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OZET

Tam Genom Dizileri PATRIC Veritabaninda Yer Alan Escherichia coli
Izolatlarmin Tiplendirilmesi

Amag: Bu calismada sigirlardan izole edilmis PATRIC = Bacterial and Viral
Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) veri tabaninda yer alan 94 Escherichia coli
izolatinin tam genom dizilerini in silico olarak filogenetik analiz, antimikrobiyel direng
genleri, viriilens genleri, plazmid, serotip ve sekans tiplerinin saptanarak

genotiplendirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: BV-BRC veri tabaninda tam genome (complete) dizi
analizleri bulunan, sigir kokenli ve farkl: tilkeleri kapsayan 94 adet E. coli izolatlar1 bu
calismaya dahil edildi. Izolatlarin antimikrobiyal diren¢ genleri, viriilens genleri,
plazmid, serotip ve sekans tipleri ise Center of Genomic Epidemiology web sitesinde yer
alan online araglar kullanilarak arastirildi. Tam genom filogenetik analiz, BV-BRC i¢inde
yer alan filogenetik aga¢ olusturma aracit kullanilarak gergeklestirildi. Analizler
sonrasinda elde edilen veriler iTOL web sitesi online programi ile gorsellestirildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 94 E. coli izolatinin 38’inin antimikrobiyal
diren¢ geni tasidiklari saptandi. Bu 38 izolatin aminoglikozid, kinolon, B-laktam,
siilfonamid, makrolid, tetrasiklin, fosfomisin ve kloramfenikol direng genleri tespit edildi.
Ayrica izolatlarin IncFll, IncN, IncHI2A plazmidleri tasidig: tespit edildi. Izolatlarin H7
ve 0157 serotiplerine sahip oldugu ve stx1 ve stx2 viriilens geni tagidigi saptandi. ST10,
ST11, ST457 sekans tipine sahip izolatlar tespit edilmistir.

Sonug¢: Farkli iilkelerden bildirimi yapilan E. coli izolatlarinin yaygin bir
genotipik dagilim gosterdigi ve bu izolatlarin farkli grup antimikrobiyal direng tasidigi
belirlendi. Bu durum E. coli izolatlaridaki genotipik degisimin siirekli olarak
arastirilmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, Escherichia coli, genom analizi, in silico



ABSTRACT

Characterization of Escherichia coli Isolates with Complete Genome Sequences in
the PATRIC Database

Aim: This study aimed to perform in silico phylogenetic analysis of the complete
genome sequences of 94 Escherichia coli isolates isolated from cattle in the PATRIC =
Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) database, and to genotype

their antimicrobial resistance genes, virulence genes, plasmids, serotypes and sequence
types.

Material and method: 94 E. coli isolates of bovine origin and covering different
countries, whose complete genome sequence analyses were available in the Bacterial and
Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) database, were included in this study.
Antimicrobial resistance genes, virulence genes, plasmid, serotype and sequence types of
the isolates were investigated using online tools on the Center of Genomic Epidemiology
website. Full genome phylogenetic analysis was performed using the phylogenetic tree
creation tool in BV-BRC. The data obtained after the analyses were visualized with the

iTOL online program.

Results: It was found that 38 of the 94 E. coli isolates included in the study carried
antimicrobial resistance genes. Of these 38 isolates aminoglycoside, quinolone, B-lactam,
sulfonamide, macrolide, tetracycline, fosfomycin and chloramphenicol resistance genes
were detected. IncFIl, IncN, IncHI2A plasmids were detected. H7 n=7 0157 n=6
serotypes were detected. It was found to carry stx1 and stx2 virulence genes. Isolates with
ST10, ST11, ST457 sequence types were detected.

Conclusion: It was determined that E. coli isolates reported from different
countries showed a widespread genotypic distribution and these isolates carried different
groups of antimicrobial resistance. This situation emphasises that the genotypic change

in E. coli isolates should be investigated continuously.

Key Words: Antibiotic resistance, Escherichia coli, genome analysis, in silico
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Biyolojik siniflandirmada bagirsaklarda yasayan Enterobacteriaceae ailesi i¢inde
bulunan Escherichia coli, Gram negatif, sporsuz, kiicik ¢omak seklinde, 1-2 pm
uzunlugunda ve 0.1-0.5 pum capinda, fakiiltatif anaerobik, peritrik flagellaya sahip
hareketli, baz1 suslar1 kapsiilli ve birden fazla antijenik yapiya sahip
mikroorganizmalardir (Denamur ve ark., 2021; Manges ve ark., 2019; Pakbin ve ark.,
2021). Memeliler sinifinda yer alan tiim canlilarin bagirsaklarinda bulunur. E. coli
bagirsak florasinin bir tiyesi olarak yer alir ve sayica artmasit durumunda enfeksiyon
meydana gelmektedir (Riley, 2020). Diskiyla kontamine olmus su ve yemlerin
tilketilmesi sonucunda enfeksiyon meydana gelmektedir. Bakterinin antijenik yapist,
patotipleri ve viriilens faktorlerine sahip olmasi, bakterinin antimikrobiyel tedaviye
direng gostermesine sebebiyet vermektedir (Sora ve ark., 2021).

Antimikrobiyal diren¢ (AMR) gelismis ve gelismekte olan iilkeler i¢in biiyiik
sorunlara sebep olmaktadir. En onemlisi ise ekonomik kayiplardir. Gelismekte olan
tilkelerde; belirli antibiyotiklere direngli veya duyarli suslarin belirlenmesi, antibiyotige
direngli patojenlere karsi miicadelede rol oynamaktadir (Cormican ve Vellinga, 2012).
Antibiyotik direngli bakteriler, patojenlerin kontrol altina alinmasini ve hastaliklarin
tyilesme yetenegini biiyiik 6l¢iide zayiflatmasi ve mutasyona ugramis bakterilerin mevcut
ilaclart ise yaramaz hale getirmesi, antimikrobiyel dirence kars1 miicadeleyi
zorlastirmaktadir. Bu patojenlere karsi miicadelede geleneksel yontemler zaman alici
oldugundan, son zamanlarda bu gorev icin genetik yaklasimlar gelistirilmis ve 6nemli
gen Ozelliklerini tanimlamak i¢in mikrobiyal suslarin tam genom dizileri olusturulmustur
(Smith ve Coast, 2013). Bazi patojen suslarin antibiyotik diren¢ mekanizmalarini
gostermek i¢in genom analizleri kullanilmaktadir. Bu amacgla BV-BRC veri tabani, ilgili

genleri, proteinleri ve genomik bilgileri toplayan en kapsamli, antibiyotik diren¢ veri



tabanlarindan biridir. 80.000'den fazla bakteri koleksiyonu BV-BRC veri tabaninda
bulunmaktadir (Wattam ve ark., 2017).

Bu calismada sigirlardan izole edildigi bildirilen BV-BRC veri tabaninda yer alan
E. coli izolatinin tam genom dizilerini kullanarak in silico olarak antimikrobiyel direng
genleri, viriilens genleri, plazmid, serotip, sekans tipi ve filogenetik analizlerinin

yapilarak genotiplendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihcesi

E. coli, 1885’te Alman-Avustralyali pediatrist ve bakteriyolog olan Theodor
Escherich tarafindan bebek diskilarinda kesfedilmistir. Kelime olarak “coli”, kalin
bagirsaktan anlaminda olup Bacterium coli commune ismi ile tanimlanmistir. 1919
yilinda Castellani ve Chalmers etkeni bulan arastirmacinin adina ithafen Escherichia coli
olarak isimlendirmistir ve daha sonra E. coli kisaltmasiyla ifade edilmistir (Minodier,
2011).

Escherichia coli, bakteri biyolojisinin agiga ¢ikarilmasi sirasinda en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalardan biri olup firsatg1 patojen olarak ¢esitli enfeksiyonlara neden
olmustur. Genetik rekombinasyon, bakteriyel konjiigasyon ve operon gibi terimler ilk bu
bakteri lizerinde kesfedilmistir. Ayrica DNA'nin replikasyonu, RNA protein sentezi gibi
molekiiler biyolojideki bir¢ok mekanizma bu bakteri lizerinde yapilan c¢aligmalar
sonucunda ortaya konulmustur (Leichert, 2011).

2.2. Morfolojik Ozellikleri

Escherichia coli bagirsakta kommensal olarak yasayan fakiiltatif anaerob, spor
olusturmayan Gram (-) bir bakteridir. Mikroskopta kirmizi pembe ¢omaklar seklinde
goriiniir ve boyutlar1 1-2 um uzunlugunda ve 0.1-0.5 pm ¢apindadir. Peritrik flagellaya
sahip ve hareketlidir. Bazi suslar1 kapsiilliidiir. Birden fazla antijenik yapiya sahiptir
(Kaper ve ark., 2004). O antijeni ile karakterize edilen bakteri suslar kiimesi bir
"serogrup" olustururken, O antijeni ve H antijeninin belirli bir kombinasyonu bir izolatin
"serotipini" tanimlamaktadir. Kauffmann siniflandirmasinda analiz edilen ek antijenler K
(kapsiiler) ve F (fimbriyal) antijenleridir (Sora ve ark., 2021). Kapsiiler “K” antijenleri
%?2 oraninda polimerik asitler igeren sekerlerdir ve bunlar virulensle iliskilidirler (Aydin

ve ark., 2006).



2.3. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

E. coli i¢in en uygun tireme 1s1s1 37°C’dir, fakat 18-44°C’ {ireyebilme 6zelligi
gostermektedir. MacConkey agarda pembe renkte, eosin methylene blue (EMB) agarda
ise koyu yesil renkte, siyah-metalik parildamali goriinlimde koloniler olusturmaktadir. E.
coli birgok sekeri fermente ederek (ksiloz, glikoz, mannitol, maltoz, ramnoz ve sorbitol)
asit ve gaz olusturmaktadir. Triptofani ayristirarak indol halkasi olusturmaktadir. VVoges
proskauer ve oksidaz testleri negatif, fakat metil red testi pozitiftir ve nitrat1 nitrite
indirgemektedir. E. coli glikozu fermente ederek gaz ve asit meydana getirerek énemli
biyokimyasal 6zelliklerinden birini gergeklestirir. E. coli’nin hareketsiz suslari glikozdan
gaz uretemez ve laktoz fermentasyonu yapmazlar (Denamur ve ark., 2021; Pakbin ve ark.,
2021).

Sivi besiyerlerinde E. coli yogun iireme gosterir ve homojen bulaniklik
yapmaktadir. Bakteri uygun kati besiyerindeki 18-24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
kenarlart diizgiin, S (Smoth) tipi koloni, 2-3 mm c¢apinda, beyaz-gri renk meydana
getirirler. Tekrar yapilan pasajlarda graniiler R (Rough) tipi seklinde ve mat-kaba
koloniler olustururlar (Hossain ve ark., 2021). Bazi suslar ise besiyerinde daha yavas
treme egilimindedir. CO2’li ortamda c¢ikolata agarda kanli agardan daha iyi iireme
gosterirler. (Denamur ve ark., 2021; Pakbin ve ark., 2021). E. coli dis etkilere oldukca
dayaniklidir. Oda sicakliginda (25°C) uzun siire, 55 °C’de bir saat, 60 °C’de 30 dakika
canli kalabilirler. Dezenfektanlara duyarli, soguga direnglidirler. Bakterinin fuksin ve
malasit yesili boyalar ile bizmut sitrat, sodyum tetratiyonat, sodyum siilfat, safra tuzlari,
sodyum dezoksikola ve selenit tuzlarina karst direnci Shigella ve Salmonella spp. gore

daha diisiiktiir (Bilgehan, 2000).



2.4. Antijen Yapisi

E. coli yapisal olarak flagellar (H), somatik (O) ve kapsiiler (K) antijen tasir.
(Basavaraju ve Gunashree, 2022; Gebregiorgis ve Tessema, 2016; Omerovic ve ark.,
2017).

2.4.1. Somatik O Antijeni

O antijeni 1s1ya dayanikli olup dis hiicre zarini olusturur. Kaynatma ve alkol ile
muameleye direngli iken formol ile kisa siirede inaktive olur. E. coli somatik O antijenleri,
Shigella, Citrobacter, Salmonella, Providencia ve gibi bakterilerin somatik O antijenleri
ile gapraz reaksiyon verebilmektedir (Bilgehan, 2000). Somatik O antijeni yapisi bes veya
daha fazla sayida farkli polisakkarit grubunun bir araya gelmesiyle olusur. Giiniimiize
kadar 180°den fazla farkli somatik O antijen grubunun oldugu bilinmektedir (Omerovic
ve ark., 2017). Buzagi ishalleri iginde en yaygin goriilen O8, 09, 015, 020, 026, O35,
045, 078, 086, 0101, O115, O117 ve O119 serotipleri buzagilarda hastalik olusturan
tiplerdir (Gebregiorgis ve Tessema, 2016).

2.4.2. Flagellar H Antijeni

H antijenleri (flagella antijenleri) protein yapisinda olup yiiksek sicakliklardan
olumsuz etkilenirler. E. coli’nin 60 farkli H antijenine sahip oldugu saptanmustir. Bir
bakteri her zaman ayn1 H antijenine sahip flagella olusturabilir ve H antijenleri tek fazli
olabilmektedir (Denamur ve ark., 2021; Pakbin ve ark., 2021). H antijenleri flagella
tizerinde yer aldigi i¢in hareketli E. coli suslarinda bulunabilmektedir. H antijenine bagh
serotiplendirme giivenilir degildir. Ciinkii ilk izolasyonda tespit edilen izolatlar hareketsiz
veya kismen hareket gosterebilmektedir (Gebregiorgis ve Tessema, 2016; Omerovic ve

ark., 2017).



2.4.3. Kapsiil K Antijeni

K antijeni polisakkarit (N-asetil neuramik asit) yapida ve 100-120°C sicaklikta 1-
2 saat siirede inaktive olabilmektedir. 60 farkli yapida K antijeni saptanmistir ve O
antiserumlari ile agliitine olmazlar (Omerovic ve ark., 2017). K antijeni kavramini kapsiil
antijenini gostermek icin bir sembol olarak 1945 yilinda Kauffmann ve Vahlne ortaya
atmistir. (Omerovic ve ark., 2017). Buzag: ishallerinde tespit edilen K99 antijenidir
(Cengiz ve Adigiizel, 2020).

Protein yapida olan fimbrial (F) antijenler, ilk kez K antijen olarak tanimlanmustur.
F antijeni sus tanmimlamasinda kullanilmaktadir (Parreira ve Gyles, 2003). Ozellikle
buzag ishallerinde siklikla F41 antijeni tespit edilmektedir (Cengiz ve Adigiizel, 2020).

2.5. Patojenite ve Viriillans Faktorleri

Patojen mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve hastaligin olusumunda 6nemli
rol oynayan yapilar Viriilans faktor olarak adlandirilmaktadir. Viriilans faktorler ¢ogu
patojenin kolonizasyonunu ve gelisimini olusturan enzimlerdir (Denamur ve ark., 2021).

E. coli hayvanlarin bagirsak florasinda yer almaktadir. Piitrefaksiyon ve
fermentasyon dengesinin diizenlenmesinde ve besinlerin sindirilmesinde gorev
almaktadir. Bagirsakta diger flora bakterileri ile dengede kaldigi igin hastalik
yapmamaktadir. E. coli suslarinda bu dengenin bozulmasiyla bagirsak hastaliklarina
sebep oldugu gibi bagirsak disina ¢ikip diger dokularda da enfeksiyonlara sebep
olabilmektedir (Denamur ve ark., 2021; Pakbin ve ark., 2021).

Meninkslere, idrar yollarina, peritona ve safra kesesine ulasan E. coli suslar
onemli hastaliklara sebebiyet vermektedirler. Bu hastaliklarin olugsmasinda konaga ait
faktorlerin disinda mikroorganizmaya ait viriilans faktorlere sahip olmasi biiyiikk 6nem

arz etmektedir (Bilgehan, 2000).



E. coli suslarmin viriilans faktorleri arasinda treme hizi, siderefor tretimi
(adezyon), kapsiil olusturma, hiicrelere yapisma yetenegi, konak hiicreye iirettigi
toksinlerle zarar verme, fimbria varligi, sitotoksik nekrotizan faktor ve hemolizin varligi,
kolisin V tiretimi, serum direnci, belirli O ve K serogrubuna ait olma, antimikrobiyallere
direng gibi 6zellikler gosterilmektedir (Ustagelebi, 1999).

E. coli gastrointestinal sistemde (intestinal Patojen E. coli (IPEC)) ve disinda
(Ekstraintestinal Patojen E. coli (EXPEC)) olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Bu gruplar
kendi igerisinde farkli patotiplere sahiptir. IPEC grubunda yer alan patotipler; ¢ocuklarda
ve hayvanlarda ishale neden olan enteropatojenik E. coli (EPEC), hemorajik kolit ve
hemolitik iiremik sendromdan sorumlu enterohemorajik E. coli (EHEC), seyahat ishali,
domuz ve sigir ishalinin ana nedeni olan enterotoksijenik E. coli (ETEC) gocuklarda ve
insanlarda kalic1 ishale neden olabilen enteroagregatif E. coli (EAEC) yaygin adherent E.
coli (DAEC), sulu ishale ve dizanteriye neden olan enteroinvaziv E. coli (EIEC)’yi
icermektedir (Palaniappan ve ark., 2006). EXPEC grubunda ise iiropatojenik E. coli
(UPEC), neonatal menenjit E. coli (NMEC), septisemiden sorumlu E. coli (SEPEC),
meme patojenik E. coli (MPEC), avian patojenik E. coli (APEC) (Pitout, 2012).

Cesitli ekstraintestinal enfeksiyonu olan hastalarin idrar, kan, beyin-omurilik
stvist vb.'nden izole edilen E. coli izolatlari, tipik olarak enfekte olmamig konaklardan
alman digki izolatlarina gore daha fazla spesifik molekiiler belirteg prevalansi
gostermektedir. Viriilans faktorler, VF'ler olarak kabul edilebilir, ancak bu terim
epidemiyolojik iliskilerin mutlak nedenselligi yansitmamasi nedeniyle viriilansa "katkida
bulunan" degil, "iligkili faktorler" anlamina geldigi anlasilmaktadir. Bu viriilans faktorler
islevsel kategoriye gore gruplandirilabilir, 6rnegin adezinler (fimbrial ve fimbrial
olmayan), siderofor sistemleri, toksinler, yiizey polisakkaritleri, invazinler, serum

direnciyle iliskili oOzellikler ve gesitli veya bilinmeyen islevli ozellikler olarak
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siiflandirabilmektedir. Bu simiflandirma igerinde adezinler grubunda afa/dra , afaE,
csgA, fimH, papA, papC , toksinler grubunda astA, hlyE, sat, chuA, fyuA,irp, ireA, iuc,
IUtA , ylizey polisakkarit grubunda iss, kpsM_K15, kpsMIIl_K98 , traT , invazinler
gurbunda aslA, nlpl, ompA, traJ, cvaC, ompT gibi viriilens genlerin bagli bulundugu
grubun islevlerini gergeklestirmektedir. Klinik izolatlar genellikle birden fazla viriilans
faktor icermektedir. Buna karsilik, bazi viriilans suslar, bu islevsel kategori gruplarindan
bir veya daha fazlasini1 tasimaya bilmektedir. Bu tiir belirgin eksikliklerin diger islevsel
kategorilerden gelen viriilans faktorler tarafindan telafi edilip edilmedigi veya bu suslarin
aslinda "eksik" viriilans faktorlerini tagiyip tasimadiklar: bilinmemektedir (Johnson ve
Russo, 2018).

2.6. Antimikrobiyal Diren¢

Alexander Fleming’in stafilokok cinsi bakteriler {izerinde yaptig1 c¢alisma
sirasinda, kiiltir ortamimi kontamine eden bir kiif mantarinin etrafinda bakterinin
tireyemedigini fark etmistir. Mantar kiiltiir filtratlarinin enfeksiyonlarda birgok bakteriye
karsi etki gosterdikleri yapilan deneyler sonucunda gozlemlenmistir. ilk antibiyotik
Alexander Fleming tarafindan 1928’de kesfedilmis ve ¢ogalan kiif mantarlarinin
Penicillium tiirinden meydana gelmesiyle etkin maddeye “penicillin” adi verilmistir
(Gaynes, 2017).

Antibiyotikler, hiicre biiyiimesini inhibe etmelerinin (bakteriyostatik) yaninda
hiicrenin 6liimiine de (bakterisidal) neden olmaktadir. Bakterisidal antibiyotikler, RNA,
DNA, protein sentezini, hiicre duvari inhibe ederek etki gosterirler (Kohanski ve ark.,
2010). Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore bes ana gruba ayrilmaktadir Tablo 2.1

gosterilmektedir (Tenovar, 2006).



Tablo 2.1. Etki mekanizmasi ve hedef boélgelerine goére antimikrobiyallerin
siiflandirilmasi

Etki Mekanizmasi Hedef Antibiyotik

Hiicre  duvari  sentezinin Penisilin baglama Penisilinler,
inhibisyonu proteinleri, Sefalosporinler,
D-alanyl-D-alanin, Karbapenemler,
Mukopeptit tasinmasi Monobaktamlar,

Daptomisin,

Glikopeptidler
Protein sentezi inhibisyonu 30S ve 50S ribozom alt Tetrasiklinler,
tniteleri Kloromfenikol,
Makrolidler,
Aminoglikozidler,
Linkosamidler,
Oksazolidinonlar,
Streptograminler
Niikleik asit sentezi engelleme RNA polimeraz, DNA Kinolonlar,
yapisinin tamami, DNA Nitroimidazoller,

giraz Rifampisin
Bakteri membraninin  Fosfolipit yapisi Polimiksinler
bozulmasi
Folik asit yolunun inhibisyonu Dihidrofolat rediiktaz, Sulfonamidler,

Dihidropteroat sentetaz Trimetoprim

Antimikrobiyal diren¢ gelisimi genellikle yanlis ve yaygin antibiyotik
kullanimiyla olugsa da antimikrobiyal kullanim1 olmaksizin tetrasiklin ve streptomisine
direncli bakterilerin varlig bildirilmistir (Dadgostar, 2019; Spagnolo ve ark., 2016). Bu
sebeple antibiyotik direncinin sadece yanlis ve yaygin antibiyotik kullanimiyla ilgili
olmadigi ve bununla birlikte bakterilerin yasamlarmi siirdiirmek igin kullandiklari
savunma mekanizmasinin bir pargasi oldugu tespit edilmistir (Dadgostar, 2019).

Bakteriler, antimikrobiyal maddelere kargt mutasyona bagli bir direng gelistirebilir
veya yapisal olarak direng olusturabilirler. Ayrica bagka organizmalardan direngli
genlerin alinmasi yoluyla da direng 6zelligine sahip olabilirler. Bu sebeple bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde, bakterilerin antimikrobiyal maddelere direng gostermeleri

sebebiyle tedaviler giderek zorlagsmaktadir. Kazanilan bu direng genleri, ilacin hedef



bolgeye ulasmasini engellemektedir veya bir bakterinin, antibiyotigi etkisiz hale getiren
enzimler liretmesine yol agmaktadir. Duyarli bakteriler antimikrobiyal direng¢ genlerinin
aktariminda plazmid veya transpozonlar tarafindan gergeklestirilebilen transformasyon,
transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla olusabilmektedirler. Bunun yaninda stirekli ve
bilingsiz antibiyotik kullanimi direngli suslarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir
(Tenover, 2006).

Gram negatif, patojen bakteriler arasinda antibiyotik direncinin yayilmasinda
genomda bulunan integronlar 6nemli bir rol oynamaktadir. Son on yilda, dogal
ortamlarda integron ¢esitliliginin arastirilmasi, bunlarin antibiyotige direncli patojenlerin
ilging bir 6zelliginden daha fazlasi oldugunu fakat bakteriyel adaptasyon ve genom
degisimlerinin daha genel ve 6nemli bir role sahip olduklarini gostermektedir (Holmes ve
ark., 2016; Tang ve ark., 2023). Antibiyotiklere, direng gelismesindeki sebeplerin en
baginda bilingsiz ve yaygin antibiyotik kullanimi gelmektedir. Ayrica direngli bakterilerin
sebep oldugu enfeksiyonlardaki mortalite ve morbidite oranlarinin daha fazla olmasi
problemin ne kadar énemli oldugunu vurgulamaktadir (Holmes ve ark., 2016; Tang ve
ark., 2023).

Bakteriler kendi iirettikleri antibiyotiklere karst dogal olarak direng olustururlar.
Kazanilmis antibiyotik direnci, bakterilerin daha onceden duyarli olduklar1 bir
antibiyotige kars1 sonradan gosterdikleri direng olarak tanimlanmaktadir (Holmes ve ark.,
2016; Tang ve ark., 2023). Kazanilmis antibiyotik direnci, baska bir organizmadan gen
ya da gen gruplar1 aktarimi ile olusabildigi gibi direng mekanizmalarindan birini harekete
gegirerek kromozomal mutasyonlar sonucunda da ortaya ¢ikabilmektedir (Tenover,
2006).

Antibakteriyel diren¢ mekanizmalari asagidaki sekillerde olusabilir:
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e Antibiyotik ajanin igeri girmesini engellemek i¢in transmembran proteinlerinin

tiretiminin durdurulmasi,

e Antibiyotigi etkisiz hale getirmek i¢in alternatif metabolik yollarin

etkinlestirilmesi,

e Antibiyotigin yapisini bozacak enzimlerin iiretimi,

e Eflux pompasi,

e Hedef enzimin yiiksek miktarlarda tiretilmesi,

e Hiicresel hedef bolgenin modifikasyonudur (Wright, 2005).

2.6.1. p-Laktamlara Direng

Bakteriler tarafindan fB-laktamaz iiretimi indiiklenebilir veya kromozomal olarak
kazanilmis olabilir. Kromozomal direng bakteriler tarafindan siirekli olarak iiretilir ve
seviyeleri antibiyotigin varhigma bagh olmayip bakteri susu veya tiiriiniin sabit bir
ozelligidir. Bu nedenle bu antibiyotiklere kars1 dogal bir direng sekillenmektedir (Kong
ve ark., 2010).

E. coli'nin B-laktamlara direnci esas olarak penisilin, sefalosporin (sefamisini harig)
ve monobaktamlar1 hidrolize edebilen ancak karbapenemleri parcalayamayan
genisletilmis spektrumlu B-laktamazlarin (ESBL) iiretimiyle iligkilidir ve bunlarin
aktivitesi B-laktamaz inhibitorleri (klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam) tarafindan
engellenmektedir (Urban-Chmiel ve ark., 2022). B-laktamazlar periplazmik boslukta
bulunur ve ¢ogunlukla IncF, Incll, IncN, IncHI1 ve IncHI2 gibi biiyiik plazmidler
tarafindan kodlanmaktadir (Carattoli, 2013). B-laktamazlar, yap1 ve substrat profili, yani
penisilin, sefalosporinler ve karbapenemlere kars1 aktivite agisindan oldukga ¢esitli bir
enzim grubudur (Bush ve ark., 2010). CTX-M, SHV, TEM, OXA, PER, VEB ve BES, j3-
laktamaz direnci ile iligkili olarak tanimlanmis bazi genlerdir. CTX-M enzimi, genellikle

bir plazmid igerisinde bulunan (IncF, IncN, INcK ve Incll gibi) blactx-m geni tarafindan
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kodlanan sefotaksime kars1i gii¢lii hidrolitik aktivite gosterir (Carattoli, 2013).
Karbapenemleri hidrolize eden OXA enzimleri, esas olarak Enterobacterales'te (E. coli
dahil) bulunur ve blaoxa plazmid genleri tarafindan kodlanir. ESBL'ler, E. coli dahil
olmak {izere Enterobacteriaceae arasinda en yaygindir (Ejaz ve ark., 2021). Hayvansal
kokenli birgok E. coli izolatinda, kolistine direnci belirleyen mcr-1 geni ve genisletilmis
spektrumlu B-laktamazlart kodlayan bla genleri ig¢in ortak bir alanin bulundugu
bildirilmistir (Urban-Chmiel ve ark., 2022).

AmpC B-laktamazlar, sefalosporinler ve sefepim hari¢ tiim penisilin Ve
sefalosporinleri (¢ogunlukla birinci ve ikinci kusak) pargalar, ancak aztreonami hidrolize
etmezler. Bu enzimler karbapenemleri hidrolize etmez ve klavulanik asit tarafindan
inhibe edilemez. Kromozomal olarak kodlanan AmpC B-laktamazlar hem insanlardan
hem de hayvanlardan izole edilmis E. coli suslarinda tanimlanmistir (Urban-Chmiel ve
ark., 2022).

2.6.2. Florokinolonlara Diren¢

E. coli suslarinda florokinolon direnci siklikla GyrA proteininde ve ParC bolgelerinde
goriiliir. Burada kodlanmis amino asitteki bir degisiklik proteinin 6zelliklerini
degistirebilmektedir. E. coli’nin gyrA geninde siklikla Ser83 ve Asp87 aminoasitlerinde
degisiklik meydana gelmektedir. Buna ek olarak IncF, IncN, IncX1, IncX2 gibi
plazmidler araciligiyla direng gelismesi goriilebilmektedir (Urban-Chmiel ve ark., 2022).

Bu mekanizmalar disinda florokinolon ve aminoglikozitlerin hedef bolgelerindeki
Qnr proteinlerinde ki yapisal degisim, aminoglikozit asetiltransferaz enziminin
bifonksiyonel bir varyanti olan AAC(6’)-Ib-cr ve aktif tasima ile iliskili efflux pompa
proteinleri de diren¢ gelisiminde rol oynamaktadir. Bu mekanizmalar,
kinolonlara/florokinolonlara karsi yiiksek diizeyde dirence yol agmamaktadir sadece

bunlara olan duyarliligi azaltmaktadir. Ancak kromozomal olarak kodlanan direng
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mekanizmalariyla  birlikte  sekillenmeleri durumunda direng artisina  neden
olabilmektedirler (Pereira ve ark., 2020; Urban-Chmiel ve ark., 2022).
2.6.3. Aminoglikozitlere Direng

Aminoglikozitlere kars1 antimikrobiyal direng, antibiyotigin baglanma bolgelerinde
meydana gelen kromozomal mutasyonlar ve metilazlar araciligiyla 16S rRNA'nin
modifikasyonu sonucunda sekillenmektedir. Aminoglikozit liretme yetenegine sahip
aktinobakteriler, 16S ribozomal RNA metiltransferazi (16S-RMTase) iireterek kendi
aminoglikozit metabolitlerine karsi kendilerini korurlar ve bu da 16S rRNA'ya
baglanmalarin1 engellemektedir. Su ana kadar on adet 16S-RMTase tanimlanmistir.
Bunlar ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, RmtF, RmtG, RmtH ve NmpA’dir.
NpmA, gentamisin, tobramisin ve amikasine kars1 direngten sorumludur, ancak neomisin
ve apramisin dahil olmak iizere bu antibiyotik grubuna karsi daha genis bir direng
spektrumu da saglamaktadir. 16S-RMTase'leri kodlayan bazi genlerin, antibiyotiklere
kars1 direngten sorumlu diger faktorlerle birlikte var oldugu belirtilmektedir. Bir 6rnek,
Enterobacteriaceae'de NDM (New Delhi metallo-f-laktamaz) karbapenemaz tireten armA
geninin yiiksek yaygmligidir. Bu karbapenemaz ayn1 zamanda E. coli tarafindan da
tiretilmektedir (Urban-Chmiel ve ark., 2022). Aminoglikozitlere kars1 direncin bir diger
mekanizmasi, aminoglikozit antibiyotiklerini degistiren enzimlerdir. Bunlar, etki
mekanizmalarina bagli olarak i{i¢ gruba ayrilabilir: aminoasitlerin amin grubunda
asetilasyonunu katalize eden asetiltransferazlar (AAC), aminoglikozit molekiiliinde
bulunan aminoasitlerin hidroksil grubuna ATP'den niikleotid molekiilleri baglayan
niikleotidiltransferazlar (ANT) ve antibiyotigin seker kalintisinin hidroksil grubunun
fosforilasyonundan sorumlu fosfotransferazlar (APH)’dir. AAC, ANT ve APH bir
plazmid, kromozom veya integron iizerinde bulunabilirler (Cirit ve ark., 2019; Urban-

Chmiel ve ark., 2022).
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Hayvanlardan ve insanlardan elde edilen E. coli suslarinda en sik tanimlanan
asetiltransferazlar aac(3’)-11/1V ve aac(6’)-1b’dir. Cesitli hayvan tiirlerinden izole edilen
E. coli'ye 6zgii aminoglikozit fosfotransferazlar arasinda en yaygin olanlar sirasiyla StrA
ve strB tarafindan kodlanan aph(6)-la ve APH(6)-Id'dir. Niikleotidiltransferaz genleri
arasinda aadB tarafindan kodlanan ant(2”) ve aadA tarafindan kodlanan ant(3”)
bulunmaktadir (Marchant ve ark., 2013).

2.6.4. Tetrasiklinlere Direnc

Tetrasiklinlere direng mekanizmasi ¢ogunlukla antibiyotigi sitoplazmadan disari
pompalamakla gorevli akis pompalar1 araciligiyla gergeklesmektedir. E. coli'de
tetrasiklinlere direnci belirleyen akis sistemlerini kodlayan genler arasinda tet(a), tet(b),
tet(c), tet(d), tet(e), tet(g), tet(j), tet(l) ve tet(y) bulunmaktadir. Tetrasiklinlere direncin bir
diger mekanizmasida, gorevleri ribozomu korumak olan proteinlerdir. Ribozoma
baglanarak tetrasiklinlerin etkisini ortadan kaldirmaktadirlar. Bu sekilde meydana gelen
direngte tet(m) ve tet(w) genleri rol oynamaktadir. Ayrica oksidorediiktaz geni kodlayan
tet(x) geni E. coli’de de tanimlanmigtir (Urban-Chmiel ve ark., 2022).

2.6.5. Siilfonamidlere ve Trimetoprime Direnc

Siilfonamidlere direnci belirleyen mekanizmalar esas olarak siilfonamidlere diisiik
afinitesi olan dihidropteroat sentezini kodlayan sul genleri tarafindan belirlenmektedir.
Siilfonamidlere kars1 dort direng geni (sull, sul2, sul3 ve sul4) plazmidler (IncFll ve Incll
gibi) tarafindan aktarildigi saptanmistir (Li ve ark., 2022). Trimetoprim direnci, bu
antimikrobiyale duyarli olmayan dihidrofolat rediiktazlari kodlayan dfr geninin varligiyla
belirlenmektedir. sull geni, sinif 1 integronlarin degisken kismindaki gen kasetinde
bulunur ve genellikle diger direng genleriyle birlikte bulunmaktadir. sul2 ve sul3 genleri
de diger diren¢ belirleyicilerinin bulundugu plazmidler tarafindan aktarilmaktadir.

Siilfonamid direnci ile iligkili E. coli {izerinde yapilan ¢alismalarda en sik sull ve sul2
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genleri bildirilmistir (Jiang ve ark., 2019; Nowaczek ve ark., 2021). E. coli’de dahil olmak
tizere baska diger Gram negatif bakterilerde de Trimetoprime direnci belirleyen dfr
genleri, tespit edilmistir. Bu genler iginde en sik bildirilen ise dfrA genidir (Ahmed ve
ark., 2010).

2.6.6. Fenikollere Direnc

Kloramfenikol direnci ¢ogunlukla asetiltransferaz enziminin antibiyotigi inaktif
tirevlere (monoasetatlar veya diasetatlar) doniistiirmesi Sonucu ortaya cikmaktadir.
Kloramfenikol asetiltransferaz geni genellikle bir plazmid veya transpozon iizerinde
kodlanir ve kromozoma tasmabilmektedir (Urban-Chmiel ve ark., 2022). Direng
mekanizmalar1 arasinda cmlA, floR ve cfr gibi genler bildirilmistir. Hayvanlardan izole
edilen E. coli izolatlarinda catl, catB2 ve catB3 genleri bildirilmistir (Shaheen ve ark.,
2010).

2.7. Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC)
Veritabam

Genomik c¢agin baglamasindan sonra, genomigin bir bakteri tiirlinii nasil
tanimlayabilecegi sorusu tam olarak ele alinmamaistir. Deneysel veriler, bazi tiirlerde,
birka¢ susun genomlar siralandiktan sonra bile yeni genlerin kesfedildigini gostermistir
(Olson ve ark., 2023). Matematiksel modelleme, tiir bagina yiizlerce genom siralandiktan
sonra bile yeni genlerin olusabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, bir bakteri tiirii, tim
suslarda bulunan genleri igeren bir ‘¢cekirdek genom’ ve iki veya daha fazla susta bulunan
genleri iceren ‘kabuk genom’ ve tek suslara Ozgii genleri igeren ‘vazgegilebilir bir
genom’dan olusan yapilar pan-genom olarak tanimlanmaktadir. Egsiz genlerin sayisinin
¢ok fazla oldugu goz 6niine alindiginda, bir bakteri tiiriiniin pan-genomu, herhangi bir tek
genomdan ¢ok daha biiyiik olabilmektedir (Medini ve ark., 2005). Bir susun belirli

antibiyotiklere direngli olup olmadigini ve 6zellikle antimikrobiyal aktivitesini igeren
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faaliyetlerin kii¢iik bir gen bolgesinde yer aldig: bildirilmistir. 2005'ten beri, pan-genom
analizi bakteri tlirleri arasindaki genetik igerikteki ¢esitliligi agiklamak i¢in etkili bir arag
olarak kullanilmaktadir. "Pan-genom" terimi, belirli bir veri setindeki yedekli olmayan
genlerin toplam sayisini temsil etmektedir (Carlos Guimaraes ve ark., 2015).

Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC, https://www.bv-
brc.org/), arastirmacilara genomik ve diger 'omik' veri analizlerini gergeklestirmek i¢in
ithtiya¢ duyduklari araclar1 ve hizmetleri saglamak iizere tasarlanmistir. Antimikrobiyal
diren¢ (AMR) konusundaki artan endiselere yanit olarak BV-BRC ekibi, arastirmacilarin
AMR'yi ve onun genetik belirleyicilerini anlamalarina yardimci olacak yeni araglar
gelistirmektedirler. Karsilagtirmali analizleri desteklemek i¢in, BV-BRC veritabanindaki
15.000'den fazla genoma AMR fenotip verileri eklenmis; koleksiyonu genisletmek igin
genellikle kamuya agik arsivlerdeki okumalardan elde edilen genomlar bir araya
getirilmistir ve bunlarla iliskili AMR panel verileride daha Onceki galismalardan
toplanmistir. Arastirmacilar AMR verilerini kolayca kesfedebilir ve tiim genomlara veya
bireysel genlere dayali deneyler tasarlayabilir hale gelebilmistir. BV-BRC, bakteriyel ve
viral kaynaklarin islevselliginden yararlanarak birlesik bir veri modeli, gelismis web
tabanli gorsellestirme ve analiz araglarimin yaninda biyoinformatik hizmetleri ile
bakteriyel ve viral caligmalar i¢in fayda saglayan gii¢lii bir arag olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Olson ve ark., 2023; Wattam ve ark., 2017; Wattam ve ark., 2024).

2.8. Multi Locus Sequence Typing (MLST)

Multilokus dizi tiplendirmesi (Multi Locus Sequence Typing, MLST) uzun vadeli
global epidemiyolojik ¢alismalarda ve hastaliga sebep olan soylarin belirlenmesi
amaciyla temel metabolik fonksiyonlardan sorumlu “housekeeping” genlerinin dizileri
karsilastirarak mikroorganizmalar arasindaki genetik iligkinin saptanmasini saglayan bir

yontemdir. MLST ile nokta mutasyonlar1 dahi tespit edilebilmektedir. Dizi verilerinin net
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olmasi, izolatlarin alelik profillerinin web aracilifiyla biiyiik bir veri tabanindaki izolat
profilleriyle kolaylikla karsilastirilabilir olmasi ve izolatlarin klinik materyallerden
kiiltiirlenemedikleri zaman bile kesin olarak karakterize edilebilir olmalar1 MLST
yonteminin en biiyilik avantaji olmaktadir (Kottowski ve ark., 2020).

MLST, yerel ve kiiresel Ol¢eklerde epidemiyolojik aragtirmalar i¢in rutin bir
tipleme araci olarak yaygmn bir popiilerlik kazanmistir (Pavon ve Maiden, 2009).
Antibiyotik direncli enfeksiyonlarin biiyiik bir kisminin kiiciik bir dizi tipi kiimesinden
kaynaklanmasi dikkat ¢ekicidir (Duan ve ark., 2020; Manges ve ark., 2019). MLST,
interneti kullanarak bakteriyel patojenlerin viriilans veya antibiyotik direngli izolatlarinin
kiiresel yayilimini tanimlayabilen ve izleyebilen molekiiler epidemiyolojiye yeni bir
yaklagim saglamaktadir (Enright ve ark., 1999; Zueter ve ark., 2024). MLST, ¢ok az
niikleotid ikamesini bile tespit ederek oldukg¢a ayirici ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve dizi belirlemesinin kolayca otomasyonunu saglayabilmektedir. Dahasi,
bilgisayar veri tabanlarinda kolayca erisilebilen dizi verilerine dayandigindan, ¢ok
lokuslu enzim elektroforezinden daha iyi standardizasyon ve laboratuvardan laboratuvara
taginabilirlik sunabilen mikrobiyolojik bir yontemdir (Adiri ve ark., 2003; Pérez-Losada
ve ark., 2018).

Multilokus dizi tiplemesi (MLST), mikroorganizmalarin genomu iizerindeki
korunmus gen bolgelerini kullanarak mikroorganizmalari tiplendiren bir molekiiler
mikrobiyolojik yontemdir. Bu yontem, mikroorganizmalar1 sekans tiplerine (ST) gore
siiflandirir ve genellikle 5-7 korunmus gen bolgesinin DNA dizilemesi yaparak her bir
bolge i¢in bir numara ve biitiinii i¢in bir ST numarasi elde etmektedir. MLST yontemi,
klasik MLST ve ¢esitli modifikasyonlarla kullanilmaktadir. Bu yéntemin, birgok alanda
kullanim1 bulmaktadir. Ornegin genotiplerin belirlenmesi, molekiiler epidemiyolojiye

dayali siirveyans, sus izleme, taksonomi giincelleme c¢alismalari, atasal DNA
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arastirmalar1, bulasict hastaliklarin izlenmesi ve ulusal genom veri bankalarinin
olusturulmasina kaynak olan bir yontem olabilmektedir. Klasik MLST yontemi,
genellikle yedi housekeeping gen bolgesinin DNA dizilemesiyle ¢alisir ve elde edilen
alellik dizileri wuluslararas1 veri tabanlariyla karsilastirilarak tipleme sonuglar
yorumlanabilmektedir. Bu yontemin avantajlari arasinda kiiresel epidemiyolojiye uygun
olmasi, tekrarlanabilir ve karsilastirilabilir olmasi, internet ilizerinden veri erisimi ve
saklama imkan1 saglamasi, diger izolatlarla hizli ve dogru karsilastirma yapabilmesi, ayni
alellik profile sahip izolatlarin sayisini verebilmesi ve koken arastirmalarma katki

saglamasi avantajlar arasinda siralanmaktadir (Durmaz ve ark., 2022).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. izolatlar

Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) veritabaninda

(https://www.bv-brc.org/) tam genom dizisi ve antimikrobiyal duyarlilik sonuglari

bulunan sigirlardan izole edilmis 94 adet E. coli izolat1 bu ¢alismaya dahil edilmistir

(Tablo 3.1). Plazmid, tam genom dizisi (whole genome sequencing, WGS) ve

onaylanmamis (deprecated) durumda olan izolatlar calisma dis1 birakilmistir.

Tablo 3.1. BV-BRC veritabaninda tam genomlar1 bulunan 94 E. coli izolatina ait genome
ID, GenBank erisim numarasi, iilke ve izolat kaynagina ait bilgiler

Genome ID GenBank Erisim Yil Ulke iz.(.) lat
No Tiiri
1 1055538.11 CP035770 2020 ABD Inek
2 1055538.12 CP035768 2020 ABD Inek
3 1055538.14 CP031349 2020 ABD Inek
4 1055538.16 CP031347 2020 ABD Inek
5 1055538.6 CP031343 2020 ABD Inek
6 1055538.8 CP035767 2020 ABD Inek
7  745156.3 CP009166 2015 Almanya Inek
8 7588314 CP010344 2016 ABD Inek
9 83334.347 CP038316 2020 ABD Inek
10 83334.348 CP038321 2020 ABD Inek
11 83334.349 CP038319 2020 ABD Inek
12 83334.378 CP038421 2020 ABD Inek
13 83334.383 CP038423 2020 ABD Inek
14 83334.384 CP038425 2020 ABD Inek
15 83334.385 CP038428 2020 ABD Inek
16 30410579 CP123009 2021 Giiney Africa Inek
17 562.112410 CP109601 2021 Cin Inek
18 562.126111 CP123008 2021 Giiney Africa Inek
19 562.124790 CP119734 2020 Cin Inek
20 562.124791 CP119740 2020 Cin Inek
21 562.124997 CP121157 2020 Cin Inek
22 562.124999 CP121153 2020 Cin Inek
23 562.125000 CP121155 2020 Cin Inek
24 562.125001 CP121151 2020 Cin Inek
25 562.125003 CP121199 2020 Cin Inek
26 562.124160 CP098234 2018 Cin Inek
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Tablo 3.1. (Devami)

Genome ID CenBank Erisim () Ulke iz.(.) lﬁi‘.t
No Tiiri
27 562.124161 CP074354 2018 Cin Inek
28 562.124162 CP074359 2018 Cin Inek
29 562.124164 CP074366 2018 Cin Inek
30 562.50719 CP040927 2018 Cin Inek
31 562.76479 CP067399 2018 Cin Inek
32 562.76480 CP068041 2018 Cin Inek
33 562.46069 CP038791 2017 Isvigre Inek
34 562.70535 CP065136 2016 Yeni Zelenda Inek
35 562.55805 CP043414 2015 Fransa Inek
36 562.58441 CP043541 2015 Giiney Kore  Inek
37 13928585 CP023644 2014 ABD Inek
38 562.131935 CP119000 2014 Yeni Zelenda Inek
39 562.131936 CP119011 2014 Yeni Zelenda inek
40 562.131939 CP118997 2014 Yeni Zelenda Inek
41 562.13736 CP010116 2014 Cin Inek
42 562.13737 CP010121 2014 Cin Inek
43 562.13738 CP010132 2014 Cin Inek
44 562.13739 CP010133 2014 Cin Inek
45 562.13746  CP010117 2014 Cin Inek
46 562.13747 CP010119 2014 Cin Inek
47 562.13748 CP010122 2014 Cin Inek
48 562.13749 CP010125 2014 Cin Inek
49 562.13750 CP010129 2014 Cin Inek
50 562.13783 CP010240 2014 Cin Inek
51 83334.194 CP016625 2014 ABD Inek
52 2773706.3 CP061758 2013 ABD Inek
53 562.111035 CP104123 2013 ABD Inek
54 562.111036 CP104117 2013 ABD Inek
55 562.20504 AP017620 2013 Japonya Inek
56 562.9030 CP014314 2013 ABD Inek
57 2491679.3 CP023165 2012 ABD Inek
58 2773707.3 CP061764 2012 ABD Inek
59 562.20506 AP017617 2012 Japonya Inek
60 83334.284 CP033605 2012 Tiirkiye Inek
61 83334.190 CP015846 2011 ABD Inek
62 83334.191 CP015842 2011 ABD Inek
63 83334.192 CP015843 2011 ABD Inek
64 562.55130 CP026935 2010 Fransa Inek
65 1055534.4 CP028126 2009 ABD Inek
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Tablo 3.1. (Devami)

Genome |p  CenBank Erisim Yil Ulke iz?l?.t
No Tiirii
66 1055540.4 CP028112 2009 ABD Inek
67 10555414  CP028122 2009 ABD Inek
68 1055544.3 CP028379 2009 ABD Inek
69 562.30339 CP028381 2009 ABD Inek
70 562.30433 CP028429 2009 ABD Inek
71 562.55128 CP026932 2007 Fransa Inek
72 83334.290 CP035366 2006 ABD Inek
73 562.72330 CP063969 2005 ABD Inek
74 10780214 CP031892, 2004 Kanada Inek
75 10780214 CP031893 2004 Kanada Inek
76 2773705.3 CP061754 2004 Uruguay Inek
77 56255127  CP026929 2004 Fransa Inek
78 83334.337 CP038284 2002 ABD Inek
79 83334.341 CP038292 2002 ABD Inek
80 83334.353 CP038333 2002 ABD Inek
81 83334.375 CP038402 2002 ABD Inek
82 83334.382 CP038414 2002 ABD Inek
83 83334.338 CP038287 2000 ABD Inek
84 83334.339 CP038290 2000 ABD Inek
85 83334.342 CP038300 2000 ABD Inek
86 83334.343 CP038302 2000 ABD Inek
87 83334.345 CP038305 2000 ABD Inek
88 83334.350 CP038324 2000 ABD Inek
89 83334.351 CP038328 2000 ABD Inek
90 83334.344 CP038309 1999 ABD Inek
91 83334.356 CP038344 1999 ABD Inek
92 83334.380 CP038419 1999 ABD Inek
93 83334.381 CP038416 1999 ABD Inek
94 562.138544 CP111101 1991 ABD Inek
3.2. In silico Analizler
Izolatlara ait bilgiler BV-BRC veritabaninda kaydedildikten sonra in silico
analizler ~ Center of Genomic  Epidemiology (CGE) web  sitesinde
(https://www.genomicepidemiology.org/) yer alan online araglar kullanilarak

gerceklestirilmistir. Antimikrobiyal direng genleri (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder)
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Viriilans  genleri (https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/), plazmid
(https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/),  serotip  (https://cge.food.dtu.dk/
services/SerotypeFinder/) ve sekans tipleri (https://cge.food.dtu.dk/servicessyMLST/)
ilgili online araglar kullanilarak arastirilmistir. Izolatlarin tam genom filogenetik
analizlerin Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (https://www.bv-brc.org/)

web sitesinde yer alan filogenetik aga¢ olusturma araci kullanilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. izolatlar

Calismaya, 1991-2021 yillar1 arasinda Tiirkiye (n=1), Almanya (n=1), Giiney
Kore (n= 1), Isvigre (n=1), Uruguay (n=1), Kanada (n=2), Giiney Afrika (n=2), Japonya
(n=2), Yeni Zelanda (n=4), Fransa (n= 4), Cin (n=25) ve ABD (n=50)’den bildirimi
yapilan tam genom dizisine (complete) sahip, ineklerden izole edilmis toplam 94 E. coli
susu dahil edilmistir.

4.2. Antimikrobiyal Diren¢ Bulgular:

Calismaya dahil edilen 94 adet tiim genom dizilerine (complete) sahip E. coli
izolatlarinin CGE veritabaninda yer alan antimikrobiyal direng
(http://genepi.food.dtu.dk/resfinder) online araci kullanilarak aragtirilmistir. Suslarin
38’inin (%40.4) farkl antibiyotiklere kars1 direncli oldugu, kalan izolatlarin ise (%59.6)
antimikrobiyal direng tasimadig1 saptanmistir. izolatlarm kinolon grubuna %47.36, beta
laktam grubuna %28.95, aminoglikozid grubuna %10.52, siilfonamid grubuna %55.26,
makrolid grubuna %7.89, tetrasiklin grubuna %52.63, fenikol grubuna %28.95 ve
fosfomisine %2.6 oraninda direng gosterdigi saptandi. Antimikrobiyal diren¢ tasiyan

izolatlarin (n=38) antibiyotiklere gore diren¢ durumu Sekil 4.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. CGE veritabani taramasi sonucunda antibiyotik direngli oldugu saptanan 38
E. coli izolatinin antimikrobiyal direng profili

Caligmaya dahil edilen 94 E. coli izolatinin antimikrobiyal direng geni yoniinden
arastirilmast  sonucunda 25 (%26.6) izolatin [B-laktam, tetrasiklin, sulfonamid,
aminoglikozid ve fenikol grubu antibiyotiklere kars1 genotipik direng tasidig

saptanmistir. Bu izolatlarda saptanan direng genleri ve dagilimi Sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4.2. Calismada antimikrobiyal direng geni tasidigi saptanan 25 E. coli izolatinin
antimikrobiyal direng gen dagilimi. ant(2’), aac(3’), ve aac(6’) aminoglikozid, gnrS1
kinolon, blacTx-m, blatem ve blaoxa B-laktam, sull, sul2 ve drfA siilfonamid, mph(A)
makrolid, tet(A), tet(B), tet(C) ve tet(M) tetrasiklin, fosA3 fosfomisin ve flor, catAl ve
cmlAl genleri kloramfenikol direncini gostermektedir
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Antimikrobiyal direncin yillara goére olan dagilimma bakildiginda direng
gelisiminin 2015 yilindan sonra artig gosterdigi saptandi (Sekil 4.3). Kinolon direncini bu
artisin en yiiksek seviyede gergeklestigi antibiyotik grubu olarak belirlendi (%73.55).
Bunu beta laktam grubu antibiyotikler takip etmistir. Antbiyotik direnci yillara gére genel
bir artis egiliminde oldugu belirlenmistir. Kitalar arasi antimikrobiyal direng gelisim
durumu karsilastirildiginda Asya kitasinda en yiiksek kinolon, bunu tetrasiklin ve
sulfonamid grubu antibiyotikler takip ederken, Amerika kitasinda siilfonamid ve

tetrasiklin grubu antibiyotikler i¢in en yiiksek direng oranlar1 saptanmustir (Sekil 4.4)
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Sekil 4.3. 38 E. coli izolatinda yillara gore tespit edilen antibiyotik direng durumu
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Sekil 4.4. Kitalara gore 38 E. coli izolatinda tespit edilen antibiyotik direng oranlari

4.3. Viriilans Genleri

Antimikrobiyal direng geni tasidigi belirlenen 38 E. coli izolatinin viriilans genleri
CGE veritabanindan in silico olarak arastirilmistir. Izolatlarin aalLh, afaA, afaB, afaC,
afaD, afaE, air, anr, aslA, astA, capU, cba, chuA, cia, cma, colE2, colES8, csgA, eilA,
espP, espY, etpD, F17A, F17C, F17D, F17G, faeC, faeD, faeF, faeH, fael, fdeC, fimH,
fimh41, fyuA, gad, hha, hlyA, hlyE, hra, iha, ireA, irp2, iss, iucC, iutA, kpsg, kpsM,
kpsMII, IpfA, mchB, mchC, mchF, mcmA, nlpl, ompT, papA, papC, sat, shiA, shiB, sitA,
stx1, stx2, terC, tia, traJ, traT, yehA, yehB, yehC, yehD ve yfcV viriilans genlerinden en
az birini tasidg1 saptanmustir (Sekil 4.5). Bu viriilans genlerinden en ¢ok saptananlari ise
aslA (n=27), csgA (n=37), fdeC (n=34), fimH (n=32), gad (n=36), hha (n=20), hlyE
(n=36), iss (n=27), nlpl (n=37), terC (n=37), yehA (n=29), yehB (n=30), yehC (n=29),

yehD (n=29)’dir. izolatlardan altis1 stx1 ve besi stx2 tasidig1 saptanmustir.
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Sekil 4.5. Calismada viriilens genleri arastirilan 38 izolatin viriilens gen dagilimini
gosteren pasta grafigi. Calismada stx1 ve stx2 viriilens geni tasidig1 saptanan izolatlar
isaretlendi

4.4. Plazmid Bulgulan

Antimikrobiyal diren¢ geni tasidigi saptanan 38 izolatin plazmidlerini arastirmak
amactyla CGE iizerinde yer alan online ara¢ kullanilmistir. Arastirilan 38 izolatin farkl
miktarlarda IncFIA, IncFIB, IncFll, IncN, IncQ1, Col156, IncB/O/K/Z, IncY, IncHI2 ve
IncHI2A plazmidlerini tagidigi saptanmistir (Sekil 4.6). Bu izolatlardan biri IncN

plazmidi hari¢ diger tiim plazmidleri tasidig1 saptanmistir.
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Sekil 4.6. Antimikrobiyal direng geni tagiyan 38 izolatin plazmid igerigi. Plazmid
isimleri yaninda bulunan rakamlar kag izolatta bulundugunu ifade eder

4.5. Serotip Bulgular:

Antimikrobiyal direng geni tagidig1 saptanan 38 izolatin H ve O serotipleri i¢in
incelenmistir. izolatlarin H4, H7, H12, H15, H18, H20, H23, H25, H32, H42, H45 ve
H51 serotiplerini tasidigi saptanmustir (Sekil 4.7). Ayrica O serotipi agisinda
incelendiginde izolatlarin O1, 09, 011, 017, 028, 032, 038, 042, 044, 045, O77, 083,
0101, 0102, 0117, 0119, 0153, 0155, 0157, 0166 ve 0180 izolatlarini tasidigi
saptanmistir (Sekil 4.8). Calismada incelenen bir izolat H ve O antijeni, ii¢ izolat ise

sadece O antijeni yoniinden negatif bulunmustur.
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Sekil 4.7. Calismada antimikrobiyal direng geni tasidigi saptanan 38 E. coli izolatinin H
serotipi analizi.

0157, 6

0155;1

0153; 3

0119;1

0117;1
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Sekil 4.8. Calismada antimikrobiyal direng geni tasidigi saptanan 38 E. coli izolatinin O
serotipi analizi.

4.6. MSLT Bulgular:

38 antimikrobiyel direng gosteren izolatlarin MLST yoniinden sekans tipleri (ST)
(https://cge.food.dtu.dk/servicessMLSTY/) ilgili online araglar kullanilarak arastirilnistir.
ST 38, ST744,ST48, ST58, ST69, ST224, ST405, ST3042, ST5044, ST5487, ST6345 ve
ST12782 sekans tipleri birer izolatta belirlenmistir. Sekiz izolatin ST10, yedi izolatin
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ST11, bes izolatin ST457 ve ikiser izolatin da ST88, ST167 ve ST410 sekans tiplerine

sahip oldugu saptanmustir (Sekil 4.9).

ST 38, ST744, §T48, STSE, STE
W ST224, ST405, ST30M2, STI04
ST487, STEMS, ST12782

W ST167,ST410,STE8

B BT457

8T11

B 5TI0

Sekil 4.9. Antimikrobiyal direng saptanan 38 E. coli izolatinin MLST analizi sonucunda
sekans tiplerinin analizi. Pasta grafigi igerisindeki rakamlar o rengin ait oldugu ST
sayisini ifade eder.

4.7. Filogenetik Analiz Bulgular:

Antimikrobiyal direng geni tasiyan 38 E. coli izolatinin tam genom filogenetik
analizi sonucunda izolatlarin bes ana cluster gosterdigi saptanmistir. ST457, ST11 ve
ST10 sekans tipine sahip izolatlar benzer kiimelerde yer almi. ST167 nin ST10 kompleks
icinde yer aldig1 saptanmustir. Filogenetik agac iizerinde ST167’ye sahip iki izolat ST10
kiimesi icerisinde yer aldi. ST3042’ye sahip bir izolat diger izolatlardan ayri olarak yer

almustir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Farkli tilkelerden 38 Escherichia coli genomu barindiran ¢ekirdek genoma
dayali Maximum-likelihood filogenetik agaci. Izolatlara ait yil, iilke, ST numaras,
plazmid, fenotipik ve genotipik direng profilleri belirtilmistir. Siyah kutucuk belirtilen
0zellik agisindan pozitif ve bos kutucuk negatif oldugunu ifade eder.
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5. TARTISMA

Antibiyotiklere direngli bakteriler, patojenlerin kontrol altina alinmasini ve
hastaliklarin tedavisini biiyiik ol¢iide zorlastirmaktadir. Bu durum, bakterilerin mutasyon
gecirerek mevcut ilaglart etkisiz hale getirmesiyle daha karmasik bir hale gelmektedir.
Antimikrobiyal direng¢ (AMR) ile miicadelede geleneksel kiiltiir bazli yontemler etkili
olmasma ragmen zaman alicidir. Bu nedenle, arastirmacilar genetik yaklasimlar
gelistirmis ve mikroorganizmalara ait dnemli genetik 6zellikleri belirlemek amaciyla tam
genom dizileme yontemlerine yonelmistir (Poirel ve ark., 2018).

Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC), arastirmacilara
genomik ve diger omik veri analizlerini ger¢eklestirmek icin gerekli araclari ve hizmetleri
saglamaktadir. BV-BRC ekibi, antimikrobiyal dirence ve bunun genetik belirleyicilerine
yonelik artan endiselere yanit olarak, AMR’yi anlamaya yardimeci olacak yeni araclar
gelistirmistir. BV-BRC veritabaninda yer alan 15.000’den fazla genom, AMR fenotip
verileriyle zenginlestirilmis ve kamuya agik arsivlerden toplanan genom verileri ile
genisletilmistir (Olson ve ark., 2023; Wattam ve ark., 2017; Wattam ve ark., 2024).

Bu ¢alismada, 1991-2021 yillar1 arasinda farkli tlkelerdeki sigirlardan izole
edilmis tam genomlar1 bulunan 94 E. coli izolat1 in silico yontemlerle analiz edilmistir.
Center for Genomic Epidemiology (CGE) platformunda yer alan g¢evrimici araglar
kullanilarak direng genleri, viriilens faktdrleri, plazmid tipleri, serotipler ve sekans tipleri
belirlenmistir. Izolatlara ait tam genom filogenetik analizleri, BV-BRC platformundaki
filogenetik aga¢ olusturma araci kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz sonuglari, iToL
platformu araciligiyla gorsellestirilmistir. Sigir kokenli 94 E. coli izolatinin
antimikrobiyal diren¢ profilleri degerlendirilmis ve direngli izolatlarin (%40.4)
antibiyotik gruplarina goére dagilimi incelenmistir. Bulgularimiz, farkli antibiyotik

gruplarma karst diren¢ oranlarinin olduk¢a degisken oldugunu gdstermektedir.
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Kinolonlar (%47.36), siilfonamidler (%55.26) ve tetrasiklinler (%52.63) gibi bazi
antibiyotik gruplarina kars1 yiiksek direng oranlari gézlenirken, fosfomisin gibi (%2.6)
daha diisiik direng oranlarina sahip antibiyotik gruplar1 da tespit edilmistir.

Bu calismada elde edilen direng oranlari, 6nceki literatiirle karsilastirildiginda
hem benzerlikler hem de baz1 farkliliklar gostermektedir. Ornegin, Hindistan'da yapilan
bir ¢alismada, sigir kokenli E. coli izolatlarinda tetrasiklin direnci %79, trimetoprim-
siilfametoksazol direnci %40 olarak rapor edilmistir (Mahmoud ve ark., 2020).
Calismamizda, tetrasiklin direnci %52.63, siilfonamid direnci ise %55.26 olarak tespit
edilmistir. Hindistan'daki yliksek tetrasiklin direnci, antibiyotiklerin yanlis veya asiri
kullanimina baglanabilir. Ayni1 sekilde, Peng ve ark. (2019) Cin'de gerceklestirdigi
caligmada, s1gir kaynakli E. coli izolatlarinda kinolon direnci %57.9, siilfonamid direnci
%55.3 ve tetrasiklin direnci %52.6 olarak rapor edilmistir. Bu oranlar, ¢calismamizdaki
sonuclarla olduk¢a uyumludur. Bunun aksine Tadesse ve ark. (2012) tarafindan yapilan
bir ¢aligmada, sigir kaynakli E. coli izolatlarinda siilfonamid ve tetrasiklin direng
oranlarinin sirastyla %73.7 ve %85.5 oldugu bildirilmistir. Bu oranlar, ¢alisgmamizda
gozlemlenen oranlardan daha yiiksektir ve cografi farkliliklarin yani sira antibiyotik
kullanim politikalarindaki degisikliklere de isaret etmektedir.

Fosfomisin direncinin %2.6 oraninda diigiik olmasi, bu antibiyotigin hayvancilik
sektorlinde daha az kullanilmasiyla aciklanabilir. Ancak, kinolonlar ve siilfonamidler gibi
yaygin kullanilan antibiyotiklere karsi yiiksek diren¢ oranlari, bu gruplarin asiri
kullanimindan kaynaklanabilir (Tadesse ve ark., 2012). Ozellikle kinolon grubu
antibiyotikler, genis spektrumlu etkileri nedeniyle hayvancilikta yaygin olarak
kullanilmakta ve bu durum direng gelisimini hizlandirmaktadir. Ayrica, Carattoli (2013)

tarafindan bildirilen IncF ve IncN plazmidlerinin beta-laktam direncine katkisi,
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calismamizda  beta-laktam  direncinin  %28.95 olarak  tespit  edilmesiyle
desteklenmektedir.

Calismamizda sigir kokenli E. coli izolatlarinda kinolon, beta-laktam ve
aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi diren¢ oranlari belirgin sekilde degisiklik
gostermektedir. Cin'de He ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, O101:H9
serotipine sahip E. coli izolatlarinda fosfomisin ve beta-laktam direnci rapor edilmistir.
Benzer sekilde, bu ¢alismada fosfomisin direnci %2,6 oraninda tespit edilmistir. Ayrica,
nalidiksik aside kars1 %52,6 ve siprofloksasine karsi %57,9 oraninda diren¢ oranlari,
Cin'de gergeklestirilen ¢alismalardaki kinolon direnci ile benzerlik gostermektedir (Peng
ve ark., 2019).

Bu ¢alismada, 25 E. coli izolatinin (%26.6) B-laktam, tetrasiklin, sulfonamid,
aminoglikozid ve fenikol grubu antibiyotiklere karsi genotipik diren¢ tasidig
saptanmigtir. En yaygin bulunan genler arasinda sulfonamid direnci i¢in sull, sul2 ve
dfrA; tetrasiklin direnci igin tet(A), tet(B) ve tet(M); B-laktam direnci igin blacTx-m, blatem
ve blaoxa; aminoglikozid direnci igin aac(3') ve aac(6'); makrolid direnci i¢in ise mph(A)
yer almigtir. Tunus’ta yapilan bir ¢aligmada hastane infeksiyonlarindan elde edilen E. coli
izolatlarinda blacTx-m-15, blactx-m-14, aac(3')-11, aac(6")—-Ib-cr(8), gnrB, gnrS, cmlA, floR,
sull, sul2, sul3 (Arfaoui ve ark., 2024). Benzer sekilde, Pakistan'daki yapilan bir
calismada blacTx-m, sull, tet(A) ve mph(A) genlerini yaygin olarak bildirmistir (Sattar ve
ark., 2024). Bu ¢alismanin bulgular ile literatiirde bildirilen bu genler arasindaki
benzerlik, E. coli suslarindaki direng genlerinin kiiresel diizeyde yaygin olduguna isaret
etmektedir.

Bu caligmada tespit edilen genislemis spektrumlu B-laktamaz (ESBL) genleri,
ozellikle blacTx-m ve blatem, ¢coklu antibiyotik direngli bakterilerin rezervuari olarak sigir

kaynakli E. coli izolatlarinin klinik 6nemini vurgulamaktadir. Daha az yaygin olan blaoxa
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geninin tespiti ise karbapenemlere, genellikle son c¢are antibiyotiklere karsi direncin
gelistigini gostermektedir. sull ve sul2 genlerinin yiiksek prevalansi (%55.3), veteriner
hekimlikte sulfonamidlerin yaygin kullanimin1 yansitmaktadir. Tetrasiklin direnci genleri
(tet(A), tet(B) ve tet(M)) ise direngli izolatlarin yarisindan fazlasinda (%52.6)
goriilmiistiir. Aminoglikozid diren¢ genleri olan aac(3') ve aac(6'), gentamisin ve
tobramisin gibi aminoglikozidlerin etkinliginin azaldigin1 géstermektedir. Ayni direng
gen profiline sahip ancak farkli serotiplere ve sekans tiplerine (ST'ler) sahip izolatlarin
tespit edilmesi, yatay gen transferinin diren¢ genlerinin yayilmasinda 6nemli bir
mekanizma oldugunu gdstermektedir (Guo ve ark., 2024).

Viriilens gen analizleri, stx1 ve stx2 gibi Shiga toksin genlerinin varligini ortaya
koymus ve bu genlerin genellikle O157:H7 serotipine sahip izolatlarda bulundugu
belirlenmistir. Bu bulgular, Galli ve ark. (2010) tarafindan bildirilen, sigirlardan elde
edilen E. coli izolatlarindaki stx gen prevalansi ile tutarlidir. Ayrica, stx genlerine sahip
izolatlarin siklikla tetrasiklin gibi antibiyotiklere direng gosterdigi tespit edilmistir.

Viriilens faktorleri ile direng genlerinin bir arada bulunmasi, bu izolatlarin
zoonotik risk tasidigini géstermektedir. Awad ve ark. (2020), saglikli buzagilardan izole
edilen STEC suslarinin, insan saghigi icin potansiyel bir tehdit olusturdugunu ve bu
suslarin onemli bir rezervuar oldugunu vurgulamistir. Calismamiz, bu bulgular
desteklemekte ve insanlara bulasabilecek potansiyel patojenlerin varhigma dikkat
¢ekmektedir.

Mevcut ¢caligmada, antimikrobiyal direng geni tasiyan E. coli izolatlarinin plazmid
icerikleri arastirilmis ve toplamda 38 izolatta farkli oranlarda IncFIA, IncFIB, IncFII,
IncN, IncQl, Coll156, IncB/O/K/Z, IncY, IncHI2 ve IncHI2A plazmidlerinin tagindigi
saptanmustir. Izolatlarin biiyiik bir kisminda IncF tipi plazmidlerin (FIA, FIB ve FII)

yaygin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu, Johnson ve Nolan (2009) ile Carattoli'nin
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(2013) calismalariyla biiyiikk Olgiide uyumludur. Johnson ve Nolan (2009), IncF
plazmidlerinin genellikle hem virlilens faktorlerini hem de antimikrobiyal direng
genlerini tasidigina dikkat ¢ekerken, Carattoli (2013) bu plazmidlerin 6zellikle klinik
Oneme sahip Dbakterilerde diren¢ genlerinin yayilmasindaki merkezi roliinii
vurgulamaktadir.

Carattoli'ye (2013) gore, IncF plazmidleri, genellikle beta-laktamazlar (6rnegin,
blactx-m, blatem) ve aminoglikozid direng genleri gibi ¢oklu diren¢ genlerini tasiyan
mobil genetik elemanlar igerir. Bu ¢alismada da IncF tipi plazmidlerin sik¢a saptanmasi,
bu plazmidlerin E. coli izolatlarinda direng genlerinin taginmasi ve yayilmasindaki roliinii
dogrular niteliktedir. Ayrica, IncF plazmidlerinin konak adaptasyonuna 6zel bir rol
oynadig1 ve genellikle belirli bir bakteri tiiriinde stabil kaldig1 belirtilmistir. Bu durum,
IncF plazmidlerinin bu ¢alismada yiiksek siklikla bulunmasini agiklayabilir. Bunun
yaninda, ¢calismamizda IncHI2 ve IncHI2A gibi biiyiik molekiiler agirlikli plazmidlerin
de izolatlarda bulundugu tespit edilmistir. Bu plazmidler, genis konak yelpazesi ve ¢oklu
direng genlerini tasima kapasiteleriyle bilinir. Johnson ve Nolan (2009), bu plazmidlerin
yatay gen transferi yoluyla diren¢ genlerini farkli tiirlere tasiyabilecegini belirtirken,
Carattoli (2013) bu plazmidlerin 6zellikle karbapenem ve genis spektrumlu beta-
laktamlara karg1 direng genlerini tasimadaki Onemine dikkat ¢ekmektedir. Bu
plazmidlerin ¢alismamizda bazi1 izolatlarda bulunmasi, bu genetik elemanlarin
antimikrobiyal direng yayilimindaki kritik roliinii bir kez daha ortaya koymaktadir.
Ayrica, Coll56 ve IncQl gibi kiiclik plazmidlerin de izolatlarda bulunmasi, direng
genlerinin taginmasinda sadece biiyiilk plazmidlerin degil, ayni zamanda kii¢iik
plazmidlerin de onemli bir rol oynadigimi gostermektedir. Carattoli (2013), kiiclik
plazmidlerin genellikle mobil genetik elemanlar olarak hareket ettigini ve biiyiik

plazmidlerle birlikte direng genlerinin yatay transferinde 6nemli bir rol oynayabilecegini
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belirtmistir. Bu ¢alismada da benzer sekilde, kiiciik plazmidlerin bazi direng genlerini
tasidig tespit edilmistir.

Mevcut ¢alismada 38 antibiyotik direngli E. coli izolat1 iizerinde yapilan ¢ok
lokuslu sekans tipi (MLST) analizi sonucunda, ST10, ST11 ve ST457'nin baskin sekans
tipleri oldugu bulunmustur. ST10’un, sekiz izolat ile en yaygin sekans tipi oldugu
belirlenmistir. Bunun yani sira, ST167, ST410 ve ST88 gibi sekans tipleri de belirli
izolatlarda saptanmistir. Filogenetik analiz sonuclar1, ST10 ve ST167 nin genetik olarak
yakin bir kompleks olusturdugunu gostermektedir. Shiga toksin iireten E. coli (STEC)
izolatlar ile ilgili yapilan bir ¢calismada ST10’un sigirlarda kalici kolonizasyon tiirii
olarak sik¢a bulundugu rapor edilmistir (Barth ve ark., 2016). Bu ST10’un zoonotik
geciste onemli bir rol oynayabilecegi vurgulanmistir (Ali ve ark., 2021). Benzer sekilde,
Messele ve ark. (2023) ¢alismasinda da ST10’un hem hayvan hem de insan kaynakli
izolatlarda yaygin oldugu ve diger patojenik E. coli ST leri ile filogenetik olarak iliskili
oldugu belirtilmistir. Calismamizda ST167 nin ST10 kiimesi i¢cinde yer almasi, Messele
ve ark. (2023) caligmasi ile benzerlik gostermektedir. ST10, zoonotik gegis potansiyelini
artiran viriilens faktorleri ve antibiyotik direng¢ genlerini tagimast nedeniyle halk saglig:
agisindan 6nemli bir tehdit olusturmaktadir.

ST11 ve ST457, ¢alismamizda ikinci ve {igiincli en yaygin sekans tipleri olarak
belirlenmistir. Barth et al. (2016) ¢alismasinda ST11’in s181r kaynakli STEC izolatlarinda
sikca tespit edildigi ve bu izolatlarin zoonotik potansiyel tasidigi bildirilmistir. ST457 nin
ise daha az yaygin olmasina ragmen, antibiyotik diren¢ genleri ile iliskilendirildigi ve
sigir gibi hayvan rezervuarlarinda kalicilik gosterebildigi bilinmektedir. Filogenetik
analizlerimizde, ST10, ST167 ve ST11 gibi sekans tiplerinin benzer kiimeler olusturdugu
ve bu kiimelerin genetik olarak birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. Barth ve ark.

(2016) ve Messele ve ark. (2023) calismalarinda, bu sekans tiplerinin genetik uyumu ve
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evrimsel benzerligi vurgulanmustir. Ozellikle ST167’nin ST10 ile olan yakin iliskisi, bu
tiplerin genetik materyal paylasimi yoluyla direng genlerini hizli bir sekilde yayma

potansiyeline isaret etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, sigir kaynakli Escherichia coli izolatlar1 tizerinde yapilan genotipik
ve filogenetik analizler sonucunda, ST10, ST11 ve ST457°nin baskin sekans tipleri
oldugu belirlenmistir. ST10’un, gerek ¢alisma bulgularinda gerekse literatiirde yaygin bir
sekilde tespit edilmesi, bu sekans tipinin diren¢ genlerini tagima kapasitesi ve genetik
stabilitesi ile iligkili oldugunu gostermektedir. Ayrica, ST167 gibi sekans tiplerinin ST10
kiimesi i¢inde yer almasi, bu tiirlerin genetik materyal paylasimi ve antibiyotik direng
genlerinin yayilimi agisindan 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir.
Antibiyotik direng genlerinin tespitinde ozellikle blaCTX-M, sull/sul2, tet(A/B) ve
aac(3’) gibi genlerin sikca bulunmasi, bu genlerin hayvan rezervuarlarinda antibiyotik
kullanimina bagli olarak secilim baskisina maruz kaldigin1 gostermektedir.

Filogenetik analizler, sigir kaynakli izolatlarin genetik benzerlikler gosterdigini
ve belirli kiimeler olusturdugunu ortaya koymustur. Bu durum, E. coli izolatlarinin
kiiresel diizeyde yayilma potansiyeline ve zoonotik gegis riskine isaret etmektedir. Ayni
zamanda, nadir goriilen sekans tiplerinin (6r. ST3042 ve ST12782) genetik izolasyonu,
bu izolatlarin diren¢ genlerini tasima potansiyeline ragmen daha smurlt bir yayilim
gosterdigini diisiindlirmektedir. Bu calismadan elde edilen bulgular sonucunda,

e  Sigir gibi hayvan rezervuarlarindan elde edilen E. coli izolatlarinda yaygin sekans
tiplerinin ve direng genlerinin tespiti i¢in diizenli genetik izleme programlari
uygulanmalidir. Bu hem halk saglig1 agisindan hem de hayvan sagligi yonetimi
icin erken uyar1 sistemi olusturabilir.

e Hayvancilik sektoriinde gereksiz antibiyotik kullanimini azaltmak ve alternatif
tedavi yontemlerini tesvik etmek icin ulusal ve uluslararasi diizenlemeler
artirtlmalidir. Antibiyotik kullanimindaki bu tiir kisitlamalar, direngli bakteri

tiirlerinin yayilmasini kontrol altina alabilir.
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Calisma bulgularina dayanarak, E. coli izolatlarinda sikga tespit edilen direng
genleri dikkate alinarak hedefe yonelik antimikrobiyal tedavi stratejileri
gelistirilmelidir. Ornegin, ST10 gibi yaygin sekans tiplerine sahip izolatlarn
diren¢ profilleri géz Oniine alinarak bolgeye 6zel tedavi yaklasimlar
uygulanabilir.

Insan ve hayvan sagligi arasindaki baglantiyr dikkate alan bir "Tek Saghk"
yaklagimi benimsenmelidir. Bu baglamda, hayvanlardan insanlara bulasabilecek
patojenlerin kontrolii i¢in ¢iftlik yoOnetimi, hijyen ve denetim standartlar
gelistirilmelidir.

E. coli sekans tiplerinin ve direng genlerinin kiiresel yayilimini anlamak igin
uluslararas1 veri paylasim platformlarinin etkin kullanimi tesvik edilmelidir.
Ozellikle, ST10 gibi yaygin sekans tiplerinin diinya genelindeki yayilim
dinamiklerinin izlenmesi 6nem arz etmektedir.

ST10, ST11 ve ST457 gibi baskin sekans tiplerinin genetik yapisini ve yayilimim
daha iyi anlamak i¢in ileri diizey genetik ve molekiiler ¢aligsmalar yapilmalidir.
Ozellikle, bu tiirlerin tagidig1 plazmidler ve direng genleri arasindaki iliski detaylt
olarak incelenmelidir.

Sigir kaynakli E. coli izolatlarinda yaygin sekans tiplerini ve diren¢ genlerini
anlamak i¢in 6nemli bir adim olmustur. Ancak, bu bulgularin halk saglig1 ve
hayvan saglig1 agisindan anlamli sonuglara doniigmesi i¢in Onerilen nlemlerin

alinmasi ve uluslararasi is birliginin giiclendirilmesi gerekmektedir.
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