antibiyotiklerdir. Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmis Penisilin G, beta laktamlarin ilkidir. Yapilarinda beta laktam halkasi bulunan
biitiin antibiyotik ajanlar1 kapsayan genis spektrumlu antibiyotikler sinifina B-laktam
antibiyotikleri denir. Klinik kullanimdaki ana f-laktam siniflari, penisilin benzeri beta-laktam
antibiyotikleri, sefalosporinler, karbapenemler ve mononlaktamlardir (Alfei ve Schito, 2022;

Zango vd., 2019). Sekill.1.’de beta laktam antibiyotik siniflarinin yapilari gosterilmektedir.

CO,H

Cephalosporin

R H
7//N
O N

0 "SOzH

Carbapenem Monobactam
Sekil 1.1. Beta laktam antibiyotik siniflarimin yapilar1 (Worthington ve Melander, 2013)

Gram negatif organizmalarda, en yaygin -laktam diren¢ mekanizmasi, sahip olduklari

B-laktamaz enzimlerinin tiretimidir.
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1.2.1. Beta Laktamazlar

Beta-laktamazlar, beta-laktam halkasinda bulunan amid bagmi pargalayarak
antibiyotigi etkisizlestiren enzimlerdir (Silleymanoglu vd., 2022). 1940°’ta E. coli izolatinda
ilk beta-laktamaz tanimlanmis ve yine bir E. coli susunda plazmit aracili ilk beta-laktamaz
TEM-1 1965 yilinda tanimlanmistir. Klebsiella pneumoniae ve E. coli’de baska bir plazmit
aracili beta-laktamaz olan SHV-1 (siilfidril degiskeni) bulunmustur (Turner, 2005). Beta-
laktamazlar substrat spesifitelerine gére dort ana grupta tanimlanabilir: penisilinazlar, AmpC
tipi sefolosporinazlar, genislemis spektrumlu beta-laktamazlar ve karbepenemazlar (Bush,
2010).

Bugiine kadar 530’un {iizerinde beta-laktamaz enzimi oldugu bildirilmistir. Beta-
laktamazlarin siiflandirilmasinda en yaygin olarak Amber molekiiler siniflandirilmasi ve
Bush-Jacoby-Medeiros  fonksiyonel  simiflandirilmast  kullanilmaktadir.  Amber
siiflandirilmasina gore beta-laktamazlar niikleotid ve amino asit dizilislerine gére A, B, C ve
D olmak iizere dort smaifta incelenir. A, C ve D siniflar1 serin bazli bir mekanizma ile hareket
ederken, B smifi etkileri ig¢in ¢inkoya ihtiya¢ duyar ve metallo-beta laktamaz olarak
adlandirilir (Daglar ve Ongﬁt, 2012; Kong vd., 2010; Lima vd., 2020; Majiduddin vd., 2002).

Bush-Jacoby-Medeiros tarafindan 1995 yilinda 6nerilen fonksiyonel siniflandirmada
beta-laktamazlar dort gruba ayrilmistir. Grup 1 sefalosporinazlar, birgok Enterobacteriales ve
birka¢ baska organizmanin kromozomlar1 {izerinde tasinan molekiiler simf C’ye ait
sefalosporinazlardir. Grup 2 serin beta-laktamazlar, molekiiler siniflar1 A ve D dahil olmak
iizere, son yillarda genislemis spektrumlu beta laktamazlarin tanimlanmasindaki artisla
beraber en biiylik beta-laktamaz grubunu ifade eder. Grup 3, hem yapisal hem de islevsel
olarak benzersiz olan metalo-beta-laktamazlardir. Son olarak Grup 4 beta laktamazlar 1995
fonksiyonel siniflandirilmaya dahil edilmistir ancak mevcut semadan ¢ikarilmistir (Bush ve

Jacoby, 2010) .
1.2.2. Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (GSBL)

GSBL, Ambler sinif A ve Bush-Jacoby-Medeiros grup 2be’de siniflandirilirlar (Falagas
ve Karageorgopoulos, 2009). 1980’lerin baginda tglincii kugsak sefalosporinlerin klinik

uygulamaya girmesinden sonra 1983’te genislemis spektrumlu sefalosporinleri hidrolize

edebilen plazmit aracili beta-laktamazlarla iliskili ilk rapor yaymlandi. Daha sonra bu yeni
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beta-laktamazlar GSBL olarak adlandirilmistir (Paterson ve Bonomo, 2005). 1988’de
Japonya’da, bir laboratuvar kopeginin E. coli susu ile enfekte olmasi ile ilk GSBL saptandigi
bildirilmistir (Carattoli, 2008).

GSBL, sefotaksim, seftazidim ve aztreonam gibi oksiimino beta-laktamlari,
monobaktamlar1 hidrolize eden ve sefamisinler, karbapenemler ve klavulanik asit tarafindan
inhibe edilen enzimlerdir (Castanheira vd., 2021; Ersoy, 2019; Oteo vd., 2010).

1.2.2.1. Genislemis Spektrumlu Beta-Laktamaz Tiirleri

TEM grubu GSBL’ler: TEM tipi GSBL’ler plazmit aracili beta-laktamaz TEM-1 ve
TEM-2’in varyantlaridir. 1965°te Atina, Yunanistan’da Temoneria adinda bir hastadan alinan
E. coli izolatlarinda TEM-1 tespit edilmis. (Paterson ve Bonomo, 2005). TEM grubu bata-
laktamazlarin sayisi 100’i gegmektedir. TEM-1 veTEM-2 disinda hepsi GSBL’dir ve en

yaygin E. coli ve K. pneumoniae’de bulunur (Ghafourian vd., 2015).

SHV grubu GSBL’ler: SHV, siilfat hidril degiskeni olarak adlandirilirlar. 1983’te,
Almanya’da Klebsiella ozaenae izolatinda, sefotaksimi ve daha az l¢iide seftazidimi hidrolize
eden ilk GSBL olan SHV-2 kesfedildi. Diinya c¢apinda SHV-5 ve SHV-12,
Enterobacteriales’de bulunan en yaygin GSBL varyantlaridirlar (Castanheira vd., 2021;

Paterson ve Bonomo, 2005).

CTX-M grubu GSBL’ler: CTX-M beta-laktamaz terimi, sefotaksime kars1 giiclii
hidrolitik aktivitesini yansitmaktadir. CTX-M, sefalotini benzilpenisilinden ve sefotaksimi
seftazidimden daha iyi hidrolize edebilir. E. coli susunda CTX-M tipi beta-laktamaz ilk defa
1989°da Almanya’da tespit edilmistir. CTX-M, GSBL’nin en yaygin grubu olan TEM ve
SHV’nin 2000’li yillariin basinda yerini alarak en yaygin GSBL grubu olmustur (Castanheira
vd., 2021; Daglar ve Ongiit, 2012). Amino asit dizilislerine gore bes farkli CTX-M grubu
(CTX-M-1-9 ve CTX-M-25) tamimlanmistir. Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan
Kluyvera tiirlerindeki kromozomal beta-laktamaz genleri, CTX-M-1-2 ve CTX-M-9 grubunun
spesifik blactx.m genleri i¢in potansiyel kaynagi oldugu belirlenmistir. CTX-M gruplari,
kompleks ve homojen olmayan bir enzim grubudur ve bu 6zellikleri ile diger GSBL’lerden
farklidirlar. Edinilmis CTX-M tipi beta-laktamazlar genellikle Enterobacteriales’de rapor
edilmistir ve en yaygin konakgilari ise E. coli ve K. pneumoniae’dir (Cantén ve Coque, 2006;
Canton vd., 2012; D’ Andrea vd., 2013).
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OXA grubu GSBL’ler: Bu grup oksasilini hidrolize edebildikleri i¢in OXA ismini
almistir ve Ambler sinif D ve Bush-Jacoby-Merdeiros fonksiyonel grup 2d’de yer alirlar.
GSBL olarak tanimlanan 27 oksasilinaz enzimi vardir. Genel olarak Pseudomonas
aeruginosa’da bulunmasina ragmen bircok Gram-negatif bakteride de bulunmustur. E. coli
izolatlarinda %1 ve %10 oranlar arasinda OXA-1 tespit edilmistir (Castanheira vd., 2021;

Paterson ve Bonomo, 2005).

1.2.3. GSBL Tespit Yontemleri

GSBL iireten Enterobacreiales iiyesi bakteriler hem klinik agidan hem de halk sagligi
i¢in ciddi bir sorun olusturmaktadir. Ayrica GSBL iireten Enterobacteriales iiyesi bakterilerin,
florokinolonlar ve aminoglikozidler dahil diger antimikrobiyal ajanlara da diren¢ kazandiran
genlere sahip oldugu ve bu sebeple ¢oklu ilaca direngli olabilecekleri bulunmustur (McDonald
vd., 2021).

GSBL’lerin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tespiti icin fenotipik ya da genotipik tesler
yapilmaktadir. Fenotipik yontemler GSBL enzimlerinin farkli sefalosporinleri hidroliz
edebilme yetenegini saptamak igin yapilan molekiiler olmayan testlerdir ve genellikle klinik
teshis laboratuvarlarinda kullanilir ¢linkii uygulanmasi kolay ve maliyeti diisiiktiir. Genotipik
testler ise molekiiler teknikler ile GSBL enzimlerinin iiretiminden sorumlu genleri tespit
etmektedir ve esas olarak referans veya arastirma laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Falagas

ve Karageorgopoulos, 2009; Pitout ve Laupland, 2008).

1.2.3.1. GSBL Tarama Testi

Enterobacteriaceae {iiyelerinde GSBL saptanmasi igin ilk olarak oksimino-
sefalosporinlere duyarli olmama 6zelliginin saptanmasi 6nerilmektedir. EUCAST ve CLSI,
sefotaksim, seftriakson, seftazidim ve sefpodoksim igin tarama smir degerinin MiK >1mg/L
olmasini 6nermektedir. Disk difiizyon yonteminde sefotaksim (veya seftriakson) ile seftazidim
kombinasyonu veya tek olarak sefpodaksim test edilebilir (TMC, 2017). Cizelge 1.3.’de
gosterildigi gibi.
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Cizelge 1.3. Enterobacteriaceae GSBL tarama yontemleri (TMC, 2017)

Yontem

Sivi veya agar diliisyonu

Antibiyotik GSBL testi uygulanmasi icin
siir degeri

Sefotaksim/seftiakson ve MiK>1mg/L

Seftazidim

Sefpodoksim MIiK>1mg/L

Disk difiizyon

Sefotaksim (5pug) veya Inhibisyon zonu <21mm
Seftriakson (30pg) Inhibisyon zonu <23mm
ve Seftazidim (10pug) Inhibisyon zonu <22mm
Sefpodoksim(10pg) Inhibisyon zonu <21mm

1.2.3.2. GSBL Dogrulama Testleri

1.2.3.2.1. Fenotipik Dogrulama Yoéntemleri

Kombine Disk Yontemi: Bu yontemde sadece sefalosporin (sefotaksim, seftazidim,
sefepim) igeren (30ug) diskler ile sefalosporint+klavulanik asit (30/10 pg) eklenmis
kombinasyon diskleri kullanilir. Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda disklerin etrafindaki
inhibisyon zon caplart Olgiilerek kiyaslama yapilir. Kombinasyon diskindeki zon capi,

sefalosporin iceren diskin zon ¢apindan > 5 mm daha genisse test pozitiftir (Daglar ve Ongiit,

2012; TMC, 2017).

Cift Disk Sinerji Testi (CDST): Enterobacterales iiyelerinde GSBL iiretimini saptama
icin Ozel olarak gelistirilen ilk testtir. Merkeze yerlestirilen amoksisilin-klavulanik asit (AMC
20/10 ng) diski ve 20 mm uzaklikta yerlestiren sefalosporin (30 pg) igeren disklerin
birbirlerine bakan yiizlerinde genisleme veya anahtar deligi gibi bir goriintiiniin olugmas testin
pozitif oldugunu gosterir. CDST i¢in diskler arasindaki uzaklik belirleyicidir ve 30 pg icin
optimal uzaklik 20 mm’dir ancak bazi durumlarda bu uzaklik azaltilabilir (15 mm) veya
arttirilabilir (30 mm) (Drieux vd., 2008).

E-test Yontemi: Genislemis spektrumlu sefalosporinler ve klavulanik asit arasindaki
sinerjiyi 6lgmek i¢in gelistirilmistir. E-test GSBL striplerinin bir ucunda sadece sefotaksim
veya seftazidim veya sefepim igerirken diger ucu ise klavulanik asit ile kombinasyonlarin
igerir. Eliptik olusan inhibasyon zonunun stribi kestigi yer MiK degerini verir ve klavulanik
asit varhiginda MIK degerinin >8 kat diisiis gozleniyorsa testin pozitif oldugunu gosterir

(Drieux vd., 2008).
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Sivi Mikrodiliisyon Yontemi: Tek basmma sefotaksim, seftazidim ve sefepim
anitbiyotiklerinin 0,125-512 mg/L konsatrasyonlarinda iki katli seri diliisyonlar1 ve 4 mg/L
klavulanik asit ile kombinasyonlarinin MiK degerleri saptanir ve kombine olan MiK degeri,
tek bagina olan MIK degerinden >8 kat diisiikse test pozitiftir (TMC, 2017).

Otomatize Sistemler: Bu amagla kullanilan VITEK 2 (bioMerieux, Marcy
I’Etoile/Fransa) cihazi sefalosporinlerin tek basina ve klavulanik asit varliginda Olgiilen
antibakteriyel aktivitesinin es zamanli degerlendirilmesi prensibiyle calismaktadir. Sirasiyla
1,0 mg/L sefepim veya 0,5 mg/L sefotaksim ya da seftazidim tek basina ya da 10 veya 4 mg/L
klavulanik asit ile kombine olanlar kart kuyularma yerlestirilir. VITEK 2 makinesine
yerlestirilir ve her antibiyotik i¢in diizenli araliklarla bulaniklilik 6l¢iiliir. Sonuglar bilgisayarl
uzman sistem araciligiyla negatif ya da pozitif olarak yorumlanir. Phoenix (Becton Dickinson,
Sparks, MD/ABD) benzer bir sistemdir, CLSI standartlarin1 temel alarak, sivi mikrodiliisyon
yontemi ile GSBL diren¢ mekanizmasini tespit etmektedir (Drieux vd., 2008; Ocal, 2012).

1.2.3.3. Genotipik Dogrulama Yontemleri

GSBL’leri genotipik olarak belirlemek igin yaygin olarak kullanilan y6ntem beta-
laktamaz genlerinin oligoniikleotid primerler in vitro amplifiye edilerek polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) kullanilarak belirlenmesidir. Diger bir yontem ise, PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) analizidir. Bu yontemlerin yani sira tim genom
dizileme analizi de kullanilmaktadir (Ocal, 2012; Pitout ve Laupland, 2008).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gere¢

2.1.1. Escherichia coli izolatlar:

Ankara ili Golbasi, Cubuk ve Haymana ilgelerinde bulunan ciftliklerden toprak ve gaita
orneklerinin alinabilmesi i¢in 15/06/2022 tarihli, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Doga
Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirligii’'nden alinan izin belgesi ile 11/09/2022 tarihinde
orneklerin alinmasina baslanilmistir. Toprak Ornekleri alinirken ylizeyin yaklasik 5 cm
altindan ve nemli olan bdlgelerden alinmasina ve gaita ornekleri alinirken de taze feces
olmasina dikkat edilmistir. Golbasi ilgesinde bulunan ciftliklerden 61 tane toprak 6rnegi, 18
tane gaita 6rnegi olmak iizere toplam 79 6rnek toplanmistir. Cubuk ilgesindeki ¢iftliklerden
41 tane toprak, 15 tane gaita 6rnegi toplanmistir. Haymana ilgesindeki ciftliklerden ise 39 tane

toprak, 10 tane gaita drnegi toplanmustir. Ug ilceden 141 tane toprak ve 43 tane gaita drnegi

almarak toplam 184 6rnek toplanmaistir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Mac Conkey Agar (MCA)

Cizelge 2.1. Mac Conkey agar besiyeri kimyasal igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Bacto — Peptone 20
Proteose — Pepton 3
Bacto — Lactose 10
Bacto — Bile Salts No.3 1,5
Sodium Chloride 5
Bacto — Agar 15
Bacto — Neutral Red 0,03
Bacto — Crystal violet 0.001

pH 7.1
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Besiyeri karisimindan 50 gram tartilip 1000 mL distile su ile isitilarak erimesi
saglandiktan sonra pH 7,1 olarak ayarlandi. Daha sonra 121 °C’ de otoklavda 15 dakika steril
edildi.

Eosin Methylene Blue (EMB) Agar — FLUKA

Cizelge 2.2. Eozin Methylene Blue (EMB) agar besiyeri kimyasal icerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Peptone 10,0
Lactose 10,0
Dipotassium Hydrogen Phosphate 2,0
Methylene Blue 0,065
Eosin Y 04
Agar 15,0
pH7,1+0,2

Besiyeri karisimindan 37,5 g tartilip 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak ve
calkalayarak erimesi saglandi. Son pH degeri 7,1 & 0,2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121
°C’ de 15 dakika steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45- 50 °C’ye kadar soguduktan sonra
yaklasik 25 mL olacak sekilde steril petri plaklarina dokildii.

E. coli Agar - HIMEDIA

Cizelge 2.3. E. coli agar besiyeri kimyasal igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Tryptone 14,0
Peptone, special 5,0

Bile salts mixture 1,50
Disodium dihydrogen phosphate 1,0
Sodium dihydrogen phosphate 0,60
Sodium chloride 2,40
X-Glucuronide 0,075
Agar 12,0

pH 7,2+0,2
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1000 mL distile suda 36,57 gram besiyeri 1sitilarak ¢éziinmesi saglanarak siispanse edildi.
pH degeri 7,2+0,2 olarak ayarlanan besiyeri otoklavda 121 °C* de 15 dakika sterile edildi.
Otoklavdan ¢ikan besiyeri 45- 50 °C’ ye soguduktan sonra steril petri kaplarina dokiildii ve 37
°C sicakliktaki etiive kaldirilarak sterilligi kontrol edildi.

Mueller-Hinton Agar (MHA) -OXOID

Cizelge 2.4. Mueller-Hinton agar besiyeri kimyasal i¢erigi

Bilesen Miktar (g/L)
Beef extract 2,0
Casein hydrolysate 17,5
Strach 1,5
Agar 17,0
pH7,3+0,1

1000 mL distile su igerisine besiyeri karisimindan 38 g tartilip eklendi ve kaynatilarak
erimesi saglandi. Hazirlanan besiyeri 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edildi. 45- 50 °C’

ye soguduktan sonra 25 mL steril petrilere dokiildii.

Tryptic Soy Broth (TSB)- Fluka

Cizelge 2.5. Tryptic Soy Broth besiyeri kimyasal igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Casein peptone 17,0
Soya peptone 3,0
Sodium chloride 5,0
Dipotassium hydrogen phosphate 2,5
Glucose 2,5

pH 7,3 40,2

Besiyeri karisimindan 30 g tartilarak 1000 mL distile suda ¢6ziildii ve pH’s1 7,3£0,2
olarak ayarlanarak tiiplere dagitildi. Daha sonra hazirlanan besiyeri otoklavda 121 °C’de 15
dakika steril edildi.
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indol Besiyeri

Cizelge 2.6. indol besiyeri kimyasal igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Tryptophan 1,0
NaCl 5,0
Broth 8,0
Distile su 1000 mL

Hassas terazide tartimlart yapilan maddeler 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak
¢0Oziilmesi saglandi ve pH degeri 7,2 olarak ayarlandiktan sonra tiiplere 3 mL olacak sekilde

dagitildi. Hazirlanan besiyerleri otoklavda 121 °C” de 15 dakika steril edildi.

MR-VP Besiyeri - MERCK

Cizelge 2.7. MR-VP besiyeri kimyasal igerigi

Bilesen Miktar (g
Peptone 5,0
Glikoz 5,0
K2HPO4 5,0
Distile su 1000 mL
pH 7,5

Tartimlar1 alinan maddeler 1000 mL distile suda 1sitilarak eritildi, siiziildii ve pH’s1
7,5’¢ ayarlandi. Daha sonra 5 g glikoz eklenerek karistirildi ve tiiplere 1,5 er mL dagitilarak
121°C’ de otoklavda steril edildi.

Simmons Sitrat Agar - PLASMATEC

Cizelge 2.8. Simmons Sitrat agar besiyeri kimyasal icerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Magnesium sulphate 0,2
Ammonium dihydrogen phosphate 1,0
Dipotassium phosphate 1,0
Sodium citrate 2,0
Sodium chloride 5,0
Bromothymol blue 0,08
Agar 15,0
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Besiyeri karisimindan 28 g tartilip 1000 mL distile suda 1sitilarak ¢oziildii ve pH 6,9 a
ayarlandiktan sonra tiiplere 3-5 mL olmak iizere boliinerek 121 °C’ de 15 dakika otoklavda

steril edildi. Otoklavdan ¢iktiktan sonra yar1 yatik konumda donduruldu.

Triple Sugar Iron Agar (TSA) - PLASMATEC

Cizelge 2.9. Triple Sugar Iron agar besiyeri kimyasal i¢erigi

Bilesenler Miktar (g/L)
Beef extract 3,0
Yeast extract 3,0
Peptone 20,0
Sodium chloride 5,0
Lactose 10,0
Sucrose 10,0
Glucose 1,0
Ferric citrate 0,3
Sodium thisulphate 0,3
Phenol red 0,025
Agar 12,0

pH 7.4 +0,2

1000 mL distile suya besiyeri karisimindan 65 g tartilarak eklendi ve 1sitilarak erimesi
saglandi. pH’s1 7,4’ e ayarlandiktan sonra tiiplere 3-5 mL olacak sekilde eklendi ve otoklavda
121 °C’ de 15 dakika steril edildi. Steril edilen besiyeri yar1 yatik konumda donduruldu.
2.1.3. Kullanilan Boya, Cozelti ve Ayiraclar

2.1.3.1. Boyalar

e Kiristal viyole Soliisyonu

e Safranin Soliisyonu

2.1.3.2. Cozeltiler ve Ayraclar

e Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (%00,85)
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e Kovacs Ayiract -MERCK

e Metil Red
Metil Red 0,04 ¢
Etanol 40 mL
Distile su 100mL
e Alfa Naftol
Alfa Naftol 59
Saf etil alkol 100 mL
e KOH
KOH 40 ¢
Distile su 100 mL

e 9020’ lik Gliserol

2.1.4. Kullanilan Antibiyotikler Diskleri

1-  Ampisilin (Bioanalyse)

2- Trimetoprim / Sulfametoksazol (Bioanalyse)
3- Sefazolin (Bioanalyse)

4- Siprofloksasin (Bioanalyse)

5- Gentamisin (Bioanalyse)

6- Seftazidim (Bioanalyse)

7- Sefotaksim (Bioanalyse)

8- Seftriakson (Bioanalyse)

9- Sefepim (Bioanalyse)

10- Amikasin (Bioanalyse)

11- imipenem (Bioanalyse)

12- Meropenem (Bioanalyse)

13- Sefepim- Klavulanik Asit (Bioanalyse)

14- Amoksisilin — Klavulanik Asit (Bioanalyse)
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2.2. Yontem
2.2.1. Escherichia coli’ nin izolasyonu ve Identifikasyonu

Ankara’nin G6lbagi, Cubuk ve Haymana ilgelerinde bulunan ciftliklerden ¢alismada
kullanilmak {izere toprak ve gaita 6rnekleri alinmistir. Toplam 184 6rnek toplanmis olup
bunlardan 43 tanesi gaita 6rnegi ve 141 tanesi toprak 6rnegidir. Laboratuvara getirilen 6rnekler

TSB besiyerinin igerisine alinmig ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.
2.2.1.1. Mac Conkey Agara, EMB Agara ve E. coli Agara Ekim

TSB besiyerinde iiretilen bakteri 6rnekleri MCA besiyerine ekilerek bir gece inkiibasyona
birakildi. Bu sekilde bakterilerin laktoz pozitif ve laktoz negatif olarak ayrimi saglandi. E. coli
laktoz pozitif bir bakteri oldugu i¢in besiyerinde kirmizi renkte koloni olusturanlar ardindan
EMB agara ekilerek bir gece inkiibasyona birakildi. EMB agar, Gram pozitif bakterilerin
gelisimini baskilar ve metalik réfle veren koloniler E. coli olarak degerlendirilmektedir. Bu
nedenle inkiibasyon sonunda metalik rofle veren bakteriler E. coli siiphelisi olarak ayrildi.

Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi.

Metalik rofle veren bakteriler E. coli agara ekilerek 24 saat inkiibe edildi. E. coli agarda
mavimsi yesil renk veren bakteriler, biyokimyasal testlerde kullanilmak {izere ayrildi.

Sekil2.2.’de gésterildigi gibi.

Sekil 2.1. E. coli’ nin EMB agardaki gériintiisii Sekil 2.2. E. coli’nin E. coli agardaki goriintiisii
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2.2.1.2. Gram Boyama

Taze bakteri kiiltiirlerinden yayma preparat hazirlandi ve kurutularak fikse edildi. Daha
sonra lamin tizerine kristal viyole dokiilerek 2 dakika beklenildi ve distile su ile yikandi.
Preparatin lizerine iyot ¢ozeltisi eklenerek 1 dakika beklenip distile su ile yikandi. %9611k etil
alkol ile dekolorize edildi ve distile su ile yikandi. Preparata karsit boya olatak safranin
dokiilerek 30 saniye bekletilerek yine distile su ile yikandi. Lamlar kurutularak immersiyon
yaginda mikroskopta incelendi. Inceleme sonrasi1 kirmizi-pembe renkli bakteriler gram negatif
olarak degerlendirildi. Sekil 2.3.’de E. coli’nin gram biyama sonucu mikroskop goriintiisii

gosterilmistir.

Sekil 2.3. E. coli’nin Gram boyama sonras1 mikroskop goriintiisii
2.2.2. Biyokimyasal Testler
2.2.2.1. indol Deneyi

Bakterilerin sahip olduklari triptofanaz enzimleri sayesinde triptofandan indol meydana

getirebilme yeteneginin arastirilmasina dayanir (Bilgehan, 2002).

Hazirlanmig indol besiyerine incelenecek bakteriler ekilir ve 18-24 saat 35°C° de
inkiibasyona birakild1. inkiibasyon sonrasinda Kovacs ayraci tiiplerin kenarindan damlatilarak
eklendi ve daha sonra besiyerinin {izerinde parlak kirmizi halka olusan tiiplerdeki bakteriler

indol pozitif olarak degerlendirildi. Sekil 2.4.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. indol pozitif ve negatif E. coli izolati

2.2.2.2. Metil Red Deneyi

Bakteriler karbonhidratlar1 (glikozu) fermente ederler ve formik asit, asetik asit ve laktik
asit gibi triinler meydana getirirler. Bunun sonucunda besiyerinin pH’ sinin metil red ayiract

ile saptanmasi saglanir (Bilgehan, 2002).
Clarck Lubs besiyerine bakteriler ekilerek 35°C sicakliginda 48 saat boyunca bekletildi.

Daha sonra tiiplere 5-6 damla metil red ayiraci eklendi ve kirmizi renk olusturan bakteriler

pozitif olarak kabul edildi. Sekil 2.5. ve Sekil 2.6.’de renk degisimi gosterilmistir.

Sekil 2.5. Metil red negatif ve pozitif Sekil 2.6. Metil red pozitif
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2.2.2.3. Voges Proskauer Deneyi

Bu test, glikozun fermente edilerek pargalanmasi esnasinda meydana gelen pirtivik
asitin, bazi1 bakterilerde bulunan enzimatik sistemlerle son lriin olarak asetil metil karbinol

tiretilmesine dayanir (Bilgehan, 2002).

Bakteriler Clarck Lubs besiyerine ekilerek 35°C* de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra
0,6 mL alfa-naftol ayiracindan eklenerek ardindan 0,2 mL KOH ayiracindan katildi. 10-15
dakika bekledikten sonra kirmizi renk olusumunun gozlenmesi pozitif sonug olarak
degerlendirildi ve 1 saat beklemenin ardindan renk degisimi gozlemlenmeyen tiiplerdeki

bakteriler negatif olarak kabul edildi. Sekil 2.7.’da ve Sekil 2.8.’de gosteridigi gibi.

Sekil 2.7. Voges proskauer negatif Sekil 2.8. Voges proskauer pozitif

2.2.2.4. Sitrat Deneyi

Karbon kaynagi olarak sadece sitrati kullanma yetenegi olan bakterilerin ayriminda
kullanilir (Bilgehan, 2002).

Saf bakteri kiiltiriinden Simmons Citrate Agar besiyerine ekim yapilarak 35°C’de 24
saat boyunca inkiibasyona birakilan tiiplerde inkiibasyon sonunda besiyerinin renginin
degismesine gore yorum yapildi. Besiyerini maviye doniistiiren bakteriler sitrat pozitif olarak
degerlendirildi (Sekil 2.9.), renk degisimi olmayan besiyerlerindeki bakteriler sitrat negatif
olarak degerlendirildi (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.9. Sitrat negatif Sekil 2.10. Sitrat pozitif

2.2.2.5. Triple Sugar Iron Agar Ekimi (U¢ Sekerli Demirli Besiyeri)

Gram negatif bakterilerin glikoz, siikroz ve laktoz tizerindeki etkilerinin ayrica H2S

olusturabilme yeteneklerinin arastirilmasi temeline dayanir (Bilgehan, 2002).

Saf bakteri kiiltiirinden besiyerine ekim yapildi ve 35 °C sicaklikta 24 saat inkiibe
edildi. Glikozu fermente edebilme yetenegi olan bakteriler reaksiyon sonunda asittin agiga
¢ikmasi ile fenol kirmizisim sartya gevirirler. Glikozu fermente eden fakat laktoz ve siikrozu
fermente edemeyen bakteriler tiipiin dibinde sar1, yatik kisimda ise kirmizi renk olustururlar.
Glikozu fermente eden, laktozu veya siikrozu, hem laktozu hem de siikrozu fermente eden
bakteriler cok miktarda asit olustururlar. Bu nedenle hem dipte hem de yatik kisimda sar1 renk

olusumu gozlenir.
Fermantasyon sonucunda gaz olusumu varsa besiyerinin i¢inde gaz kabarciklarinin
olusmasi ya da besiyerinin parcalanmasi gozlenir. Ayrica besiyerinin dip kisminda siyah renk

olusumu bakterinin HzS olusturdugu anlamini tagir.

E. coli ii¢ sekeride fermente edebildiginden tiiplerin hem dip hem de yatik kisminin sari

renge donmesi beklenir. Sekil 2.11. ve Sekil 2.12.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.11. TSI agarda ii¢ sekerin fermente Sekil 2.12. TSI agarda gaz olusumu goriintiisii
goruntiisu

2.2.3. Testlerin Degerlendirilmesi

Yapilan biyokimyasal testler sonucunda MCA besiyerinde kirmizi renk vererek laktoz
pozitif olan, EMB agara ekilerek metalik rofle veren, indol testi olumlu olan, metil red testi
pozitif olan, Voges Proskauer testi negatif olan, sitrat testi negatif olan (IMVIC testleri +,+,- -
) ve TSI testinde besiyerinin dip ve yatik kismini sar1 renge ¢eviren bakteriler E. coli olarak
kabul edildi. Identifikasyonu yapilan izolatlar daha sonraki asamalarda kullanilmak iizere

ependorflarda %20’lik gliserol ¢ozeltisi icerisinde stoklanarak -20°C” de saklandi.

2.2.4. MALDI-TOF MS Yontemi

MALDI-TOF MS analizeri igin gerekli olan maddeler; ACN (asetonitril; HPLC saflikta,
Sigma-Aldrich), TFA (trifloroasetik asit; Sigma-Aldrich), FA (formik asit; Sigma-Aldrich),
MALDI-TOF MS matrisi olarak kullanilan HCCA (a-Siyano-4-hidroksisinnamik asit;
Bruker), DNAaz ve RNAaz igermeyen 0.1 Bruker giivenli filtrelenmis ultra saf su (Sigma-
Aldrich), Escherichia coli ve RNAaz ve Myoglobin protein profilleri igeren BTS (bakteriyel
test soliisyonu; Bruker) soliisyonudur. HCCA matris ¢ozeltisi, 250 pL standart solvent
cozeltisi (50 pL asetonitril + 47.5 pL ultra saf su + 2.5 pL trifluoroasetik asit) ile son

konsantrasyonu 10 mg HCCA/mL oraninda olacak sekilde hazirlanmistir.

Mikrobiyal biyokiitle analizi i¢in steril kiirdan ucu ile tek bir koloniden alinan kiiltiir
celik 96 MSP-MALDI (Bruker Daltonics) plakasina ince bir film halinde uygulandiktan sonra

tizerine 1 pl (a-siyano-4-hidroksisinnamik asit; Bruker) HCCA matris ¢ozeltisi ilavesi
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yapilacaktir. Tim spotlanmig ornekler kuruduktan sonra, ornek yiiklii bu 96 MSP plaka
MALDI TOF MS cihazina (Bruker Microflex LT, Almanya) yerlestirilerek okuma
gerceklestirilecektir.

Sistem, iyon kaynagi olarak 337 nm'de 60 HZ'lik bir nitrojen lazer kullanilarak dogrusal
pozitif iyon modu ile ¢alistirilan optimize edilmis yontem ile 2.000-20.000 Da kiitle arali§inda
tarama yapacaktir. Kiitle spektrumlarini elde edebilmek i¢in her numunenin 6l¢iilebilmesi i¢in
2401k 40 paketten olusan lazer atimlar1 yapilacaktir. Her 6rnek icin {ic okuma yapilarak
tekrarlanan ¢aligmalarda en yiiksek puanin elde edildigi sonuglar dikkate alinacaktir. Kiitle
kalibrasyonu i¢in BTS (Bakteriyel test soliisyonu, Bruker) kullanilacak ve bu islem

numunelerle e zamanl olarak gerceklestirilecektir.

2.2.5. Escherichia coli Izolatlarinda In Vitro Antibiyotik Duyarhhklariin

Arastirllmasi

Izole edilen E. coli’ lerin sahip oldugu antibiyotik duyarhlik verileri Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST) onerilerine gore Kirby-Bauer disk

difiizyon yontemi ile arastirildi.

Bir giin dnceden taze pasaji yapilan bakteriler steril ekiivyon yardimi ile 3 mL’lik steril
fizyolojik su bulunan tiiplerin igerisine almarak 0,5 McFarland (1-2 x 108 CFU/mL)
bulanikligina ayarlandi. Bulanikligi 0,5 McFarland olan bakteri siispansiyonlarindan steril
ekiivyon gubugu ile MHA besiyerinin yiizeyine bos alan kalmayacak sekilde yayildi. Bakteri
ekim yapilan petrilere antibiyotik diskleri yerlestirildi ve petriler etiivde 37°C* de 18 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonlaninca antibiyotik disklerinin cevresinde
olusmus olan zon ¢aplar1 kumpas yardimu ile &lgiildii. Olgiilen zon cap1 degerleri EUCAST

kriterlerine gore degerlendirildi.

Antibiyotik  duyarliliklarinin ~ belirlenmesi  igin; Ampisilin  (AMP; 10 pg),
Trimetroprim/Sulfametoksazol (SXT; 25 ug), Sefazolin (CZ; 30 ug), Seftazidim (CAZ; 10
ng), Sefotaksim (CTX; 5 pg), Seftriakson (CTR; 30 pg), Siprofloksasin (CIP; 5 pug), Gentamin
(GEN; 10 pg), Amikasin (AK; 30 ug), Iimipenem (IPM; 10 pg), Meropenem (MEM; 10 pg)
diskleri kullanildu.
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2.2.6. GSBL Varhgimn Belirlenmesi

2.2.6.1. Cift Disk Sinerji Testi

Disk difiizyon yontemi ile elde edilen antibiyotik duyarlilik sonu¢larinda EUCAST sinir
degerlerine gore sefotaksim ve seftazidimden birine veya her ikisine orta duyarli ya da direngli

olan bakteri izolatlarina GSBL varliginin arastirtlmasi amaciyla Cift Disk Sinerji testi yapildi.

Bir gecelik taze bakteri kiiltiriinden 0,5 McFarland bulaniklilik degerinde bakteri
slispansiyonu hazirlandi ve MHA besiyeri yilizeyine yayildi. Petrinin ortasina amoksisilin-
klavulanik asit diski (AMC 20/10 pg) ve gevresine merkezden 15 mm — 30 mm uzaklikta
olacak sekilde sefotaksim (CTX; 30 pg), seftazidim (CAZ; 30 pg) ve sefepim (FEB; 30 ug)
diskleri yerlestirildi. Ardindan petriler 37°C’ de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Sefalosporin
(sefotaksim, seftazidim, sefepim) disklerinden herhangi birinin zon ¢apinin, amoksisilin-
klavulanik asit diskine bakan tarafinda genisleme ya da arada tiremenin goriilmedigi anahtar
deligine benzeyen bir gorintiiniin  olustugu plaklarin  goériilmesi  pozitiflik olarak
degerlendirildi (EUCAST, 2022).

2.2.6.2. Kombine Disk Yontemi

Cift disk yontemi sonucunda GSBL varligi belirsiz olan izolatlara kombine disk yontemi
uygulandi. Taze kiiltiirlerden 0,5 McFarland bulaniklik ayar1 yapilan bakteri siispansiyonlari
hazirlandi ve  MHA besiyerine ekim gergeklestirildi. Plaklara klavulanik asit (10 pg)
bulunduran ve bulundurmayan sefepim (30 pg) diskleri yerlestirilir. Etiivde 37°C” de bir gece
inkiibasyonu yapildi ve klavulanik asit bulunduran ve bulundurmayan disklerin etrafindaki
zon ¢aplar1 kumpas yardimi ile 6l¢iildi ve karsilastirildi. Kombinasyon diski ¢evresindeki zon
c¢ap1, klavulanik asit bulundurmayan disk ¢evresindeki zon ¢apindan > 5 mm daha fazla olanlar
GSBL pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.7. Tim Genom Analizi
GSBL pozitif olan tek izolatin tiin genom analizi yapilmistir. DNA ekstraksiyon islemi,

orofarengeal, deri lezyonu ve nazofarengeal ornekler tizerinde ireticinin talimatlarina gore

EZ1&2™ Virus Mini Kit (Qiagen, Germany) kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Ekstrakte edilen DNA, Qubit 4.0 Florometrede (Invitrogen, Singapur) dsDNA High-
Sensistivity Assay kiti (Life Technologies, ABD) kullanilarak iireticinin talimatlarina uygun

protokol izlenerek dl¢iilmiistiir. DNA konsantrasyonu 0,440 ng/ul olarak bulunmustur.

Kiitiiphaneyi hazirlamak i¢in barkodlu dizileme kiitiiphanesi hazirlanmigtir ve Native
Barcoding Genomic DNA kiti (SQK-LSK109) - Oxford Nanopore Technologies (ONT, UK)
kullanilarak, 700 ng ekstrakte edilmis DNA kullanilarak tiim genom dizilemesi yapilmaistir.
Kiitiiphane, GridiON cihazindaki (ONT, Ingiltere) FLO-MIN106D akis hiicrelerine

yiiklenmistir.

Sekans verileri Flye, Blast + Minimap2 ve Geneious Prime gibi biyoinformatik araclar

kullanilarak analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Escherichia coli izolatlarimin Tanmimlanmasi

Ankara ili Golbasi, Cubuk ve Haymana il¢elerinde bulunan c¢iftliklerden toplam 184
ornek toplanmig olup bunlardan 43 tanesi gaita 6rnegi ve 141 tanesi toprak o6rnegidir. Alinan
orneklerden Goélbasi ilgesinde bulunan giftliklerden toplam 79 6rnek toplanmis olup bunlarin
61 tanesi toprak, 18 tanesi gaita 6rnegidir. Cubuk ilgesindeki ¢iftliklerden toplam 56 Grnegin
41 tanesi toprak, 15 tanesi gaita 6rnegidir. Haymana ilgesinde bulunan ciftliklerden ise toplam
49 adet 6rnek toplandi ve 39 tanesi toprak, 10 tanesi gaita 6rnegidir. Toplanan 6rnek sayilar
Cizelge 3.1. de verilmistir. Ornekler laboratuvarda incelenerek MCA besiyerinde laktoz
pozitif olan, EMB agarda belirgin metalik rofle veren ve E. coli agarda mavi renk olusturan
koloniler ayrilarak gram boyama yapildi. Gram boyama sonucunda mikroskopta incelenen ve
gram negatif basil olanlara IMVIC testi yapilip sonucu “+,+,-,-,”” seklinde tespit edilen ve TSI
besiyerinde laktoz olumlu oldugu tayin edilen koloniler E. coli olarak kabul edildi. Bu sonuglar
dogrultusunda 78 tanesi toprak ve 42 tanesi gaita olmak iizere toplam 120 6rnekten E. coli
izole edildi. Gaitalardan izole edilen E. coli sayilar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir. Daha sonra bu
izolatlarin E. coli oldugu MALDI-TOF MS yontemiyle dogrulandi. MALDI-TOF MS

sonuglari Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ilcelere gore toplanan &rnek sayisi ve izole edilen E. coli sayis

Ciftliklerin Alinan Alinan Toplam Toprak Gaita Toplam
bulundugu toprak gaita ornek orneklerinde orneklerinden izole
ilceler ornek ornek sayisl izole edilen izole edilen edilen
sayis1 sayisi E. colisayis1  E.coli sayisi E.coli
sayisi
GOLBASI 61 18 79 25 17 42
CUBUK 41 15 56 24 15 39
HAYMANA 39 10 49 29 10 39
TOPLAM 141 43 184 78 42 120
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Cizelge 3.2. ilgelere gore gaita drneklerinden izole edilen E. coli sayist

Ciftliklerin

bulundugu il¢eler

Biiyiikbas Gaita
orneklerinden izole

edilen E. coli sayisi

Kiiciikbas Gaita
orneklerinden izole

edilen E. coli sayisi

Kiimes Hayvanlari
Gaita érneklerinden
izole edilen E. coli
sayisi

GOLBASI 8 4 5
CUBUK 6 3 6
HAYMANA 3 4 3
TOPLAM 17 11 14
Cizelge 3.3. MALDI-TOF MS sonuglari
) Organizma o
SIRANO ORNEK NO (En iyi eslesme) PUAN DEGERI
1 E. coli ATCC 25922 Escherichia coli 2,292
2 Gl Escherichia coli 2,326
3 G2 Escherichia coli 2,102
4 G3 Escherichia coli 2,281
5 G5 Escherichia coli 2,125
6 G7 Escherichia coli 2,09
7 G9 Escherichia coli 2,271
8 G11 Escherichia coli 2,332
9 G15 Escherichia coli 2,203
10 G16 Escherichia coli 2,215
11 G19 Escherichia coli 2,331
12 G22 Escherichia coli 2,204
13 G23 Escherichia coli 2,213
14 G25 Escherichia coli 2,228
15 G29 Escherichia coli 2,229
16 G35 Escherichia coli 2,274
17 G39 Escherichia coli 2,268
18 G40 Escherichia coli 2,145
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Cizelge 3.3. Devam MALDI-TOF MS sonuglar1

) Organizma _
SIRANO ORNEK NO (En iyi eslesme) PUAN DEGERI
19 G42 Escherichia coli 2,213
20 G45 Escherichia coli 2,356
21 G46 Escherichia coli 1,953
22 G48 Escherichia coli 2,37
23 G51 Escherichia coli 2,309
24 G52 Escherichia coli 2,291
25 G54 Escherichia coli 2,357
26 G55 Escherichia coli 2,38
27 G56 Escherichia coli 2,122
28 G59 Escherichia coli 2,408
29 G60 Escherichia coli 2,359
30 G61 Escherichia coli 2,28
31 G62 Escherichia coli 2,203
32 G63 Escherichia coli 2,42
33 G64 Escherichia coli 2,351
34 G65 Escherichia coli 2,381
35 G66 Escherichia coli 2,251
36 G67 Escherichia coli 2,397
37 G68 Escherichia coli 2,345
38 G69 Escherichia coli 2,218
39 G71 Escherichia coli 2,233
40 G73 Escherichia coli 2,223
41 G75 Escherichia coli 2,155
42 G76 Escherichia coli 2,076
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Cizelge 3.3. Devam MALDI-TOF MS sonuglar1

) Organizma _
SIRANO ORNEK NO (En iyi eslesme) PUAN DEGERI
43 G78 Escherichia coli 2,274
44 C1 Escherichia coli 2,13
45 c7 Escherichia coli 2,066
46 C8 Escherichia coli 2,325
47 C9 Escherichia coli 2,11
48 Cl4 Escherichia coli 2,302
49 C16 Escherichia coli 2,263
50 C17 Escherichia coli 2,478
51 C19 Escherichia coli 2,241
52 Cc21 Escherichia coli 2,294
53 C22 Escherichia coli 2,235
54 C25 Escherichia coli 2,358
55 C26 Escherichia coli 2,278
56 C27 Escherichia coli 2,249
57 C28 Escherichia coli 2,35
58 C29 Escherichia coli 2,141
59 C30 Escherichia coli 1,984
60 C31 Escherichia coli 2,135
61 C33 Escherichia coli 2,307
62 C34 Escherichia coli 2,099
63 C35 Escherichia coli 2,129
64 C36 Escherichia coli 2,089
65 C37 Escherichia coli 2,246
66 C38 Escherichia coli 2,149
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Cizelge 3.3. Devam MALDI-TOF MS sonuglar1

) Organizma _
SIRANO ORNEK NO (En iyi eslesme) PUAN DEGERI
67 C39 Escherichia coli 2,16
68 C40 Escherichia coli 2,203
69 C41 Escherichia coli 2,084
70 C42 Escherichia coli 2,246
71 C43 Escherichia coli 2,225
72 C44 Escherichia coli 2,306
73 C45 Escherichia coli 2,144
74 Ca7 Escherichia coli 2,271
75 C48 Escherichia coli 2,074
76 C49 Escherichia coli 2,343
77 C50 Escherichia coli 2,297
78 C5h1 Escherichia coli 2,107
79 C52 Escherichia coli 2,2,234
80 C53 Escherichia coli 2,322
81 C54 Escherichia coli 2,358
82 C56 Escherichia coli 2,388
83 H1 Escherichia coli 2,182
84 H2 Escherichia coli 2,285
85 H3 Escherichia coli 2,115
86 H4 Escherichia coli 2,139
87 H5 Escherichia coli 2,312
88 H6 Escherichia coli 2,391
89 H7 Escherichia coli 2,228
90 H8 Escherichia coli 2,099
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Cizelge 3.3. Devam MALDI-TOF MS sonuglar1

) Organizma _
SIRANO ORNEK NO (En iyi eslesme) PUAN DEGERI
91 H9 Escherichia coli 2,14
92 H10 Escherichia coli 2,381
93 H12 Escherichia coli 2,199
94 H14 Escherichia coli 2,145
95 H17 Escherichia coli 2,476
96 H20 Escherichia coli 2,218
97 H22 Escherichia coli 2,205
98 H23 Escherichia coli 2,418
99 H24 Escherichia coli 2,358
100 H25 Escherichia coli 2,217
101 H27 Escherichia coli 2,278
102 H28 Escherichia coli 2,364
103 H29 Escherichia coli 2,503
104 H31 Escherichia coli 2,359
105 H32 Escherichia coli 2,353
106 H33 Escherichia coli 2,319
107 H34 Escherichia coli 2,309
108 H35 Escherichia coli 2,393
109 H36 Escherichia coli 2,363
110 H37 Escherichia coli 2,328
111 H38 Escherichia coli 2,337
112 H39 Escherichia coli 2,309
113 H40 Escherichia coli 2,142
114 H41 Escherichia coli 2,244
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Cizelge 3.3. Devam MALDI-TOF MS sonuglar1

) Organizma _

SIRANO ORNEK NO (En iyi eslesme) PUAN DEGERI
115 H42 Escherichia coli 2,375
116 H43 Escherichia coli 2,041
117 H44 Escherichia coli 2,365
118 H45 Escherichia coli 2,193
119 H46 Escherichia coli 2,161
120 H47 Escherichia coli 2,28
121 H48 Escherichia coli 2,277

3.2. Escherichia coli Izolatlarinin Antibiyotik Duyarlihklar:

Calisma sonucunda 120 adet E. coli 'nin antibiyotik duyarlilik testi sonucunda ampisilin
%12,5 (15), trimetoprim/sulfametaksazol %6,6 (8), sefazolin %0,83 (1), siproflaksasin %2,5
(3), seftazidim %0,83 (1), sefotaksim %1,6 (2) ve seftriakson %1,6 (2) oraninda direngli

oldugu bulundu. Bakterilerin %2100 (120) gentamisin, amikasin, imipenem ve meropenem

antibiyotiklerine duyarl bulundu. Cizelge 3.4.’de antibiyotik duyarlilik sonuglar1 verilmisitr.

E. coli izolatlarmin toplam direng oranlari Cizelge 3.5.°de verilmistir. izole edilen her

bakterinin antibiyotik duyarliliklar1 Cizelge 3.6’ da verilmistir.

Cizelge 3.4. E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglar

Antibiyotik Direncli (%0) Orta duyarh(%o) Duyarh (%)
Ampisilin 15 (12,5) - 105 (87,5)
Trimethoprim/sulfometaksazol 8 (6,6) 1(0,83) 111 (92,5)
Sefazolin 1(0,83) 119 (99,1) -
Siprofloksasin 3(2,5) - 117 (97,5)
Gentamisin - - 120 (100)
Seftazidim 1(0,83) - 119 (99,1)
Sefotaksim 2 (1,6) - 118 (98,3)
Seftriakson 2 (1,6) - 118 (98,3)
Amikasin - - 120 (100)
Imipenem - - 120 (100)
Meropenem - - 120 (100)

44



Sekil 3.1. MHA besiyerinde disk difiizyon yontemi

Cizelge 3.5. Toplam direng oranlari

B Ampisilin B Trimethoprim/sulfometaksazol
m Siprofloksasin [ Seftazidim

B Sefotaksim M Seftriakson

M Sefazolin
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Cizelge 3.6. E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglar

MEM

IPM

AK

CTR

CTX

CAZ

GEN

CIP

Ccz

SXT

AM

Gl

G2

G3

G5

G7

G9
Gl1
G15
G16
G19
G22
G23
G25
G29
G35
G39
G40
G42
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Cizelge 3.6. Devam E. coli izolatlarimin antibiyotik duyarlilik sonuglari

MEM

IPM

AK

CTR

CTX

CAZ

GEN

CIP

cz

SXT

AM

G45
G46
G48
G51
G52
G54
G55
G56
G59
G60
G61
G62
G63
G64
G65
G66
G67
G68
G69
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Cizelge 3.6. Devam E. coli izolatlarimin antibiyotik duyarlilik sonuglari

MEM

IPM

AK

CTR

CTX

CAZ

GEN

CIP

cz

SXT

AM

G71
G73
G75
G76
G78

C1

Cc7

C8

C9
Ci4
C16
C17
C19
Cc21
C22
C25
C26
C27
C28
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Cizelge 3.6. Devam E. coli izolatlarimin antibiyotik duyarlilik sonuglari

MEM

IPM

AK

CTR

CTX

CAZ

GEN

CIP

cz

SXT

AM

C29
C30
C3l
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
cal
Ca2
C43
Ca4
C45
ca7
C48
C49
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Cizelge 3.6. Devam E. coli izolatlarimin antibiyotik duyarlilik sonuglari

MEM

IPM

AK

CTR

CTX

CAZ

GEN

CIP

cz

SXT

AM

C50
C51
C52
C53
C54
C56

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9
H10
H12
H14
H17
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Cizelge 3.6. Devam E. coli izolatlarimin antibiyotik duyarlilik sonuglari

MEM

IPM

AK

CTR

CTX

CAZ

GEN

CIP

cz

SXT

AM

H20
H22
H23
H24
H25
H27
H28
H29
H31
H32
H33
H34
H35
H36
H37
H38
H39
H40
H41
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¢S

Cizelge 3.6. Devam E. coli izolatlarimin antibiyotik duyarlilik sonuglari

AM SXT cz CIP GEN CAZ CTX CTR AK IPM MEM

H42 S S I S S S S S S S S
H43 S S I S S S S S S S S
H44 S S I S S S S S S S S
H45 S S I S S S S S S S S
H46 S S I S S S S S S S S
H47 S S | S S S S S S S S
H49 S S | S S S S S S S S

S: Duyarl I: Orta Duyarli R: Direngli

AM: Ampisilin SXT:Trimethoprim/sulfometaksazol CZ: Sefazolin CIP: Siprofloksasin

GEN: Gentamisin CAZ: Seftazidim CTX: Sefotaksim CTR: Seftriakson

AK: Amikasin IPM: imipenem MEM: Meropenem




3.3. GSBL Sonuclari

Disk difiizyon testi ile belirlenen antibiyotik duyarliliklarina gore elde edilen sonuglar
dogrultusunda, seftazidim ya da sefotaksim antibiyotiklerinden birine veya her ikisine de
direngli olan izolatlarda GSBL varlig1 belirlemek i¢in yapilan CDST sonucunda sadece H2

(Haymana ilgesinden topraktan izole edilmistir.) izolat1 pozitif olarak bulunmustur (Sekil3.2.).

Sekil 3.2.GSBL pozitif izolat (H2) Sekil 3.3. GSBL pozitif kontrol

Cift disk sinerji testi sonucunda GSBL varlig1 belirsiz olan izolatlara kombine disk
yontemi uygulandi. Kombine disk yontemi sonucunda GSBL pozitif izolat bulunamadi. Sekil

3.4. negatif sonug gosterilmistir.

Sekil 3.4. Kombine disk yontemi GSBL negatif
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3.4. Tim Genom Sekanslama Analiz Sonucu

Oxford Nanopore Teknolojileri ile sekanslanmig olan bakteriyel tiim genom &rneginden
toplamda 166.700 adet okuma elde edilmistir. Alinan okumalar, NCBI’da bulunan E. coli
referans genomlarina, Geneious Prime® (v2022.2.2) uygulamasi kullanilarak uzun okumalar
icin hizalama araci olan Minimap?2 ile hizalandi. Hizalama sonucunda 6rnekten elde edilen
okumalarmn en iyi Escherichia coli str. K-12 (NCBI GenBank ID: NC 000913.3) susuna
hizalandig1 goriilmiistiir. Okumalarin referans genomu kapsama orani %93,1, referans genom
ile ikili benzerlik orani1 %88,8 ve ortalama kapsam degerinin 153X oldugu goriilmiistiir. Ayrica
bazlarin referans genoma gore ikili benzerlik orani ise %78,3 olarak bulunmustur. Sekil 3.5.’de
hizalama goriintiisinde mavi renkteki kisimlar genomun okuma alman yerlerinin
yogunlugunu, kapsamini gostermektedir, hizalanan okumalar ¢ok fazla sayida oldugu icin

gorselde gosterilememektedir. Viriilans faktorleri Cizelge 3.7.’da verilmistir.

1 O5Mbp 1Mbp  2Mbp25Mbp  3SMbpdMbp  5Mbp SSMbp 65 Mbp 7 Mbp 7.5 Mbp 85Mbp SMbp 95Mbp  105Mbp  115Mbp  125Mbp  135Mbp 145Mbp  155Mbp 16,880,150

Consensus
1,298

DIM

132413 310526 508204 803,014 1115312 1351449 186!
P b e s
T

Ce NC_000.. v $| o | =

Cove...

Zoom in to 188,153 read

Sekil 3.5. H2 izolatinin, Escherichia coli str. K-12 (NCBI GenBank ID: NC_000913.3) referans
genomuna hizalanmasi sonucu genomun kapsam goriintiisii

Cizelge 3.7. H2 izolatinin viriilans faktorleri

FV;;;‘;:E iliskili Genler ORF Fonksiyonu
Kivrimli lifler cgsD orf01073 -
Kivrimli lifler cgsF 0rf01070 -
Kivrimli lifler cgsG 0rf01069 -
Kivrimli lifler csgA 0rf01076 -
Kivrimli lifler csgB orf01075 -
Kivrimli lifler csgC orf01077 -
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Cizelge 3.7. Devam H2 izolatinin viriilans faktorleri

Viriilans
Faktorler

iliskili Genler

ORF

Fonksiyonu

E. coli ortak
pilusu (ECP)

ecpA

orf00299

ECP, 21-kDa pilin alt
birimi EspA’dan
olusur, insanlarda E.
coli 0157 nin viriilans1
icin ¢ok Onemli olan
bir pilus-adherans
faktoriidiir, ve ayrica
E. coli'nin kommensal
suglar1 tarafindan da
tasimir.  Patojenik E.
coli suslarmin ECP'yi
kommensal E. coli'yi
taklit  etmek  igin
kullanabilecegi ve
konak kolonizasyonu
ve bagisiklik
sisteminden  kagmak
i¢in kendilerine
ekolojik bir avantaj
saglayabilecegi  One
stirilmektedir.

E. coli ortak
pilusu (ECP)

ecpC

orf00296
orf00297

ECP, 21-kDa pilin alt
birimi EspA'dan olusur
, insanlarda E. coli
O157’nin viriilansi
icin ¢ok Onemli olan
bir pilus-adherans
faktoriidiir, ve ayrica
E. coli'nin kommensal
suslar1 tarafindan da
taginir.  Patojenik E.
coli suslarmin ECP'yi
kommensal E. coli'yi
taklit  etmek  igin
kullanabilecegi ve
konak kolonizasyonu
ve bagisiklik
sisteminden  kagmak
igin kendilerine
ekolojik bir avantaj
saglayabilecegi  One
stiriilmektedir.
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Cizelge 3.7. Devam H2 izolatinin viriilans faktorleri

Viriilans
Faktorler

iliskili Genler

ORF

Fonksiyonu

E. coli ortak
pilusu (ECP)

ecpD

orf00295

ECP, 21-kDa pilin alt
birimi EspA’dan
olusur, insanlarda E.
coli 0157 nin viriilans1
icin ¢ok Onemli olan
bir pilus-adherans
faktoriidiir, ve ayrica
E. coli'nin kommensal
suglar1 tarafindan da
tasimir.  Patojenik E.
coli suslarmin ECP'yi
kommensal E. coli'yi
taklit  etmek  igin
kullanabilecegi ve
konak kolonizasyonu
ve bagisiklik
sisteminden  kagmak
i¢in kendilerine
ekolojik bir avantaj
saglayabilecegi  One
stirilmektedir.

E. coli ortak
pilusu (ECP)

ecpE

orf00294

ECP, 21-kDa pilin alt
birimi EspA’dan
olusur, insanlarda E.
coli 0157 nin viriilans1
icin ¢ok Onemli olan
bir pilus-adherans
faktoriidiir, ve ayrica
E. coli'nin kommensal
suslar1 tarafindan da
taginir.  Patojenik E.
coli suslarmin ECP'yi
kommensal E. coli'yi
taklit  etmek  igin
kullanabilecegi ve
konak kolonizasyonu
ve bagisiklik
sisteminden  kagmak
i¢in kendilerine
ekolojik bir avantaj
saglayabilecegi  One
stiriilmektedir.
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Cizelge 3.7. Devam H2 izolatinin viriilans faktorleri

Viriilans

Faktirler iliskili Genler ORF Fonksiyonu
ECP, 21-kDa pilin alt
birimi EspA’dan
olusur, insanlarda E.
coli 0157 nin viriilans1
icin ¢ok Onemli olan
bir pilus-adherans
faktoriidiir, ve ayrica
E. coli'nin kommensal
suslar1 tarafindan da
E. coli ortak tasimir.  Patojenik E.
N ecpR orf00300 coli suslarmin ECP'yi
pilusu (ECP) K o
ommensal E. coli'yi
taklit  etmek  igin
kullanabilecegi ve
konak kolonizasyonu
ve bagisiklik
sisteminden  kagmak
i¢in kendilerine
ekolojik bir avantaj
saglayabilecegi  One
stiriilmektedir.
E. coli laminin
baglayici elfA orf00970 -
fimbria (ELF)
E. coli laminin
baglayici elfG orf00975 -
fimbria (ELF)
Hemorajik
E.coli pilusu hcpA orf00106 -
(HCP)
Hemorajik
E.coli pilusu hcpB orf00105 -
(HCP)
Hemorajik
E.coli pilusu hcpC orf00104 -
(HCP)
Tip I fimbria fimB orf04560 Kolonizasyonu
kolaylastirir
Tip I fimbria fimC orf04565 Kolonizasyonu
kolaylastirir
Tip | fimbria orf00142 Kolonizasyonu
orf00547 kolaylastirir
fimD orf01581
orf02231
orf03327
orf04566
Tip | fimbria fimE orf04561 Kolonizasyonu
kolaylagtirir
Tip | fimbria fimE orf01580 Kolonizasyonu
orf04567 kolaylastirir
Tip | fimbria fimG orf01579 Kolonizasyonu
0rf04568 kolaylastirir
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Cizelge 3.7. Devam H2 izolatinin viriilans faktorleri

Viriilans

Faktirler iliskili Genler ORF Fonksiyonu
Tip | fimbria fimH orf04569 Kolonizasyonu
kolaylastirir
Tip | fimbria fiml orf04563 Kolonizasyonu
kolaylastirir
Beyin endotel Beyin mikrovaskiiler
hiicrelerinin ibeB 0rf00582 endotel  ~hiicrelerinin
istilast (Ibes) (BMECs)  istilasina
katkida bulunur
Beyin endotel Beyin mikrovaskiiler
hiicrelerinin ibeC orf04184 endotel  ~hiicrelerinin
istilast (Tbes) (BMECs) istilasina
katkida bulunur
Salmochelin iroN 0rf00597 Demir alim
siderophore
EspL1 espL1 orf01820 -
EspL4 espL4 orf04238 -
EspR1 espR1 orf01542 -
EspX4 espX4 orf04261 -
LEE kodlanmig
lokus TTSS escV orf02002 -
37 kDa dis membran
. proteini, organizmanin
bi%i%?]l;(lazi hiicre disi  matris
Ve):a o glf 0rf02154 bileseni fibronektine
(CamS lobacter) baglanmasina aracilik
Py eder ve bu da bir sinyal
iletim yolunu uyarir
Stj .
(Salmonella) stjC 0rf03398 -

Sekil 3.6.’de “Barcode01” 6rneginin, Escherichia coli str. K-12 (NCBI GenBank ID:

NC_000913.3) referans genomuna hizalanmasi sonucunda olusturulan dogrusal konsensus

genomun anote edilip ve halkasal genom haline getirilmis gorseli bulunmaktadir.
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glmZ ncRNA~_*

barcode01_consensus
4,552,720 bp
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ryfD ncRNA, raiZ ncRl
glm¥ n

Sekil 3.6. H2 6rneginin, Escherichia coli str. K-12 (NCBI GenBank ID: NC_000913.3) referans
genomuna hizalanmasi sonucunda elde edilen konsensus genomun dairesel gosterimi

Escherichia coli str. K-12 alt tiirline hizalanmasi sonucunda olusturulan konsensiis tim
genom dizisi ARDB veri taban1 kullanilarak RGI algoritmasi ile analiz edildi ve antimikrobiyal
direnci ile ilgili genler bulundu. AMR gen ailesi, ila¢ sinifi, direng mekanizmalar1 ve Eslesen

Bolgenin Benzerlik Yiizdesi Cizelge 3.8’de yer almaktadir.

Cizelge 3.8. H2 6rneginde bulunan antibiyotik direng genleri

Referans
Direng . Dizinin
Mekanizmasi AMR Gen Allesi Yiizde

Uzunlugu

Eniyi
isabet
ARO

En lyi

Identities llag sunifa

Florokinolon
antibiyotik;
sefalosporin;
glisilsiklin;
penam;
tetrasiklin direng-nodiilasyon-
Escherichia 99.75 antibiyotik; antibiyotik | hiicre bdliinmesi
coli acrA ' rifamisin efflux (RND)  antibiyotik
antibiyotik; efflux pompasi
fenikol
antibiyotik;
dezenfekte edici
maddeler ve
antiseptik

100
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Cizelge 3.8. Devam H2 6rneginde bulunan antibiyotik direng genleri

En iyi . Referans
isabet En lyl ila¢ simfi Dlrt?ng: AMR Gen Ailesi Dlglnln
ARO Identities Mekanizmasi Yiizde
Uzunlugu
Kiiclik ¢oklu ilag
Escherichia 100 makrolid antibiyotik | direnci (SMR) 100
coli emrE antibiyotik efflux antibiyotik efflux
pompasi
aminoglikozid antibiyotik
kdpE 99.56 antibiyotik efflux kdpDE 100
tetrasiklin . -

o antibiyotik: o major facilitator
Escherlchla 96.59 dezenfekte edici antibiyotik sup_er_fam_lly (MFS) 100
coli mdfA maddeler ve efflux antibiyotik efflux

antiseptik pompast
e A . ATP-baglayict kaset
msbA g9.66 | Mroumidazol anuyotk | (ABC)  antibiyotik | 100
y efflux pompasi
major facilitator
fosfonik asit [ antibiyotik | superfamily  (MFS)
matG 100 1 antibiyotik efflux | antibiyotik  efflux |  ~°°
pompasi
major facilitator
Florokinolon antibiyotik | superfamily  (MFS)
mdtH 99.75 antibiyotik efflux antibiyotik efflux 100
pompasi
Makrolid . -
antibiyotik: major facilitator
florokinolon superfamily  (MFS)
antibiyotik: antibiyotik efflux
H-NS 100 sefalosporin; antibiyotik | pompast; ~ direng- 100
sefamisin: efflux nodulasyqn-hucre
enam: ’ boliinmesi (RND)
fetrasik’”n antibiyotik  efflux
antibiyotik pompast
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Cizelge 3.8. Devam H2 6rneginde bulunan antibiyotik direng genleri

En iyi Referans
isabet En lyl ila¢ simfi Dlrt?ng: AMR Gen Ailesi Dlglnln
Identities Mekanizmasi Yiizde
ARO -
Uzunlugu
florokinolon
antibiyotik;
monobaktam;
karbapenem;
Se.fa.IOtSpc.mrT; diren¢-nodiilasyon-
glisilsikline; N 4 .
sefamisin; antibiyotik hiicre boliinmesi
o, yo! (RND) antibiyotik
penam; efflux;
tetrasiklin antibiyotige | SITux pompast; Beta-
marA 100 S y laktamlara kars1 100
antibiyotik; kars1
e 2 azaltilmig
rifamisin azaltilmig gecirgenlige  sahip
antl_blyotlk; gecirgenlik Genel Bakteriyel
fenikol Porin
antibiyotik;
penem;
dezenfekte edici
maddeler ve
antiseptik
diren¢-nodiilasyon-
aminocoumarin antibiyotik | hiicre boliinmesi
matAy 988 | antibiyotik efflux | (RND)  antibiyotik | 200
efflux pompasi
direng-nodiilasyon-
aminocoumarin antibiyotik | hiicre boliinmesi
mdtB R7L 1 antibiyotik efflux | (RND)  antibiyotik | +°°
efflux pompasi
diren¢-nodiilasyon-
aminocoumarin antibiyotik | hiicre boliinmesi
mdtC B71 | antibiyotik efflux | (RND)  antibiyotik |  +°°
efflux pompasi
aminoglikozid diren¢-nodiilasyon-
antibiyotik; antibiyotik | hiicre boliinmesi
baes 99.36 aminocoumarin efflux (RND)  antibiyotik 100
antibiyotik efflux pompasi
Aminoglikozid direng-nodiilasyon-
antibiyotik; antibiyotik | hiicre boliinmesi
baeR 100 aminocoumarin efflux (RND)  antibiyotik 100
antibiyotik efflux pompasi
S ATP-baglayic1 kaset
Yojl 99.27 | peptitantibiyotik | *"™EYOU | (ABC)  antibiyotik | 100

efflux pompasi
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Cizelge 3.8. Devam H2 6rneginde bulunan antibiyotik direng genleri

En iyi Referans
isabet En Iyi ila¢ siifi Dlrt?ng: AMR Gen Ailesi Dlglnln
ARO Identities Mekanizmasi Yiizde
Uzunlugu
antibiyotik .
PmrF 99.38 peptit antibiyotik hedef {:)r?nrsfz?;;oetanolamm 100
degisikligi
major facilitator
Tetrasiklin antibiyotik | superfamily  (MFS)
emry 961 | antibiyotik efflux | antibiyotik  efflux | -OC
pompast
major facilitator
tetrasiklin antibiyotik | superfamily  (MFS)
emrk 943 | antibiyotik efflux | antibiyotik  efflux | 1020
pompasi
makrolid major facilitator
antibivotik: superfamily  (MFS)
YOI, antibiyotik  efflux
Tlorokigilon antibiyotik | pompasi, direng-
eVOA A az;‘:gpt'k; efflux nodiilasyon-hiicre 100
fetrasik'“n bolinmesi  (RND)
S antibiyotik efflux
antibiyotik - a1
. major facilitator
xiilt)riogfik' superfamily  (MFS)
you, antibiyotik ~ efflux
florokinolon antibiyotik ompasi; direng-
evgs 96.74 antibiyotik; efﬂ)L/JX g o diﬁas ’on-hﬁcre ¢ 100
enam; o
fetrasik’”ne bolinmesi  (RND)
S antibiyotik efflux
antibiyotik
pompast

H2 6rneginin igerisindeki plazmidler ve bu plazmidlerin sahip oldugu antimikrobiyal

diren¢ genlerinin taranmasi i¢in H2 igerisindeki sekanslar plazmid veri tabaninda aratildu.

Cizelge 3.9.’da bulunan plazmidleri ve plazmidlere ait antimikrobiyal direng genlerini

gostermektedir.
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Cizelge 3.9. H2 6rneginde bulunan plazmidlere ait antimikrobiyal direng genleri

Referans
. En lyi . . Dizinin
Plasmid isabet En lyi Ila¢ Simfi Diren¢. AMR - Gen |y de
ID Kimlikler Mekanizmasi | Ailesi
ARO Uzunlu
gu
major
facilitator
- S superfamily
tet(B) 9905 | tetrasiklin 1 antibiyotik (MFS) 100
antibiyotik efflux L
antibiyotik
efflux
pompast
Diaminoirim trimethopri
dfrA12 100 | idin antibiyotik | m _ direngli |,
antibiyotik hedef degisimi | dihidrofolat
rediiktaz dfr
Aminogliko L
aadA2 100 | zid antibiyotik ANT(3") 100
e inaktivasyonu
antibiyotik
NZ_KR82
7684 major
facilitator
. L superfamily
cmlAL 9976 | Tenikol | antibiyotik (MFS) 100
antibiyotik efflux .
antibiyotik
efflux
pompast
Kiigiik ¢oklu
Dezenfekte ilag direnci
edici antibiyotik (SMR)
qacl. 93.64 maddeler ve | efflux antibiyotik 100
antiseptikler efflux
pompast
. antibiyotik . .
sul3 100 | Sulfonamid e Silfonamid | 5,
antibiyotik . direngli sul
degistirme
. antibiyotik , .
sul2 100 | Sulfonamide |0 Stlfonamid | 4,
antibiotic o direngli sul
degistirme
NZ_CP010 " Aminogliko S
149 | APHE) | 9963 | zid antibiyotik 1 gy oy 100
Ib S inaktivasyonu
antibiyotik
Aminogliko S
APHO)- | 9928 | zid antibiyotik APH(6) 100
Id S inaktivasyonu
antibiyotik
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Cizelge 3.9. Devam H2 6reginde bulunan plazmidlere ait antimikrobiyal direng genleri

Referans
. En lyi . . Dizinin
Plasmid isabet En lyi Ila¢ Simfi Diren¢. AMR - Gen |y de
ID Kimlikler Mekanizmas1 | Ailesi
ARO Uzunlu
gu
major
facilitator
- S superfamily
tet(A) 9gp3 | fetrasiklin | antibiyotik (MFS) 94.1
antibiyotik efflux S
antibiyotik
efflux
pompasi
S CTX-M
CTX-M- . antibiyotik
14 100 sefalosporin inaktivasyonu beta- 100
laktamaz
monobaktam | antibiyotik
TEM-1 100 Esefalos.porm inaktivasyonu | TEM beta- 100
;penam; laktamaz
penem
Aminogliko | antibiyotik
S451C)- 100 zid inaktivasyonu [ AAC(3) 100
lld e
antibiyotik
NZ_ﬁI;OlO Diaminopiri | antibiyotik tnmet(;\.oprl i
dfrA17 99.36 | midin hedef m o CUeNel 126.75
antibiyotik | degistirme dihidrofolat
rediiktaz dfr
Aminogliko S
aadA5 100 | zid antibiyotik 4\ amy 100
S inaktivasyonu
antibiyotik
major
Dezenfekte ZiC'é'rtg%r“
qacEdelt edici antibiyotik b y
100 (MFS) 100
al maddeler ve | efflux Lo
oo antibiyotik
antiseptikler
efflux
pompasi
. antibiyotik .
sull 100 S“'TO.”am.'d hedef sqlfonqmld 100
antibiyotik . direngli sul
degistirme
. S makrolid
mphA 100 ;?Ii(giol:)ctjik ?r:];;(t'i%ggkonu fosfotransfer 100
y Y az (MPH)
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Cizelge 3.9. Devam H2 6reginde bulunan plazmidlere ait antimikrobiyal direng genleri

Referans
. En lyi . . Dizinin
Plasmid isabet En lyi Ila¢ Simfi Diren¢. AMR - Gen |y de
ID Kimlikler Mekanizmas1 | Ailesi
ARO Uzunlu
gu
. antibiyotik )
sul2 00 | Sulfonamid oot sulfonamid 100
antibiyotik .. direngli sul
degistirme
" Aminogliko L
APHB)- | 9963 | zid antibiyotik 1 g3y 100
Ib S inaktivasyonu
antibiyotik
Aminogliko S
APHE): | 9928 | zid antibiyotik b 6y 100
Id S inaktivasyonu
antibiyotik
major
facilitator
- - superfamily
tet(A) 9g.23 | tetasiklin | antibiyotik (MFS) 94.1
antibiyotik efflux o
antibiyotik
efflux
pompasi
. antibiyotik .
NZ_CP010 degistirme
149
Kii¢iik ¢coklu
Dezenfekte ilag direnci
edici antibiyotik (SMR)
qacl. 9364 maddeler ve | efflux antibiyotik 100
antiseptikler efflux
pompasi
major
facilitator
. S superfamily
cmlIAl 99.76 | fenikol | antibiyotik (MFS) 100
antibiyotik efflux Lo
antibiyotik
efflux
pompasi
Aminogliko S
aadA2 100 | zid antibiyotik 4\ amy 100
S inaktivasyonu
antibiyotik
Diaminopiri | antibiyotik gl'megﬁs: i
dfrA12 100 midin hedef L ¢ 100
antibiyotik | degistirme dihidrofolat
rediiktaz dfr
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4. TARTISMA

Antimikrobiyal direng, yiiksek morbidite ve mortaliteyle iligkili olup diinya ¢apinda
onemli bir sorundur. Onemli patojenlerin yaygm antimikrobiyal tedavilere kars1 direng

gostermesi ve ¢oklu ilaca direncin gelismesi endise kaynagidir (Frieri vd., 2017).

Antibiyotik direnci hem insan hem de hayvan saghg: i¢in 6nemli tehdit unsurudur.
Diinyada iiretilen antibiyotikler insan tibbinda kullanilmasinin yaninda biiyiik cogunlugu
veteriner tibbinda ve hayvan yetistiriciliginde kullanilmaktadir. Ciftlik hayvanlari ve su
driinleri yetistiriciliginde enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanildigi kadar
biliyiimeyi destekleyici olarak da antibiyotik kullanimi s6z konusudur. Biiytime faktorii olarak
kullanimlar1 antibiyotik direncinin yayilmasinda 6nemli bir etken olarak goriildiigiinden
Tiirkiye’ de 2006° dan itibaren bu amacla kullanimlar1 yasaklanmistir. Insanlarda ve
hayvanlarda tedavi amaci ile kullanilan antibiyotik siniflar1 benzerlik gostermektedir, bu
nedenle antibiyotik direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve yayilimlari artmaktadir (Filazi vd.,
2015; Roca vd., 2015; Silleymanoglu vd., 2022; Téreci, 2003).

Antibiyotik direngli bakteriler, toprakta, suda, insan veya hayvan gaitasinda bulunabilir.
Antibiyotik direngli mikroorganizmalar ile dogrudan temas ve gida zinciri yoluyla veya
dolayli olarak giftlik atiklarinin ¢evre kirliligi yoluyla insanlara yayilabilmektedir. Hayvanlar
kesim sirasinda diski ile kontamine olabilir ya da kontamine olmus sular tarimsal {iriinlerin
yetistiriciliginde kullanilabilir. Diger bir risk ise gidalara ¢apraz bulagma ile antimikrobiyal
direngli bakterilerin veya antimikrobiyal direng genlerinin bulasmasidir. (Roca vd., 2015;
Verraes vd., 2013).

Antibiyotik direnci konusunda 6nemli bir konuda GSBL’ dir. GSBL pozitif olan
bakteriler ayn1 zamanda ¢oklu ilag direnci de gostermektedirler. CDC, GSBL pozitif olan
Gram negatif basillerin saglik i¢in dnemli bir tehdit oldugunu sdylemektedir. Ayrica GSBL,

Tek Saglik yaklagimi ile incelenmelidir (Siileymanoglu vd., 2022).

Calismamizda Eylil-Ekim 2022 tarihleri arasinda Ankara ilinin Gdlbasi, Cubuk ve
Haymana ilgelerinde bulunan ciftliklerden toprak 6rnekleri ve biiyiikbas, kiiglikbas ve kiimes
hayvanlarinin gaita ornekleri olmak iizere toplamda 184 6rnek alinmistir. Toplanan bu
ornekler secici ve ayirt edici besiyerlerinde iiretildikten sonra biyokimyasal testler (Gram

boyama, indol, metil red- Voges Proskauer, sitrat ve ii¢ sekerli demir besiyeri (TSI) testleri)
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uygulanmistir ve 120 (%65,2) tane E. coli izole edilmistir. Daha sonra bu izolatlar MALDI
TOF MS yontemi ile dogrulanmigtir. Literatiirde ¢esitli kaynaklardan E. coli izolasyonu ile
ilgili caligmalar bulunmaktadir. Debbarma vd. (2020) sigir, domuz ve kiimes hayvanlar1 olmak
tizere 3 gida hayvani kategorisinden 245 gaita (52 tanesi diyareli) ve 175 et 6rnegi olmak tizere
toplam 420 ornek toplayarak 66 (%15,71) 6rnekte E. coli izole etmistir. Dutta vd. (2013)
salatada ¢ig olarak tiiketilen sebzeler lizerine bir ¢aligma yapmustir. Yerel perakende satis
magazalarindan toplam 80 adet 6rnek almis ve inceleme sonucunda 43 (%53,75) 6rnekte E.
coli izole etmistir. Mukuna vd. (2023) biiyiikbas ve kegi ¢iftliklerinden toplam 285 ¢evresel
(glibre, toprak ve su) ornekten 113 (%76,4) E. coli izole etmistir. Marijani (2022) Tanzanya’
da yaptig1 ¢aligmada agik hava balik pazarindan ve siipermarketlerden alinan 92 adet taze balik
ornegini incelemistir. 7 farkli bakteri tiirii tanimlamis ve en yaygin olan tiir 36 (%39) ile E.

coli olmustur.

Calismamizda toprak ve gaita 6rneklerinden izole ettigimiz 120 tane E. coli izolatin 11
cesit antibiyotik i¢in duyarlilik testleri yapilmistir. Yapilan antibiyotik duyarlilik testleri
sonucunda direng oranlari; ampisilin %12,5 (15), trimthoprim/sulfometaksazol %6,6 (8),
sefazolin %0,83 (1), siprofloksasin %2,5 (3), seftazidim %0,83 (1), sefotaksim %1,6 (2),
seftriakson %1,6 (2) bulunmustur. Gentamisin, amikasin, imipenem ve meropenem
antibiyotiklerinde dirence rastlanmamustir. En yiiksek orta duyarlilik orani ise sefazolin %99,1
(119) antibiyotigine karsi bulunmustur. Ayrica toplamda 17 adet E. coli’de dirence
rastlanmigtir. Bunlardan 12 tanesi topraktan, 5 tanesi ise gaita 6rneklerinden izole edilen E.

coli izolatlaridir.

Sonola vd. (2021) Tanzanya’da tavuklardan (236), insanlardan (243), kemirgenlerden
(101) ve topraktan (290) olmak tizere toplam 960 6rnek toplamislar ve bu 6rneklerin 650’sinde
(%67,7) E. coli tespit etmislerdir. izolatlarin antibiyotik direng oranlari; imipenem (%79,8),
sefotaksim (%79,7), tetrasiklin (%73,7), amoksisilin/klavulanat (%49,4), siprofloksasin
(%40,2) ve gentamisin (%9,7) bulunmustur. Ayrica tim izolatlarin %78,8’inde ¢oklu ilaca

diren¢ s6z konusudur.

Tams vd. (2021), Kahramanmaras’ta bulunan market ve pazarlardan lor peyniri
ornekleri satan almis ve bu 6rneklerden 74 adet E. coli izole etmistir. Izole edilen E. coli
suslarinin  diren¢ oranlar1 sirasiyla, cefuroxim %88, amoksisilin/klavulanikasit %79,
ampisillin/sulbaktam %67, gentamisin %54, tetrasiklin %48, aflaksin %30, nitrofurantoin

%30, streptomisin %23, seftriakson %20, siproflaksin %2 ve sefepim %1 olarak bulunmustur.
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Holvoet vd. (2013) Belgika’da bulunan marul iiretim yerlerinden marul fideleri, toprak,
sulama suyu ve marul yapraklar1 dahil olmak tizere toplam 738 6rnekten 473 E. coli izolati
elde etmisler ve bunlarin 66 tanesi fide torf topragi, 171 tanesi ise ¢evrede bulunan topraktan
izole edilmistir. Yapilan antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda en yiiksek diren¢ orani
ampisilin (%7) i¢in bulunmustur. Amikasin, siprofloksasin, gentamisin i¢in ise direng
gbzlenmemistir. Ayrica toprak orneklerinde de en yiiksek direng ampisilin antibiyotigine
karsidir. Bizim calismamizda da en yiiksek direng oram1 ampisilin antibiyotigine karst

bulunmustur.

Bir baska ¢alismada sigirlarin gaita drneklerinden ve ciftlik topraginda izole edilen 35
(31 gaita ve 4 toprak izolat1) patojenik E. coli i¢in yapilan antibiyotik duyarlilik testi
sonucunda amoksisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerine diren¢ %100 bulunmustur. Seftriakson
(%5), siprofloksasin (%7), amikasin (%10) ve gentamisin (%11) antibiyotiklerine kars1 yiiksek
duyarlilik goriiliirken ampisilin (%92) ve streptomisin (%95) antibiyotiklerine kars1 diisiik
duyarlilik sonuglar1 bulunmustur (Bist vd., 2014).

Gilney Kore’de yapilan ¢alismada insan, tavuk, 6rdek, domuz, siit ve besi sigirlarindan
alinan gaita orneklerinden izole edilen 793 E. coli izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar
incelenmis ve %72,3’iniin (573) birden fazla antibiyotige direngli oldugu bulunmustur.
Domuzlardan izole edilen E. coli izolatlar1 en fazla sayida antibiyotige direngli bulunmustur.
En yiiksek direng tetrasiklin antibiyotigine karsidir ve insan, tavuk ve sigirlarda seftazidim
direncine rastlanmamistir. Ayrica bu ¢alisma antibiyotik diren¢ genlerinin bir E. coli alici

tirtine aktarilabilecegini gostermistir (Unno vd., 2010).

Ding vd. (2012) Ankara, Balikesir ve Corum’da bulunan siit isletmelerinden mastitis
stipheli inek sttlerinden izole ettikleri 92 adet E. coli igin yaptiklar1 antibiyotik duyarlilik
testlerinde en yiiksek direng oranlarina sahip antibiyotikler eritromisin (%69,6), ampsilin
(%39,1) ve tetrasiklin (%34,8) olurken en diisiik direng ise streptomisin, sefotaksim ve
seftazidim antibiyotikleri olmustur. Ayrica bu ¢alismada GSBL aktivitesi de aragtirilmistir

ancak incelenen E. coli izolatlarinda GSBL aktivitesine rastlanmamustir.

DSO, GSBL iireten E. coli’yi diinya ¢apinda antimikrobiyal direng siirveyanst igin temel
bir gosterge olarak ilan etmistir (Matheu J, 2017).
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Cin’in  Sichuan-Chongging bélgesinde saglikli sigirlardan toplam 230 kloakal
striintiiden 222 E. coli izolati1 elde edilmis ve bu izolatlarin 102 izolat (%45,9) GSBL
fenotipini gostermistir. Daha sonra yapilan PCR testi ile 88 (%39,6) E. coli susunun bla crx-m,
bla shv, bla tem genleri eksprese ettigini ve 21’inin bla crx-m susu, 7’sinin bla tem susu, 18’inin
bla shv susu ve 42 susun ise iki veya tiimiinin birlesimi igin pozitif oldugunu gostermistir

(Zhang vd., 2021).

Tayland’da yapilan ¢alismada kiimes hayvanlarindan 467 gaita drnegi (426 tavuk ve 41
ordek), ¢iftlik ortamindan 88 6rnek (54 toprak ve 34 su) ve 32 ¢iftciden gaita 6rnegi olmak
tizere toplam 587 6rnek toplanmugtir. 159 izolat GSBL iireticisi olarak bulunmustur ve %50’si
insan gaita Ornegi, %25,9’u kiimes hayvanlart (%24,9 tavuk ve %36,6 6rdek) ve gevresel
orneklerin %25’inden (toprak %16,7 ve su %38,2) izole edilmistir. GSBL iireten 159 E. coli
arasindan 152 izolat blacrx-m acisindan pozitiftir (Tansawai vd., 2019).

Misir’da siit sigirlar ¢iftliklerinden alinan 210 rektal siiriintii 6rneklerinde %46,6 (98)
ve 56 adet kiiltiir ve ¢evre drneklerinde ise %28,6 (16) oraninda GSBL iireten E. coli varligi
saptamiglardir. 114 (%42,8) izolat GSBL iireten E. coli olarak tanimlanmig ve her biri GSBL
genlerinden (blacrx-mis, blacrx-mg, blarem, blasqy ) en az birini barindirmaktadir. 103 (%90,4)
izolatta blactx-m115 geni, 89 (%78) izolatta blarem geni, 6 (%5,2) izolatta blacrx-me geni ve 1
(%0,87) izolatta blasny geni tespit edilmistir (Braun vd., 2016).

Atlaw vd. (2021) ABD’de 65 izolat koyun orneklerinden ve 48 izolat mezbaha
ortamindan toplam 113 adet GSBL iireten E. coli izolati elde etmislerdir ve tiim genom analizi
yapmislardir. GSBL iireten E. coli izolatlarinin %96°s1 (108) CTX-M tipi genleri, %46,9 (53)
blarem-1 geni tasidigr tespit edilmistir. CTX-M genlerinden en yaygin olarak %28,3 (32) orani
ile blactx-m1 olmustur. Ayrica %11,5 (13) blacrxmis ve %1,8 (2) blacrxm-14 genleri

bulunmustur.

Pehlivanoglu vd. (2016) Tirkiye’nin Burdur ilinde saglikli sigirlar (200) ve
koyunlardan (200) aldiklar1 digk1 6rneklerini incelemis ve E. coli izolatlarinda GSBL pozitiflik
oranimi sigirlarda %15,5 (31) ve koyunlarda %1,5(3) olarak belirlemistir. Yapilan PCR
taramasi sonucunda sigir kokenli izolatlarda en yaygin genin %87,1 (27) oranmi ile CTX-M
olmustur. %77,4 (24) TEM ve %9,7 (3) SHV genleri bulunmustur. Koyunlardan izole edilen
E. coli’lerde ise %100 (3) CTX-M, %66,7 (2) TEM genleri tespit edilirken SHV genlerini
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tagimamaktadir. Sigirlardan elde edilen izolatlarin %66,7’si (21) ve koyunlardan elde edilen

izolatlarin %66,7’si (2) hem blacrx-v hem de blarem tasiyicisidir.

Cin’de 2002°de 2009’a kadar yapilan bir ¢alismada saglikli ve hasta gida iireten
hayvanlardan toplam 979 E. coli izolat1 elde edilmistir. Domuz ve 6rdekten izole edilen 14
tanesi blactx-m-14 i¢in pozitif ve tiimii ¢oklu ilaca direngli bulunmustur. 14 izolatin 8 tanesinde

blarem geni bulundurmaktadir (Liao vd., 2015).

Hartmann vd. (2012) Fransa Burgonya’da yaptiklari ¢alismada toprak, sigir ve giftlik
ortaminda CTX-M iireten E. coli varligini arastirmistir.120 bolgeden elde ettikleri toprak DNA
ekstraktlarinin %20’sinde blacrx-w tespit edilmistir. 182 giftlikten 271 diski1 6rnegi toplanmis
olup 12 giftlikten GSBL iireten 13 adet E. coli izolati elde edilmis olup besi blarem-71 ve sekizi
blacrx-m-1 genlerini tasimaktadir. TEM-71 tasiyan dort izolat genotipik olarak benzerlik
gostermesine ragmen farkli ciftliklerden izole edilmislerdir. Ayrica CTX-M iireten E.

coli’lerin en az bir yi1l toprakta hayatta kalabildiklerini belirtmektedir.

Kahraman vd. (2016) Tiirkiye’de Marmara bolgesinden 384 tane tavuk gaita 6rnegi ile
384 tane tavuk eti toplamislardir. Sefotaksim eklenmis MacConkey agar kullanilarak E. coli
izolasyanunu gergeklestirmislerdir. Gaita 6rneklerinin 76 (%19,7) tanesinde ve et drneklerinin
ise 14 (%3,6) tanesinde sefotaksim direngli E. coli izole etmislerdir. Kombine disk yontemi
kullanarak GSBL tireten E. coli’lileri tespit etmislerdir. Gaita 6rneklerinden 44 tanesi fenotipik
olarak GSBL pozitif bulunmus ve 42 (%95,4) tanesi en az bir tane GSBL geni tasimaktadir;
blactxm (%95,4), blacrx-m-1 (%81,8), bla crxms (%4,5), blarem (%45,4) ve blashy (%2,2).
Tavuk eti 6rneklerinde ise 5 tane GSBL pozitif izolat bulmusglardir ve hepsi en az bir tane
GSBL geni tagimaktadir ; blactx-w (%100), blacrx-w-1 (%28,5), blarem (%7,1).

Tiirkiye’de yapilan baska bir ¢alismada ise pili¢ kesimhanelerinde 300 tane kloakal
ornek toplanmistir ve % 33,6’sinda sefotaksime kars1 azalan duyarlilik tespit etmislerdir. Tiim
Orneklerin %11 (33)’nde GSBL iiretmektedir. 33 E. coli izolatindan sadece 8 drnek blarem-1
geni barindirmaktadir. 25 izolat GSBL genine sahiptir ve 23 izolatta CTX-M (%92) geni (20
CTX-M-15, 1 CTX-M-1, 1 CTX-M-9, 1 CTX-M-16) tespit edilmistir (Unal vd., 2017).

Hatay ilinde yapilan bir ¢alismada saglikli sigirlardan alinan toplam 312 rektal siiriintii

orneginden 26 (%8,3)’sinin GSBL/AmpC fenotipli E. coli oldugu bulunmustur. PCR
amplifikasyonu ve sekanslamasi sonucu 12 (%46,2) blacrx-m-1s, 11 (%42,3) blacrx-m-1, 2 (%7,7)
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blactx-m-3 ve 1 (%3,8) blacwy-2 barindirmaktadir (Aslantas vd., 2016). Ulkemizde yapilan
caligmalarda en yaygin CTX-M-15 geni bulunurken bizim ¢alismamizda CTX-M-14 geni

bulunmustur.

2000 y1lindan sonra toplum kdkenli suslarda da GSBL {iretimine rastlanmigtir. Toplum
kokenli GSBL iireten E. coli CTX-M enzimi ile ilk sirada yer almaktadir. CTX-M-15 diinyada
yayginlik gosterirken CTX-M-9 ve CTX-M-14 Ispanya’ da daha yaygindir (Tiikenmez-Tigen
ve Miilazimoglu, 2012). Toplum kokenli tiriner sistem enfeksiyonu tanis1 konulmus 529 hasta
orneklerinden 220 (%70)’si E. coli olarak tammlamis ve 88 (%40)’i GSBL iireticisi olarak
belirlenmistir (Senol vd., 2020).

Calismamizda yapmis oldugumuz antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda ¢ izolat
¢oklu ilaca direngli bulunmustur (H2, H4 ve H36). H2 izolat1 yapilan disk difiizyon yontemi
ile ampisilin, sefazolin, siprofloksasin, seftazidim, sefotaksim, seftriakson antibiyotiklerine,
H4 ve H36 izolat1 ampisilin, trimethoprim/sulfometaksazol, siproflaksasin antibiyotiklerine

direncli olarak bulunmus ve ¢oklu ilaca direngli olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda izole ettigimiz H2 izolat1 GSBL varliginin arastirilmasi amaciyla yapilan
cift disk sinerji testi ile GSBL pozitif olarak bulunmus ve tiim genom analizi yapilmigtir.
Yapilan tiim genom analizi ile plazmidler tizerinde GSBL genlerinden CTX-M-14 ve TEM-1
genlerine rastlanmistir. Ayrica aminoglikozid antibiyotiklerine direngten sorumlu aadA2,
APH(3")-Ib, APH(6)-1d, AAC(3)-Ild, aadA5, APH(3")-Ib, APH(6)-Id genleri, tetrasiklin
antibiyotiklerine direncten sorumlu tet(A), tet(B) genleri ve sulfonamid antibiyotiklerine
direngten sorumlu sull, sul2 ve sul3 genleri bulunmustur. Coklu ila¢ direng fenotipinden
sorumlu, sefalosporin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklerin disar1 atimimi tesvik eden ve
antibiyotige karsi membran gecirgenligini azaltan acrA ve marA kromozomal genleri

bulunmustur.

Calismamizda E. coli’nin yapilan diger ¢alismalarda tetrasiklin antibiyotiklerine karst
direngli oldugu bilindigi i¢in disk diflizyon yonteminde tetrasiklin antibiyotigi i¢in direng
bakilmamistir ve tiim genom analizi sonucunda da tetrasiklin antibiyotiklerine kars1 direng

geni bulunmustur.

Amikasin ve gentamisin antibiyotiklerine kars1 fenotipik olarak bir direng

bulunamamasina ragmen plazmidler iizerinde aminoglikozid direncinden sorumlu genler
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bulunmustur. Bulunan genler eksprese edilmemis olabilir ancak plazmidler iizerinde

bulunduklari i¢in bu direng genlerinin yayilimina katkida bulunabilecegi diistintilmektedir.

Tiim genom analizi sonucunda H2 izolatinin en ¢ok sahip oldugu viriilans faktorleri ise
soyledir; kivrimli lifler, E. coli ortak pilusu (ECP), E. coli laminin baglayici1 fimbria (ELF),
hemorajik E. coli pilusu (HCP), Tip I fimbria.

Antibiyotik direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi biiyiik 6l¢iide direng genlerinin yatay
gen transferi yoluyla yayilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu gen transferlerine ekstra
kromozomal genetik elementler olan plazmitler aracilik etmektedir. Bizim ¢alismamizda izole
ettigimiz H2 izolatinin plazmidler iizerinde GSBL genlerinden CTX-M-14 ve TEM-1
genlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu durumun plazmit aracili direng aktariminda rol
oynayacagl distniilmektedir. Antibiyotik diren¢ genleri mikrobiyomlardaki bakteriler
arasinda, habitattaki mikrobiyomlar arasinda ya da hayvan, insan ve cevresel habitatlar
arasinda yayilabilmektedir (Castafieda-Barba vd., 2024). GSBL iireten E. coli’nin insanlarda,
hayvanlarda ve ¢evrede tespit ediliyor olmasi Tek Saghk yaklagiminin Onemini
vurgulamaktadir. Antibiyotik direncinin yayiliminin azaltilmasi ve énlenmesi i¢in Tek Saglik

yaklagimi biiyiik bir 6nem tagimaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Antibiyotik direnci giinimiizde 6nemli kiiresel halk sagligi sorunlarindan biri olup
yiiksek mortalite ve morbidite gibi olumsuz etkilere sahiptir. Antibiyotik direncinin en 6nemli
sebebi antibiyotik kullanim1 olup antimikrobiyal direngli organizmalar insan, hayvan, yiyecek,
bitki ve ¢evrede (suda, toprakta ve havada) bulunabilmektedir. GSBL pozitif E. coli, Tek
Saglik yaklasimu i¢in giizel bir 6rnektir. Tek Saglik; insanlar, hayvanlar ve ekosistemler i¢in
optimal ve siirdiiriilebilir saglik sonuglarini ulagsmayi1 amaglayan entegre, birlestirici bir

yaklagimi ifade etmektedir (WHO, 2021).

Antimikrobiyal direncin yayilmasini degerlendirmek ve yerel, ulusal ve kiiresel
stratejilerini izlemek i¢in siirveyans oldukga énemlidir. Ulkemizde 2011 yilinda kiyaslanabilir
ve giivenilebilir direng verilerinin toplanabilmesi i¢cin UAMDSS (Ulusal Antimikrobiyal
Direng Siirveyans Sistemi) kurulmustur. Ayrica UAMDSS, 2013 yilindan itibaren DSO
Avrupa Ofisi tarafindan yiiriitiilen “Orta Asya ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal Direng
Siirveyans Agi (CAESAR)’na dahildir (Yildiz vd., 2017).

Yapilan bu ¢alismada giftliklerde gaita ve toprak ornekleri incelenerek antimikrobiyal
direncin ve direng genlerinin hayvan, insan ve gevre arasindaki yayilimini1 anlamak ve tespit
etmek amaglanmigtir. Yapilan literatiir taramasinda iilkemizde ¢iftliklerden alinan toprak
orneklerinde GSBL pozitif E. coli ile ilgili ¢alismalarin yetersiz oldugu kanisina varilmustir.
Cevresel izolatlarda antibiyotik direncin arastirilmasi, antimikrobiyal direng ile miicadelede

biiyiik bir 6neme sahiptir.

Calismamizda izole edilen 120 E. coli igerisinden topraktan izole edilmis olan sadece
bir tane izolat GSBL pozitiftir. Gentamisin, amikasin, imipenem ve meropenem
antibiyotiklerine karsi hicbir izolatta diren¢ bulunamamistir. Klinik izolatlara kiyasla
calismamizda incelenen cevresel izolatlarda antibiyotik diren¢ oranlari diisiik bulunmustur.
Bunun sebebinin hayvanlarda biiyiime tesvigi olarak antibiyotiklerinin kullanimin

yasaklanmis olmasi oldugunu disiinmekteyiz.
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Ciftlikler ve toprak, su gibi insanlarla dogrudan iliskili ortamlarin antibiyotik direnci ile
iliskisini, yayilimini anlayabilmek i¢in daha ¢ok veriye ihtiya¢ duyulmaktadir. Antibiyotik

direncinin 6nlenebilmesi i¢in Tek Saglik yaklasiminin 6nemi vurgulanmalidir.
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