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OZET

DOKTORA TEZi

\iSTAN]%UL’DAN ELDE EDiLEN TAVUK YUMURTALARINDA Escherichia coli
VARLIGI ile GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA LAKTAMAZ POZITIF E. coli
SUSLARI ve KOLISTIN DIRENCININ ARASTIRILMASI

ALI ANIL SULEYMANOGLU|

istanbul {Tniversitesi-Cerrahpasa
Lisanstistii Egitim Enstitiisii
Besin Hijyvent ve Teknolojisi Anabilim Dal
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah

Damsman : Prof, Dr, Harun AKSU |

IYumurta, icerdifi besin maddeleri acisindan olduk¢a faydali, insanlar tarafinda siklikla
titkketilen bir gida maddesidir. Yumurta; iiretimi, depolanma kosullan ve satig sartlan goz
¢niinde bulunduruldugunda kendi dogasi veya kontaminasyon sonucu cesithi patojen
mikroorganizmalar: ihtiva etmektedir. S6z konusu patojen bakterilerden olan Escherichia coli
dogada ve bagmsak florasinda siklikla bulunabilmektedir. Ayrica, baz1 E. coli suslar gesitli
antibiyotiklere karsi direng pelistirmektedir. Antibiyotik direnci, insan ve hayvan saghg
acisindan oldukga énemli bir konu olup, séz konusu antibiyotik direng mekanizmalar giderek
6n plana ¢ikmaktadir. Giiniimiizde, diren¢ mekanizmalari ile ilgili olarak GSBL ve kolistin
direncinin toplum saglgint tehdit ‘eden: boyutlara ulagtigr bilinmektedir. Bu caligma
kapsaminda, 120 adet tavuk yumurtas: viizeyinde E. coli varhgi klasik mikrobiyolojik teknikler
ile aragtinlmis olup, suslarmm dogrulamasinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigi
kullanilmigtir, Analizler sonucunda toplam 15 (15/120, % 12,5) adet E. coli pozitif sug elde

edilmistir. Séz konusu E. coli suslan iizerinde disk difizyon yénetimi 1ile gegith antibiyotik

xvi




gruplarina karsi direng saptanarak, ¢ift disk sinerji testi ile GSBL pozitif varlig1 ve kolistin agar
kullanilarak ise kolistin direnci fenotipik yonden aragtirilmistir. Toplam 11 (11/15, % 73,3) adet
susta ¢oklu antibiyotik direnci tespit edilmis olup, bunlardan 3 (3/15, % 20) adet susun fenotipik
olarak GSBL pozitif oldugu saptanmis ve suslarin hi¢birinde kolistin direnci bulunamamustir.
Suslardaki ilgili antibiyotik direnglerin genotipik dogrulamasi i¢in uygulanan multiplex PZR
analizleri sonucu toplam 15 adet E. coli susunun TEM-1 geni (15/15, % 100) bakimindan, 3
adet E. coli susunun (3/15, % 20) ise CTXM-1 geni bakimindan pozitif oldugu belirlenmistir.
Incelenen E. coli suslarmin hicbirinde SHV-1 OXA-2 ve mcrl, mer-2, mer-3, mer-4 ve mer-5
genleri tespit edilememistir. Sonug olarak, ¢alisma kapsaminda yumurtalardan izole edilen ve
coklu antibiyotik direncine sahip olabilen E. coli varliginin halk sagligi agisindan énemli risk

olusturabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Haziran 2023 , 144 sayfa.
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LEgg is a very useful food in terms of the nutrients grown, consumed within a lot of people. Egg;
Considering the production, storage conditions, and sales conditions, there is the possibility of
carrying various pathogens by their own nature or as a result of contamination. Escherichia
coli, one of these pathogenic bacteria, can be found in nature and in the intestinal flora. Some
strains of E. coli have developed resistance to various antibiotics. Antibiotic resistance is a very
important issue in terms of human and animal health, and some antibiotic resistance
mechanisms come to the fore. ESBL and Colistin resistance are among the antibiotic resistance
issues that threaten public health. In this study, the presence of E. coli on the surface of 120
chicken eggs was investigated microbiologically and the ECO1-2 - gyrB primers for spesific of
E. coli were used by polymer chain reaction. As a result of the analysis, 15 (15/120, 12,5 %)
E. coli- positive strains were obtained. On positive E. coli strains, their resistance against
various antibiotic groups was measured by disc diffusion management, ESBL positive presence

with double disc synergy test, and colistin resistance with colistin agar were investigated.
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Multiple antibiotic resistance was detected in 11 (11/15, 73,3 %) strains, 3 (3/15, 20 %) strains
were observed phenotypically as ESBL- positive strains, and no colistin resistance was
detected. As a result of multiplex Polymerase Chain Reaction performed for confirmation, all
strains were found to be (15/15, 100 %) TEM-1 positive, 3 (3/15, 20 %) strains CTXM-1
positive, and SHV-1 OXA-2 and mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 and mcr-5 genes were not
detected. It has been concluded that investigating the presence of E. coli, which is food-borne

and can have multiple antibiotic resistance, is important for public health.
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1. GIRIS

Stirdiirtilebilir saglik konsepti ¢ercevesinde besleyici ve giivenilir gida temini oldukca
onem tasimaktadir. S6z konusu saglik konsepti ile gilivenli gida tiiketicileri bir¢ok riskten
korunmaktadir (WHO, 2015). Ilave olarak gida giivenligi; gidalarin tiiketici sagligna zarar

vermemesi agisindan gilivence altina alinmasi olarak bildirilmektedir (WHO, 2022).

Bir¢ok gida maddesi cesitli saglik riskleri icerebilmektedir. Mikrobiyolojik riskler, s6z
konusu saglik riskleri arasinda 6n siralarda yer almaktadir. Giiniimiizde, gida kaynakli birgok
patojen mikroganizmanin insanlar1 enfekte ettigi bilinmektedir. Bu baglamda, diinyada her 10
kisiden biri gida kaynakli patojen mikroorganizma ile kontamine olmakta ve patojen
mikroorganizma kaynakli her yil 5 yas alti ¢ocuklarda 125.000 oliim vakasi meydana
gelmektedir (WHO, 2022).

Yumurta, beslenmede bir¢ok makro ve mikro besin maddelerini igeren oldukca 6nemli
bir besin maddesi olarak bilinmektedir (Miranda ve dig. 2015). Insan beslenmesinde, hemen
hemen tiim besin unsurlarmmi en uygun oranda igeren yumurta, ¢agimizin biyik saglik
problemlerinden olan dengesiz beslenme sorununun ¢oziimiinde 6ne ¢ikmasi gereken gida
kaynaklarindan birisi olarak &nerilmektedir. Ozellikle esansiyel amino asitlerce zengin
olmasindan dolay1 balik, et ve siit gibi 6nemli protein kaynagi olarak degerlendirilmektedir

(Acikgoz ve Ozkan, 1996).

Saglikli bir tavuk yumurtasinin i¢ kismi; yumurta kabugunun dogal bir bariyer
olusturmasindan otiirii steril kabul edilmektedir. Ancak, bu 6zelligine ragmen yeni olusan
yumurta; yiizeyin mevcut ¢esitli enterik mikroorganizmalar ya da yumurtanin birakildigi
cevredeki mikroorganizmalarla kontamine olabilmektedir (Roberts, 2005). Yumurtay1
kontamine eden bakterilerden biri de Escherichia coli (E. coli)’dir. Patojenik suslar1 da
bulunabilen E. coli kanathilarin dogal bagirsak florasinda yer almaktadir. Yumurtlama
bolgesinde yiiksek miktarda bulunan E. coli’nin, yumurtanin satis noktasina getirilmesi

slirecine kadar sayis1 diismektedir (Adesiyun ve dig. 2005).



E. coli Gram negatif, ¢ubuk seklinde, sporsuz ve bazilar1 hareketsiz bir bakteridir.
Ayrica bazilar1 hareketli peritris flagellaya sahip olan Enterobacteriaceae iiyesi bir bakteridir
turtidiir (Murray ve dig. 2009). Enterik enfeksiyonlara neden olan E. coli’nin alt tipleri olan
EHEC, EIEC, EAEC ve ETEC ishalle seyreden hastaliklarin olusumundan sorumlu
tutulmaktadir (Guentzel, 1996).

Giliniimiizde saglik biliminin 6nemli problemlerinden biri olan antibiyotik direnci, bir
mikroorganizmaya antibiyotigin etki etmemesi veya antibiyotife duyarli  bir
mikroorganizmanin ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan biri ile diren¢ kazanmasi olarak ifade
edilmektedir (Gold, 1996). Giiniimiizde kiiresel saglhigin ve gida giivenliinin en biiylik
tehditlerinden olan antibiyotik direnci dogal olarak gelisir ancak antibiyotiklerin yanlis
kullanimi1 bu siireci hizlandirmaktadir. Bu durum, daha yiiksek tibbi maliyetlere, daha uzun

hastane yatislarina hatta insan ve hayvan 6liimlerinin artisina sebep olmaktadir (WHO, 2020).

Gida amaciyla iiretilen hayvanlarda, hastaliklar1 engellemek ve verimi tesvik etmek
tizere, antibiyotikler insanlardan yaklasik 2 kat daha fazla kullanilmaktadir (Boeckel ve dig.
2015). Antibiyotik kullanimmin ekonomik kaygilar nedeniyle etkin olarak denetlenmemesi,

hem insan hem de hayvan sagligini tehdit etmektedir (Y1ibar ve Soyutemiz, 2013).

Gram-negatif bakterilerde ¢oklu ilag direnci kiiresel bir tehdit olarak goriilmektedir.
Coklu antibiyotik direncine sahip Gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlar, en ¢ok zorlanilan

enfeksiyon vakalarindan olmaktadir (Lukac ve dig. 2015 ).

Tip ve Veteriner Hekimlikte siklikla kullanilan beta-laktam grubu antibiyotikler, yan
etkilerinin az olmasiyla gilinlimiizde en sik kullanilan antibiyotik grubudur (Giilay, 2001). E.
coli’nin sahip oldugu antibiyotik diren¢ mekanizmalarindan en 6nemlilerinden biri de beta-
laktamazlardir. Gram negatif bakteriler tarafindan genelde sentezlenen B laktamazlar, beta-

laktam halkas1 tagiyan antibiyotiklere karsi direncte rol oynayan olan enzimlerdir (Bradford,
2001).

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL); oksomino sefalosporinleri hidrolize
edebilen, klavulanik asit tarafindan inhibe olan enzimlerdir (Livermore ve dig. 2006). Bilim
diinyasinda popiilerligi artan GSBL pozitif E. coli suslarinin epidemiyolojisini ¢esitli agilardan

inceleyen arastirmalara ilgi her gecen giin artmaktadir (Capita ve dig. 2013). E. coli ve



Klebsiella tiirleri bu enzimi en fazla {ireten bakteri tiirleri arasinda yer almaktadir (\Vercauteren
ve dig. 1997).

Genislemis spektrumlu beta-laktamaz tireten ¢oklu ilaca direngli bakterilerin neden
oldugu hastaliklarda karbapenem grubu antibiyotikler, karbapenemlere direngli olan bakteri
tedavisinde ise kolistin son gare antibiyotigi olarak kullanilmaktadir (Rhouma ve dig. 2016).
Kolistine direngli E. coli suslarinda plazmit araciligiyla mcr-1 geni ile birlikte GSBL direng
genlerinin aktarilabildigini belirten ¢alismalarin bulunmasi, kolistin direncinin saptanmasinin

onemini arttirmaktadir (Poirel ve dig. 2016).

Bu ¢alisma kapsaminda tavuk yumurtasinda E. coli varligi, elde edilen E. coli suslarinin
sik kullanilan antibiyotiklerden bazilarina karsi direng mevcudiyeti ile suslarin genislemis
spektrumlu B laktamaz {iretimi ve kolistin direncinin fenotipik ve genotipik analiz

yontemleriyle arastirilmasi amaglanmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. YUMURTA

Yumurta; yiiksek kaliteli proteinler baska olmak tizere toplam 13 adet 6nemli vitamin
ve mineral igeren dogal bir fonksiyonel gida maddesidir (Hasler, 2000). Milattan 6nceki
devirlerden bu yana insan gidasi olarak kullanilan yumurta, her yas grubundan insan igin
ozellikle gelisme doneminde olan cocuklar agisindan Onemli bir hayvansal gida olarak
bilinmektedir. Saglikli ve normal boyutlarda bir yumurta; 90 gram (gr) et ve 160 gr siite es
deger besin maddeleri igermektedir (Dede ve dig. 2005). Diger hayvansal kaynakli gidalar ile
karsilastirildiginda ucuz bir protein kaynagi olan yumurta, ayni zamanda protein bakimindan

biyolojik degeri en yiiksek proteine sahiptir (Shallo, 2001).

2.2. YUMURTANIN BESIN DEGERLERI

Yumurta iyi bir besin kaynagi olup bircok besin maddesini igermektedir. Bu besin
maddelerinin oranit yumurtanin aki ve sar1 kisminda farklilik gostermektedir. Yumurta aki,
yumurtanin {igte ikisini olusturmakta ve yumurta albumini olarak da bilinmektedir. Yumurta
akinin besin degerleri; % 88 su, % 0,02-0,2 lipid, % 11-11,5 protein, ve % 0,8-0,9 kil diir.
Yumurta sarisinin besin degerlerini ise % 51-52 su, % 31-35,5 lipidler, % 2 kiil ile % 16-17
protein ile kolesterol ve yagda ¢oziinen vitaminler ve olusturmaktadir. Yumurta sarisinin ana
bileseni olan lipidlerin % 62-65°1 trigliseritler, % 28-33 fosfolipidler ve daha az miktarda da
kolesterol olusturmaktadir (Guilmineau ve Kulozik, 2006; Parkinson, 1966).

Yumurtanin besin kalitesinde tavugun 1rki, yasi, yasam ortami ile beslenme rasyosu

etkili olmaktadir (Scott ve Sliversides, 2000).



Tablo 1: Yumurtanin gesitli béliimlerindeki bazi besin maddeleri ve miktarlari (Senkdylii, 2001).

Besinler Yumurta Sarisi Yumurta Aki Tam Yumurta
Protein(%) 16 10,9 12,9
Karbonhidrat(%) 1 0,8 0,9
Yag(%) 30,6 eser 11,5
Kalori(kcal) 348 51 16,3
Kollesterol (mgr) 1500 0 550
A vitamini (IU) 3400 0 1180
Riboflavin 0,44 eser 0,3
Demir (mg) 5,5 0,1 2,3
Magnezyum (mg) 16 9 11
Potasyum (mg) 98 139 129

2.3. YUMURTADAKI PROTEINLER

2.3.1. Yumurta Sarisindaki Protein Cesitleri

Yumurtada bulunan protein ¢esitleri yumurta saris1 ve yumurta akinda farklilik
gostermektedir. Yumurta sarisinda bulunan proteinler; fosvitin (% 8), lipovitellinler (% 36) ve

livetinler (% 38) adli proteinler bulunmaktadir (Abeyrathne ve dig. 2013).

2.3.1.1. Livetinler
Livetin bir glikoprotein olup suda ¢oziinmekte ve yumurtadaki enzimlerin ¢ogunun
taginmasinda gorev almaktadir. Bu proteinin % 15’ini azot ve % 1,8’ini kiikiirt olusturmaktadir.

Ilave olarak, livetinler yumurta sarisinin kat kismimin % 4 - % 11’ini olusturmaktadir (Causeret

ve dig. 1991).

2.3.1.2. Fosvitin
Fosvitin yumurta sarisinda metallerin ana tasiyicisi olup katyonlari selatlama 6zelligine

sahiptir (Castellini ve dig. 2005). Fosfoprotein olan fosvitinin % 12’si azot ve % 10’u fosfordan



olugmaktadir. Yumurta sarist kuru maddesinin % 5’1 ve yumurta sarisinin protein kisminin %

11’1 bu protein yapisindadir (Causeret ve dig. 1992).
2.3.1.3. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein

Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) yumurta sarisinda bulunan iki lipoproteinden bir
tanesidir. Antioksidan ve patojen mikroorganizmalar1 inhibe edici 6zelligi olan HDL esas
olarak lipid, kolestrol, mindr lipitler ve proteinden olusmaktadir. Bu proteinin yaklasik % 80’1

protein ve % 20’si lipidden olusmaktadir (Yamamoto ve dig. 1990).

2.3.1.4. Lipovitelleninler

Lipovitelleninler diisiik dansiteli bir protein olup, yumurta sarisinin kuru maddesinin
onemli bir kismin1 olusturmaktadir (Anton ve dig. 2003). Bu protein, yumurta sarisinin diginda
yumurtada mevcut olmayip, emiilsifikasyon 0Ozelliginden dolayr gida endiistrisinde

kullanilmaktadir (Juneja ve dig. 1997; Kiosseoglou, 2003).

2.3.2. Yumurta Beyazindaki Protein Cesitleri

2.3.2.1. Ovalbiimin
Yumurta akinda proteinlerinin yaklasik yarisini olusturan ovalbiimin, serin proteaz
inhibitorlerinden protein grubuna dahil olmasina ragmen inhibitor 6zelligi bulunmamaktadir

(Huntington ve Stein, 2001).

2.3.2.2. Ovotransferrin

Is1 ile en kolay denatiire olabilen yumurta proteini olan ovotransferrin metal iyonlarina
baglanabilmektedir.  Demir iyonlarin1  baglayarak  demir elementini  kullanan
mikroorganizmalara karsi etki etmektedir (Vadehra ve dig. 1972). Gida kaynakli dogal
antimikrobiyal madde olarak kabul edilen bu protein E. coli, Salmonella Enteritidis (S.
Enteritidis), Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Bacillus cereus (B. cereus) gibi farkli

ozellikteki bakterilere karsi etki gostermektedir (Valenti ve dig. 1983).



2.3.2.3. Lizozim

Bakteriyolitik etki gosteren lizozim yumurta aki proteininin % 3,5’ini olusturur
(Strixner ve Kulozik, 2011). Insan i¢in zararsiz olan lizozim peptidoglikan icerigi yiiksek olan
Gram pozitif bakterilere Gram negatif bakterilere gore daha ¢ok etki etmektedir (Losso ve dig.
2000).

2.3.2.4. Ovomusin

Yumurta aki proteininin % 3,5’ini olusturan ovomusin viskoz yapidadir (Strixner ve
Kulozik, 2011). Ovomusin yumurta aki igerisinde fibril ag olusturarak bakteri hareketini
engelleyen antimikrobiyel bir maddedir (Yokota ve dig. 1999). Bu protein glikoprotein
yapisidaki 3 alt yapisi ile ayn1 zamanda hemagliitasyon 6zelligide igerir (Tsuge ve dig. 1996).

2.3.2.5. Sistatin

Yumurta aki proteinlerinden olan sistatinin proteinazlari inhibe edici 6zelligi ile
antiviral etki gosterdigi ileri strilmektedir (Li-Chan ve dig. 2017). Aymi zamanda
antimikrobiyal etkisi ile S. Typhimurium ve Streptococcus spp. iizerinde de etkilidir (Bjorck,
1990).

2.3.2.6. Ovomukoid ve Ovoinhibitor

Ovomukoid ve ovoinhibitér serin proteinaz inhibitorleridir ve bu ozellikleri ile
antifungal ve antimikrobiyal 6zellikleri vardir (Vered ve dig. 2009). Ovomukoid oldukca stabil
bir madde olup yumurta alerjenleri arasinda yer almaktadir (Cooke ve Sampson, 1997).

2.3.2.7. Avidin

Avidin bir glikoprotein olup biotine kars1 yliksek affiniteye sahiptir (Bayer, 1994). Bu
ozelligi ile avidin biotin kullanan bakterilere kas1 antibakteriyel etki gosterir. Ayrica biotinin
baglanma seviyesinden bagimsiz olarak S. epidermidis, S. aerus, E. coli’de dahil olmak iizere

cesitli Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi etkilidir (Korpela ve dig. 1984).



2.4. YUMURTAKI LiPIDLER

Yumurta sarisinda bulunan lipidlerin, yumurta sarisindaki yaklasik oran1 % 32 olarak
bildirilmektedir. Yumurta sarisi lipidleri bulunma miktart ile; trigliserit, fosfolipidler, kolesterol
ve karotenoidlerden olusmaktadir (Xiao ve dig. 2020). Kompleks lipidlere ilaveten beslenme

acisindan degerli yag asitleri de bulunmaktadir (Weihrauch ve Son, 1983).

Lipidler farkli partikiiler yapilarda bulunup proteinler ile bag kurmakta ve yumurta
akindaki lipidlerin oran1 % 0,02- 0,2’dir. S6z konusu lipidlerin énemli kismi, fosfolipidler ile
triagilgliserolden olugmaktadir. Ayrica, yumurta aki lipidlerinin yarisindan fazlasi yumurta

akina baglanmaktadir (Sato ve dig. 1973).

Yumurta kabugunun kuru maddesi, kiitikula kisminda % 0,045 ve kabuk membrant
kisminda % 1,35 lipid icermektedir. Yumurta kabugu lipidlerine drnek olarak sfingomiyelinler,

diagilgliseroller ve kolesterol verilebilmektedir (Ternes ve dig. 2011).

2.4.1. Yag Asitleri

Yumurta yag asitleri kabaca % 30- 35 doymus yag asitleri, % 38- 46 tekli doymamis
yag asitleri ve % 13- 18 ¢coklu doymamis yag asitlerinden olugsmaktadir (Cherian ve dig. 2002).

Yumurtadaki en dnemli omega 3 yag asidi Dokosaheksaenoik asittir (DHA). DHA,
kardiyovaskiiler hastaliklarda iyilesme, kan basinci regiilasyonu, sinir sistemi sagligina olumlu
etkileri mevcuttur. Yumurta sarisi lipidleri DHA ve arasidonik asit i¢erigi ile bebek mamasinda

tercih edilen lipid kaynagi olmaktadir (Makrides ve dig. 2002).

2.4.2. Kolesterol

Kolesterol yagda ¢6ziinen ve D vitamini 6nciisii, hiicre duvarlarinda gegirgenlik gibi
onemli fonksiyonlari olan bir steroldiir. Cig yumurta sarisinin % 1,6’sin1 olusturur (Okubo ve
dig. 2018). Yumurta ¢ogu hayvansal gidaya gore daha fazla kolestrole sahiptir ve bu da
tartigmalara neden olmaktadir (Fernandez ve Andersen, 2016). Ancak yumurta diger hayvansal
tiriinlere gore yliksek miktarda doymus yag asidi icermemesi ile gerekli diizeyde tiiketilmesinde

zarar olmadigi fikri hakimdir (WHO, 2003).



2.4.3. Fosfolipidler

Fosfolipidler yumurta sarisinda daha ¢ok bulunan bir gliserofosfolipiddir ve yumurta
saris1 lipidlerinin yaklasik % 30’unu olusturmaktadir. Yumurta sarisindaki fosfolipidlerin
cogunlugu fosfatidilkolinden meydana gelmektedir. Bu fosfolipidi ise fosfatidiletanolamin,

lizofosfatidilkolin, lizofosfatidiletanolamin takip etmektedir (Parkinson, 1966).

2.5. YUMURTADAKI VITAMIN ve MINERALLER

Yumurtada C vitamini disinda diger tiim vitamin gruplar1 bulunur. Yumurta sarisi,
yagda ¢ozilinen vitaminleri yogun miktarda icerir. Yagda ¢oziinen vitaminlerden 6zellikle A, D
ve E vitamini yumurta sarisinda bulunur (Sunwoo ve Gujral, 2015). Giinlilkk beslenme
programina alinacak bir veya 2 yumurta ile vitamin A ve B12 vitamini olmak {izere bir¢ok
vitaminin insan beslenmesi i¢in gerekli konsantrasyonunun oOnemli bir kismu

karsilanabilmektedir (Zeidler, 2002).

Yumurta ¢inko, demir, kalsiyum, fosfor, selenyum, magnezyum dahil olmak {iizere
cesitli mineraller ihtiva eder. Cesitli mineraller igermesine ragmen yumurta insan diyetindeki
mineral ihtiyacin1 karsilamaya yeterli olmaz. Ciinkii tavuk beslenme rasyosunda mineral
miktar1 arttirilsa bile embriyo i¢in toksik olmamasi adina mineral miktari fizyolojik olarak

arttirilmaktadir (Whitehead ve dig. 1993).

2.6. TURKIYE’DE YUMURTA URETIMIi

Tiirkiye yumurta tiretiminde diinya ticaretinde 6nemli bir yere sahip, kendisine yetebilen
bir lilke olarak bilinmektedir ve ilgili istatistikler Tablo 2°de yer almaktadir. 2021 yil1 verilerine
gore, Tiirkiye’den en ¢ok ihracat Birlesik Arap Emirlikleri’ne gerceklestirilmistir. Ulkemizde
2021 yilinda en ¢ok yumurta liretimi yapan 3 il sirasiyla Afyonkarahisar, Manisa ve Konya

olarak bildirilmektedir (Cigekgil, 2022).



Tablo 2: Tirkiye’de yillara gére tavuk yumurtasina ait veriler (Cigekgil, 2022).
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Tiirkiye tavuk 2017 2018 2019 2020 2021
yumurtasi

verileri (1.000

ton)

Yumurta 121.556 124.055 120.725 121.303 121.001
tavugu sayisi

(1.000 ad.)

Uretim 1.205 1.228 1.244 1.237 1.206
Tiiketim 870 889 993 1.050 1.019
Ihracat 350 365 275 218 221
ithalat 2 6 2 0 0
Kisi basi 172 173 191 200 191
tiiketim (kg)

2.7. YUMURTA ve MiKROORGANIZMA KONTAMINASYONU

Kabuklu yumurtada mikroorganizma kontaminasyonu, vertikal veya horizontal yolla
olabilmektedir. Vertikal bulasma, kabuk zarlar1 sekillenmeden Once iireme organlarinin
enfeksiyonu sonucu olugmaktadir. Yumurta kanali yolundaki mikroorganizmalar da yumurtay1
kontamine edebilmektedir. Diger bir kontaminasyon yolu olan horizontal yolla kontaminasyon
ise yumurta yiizeyinin kontaminasyonu olarak bilinmektedir. Horizontal yolla bulagsmay1
takiben yumurta aki ve nadiren yumurta sarisinda kontaminasyon goriilmektedir. Yeni olusan
yumurtanin yiizeyi ¢esitli enterik mikroorganizmalarla veya birakildigi ortamdaki
mikroorganizmalarla kontamine olabilmektedir. Yumurta kabugunun yiizeyi neredeyse her
mikroorganizma ile kontamine olabilmektedir. Bu kontaminasyonda iiretim ortami, diski,
kiimes materyali, toz, yem maddeleri, nakliye ve saklama kaplari, insanlar, kemirgenler ve
omurgasizlarla temas da dahil olmak iizere yumurta dis yiizeyindeki etkili olmaktadir (Roberts
ve dig. 2005).

Yumurta kabugu florasi kontaminasyonu, yumurta basma yaklasik 4,5 logio bakteri
olarak tespit edilmistir. Yumurta ve yumurta tiriinlerinde kontaminasyon kaynakli tespit edilen
bakteri cogunlukla S. Enteritidis ‘dir. Ayn1 zamanda E. coli, S. aureus, Listeria monocytogenes
(L. monocytogenes), Campylobacter ve B. cereus gibi diger patojenlerin kontaminasyonu da
s0z konusu olmaktadir (EFSA, 2014).
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2.8. YUMURTA KABUGU ve BAKTERI PENETRASYONU

Tavuk yumurta kabugu yumurta kabugu membrani ile kapli olup kirecli bir dis
katmandir (Cordeiro ve Hincke, 2011). Diger bir tanimla kalsiyum karbonattan olusan dogal
gozenekli, fiziksel etkenlere karsi embriyoyu koruyan bir yapiya sahiptir (Yongchen ve dig.
2013).

Bakterilerin embriyoya ulagsmasini ve penetrasyonu engelleyen katmanlar kiitikiil, i¢
zar, kabuk ve dis zar olarak bilinmektedir. Bazi mikroorganizmalar bu tabakalari
gecebilmektedir. Kabugun kirli olmasi, mikroorganizmalarin penetre olma olasiligin
arttirmakta ve mikroorganizmalarin kisa siirede ve fazla sayida penetre olmasina sebep
olmaktadir. Yumurta kabugunun dis ylizeyi, ince bir glikoprotein tabakasi olan kiitikiil ile
kaplidir. Bu katman zarar gordiigiinde penetrasyon daha rahat olmaktadir. Yumurta kabugunda
olusan bolgesel bir hasarla bile bakterilerin yumurta icerisine penetre olabilmesine imkan

vermektedir (Roberts ve dig. 2005).

Yumurtada mikroorganizma penetrasyonunu etkiledigi gozlemlenen kriterler esas
olarak; yumurta kabugundaki catlaklar, yumurta kabugu yiizeyindeki kontaminasyon seviyesi,

veya anormal yumurta kabugu kalsifikasyonu olarak siralanmaktadir (Chen ve dig. 1996).

Yumurta kabugu yiizeyindeki mikroorganizmalarin yumurtanin i¢ kismina gegisini
kolaylastiran faktdrlerden birisi de ortamdaki su varligidir. Ozellikle yumurta ici ve dist

arasindaki sicaklik farki fazla oldugunda penetrasyon artmaktadir (Bruce ve Drysdale, 1994).

Mikroorganizmalarin  penetrasyon metodu birbirinden farkhidir. E. coli, S.
Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) Gram negatif ve hareketli bakteriler
olup yumurta igerigine daha kolay erisebilmektedir. S. aureus hareketsiz bir bakteri olup nemli
kosullarda veya ortamda sivi bulundugunda daha kolay yumurtaya penetre olabilmektedir
(Grijspeerdt, 2001).

2.9. TURKIYE’DE YUMURTA ile ILGILi YASAL MEVZUAT

Tiirkiye’de Gida Hijyeni’nin saglanmasina yonelik Tirk Gida Kodeksi Yo6netmeligi
Resmi Gazete’de yaymlanmistir. Yumurta ile boliimiiniin ad1 “Tiirk Gida Kodeksi Yumurta

Tebligi”dir. Bu teblig Resmi Gazete Sayr: 29211°de 20.12.2014 tarihinde yayimlanarak
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yiriirlige girmistir. S6z konusu Yo6netmeligin uygulanmasindan sorumlu olan bakanlik, T.C.

Tarim ve Orman Bakanligi’dir.

Yiiriirlikte olan Yumurta Tebligi dogrultusunda; yumurta saglikli hayvanlardan elde
edilmeli, kendine has tat-koku ve rengi olmali, kiritk yumurta satisa sunulmamali ve kulugka

islemi uygulanmig yumurta satisa sunulmamalidir (Tiirk Gida Kodeksi Yumurta Tebligi, 2014).

2.10. TURKIYE’DE YUMURTA URUNLERI MIKROBIYOLOJIK
KRITERLER

29 Aralik 2011/ Resmi Gazete Sayi: 28157 Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeligine gore Enterobacteriaceae varligi  yumurta iriinlerinde arastirilmasi
gerekmektedir. Enterobacteriaceae sayisinin 10 kob/gr—mL diizeyini asmamasi gerekmektedir.

Yumurta Beyazi: ince albuminin ig Blastoderm Pander Cekirdegi
tabakas

ince albiiminin
dis tabakasi

Fibroz

Vitellin membran

Hava boslugu

Latebra

yumurta beygz

salaz tabakass Kabuk membram
yumurta sarisi

Sekil 1: Yumurtanin yapisi (Adegbenjo ve dig. 2020).

2.11. Escherichia coli

E. coli taksonomik olarak; Bacteria aleminin, Proteobacteria bolimii, Gamma
proteobacteria sinifi, Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae ailesi, Escherichia cinsinin

alt tlirii (Winn ve dig. 2006) olarak siniflandirilmaktadir.
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E. coli; gram negatif, fakiiltatif anaerob, ¢omak seklinde, sporsuz bir bakteri olup
sicakkanli canlilarin dogal bagirsak florasinda bulunmaktadir (Unliitiirk ve Turantas, 1993).
Cogu kommensal olan bu bakteri tiiriiniin az sayisa alt tipi patojenik tiptedir (Donnenberg,
2013).

1885 yilinda Dr. Theodor Escheric tarafindan kesfedilen Escherichia coli, gida
hijyeninde indikator olarak kabul edilmekte ve fekal kontaminasyon indikatorii olarak kabul
edilmektedir (Cliver, 1994). 1919 yilinda Castelli ve Calmer Dr. Escherich’e ithafen bu
bakteriyi “Escherichia coli” olarak adlandirmislardir (Toreci ve Topgu, 2002).

E. coli, diger koliform grubu bakterilerinden farkli olarak spesifik fekal kontaminasyon
indikatorii olarak bilinmektedir. E. coli analizlerinin ¢ogunda 6nce koliform bakteri varlig

tespit edilmekte ve sonra E. coli suslar1 saptanmaktadir (Bonadonna ve dig. 2007).

E. coli dogumdan hemen sonra bagirsak mikrobiyotasina yerlesebilen, hem insan hem

de hayvanlarda bulunabilen bir bakteri tiirii olarak bilinmektedir (Hewitt ve Rigby, 1976).

E. coli’nin agarda ¢ogunlukla 2—-3 mm ¢apinda, gri-beyaz renkte, parlak, konveks ve S
tipi koloniler olusturmaktadir. Bu bakterinin kapsiilli suslarinda mukoid koloniler
goriilebilmektedir (Ray ve Ryan, 2010).

E. coli suslarinin laktozu fermente edip gaz olusturmasi, Shigella dahil bir¢ok enterik
bakteriden ayriminda 6nemli bir 6zelliktir. Cesitli besiyerlerinin ¢alisma prensibi bu 6zellige
dayanmakta ve laktoz ayirag olarak kullanilmaktadir. Bu 6zelligi kullanan Eosin Metilen Blue
(EMB) agar laktoz ve eozin metilen mavisi icermektedir. Benzer sekilde Endo Agar iginde
laktoz, sodyum siilfit, diyament fiiksin icermekte ve eger E. coli pozitif sus mevcut ise mavi-
siyah yesilimsi parlaklik veren koloniler olusmaktadir (Baron ve dig. 1994). MacConkey agarda
laktozla beraber pepton, sodyum kloriir, kazein icermekte ve laktozu fermente eden E. coli
kolonileri kirmizi renk olusturmaktadir (MacConkey, 1905). E. coli serotiplerinin biiyiik
cogunlugunun sahip oldugu -D-glucuronidase enziminin énemli 6zelligi methylumbelliferyl-f-
D- glucuronide substratini pargalamasidir ve Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) Agar bu

mekanizmayla ¢alismaktadir (Bonadonna ve dig. 2007).

E. coli ¢esitli biyokimyasal dzelliklere sahiptir. Baz1 6zellikleri digerlerinden daha ayirt

edici olarak bilinmektedir. Bu 6zelliklerden bazilari; besiyeri yapiminda da kullanilan laktozu
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fermente etme ve glikozu kullanarak asit ve gaz olusturmasidir (Toreci, 2002). E. coli
analizlerinde siklikla kullanilan IMVIC testinde; Triptofandan indol olusturma “pozitif”, Metil
kirmizist testi “pozitif’, Voges Proskauer testi “negatif”, sitrati kullanma ‘“negatif” olarak
goriilmektedir.(Baron ve dig. 1994). Tip 1 E. coli IMVIC sonuglar1 +, +, -, - iken tip 2 E. coli -
, +, -, - olabilmektedir (Huang ve dig. 1997).

E. coli’nin siniflandirilmasi i¢in somatik “O* - flagellar “H* - kapsiiler “K* antijenleri,

alt gruplandirma yapmak i¢in kullanilmaktadir (Demby ve Cuhinningham, 1980).

E. coli suslar1 fenotipik 6zellikleri bakimindan birbirinden ayrismaktadir. Bu farkliliklar
suslarin goriiniimlerini ve insanlarda hastalik olusturma kabiliyetlerinde cesitlilige neden
olmaktadir (Donnenberg, 2013). Fenotipik ¢esitliligin yan1 sira E. coli suslari, genetik olarak
da oldukea fazla gesitlilige sahiptir. Ek olarak E. coli suslar1 az sayida ortak gen bolgeleri
icermektedir (Rasko ve dig. 2008).

E. coli kanath yetistiriciliginde yaygin olan enfeksiyon etkenlerinden biri olarak
bilinmektedir. Bu etkenin neden oldugu hastalik kolibasilloz olarak adlandirilmakta ve her

yasta kanatlilarda gézlemlenmektedir (Nolan ve dig. 2013).

2.11.1. E.coli Virulansi

E. coli’nin hastalik yapabilen suslari, bu enfeksiyonlari1 gergeklestirirken ¢esitli virulans
faktorlerini kullanmaktadir (Chambers ve Metcalf, 2017). Virulans faktorlerine bakilarak
patojenik E. coli tiirleri siniflandirilabilmektedir (Manges ve dig. 2004). Bu siniflandirma ise
karmasik yapisi ile dikkat ¢cekmektedir ve smiflandirmanin temeli; O (hiicre duvarindaki
liposakkaritlerdeki spesifik polisakkarit), H (flagella-kamg1) ve K (kapsiil) yapilarina
dayanmaktadir (Bilgehan, 2000).

2.11.2. Salgilanan Virulans Faktorler
Ototransporter toksini, serin proteaz ototransportdriidiir ve konakg¢r hiicre

morfolojilerine zarar vermektedir (Guyer ve dig. 2002).

Shiga toksinin (STX) zarar mekanizmas1 kisaca protein sentezini engelleyerek hiicre
Oliimiine neden olmasidir (Tarr ve dig. 2005). Shiga toksin tireten E. coli, STEC olarak

kisaltilmaktadir. Ciinkii salgiladig: sitotoksin, Shigella dysanteriae tarafindan iiretilen Shiga
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toksin ile oldukca benzer yapidadir. STEC bakterisinin baska isimlendirilmeleri de mevcuttur

(CDC, 2014).

Sitolethal genislemis toksin (CDT) 1987 yilinda diyare sikayeti olan E. coli ile enfekte
olan bir hastada kesfedilmistir (Johnson ve Lior, 1988). Bu toksinin ayirt edici 6zelligi hedef

hiicrenin genomuna saldirarak hiicrenin 6liimiine sebep olmasidir (Agarwal ve dig. 2012).

Istya dayanikli ve 1siya dayaniksiz toksinler, Enterotoksinejik E. coli tarafindan
iretilmektedir (Sack, 2011). Isiya dayanikli toksinler termostabil enterotoksinler (STI) olarak
isimlendirilir ve 2 gruba ayrilmaktadir. Isiya dayaniksiz olan toksinler de genel olarak 2 sinifa
ayrilir ve termolabil enterotoksin (LTI) olarak adlandirilir. LTI-2 sadece hayvanlar i¢in patojen
olan E. coli suslarindan salgilanirken LTI-1 hem insan hem de hayvan kaynakli patojen E. coli
suslarindan elde edilebilmektedir (Nataro ve dig. 1987).

Sitotoksik nekrotizan faktdr 1 (CNF1) idrar yolu enfeksiyonlarina neden olur ve enfekte

ettigi hiicrenin apoptozuna neden olmaktadir (Sussman, 1997).

Sidereforlar ferrik (Fe*®) demire yiiksek afinitesi olan, diisiik molekiil agirligma sahip
bakterinin demir ihtiyacini karsilamak i¢in salgilanan molekiillerdir (Johnson, 1991). E. coli,

demir ile bag kuran sidereforlar1 spesifik dis membran reseptorleri ile hiicre icine alip

kullanabilmektedir (Hagan ve Mobley, 2009).

Hemozilin E. coli tarafindan alfa ve beta olmak tizere 2 farkli yapida iiretilen toksindir.
Hemolizin ifadesi genellikle alfa hemolizin i¢in kullanilir ve alfa hemolizin konak hiicre

proteinlerine zarar vererek etkisini gostermektedir (QOrskov ve Qrskov, 1985).
2.11.3. Yiizey Virulans Faktorler (Adezin)
E. coli’nin dokular1 enfekte edebilmesi hedef dokulara tutunabilmesi gerekmektedir

(Natoro ve dig. 2009).

Kapsiil, E. coli’yi savunma hiicrelerinden koruyan adezin faktorlerinden biridir
(Lewinson ve Jawetz, 2000). Kapsiiller polisakkarit yapidadir ve K antijenleri olarak

adlandirilmaktadir (Jann ve Jann, 1983).

E. coli ylizey virulans faktorleri denince genellikle fimbrialar anlagilmaktadir. Bu

yapilar ince, proteinlerden olusan ve bakteriye yapigma 6zelligini kazandiran yapilardir (Emody
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ve dig. 2003). Fimbrialar genellikle mannoz duyarh Tip 1, mannoz direngli P, S fimbria olarak
smiflandirilmaktadir (Wurpel ve dig. 2013).Tip 1 fimbria E. coli suslarmin biiyik
cogunlugunda mevcuttur (Vigil ve dig. 2011). P fimbria pap geni tarafindan sentezlenir ve P

kan grubu antijenlere spesifik baglanabilmektedir (Kélleneus ve dig. 1981; Jann ve Jann, 1992).

2.11.4. Patojenik E. coli Tiirleri

E. coli suslar1 toplum saglig1 agisindan 3 gruba ayrilabilmektedir. Bunlar; kommensal
E. coli, extraintestinal patojenik E. coli (EXPEC) ve intestinal patojenik E. coli (IPEC)
suslaridir (Johnson ve Russo, 2005).

Intestinal patojenik E. coli (IPEC) enfekte ettikleri hastalarda neden olduklar:
semptomlar ve viriilans genlerine gore 6 grupta toplanilmaktadir. Ciddi rahatsizliklara neden
olabilen bu tiirler; enteroinvasiv E. coli (EIEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enterohemorojenik E. coli (EHEC), enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroagregatif E. coli
(EAEC) ve diffiize ve adere olabilen E. coli’(DAEC) dir (CDC, 2014).

2.11.4.1. Enterotoksijenik E. coli

Enterotoksijenik E. coli (ETEC) 1950’1i yillarda dnce kolera olarak siiphelenilen ancak
hastalardan alinan 6rneklerde E. coli suslarinin oldugunun gériilmesiyle kesfedilmistir. Bu

suslar kolera toksinine benzer toksin iiretmisler ve boylece ETEC tespit edilmistir (Sack, 2011).

ETEC gelismis {iilkelerde az goriilmekle beraber gelismekte olan {ilkelerde turist
ishalinin en 6nemli nedenidir. Bu E. coli susu gelismekte olan iilkelerde diyare vakalarinin
yaklasik % 20-30’unda rol oynar (Arslan, 2008). Insanlar ETEC’in ana rezervuar kaynagidir ve
ozellikle siit emen bebeklerde ciddi diyare ile seyreden enfeksiyonlara neden olur (Meng ve
Schroeder, 2007). insan sagligini tehdit eden bu etken, evcil hayvan ishallerinin de en nemli
nedenidir (Nataro ve dig. 1998).

ETEC’ler baglica 2 tip toksin {iiretirler. Bunlar: 60°C’de 30 dk’da inaktive olan 1siya
kars1 hassas labil toksin ve 100°C’ye 15 dk direngli olan 1stya dayanikl: stabil toksindir. Labil
toksin, insan veya hayvan kaynakli E. coli suglarinda genellikle plazmidlerce kodlanmaktadir.

Ayrica bu toksin Vibrio cholerae tarafindan iiretilen kolere toksinine olduk¢a benzemektedir
(Hossain ve dig. 1970).
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ETEC salgiladigi toksinler ile viriilans 6zelligi kazandigi gibi bagirsak epiteline
yapismasini saglayan kolonizasyon faktor antijenleride bir diger viriilans faktoriidiir (Nataro ve

dig. 1987).

2.11.4.2. Enteropatojenik E. coli

Cocuk ishalleri olarak bilinen Enteropatojenik E. colinin sik goriilen semptomlari
kusma, hafif ates ve kansiz bol miktarda sulu ishaldir. Bu sus E. coli’nin tanimlanan ilk patotipi

olmasi ile 6nem arz etmektedir (Kaplan ve Keusch, 2004).

Etkenin patolojisi bagirsak mukozasindaki spesifik hiicrelere baglanip epitelyum
hiicreler ile mikrovilluslara zarar vermesidir (Sperandio ve dig. 2015). EPEC, kendi
reseptorlerini konak hiicre zarlarina sentezlemeleri, salgilamalar1 ve yerlestirmeleri bakimidan

oldukga farkl bir patojenetik mekanizmaya sahiptir (Vallance ve Finley, 2000).

2.11.4.3. Enteroinvaziv E. coli

Dizanteriye yol acan Enteroinvaziv E. coli (EIEC) 1970 yilinda tanimlanmis olup
suglarin % 70’inin laktozu fermente etmemesi ile genel E. coli 6zelliginden ayrismaktadir (Silva
ve dig. 1980). EIEC, Shigella dysanteriae 'nin neden oldugu dizanteri ile benzer hastaliga neden
olmaktadir. Bunun nedeni ise Shigella ile ayn1 viriilens genlerine sahip olmasidir. Bu E. coli
suglar1 dekarboksilaz aktivitelerinin negatif olmasi ile Shigella spp.’ye benzerlik
gostermektedir (Donnenberg, 2013). Genellikle gelismekte olan iilkelerde goriilen EIEC, salgin
hastaliklara da neden olabilmektedir (Ratchtrachenchai ve dig. 2004).

EIEC hedef konakgisini, “invaziv” olarak adlandirilan virulans proteinleri araciligiyla
bagirsak hiicrelerine penetre olmaktadir. Etken hiicre icinde ¢ogalmasi, bir siire sonra hiicrelerin
oliimlerine neden olmaktadir (Poolman, 2017). Invazyona imkan veren bu virulans protein “O”
antijeni bakimindan Shigella spp. benzeyen EIEC’nin bir diger benzer 6zelligi ise hareketsiz

bir bakteri olmasidir (Svennerholm, 2011).

2.11.4.4. Enterohemorojik E. coli

Enterohemorojik E. coli (EHEC) 1982 yilinda kesfedilen ve gidalardan bulasan bir insan
patojenidir. EHEC’in en bilinen serotipi E. coli O157:H7 olup hastalik insidensi diisiiktiir. 2011
yilinda E. coli O104:H4’ {in neden oldugu en 6liimciil EHEC salgini nedeniyle 3800 kisi enfekte
olup, toplam 53 kisi d6lmiistiir (NAS, 2002).
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EHEC, Shiga toksini iireten E. coli’ nin (STEC) patojenik bir alt grubudur. Enfekte ettigi
hastalarda ekstraintestinal komplikasyonlara ve hemorojik iiremik sendroma neden olmaktadir.

EHEC’in 200°den fazla serotipi bildirilmistir (Pennington, 2010).

EHEC etkeninin ana rezervuar kaynagi sigir eti ve kiymasi olmasina ragmen son
yillarda salginlar sigir eti kaynakli degil kontamine friinler ile iliskilendirilmektedir.
Kontaminasyon ¢ogunlukla digki ile kontamine gida {irlinlerinden kaynaklanmaktadir

(Anonim, 2002).

EHEC suslarinin temel patolojenik 6zelligi shiga toksin olarak adlandirilan sitotoksin
(Stx1, Stx2) iiretmesidir. Bu toksinler shiga toksin ile yakindan iliskili olup Stx2 daha viriilent
bir toksindir. Ayrica Stx2 neredeyse tiim E. coli O157:H7 tarafindan tiretilmektedir (Bahrani-
Mougeot ve dig. 2009).

2.11.4.5. Enteroaggregatif E. coli

Enteraggregatif E. coli (EAEC) 1983 yilinda kesfedilmistir (Nataro ve dig. 1987).
EAEC semptomlari sporadik olarak mukoid diyare ve ¢cogunlukla sulu ishaldir. Baz1 vakalarda

ishal goriilmeyip gelisim bozuklugu da goriilebilmektedir (Hebbelstrup ve dig. 2014).

EHEC ve EPEC’ten daha az siddetli diyare vakalarina neden olan EAEC son yillarda
dehidrasyona neden olan kalici ishale sebep olmasi ile dikkat cekmektedir. Bu 6zelligi etkenin

biyofilm 6zelligi ile iliskilidir (Weintraub, 2007).

EAEC’nin ayirt edici 6zelligi epitelyum hiicre tabakasi tizerinde y18ilmis tugla seklinde
bir yap1 olugturmasidir. Etken enterositlere baglanmak ve biyofilm olusturmak igin aggregatif

adezin fimbrialar iretmektedir (Hebbelstrup ve dig. 2014).
2.11.4.6. Diffiiz Adherent E. coli
Diffiiz adherent E. coli (DAEC) HelLa veya HEp-2 epitel hiicre kiiltiirlerinde diffiiz

olarak yapisma 6zelligi ile karakterizedir (Servin, 2005).

DAEC insan veya hayvan diskisi ile kontamine olmus su veya gidalarin tiikketilmesi ile
bulagmaktadir. DAEC ile enfekte olan insanlarda klinik semptomlar; karin agrisi, dehidrasyon,

ates ve kanli ishaldir (Gunzburg ve dig. 1993).
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DAEC patogenezinde ilk asama bagirsak mukozasina baglanmasidir. Daha sonra -
hemolizini kullanarak proinflamatuar sitokin salgilanmasin1 tegvik eder ve mikrovillus kaybina
neden olur. Ek olarak hedef hiicrelerin hiicre gegirgenligini arttirmaktadir. a- hemolizin

aktivitesi fazla olan DAEC suslariin iilseratif kolitin patolojisinde rol oynayabilecegi 6ne

stiriilmistiir (Mirsepasi-Lauridsen ve dig. 2016).

Tablo 3: Intestinal patojenik E. coli (Clements ve dig. 2012).

Neden
E.coli tiirii Serogruplar | Toksin Adhezin tipi SPATE oldugu
semptomlar
06, 08,
015, 020,
025, 027, Istya
063, 078, dayanikli ve .. o
Enterotoksijenik | 080, O85, 1stya duyarlt I%)émlizsg P fa}lktom ETEC A ka sulu
E. coli (ETEC) | 0115 toksin (CEyAdezin ilo@igF ototzafisporter lyare,
0128;';10 Sitoliz’inA iligkili porsin A/E (EatA) gezgin ishali
0139, 0148, | (Clyn) | P2
0153, 0159,
0167
026, 055,
g OLlL, Intimin, Bundle-
Enteropatojenik | 0114, 0119, 3 formin’ ili (BFP) EsnC Bebek
E. coli (EPEC) | 0125, 0126, ol g ha Ehaa P diyaresi
0127, 0128, ' S
0142, 0158
Intimin, Paa, Toxin B
(ToxB), E. coli
adherent faktor (Efa)-
1, LPF, STEC
otoagliitinasyon ..
. Hemorojik
Enterohemorojik | 026, 091 adhezin (Saa), E. Kolit, kauls
E. coli (EHEC) | 0111, 0157 | % coli immunoglobulin- | EspP diyare, g1da
' ' binding protein ze}r;irléngmesi
(EibG), EHEC gen A
tarafindan kodlanan
ototransportor(EhaA),
D1s membran proteini
A (OmpA), lha
Plazmidle
kodlana toksin
dEgI;ililsllya _(Pet), Pro_tein
enterotoksin Agregativ adhezin :ﬂézlt\iﬁ;m
Enteroagregativ 8240(%?7 érSiElg\lirl), fimbria (AAF) (1, 1, | colonization Eeebzeglln ve
E. coli (EAEC) 0126 ' entgrotoksin 111, Hda), Toxigenic | (Pic), Disar1 idvaresi
(ShET)1 invasion loci A (Tia) |ototransportor ile Y
Hemolizin salgolana toksin
E (HIyE) (Sat), Shigella
y IgA-like homolog
proteaz (SigA), E.
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coli tarafindan
salgilanan protein
(Esp)P
Shigatoksin
lureten
Enteroagregativ | 0114 Stx Aa'?]":‘.”g'? homolog Pic Pet Glrc]l.‘al .
E coli adhezin (1ha) zehirlenmesi
(STEAEC)
028ac, 029,
Ol12ac .
. . ! Shigella hiicredist
Enteroinvaziv E. | 0124, 0136, L . .
coli (EIEC) 0143, 0144, ShET1/2 - g:otAelnl (Sep)A, | Shigellozis
0152, 0164, g
0167
Diffiiz adherent | 086, 0127, Afimbrial (Afa) veya .
E. coli (DAEC) | 0142, 0158 = |fimbrial (Dr) adhezin | >3 Akut diyare

Spate: Enterobacteriaceae nin serin proteaz ototransportorii

2.11.5. E. coli Kaynakh Enfeksiyon Semptomlari

E. coli genel olarak sindirim kanali ile iliskili enfeksiyonlara neden olsa da yaptigi

hastaliklar intestinal ve ekstraintestinal olarak ikiye ayrilmaktadir (Dobrindt ve dig. 2003)

Intestinal enfeksiyonlarda E. coli; diyare, ates, kusma, karin agris1, bulanti, dehidrasyon,
hemolitik tiremik sendrom ile trombo trombositopenik purpuraya neden olmaktadir. Bu
semptomlara intestinal bolgede hastaliga neden olan E. coli (IPEC) sebep olmaktadir
(Ustagelebi, 1999).

Ekstraintestinal enfeksiyonlarda basta iiriner sistem hastaliklari olmak iizere menenjit,
bakteriyemi ve solunum yolu enfeksiyonlar1 goriilebilmektedir. Uriner sistemde siklikla
meydana getirdikleri semptomlar sistit, piyelit ve piyelonefrittir (Bilgehan, 2000). Bu grup
hastaliklar1 olusturan E. coli suslari ekstraintestinal bolgede hastalik olusturan E. coli’dir
(EXPEC) (Palaniappan ve dig. 2006).

2.11.6. Yumurta ve E. coli

Kanatli hayvanlarda E. coli’nin baslica kaynagi bu hayvanlarin sindirim kanalidir.
Sindirim kanalinda bulunan E. coli’lerin % 10-15’inin patojenik serotiplere ait olduklari

bildirilmistir. Saglikli tavuklarin digkilarinda E. coli konsantrasyonu, diski materyalinin her
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graminda kabaca 10° kob olarak gézlemlenmistir (Dho-Moulin ve Fairbrother, 1999). E. coli
etkenlerinin digkida fazlaca bulunmasi yumurtayr kontamine etmektedir. Kontaminasyon

derecesini, kiimes ve kulugkahane idaresi etkilemektedir (Dho-Moulin ve dig. 1990).

Avian Patojenik E. coli nin 6ncelikli kanatlilara bulasma seklinin E. coli ile kontamine
toz ile hayvanlarin solunum yoluna ge¢cmesi, toz araciligi ile E. coli kontaminasyonunun

gerceklesebilecegini gostermektedir (Jordan ve Pattison, 1996).

Antibiyotik direngli spesifik E. coli suslarinin kanatli hayvanlar ile ¢alisan personellerde
de saptanmasi konunun 6nemi arttirmakta ve kanatli hayvanlarin veya kiimes {irtinlerinin
antibiyotik direngli mikroorganizma veya plazmidlere araci olabilecegini gostermektedir (Van

den Bogaard ve dig. 2001).

2.12. ANTIBIYOTIK DIRENCIi

Antibiyotik direnci, mikroorganizmalarin antibiyotiklerin etkilerini durdurmasi veya

kendilerini 6ldiirmesi i¢in yapilan ilaglar1 engelleme yetenegini kazanmasidir (CDC, 2021).

Penisilinin Alexander Fleming tarafindan 1928 de kesfedilmesiyle geleneksel tedavi
yontemlerinde biiyiik bir degisim yasanmustir. Antibiyotiklerin kesfedilmesine takiben saglik
sektoriinde antibiyotikler vazgegilmez hale gelmistir (Abraham ve Chain, 1940). Ancak
Fleming penisilinin asir1 ve uygunsuz sekilde kullanilmasi konusunda uyarida bulunmustur

(Blazky, 2004).

Antibiyotik direnci, antbiyotiklerin yaygin kullanim nedeniyle hizlica gelisti. Penisilin
direnci, Abraham ve Chain tarafindan daha penisilin kiiresel piyasa tanitilmadan kesfedilmistir
(Abraham ve Chain, 1940). Gelisen penisilin direncine kars1 penisilinaz aktivitesini durdurmak
icin penisilinin kimyasal yapist degistirilerek sentetik antibiyotik stratejisi olusturulmustur

(Paterson ve Doi, 2007).

Antibiyotik direncinin hizlica gelismesi ve yeni antibiyotik gelistirme ¢aligmalarinin
yavas gitmesi nedeniyle antibiyotikler nesli tiikenmekte olan tedavi araglarindan biri olarak

goriilmeye baslanmistir (WHO, 2016).
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Antibiyotik direnci gelisiminde 2 temel biyolojik yol vardir. Birinci yolda dogal bakteri
popiilasyonu antibiyotik direncine 6nceden sahip oldugu fenotipik 6zellikle elde etmektedir.
Bunun i¢in bakteri genetik hatalar1 biriktirir ve dikey gen transferi (VGT) araciligiyla sonraki
nesillerine aktarmaktadir. ikinci yol edinilmis antimikrobiyel diren¢ olup bakteri tiirleri
arasinda genetik materyallerin transferi ile gergeklesmektedir. Yatay gen transferi (HGT) ile
olusan bu yolda plazmidler, integronlar, transpozonlar ve faj gibi mobil genetik maddeler

aciligiyla direng¢ kazanilmasidir (Apata, 2009).

Bakteriyel enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklerin temel etki mekanizmalar1 4
kategoride toplanabilmektedir. Bunlar; hiicre duvari sentezinin inhibe edilmesi, protein sentezi

inhibisyonu, niikleik asit sentezine miidahale ve metabolik hattin inhibisyonudur (Tenover,
2006).

Antimikrobiyel direng, acil bir kiiresel saglik tehditidir ve diinya ¢apinda en az 1,27
milyon insan1 6ldiiren bir olgudur. Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda 2,8 milyon insandan

fazla kisi antimikrobiyel direngli bakteriler ile enfekte olmaktadir (CDC, 2021).

29 Avrupa Birligi veya Avrupa Ekonomik Alanda olan iilkede yapilan arastirmalar
sonucu 2020 yilinda 2016 yilina gore daha fazla antimikrobiyel direng tespit edilmistir. Bu
aragtirmalara gore en sik bildirilen bakteri tiirleri; E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, E. faecalis,
P. aeruginosa’dir (ECDC, 2020).

2.12.1. Gidalarda Antibiyotik Direnci

Gida zinciri; ¢esitli kanathi hayvanlar, baliklar, biiyiikbas hayvanlar ve sebzeler gibi
farkli ekosistemlerden gelen, farkli bakteri tiirleri ve suslar1 barindiran ve ¢esitli antibiyotiklerin

kullanildig: bir zincirdir (Acar ve Moulin, 2006).

Antibiyotik direngli bakteriler dogrudan veya dolayli yolla gida zincirine yayilabilir.
Gida zincirini iliretim asamasinda g¢alisan ¢iftciler, besiciler, veteriner hekim vb. ¢alisanlar
hayvan digkisi, kan, siitii gibi maddelere dogrudan maruz kalabilmektedir. Bu yolla bulagmanin
salgin hastaliklara yol agma sansinin az oldugu diisiiniilmesine ragmen enfekte olan bireyin
ailesi basta olmak tiizere direncgli bakterinin topluma girmesi i¢in kapi agilmis olmaktadir

(Marshall ve Levy, 2011).
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Antibiyotik direngli bakteriler ile kontamine olan gida iriinleri ile temas ya da
tiiketilmesiyle indirekt bulasma olabilmektedir. Kontamine gida ile bulagsma daha karmasik bir
yoldur. Cesitli ¢iftlik ve kiimes hayvanlarindan elde edilmis gidalar {izerine yapilan analizler

sonucu bir¢ok antibiyotik dirence sahip bakteri bildirilmistir (Price ve dig. 2012).

Gida araciligiyla taginan antibiyotik direngli bakterilerin bazilarinin 6liimctil olabilmesi,
tedavisinin zor olmasi ve kolayca toplumda yayilabilme ihtimali endise verici bir toplum saglig1
problemidir. Bu nedenle gida zincirinin tiim asamalarinda bu 6zellikteki bakterilerin siirekli
izlenmesi ve bu bakterilerin epidemiyolojisinin daha iyi anlagilmasmin saglanmasi

gerekmektedir (WHO, 2014).

Gida zincirinden antibiyotik direngli bakterilerin izlenmesi i¢in yapilan surveyans
caligmalarinda Salmonella spp. , Campylobacter spp. gibi patojen bakterilerin yaninda indikator

bakteriler olan E. coli ve Enterococcus spp. hedef alinmaktadir (FDA, 2016).

Gida hayvanlarinda gelisen antibiyotik direngli bakteriler olduk¢a endise vericidir.
Ciinkii uzun siire s6z konusu bakteriler hayvanlarin iizerinde varligini stirdiirebilir. Gida

hayvanlarindan insanlara gelisen bu bulagma yollar1 ortaya konmustur (EFSA, 2008).

Ciftlik hayvanlarinda antibiyotik direncli bakterilerin gelismesinin esas sebebi fazla
miktarda antibiyotik kullanimidir. Bu hayvanlarin saglikli tutulabilmesi i¢in 60 yildan daha
uzun silire kullanilan antibiyotikler ile zoonoz etkenler diren¢ mekanizmalar1 kazanmaktadir

(WHO, 2021).

Gida hayvanlarinin  yetistirilmesinde biiylime tegvik edici olarak kullanilan
antibiyotikler yasaklanmistir. Bu kararin nedeni ise antibiyotik kullaniminin azaltilmas: ve
direng gelisiminin yavaslatilma istegidir. Ancak bazi arastirmacilar bu yasagin beklenen sonucu
getirmedigini aksine antibiyotik kullaniminin arttigini belirtmektedir (Casewell ve dig. 2003,;

Phillips 2007).

Genetigi degistirilmis bitkiler i¢in genetik calismalarda antibiyotik direng genlerinin de
kullanilmas1 oldukc¢a dikkat ¢ekicidir. Bu yontemle basarili sekilde gen transferi gerceklesen
hiicreler antibiyotik verilmesi sonucu hayatta kalmaktadir. Bu marker diren¢ genlerinin daha
sonra islevi yoktur ancak bu genlerin bakterilere taginma riski endise vericidir (Demanéche ve

dig. 2008).
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Cesitli gidalar islenme sirasinda veya paketlemede bakteri gelisimini engelleyici gesitli
asamalar icermektedir. Bakteriler optimum seviyede gelisebilmesi i¢in uygun pH, su aktivitesi
degeri, uygun sicaklik gibi sartlar gerekmektedir. Bu kosullarda olmayan ortamlarda bakteriler
tizerinde strest gelismektedir. Bazi bakteriler zor kosullara adapte olup stres yanit
olusturabilmektedir. Bu olusan yanit ile antibiyotik diren¢ gelisimi arasinda baglant1 vardir

(McMabhon ve dig. 2006).

2.12.2. E. coli’de Antibiyotik Direnci

E. coli’de antibiyotik direnci florokinolonlar ve figiincii ve dordiincii kusak
sefalosporinlere karsi gelismektedir. Bu olguda dikkat ¢eken kisim, gelisen direncin saglik

sektorill alanlarindan ziyade toplum iginden etkenin almasidir (Laupland ve dig. 2008).

Kiiresel saglik sorunlarindan bir taneside Enterobacteriaceae’de gelisen genis
spektrumlu sefolosporin ve karbapenem direncidir. E. coli bu bakteri ailesinde diren¢ kazanimi1
hizli olan bir bakteri tiiriidiir ve gesitli iilkelerde ¢oklu antibiyotik direngli E. coli suslari
bildirilmistir (Siileymanoglu ve dig. 2022).

E. coli’de pB-laktam antibiyotiklere karsi baskin diren¢ mekanizmasi, plazmid
araciligityla GSBL dretimidir. GSBL pozitif E. coli suslarmin bildirimleri artarak rapor
edilmektedir (Franiczek ve dig. 2012). blactx-m genleri (Canton ve Coque, 2006) ve blaoxa-as
genleri E. coli’nin genetik materyallerin transferi ile kazandig1 antibiyotik direncine iyi birer

ornektir (Poirel ve dig. 2012).

Diger bakterilerde oldugu gibi E. coli’de de gelisen antibiyotik direnci, beseri ve
veteriner hekimligin antibiyotik kullanimlarinin artmasina ile paralel olarak yiikselmistir. En
sik ve daha eski tarihte kesfedilen antibiyotiklere karsi diren¢ daha fazla gézlemlenmistir. E.

coli’de ilk direng 1950°1i yillarda kesfedilmistir (Tadesse ve dig. 2012).

GSBL pozitif ve karbapenem direngli Enterobacteriaceae suslar1t WHO tarafinda
antibiyotik direngli bakteriler konusunda dncelikli dnem verilmesi gereken bakteri grubundadir
(WHO, 2017). Farkl1 tilkelerde yapilan ¢aligsmalar ile tiikketime hazir hayvansal iirlinlerden elde
edilen E. coli suslarinda basta beta laktam olmak tizere gesitli antibiyotiklere kars1 direng tespit
edilmistir (Kaesbohrer ve dig. 2019). E. coli’de son care antibiyotigi olarak adlandirilan
kolistine kars1 gelisen direng olduk¢a endise vericidir (Joshi ve dig. 2019).
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2.12.3. Bakteri Hiicre Duvari

Hiicre duvari, bakteri hiicrelerinin sitoplazmik zarini igine alan ve bakteri hiicreleri i¢in
temel bir koruyucu bariyer olan peptidoglikandan olusur. Peptidoglikan polimerik
karbonhidratlar ile amino asitlerden olusan karmasik bir yapidir. Karbonhidrat polimeri,
degisen B-(1,4) bagl N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit kalintilar ile sekillenir. N-
asetilmuramik asit kalintilar1 tipik olarak yan zincirleri araciliiyla ¢capraz baglanan ii¢ ila bes
amino aside baglanmaktadir. Bu sekilde peptodoglikan ag benzeri goriinmektedir (Schaefer ve
dig. 2018).

Peptidoglikan bakteri hiicre duvarinin 6nemli bir bileseni olup bakterileri ¢evresel
stresten korumada ve ozmotik stabiliteyi saglamada 6nemli roller oynamaktadir (Yocum ve dig.
1970).

Sekil 2: Peptodoglikan yapisi (Schaefer ve dig. 2018).

2.13. BETA LAKTAM GRUBU ANTIBiYOTIKLER

B- laktam grubu antibiyotikler 4 iiyeli bir B-laktam halka sisteminden olusan bir karbon
govdeden olusur ve penisilin baglayict proteinlere baglanmaktadir. B laktam grubunu;
monobaktamlar, sefemler, klavamlar, penemler ve karbapanemler olusturmaktadir (Tipper ve
Strominger, 1965). Bu antibiyotik grubu ¢esitli Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Siklikla kullanilan penisilin ve

sefalosporinler 6rnek verilebilmektedir (Wilke ve dig. 2005).

f-laktam antibiyotikler, bakteri hiicre duvarinin peptidoglikanlarinda D-alanin-D-alanin
yapisini taklit ederek etki etmektedir (Goffin ve Ghuysen, 1998). Beta laktam antibiyotikler,

penisilin baglayict proteinlere (PBP'ler) kovalent olarak baglanan ve bunlari inhibe eden
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bakterisidal antibiyotiklerdir. Penisilin baglayic1 proteinler, bakterilerin hiicre duvarmin
peptidoglikan tabakasinin capraz baglanmasi ve katalize edilmesinde gorevlidir (Skyes ve
Papich, 2014). Tiim B-laktamlar, hiicre duvari sentezine miidahale ederek bakteriyel bliyiimeyi
inhibe eder ve asil hedefleri hiicre duvarindaki peptidoglikan ¢apraz baglama yapisidir

(Waxman ve Strominger, 1983).

Gram pozitif ve Gram-negatif bakterilerde PBP’lerin hiicre disi bosluga gore konumlari
farklidir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarilarmin dis yilizeyindeki lipopolisakkaritlerin
(LPS), PBP'lere baglanabilmesi i¢in antibiyotik molekiiliiniin bu katmandan diffiize olabilmesi
gerekmektedir. Antibiyotikler arasindaki etki farkliligini PBP’lerin konsantrasyonlaridaki
farkliliklar ve PBP’lerin [ laktamlara olan yakinliklar1 ile PBP’leri hiicre duvarlarina

baglanirken ki fizyolojik gérevleri ile agiklanabilmektedir (Tomazs, 1986).

Sekil 3: B laktam molekiil yapisi (Iyer, 2022).

Beta-lactam ring Beta-lactam ring
0] 0]
r_d_H / Chg: Lol H /
CHs 1—C—N
o7 N7 “cooH o INF R
Penicillin Cephalosporin
NH
Beta-lactam ring gH Beta-lactam ring
OH | 0
SCHCHaNH CHCH,OH
Hs;C
o/ W TCOOH o " ~COOH

Imipenem Clavulanate

Sekil 4: B Laktam grubu antibiyotiklerin yapis1 (Skyes ve Papich., 2014).
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2.13.1. Penamlar

Penamlar grubu beta laktamlar; penisilinleri de i¢eren biiyiik bir B-laktam grubudur. Bu
antibiyotik grubunun yapisi; L-sistein ve D-valinin yogunlasmasiyla olusmakta ve p-laktam
halkasi ile tiazolidinik halkadan olusan kapali bir dipeptitten meydana gelmektedir (Long ve
dig. 2005).

Gilinimiizde B laktam grubu antibiyotikler beta laktamazlara geri doniisiimsiiz baglanan
klavunik asit, tazobaktam veya sulbaktam ile kombine olarak kullanilmaktadir (Maiti ve dig.
1998).

2.13.2. Sefemler

Sefem grubunun en bilinen {iyesi sefalosporinler olup sik kullanilan antibiyotik
gruplarindan biridir (Dalhoff ve Thomson, 2003). Penisiline benzer o6zellikler gosteren
sefalosporinlerin satisa sunulmasi i¢in birgcok modifikasyon yapilmasi gerekmistir ve birgok
siiflandirma sekli mevcuttur (Fernandes ve dig. 2013). Sefemlerin etki mekanizmalari

penisilin baglayici proteinlere (PBP) hiicre duvari sentezine engel olmalaridir (Bousquet ve dig.
2007).

Tablo 4: Sefalosporin grubu antibiyotiklerin kusaklara gore siniflandirilmasi (Fernandes ve dig.

2013).
Birinci ikinci Jenerasyon  Ugiincii Dérdiincii Besinci
Jenerasyon Jenerasyon Jenerasyon Jenerasyon
Sefalotin Sefoksitin Sefotaksim Sefepim Seftarolin
Sefazolin Sefuriksim Seftiriakson Sefpirom Seftapirol
Sefaleksin Sefotetan Sefiksim
Sefapirin Seforanit Seftibuten
Sefadroksil Seftametazol Sefoperazon

Sefonisid Seftizoksim
Sefminoks Seftazidim
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2.13.3. Karbapenemler

Karbapenem; penisilinlerin C-2 ve C-3 arasinda ¢ift bag bulunan ancak C-1'de kiikiirt
yerine karbonun yer degistirdigi 4:5 kaynasmis halkali laktam olan [ laktam grubu
antibiyotiktir. Karbapenemleri diger 3 laktamlardan ayiran ve ona énemli 6zellikler kazandiran
yan bagi olan hidroksietil yan zinciridir (Kahan, 1979).

Karbapenemler B laktam grubunda en genis spektrumlu olan antibiyotik grubudur.

Bir¢ok Gram negatif ve Gram pozitif bakteriye karsi oldukga etkilidir (Bassetti ve dig. 2009).

Tablo 5: Karbapenem grubu antibiyotiklerin siniflandirmasi (Bassetti ve dig. 2013).

Birinci Grup Ikinci Grup Uciincii Grup
Ertapenem Meropenem Razupenem
Tebipenem Imipenem Tomopenem
Panipenem Doripenem

Biapenem

2.13.4. Monobaktamlar

Monobaktamlar monosiklik bir p-laktam halkasina sahip olup p-laktamazlara
direnglidir. Ilk piyasaya sunulan iiyesi aztreonam olan monobaktamlar gram negatif bakterilere
kars1 etkili olmasina ragmen gram pozitif bakterilere karsi ayni etkiyi gosterememektedir
(Brown ve dig. 2019).

2.13.5. p Laktam Grubu Antibiyotiklere Kars1 Direng¢ ve Genislemis Spektrumlu
p Laktamazlar

Gram pozitif bakteriler Gram negatif bakterilere gére oldukc¢a kalin ¢apraz baglh
peptodoglikan yapida hiicre duvarina sahiptir. Bu kalin yap1 Gram pozitif bakterilerin Gram
negatif bakterilere gore daha kolay [ laktam grubu antibiyotikler ile inhibe olmasini
saglamaktadir (Gold ve Moellering, 1996).

Kiiresel olarak B laktamlara karsi diren¢ giderek artmakta ve diren¢ mekanizmasinda
basta [ laktamazlar gorev almaktadir. Gram-negatif bakterilerde [-laktamazlar, ilag
penetrasyonuna engel olan dis lipopolisakarit tabakasinin hemen altinda bulunmaktadir. Gram
pozitif bakteriler ise yakin gevrelerine B-laktamaz salgilamaktadir. B laktamazlarin farkli

antibiyotiklere 6zgii olan farkli tipleri bulunmaktadir. Ayn1 zamanda degistirilmis PBP'lerin
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tiretiminden ve gram-negatif bakteriler arasinda normalde porinler yoluyla difiize olan
ilaglardan kaynaklanan diren¢ mekanizma gesitleri de vardir (Bush ve Jacob, 2009).

Beta laktamlara karsi diren¢ baska sekillerde gelisebilmektedir. Bunlar; antibiyotik
hedefinin modifikasyonu (alternatif PBP'lerin mutasyonu veya ekspresyonu), B-laktam girisi
icin gerekli porinlerin asagi regiilasyonu ile hiicre gecirgenliginin azalmasi, attm pompasi
(efflux) asir1 ekspresyonu ve modifiye edici ya da parcalayici enzimlerin tiretimidir (King ve
dig. 2017).

E. coli'de tanimlanan ilk bakteriyel beta-laktamaz enzimi 1940 yilinda AmpC enzimidir

ve 1965 yilinda tanimlanan yapisal geni de kesfedilmistir (Jacoby, 2009).

2.13.5.1. Beta Laktamaz

Beta laktamazlar; beta-laktam halkasinda bulunan amid bagini pargalayarak beta laktam
grubu antibiyotiklerin etkisini azaltan enzimlerdir (Stileymanoglu ve dig. 2022). B laktamazlar
kesifleri ile sayica artmaktadir. Yeni beta laktamazlarin tanimlanmasi, bu enzimlere ait protein-
niikleotit ve gen dizi kesifleri ile beta laktamazlarin siniflandirilmasinin gerektigi ortaya
cikmistir. Ozellikle sekans analizlerinin artmasi ile beta laktamaz sayis1 oldukg¢a artmistir ve

4000°in tizerinde enzim bildirilmistir (Naas ve dig. 2008).

Diinyada Gram negatif bakterilerde 6zellikle Enterobacteriaceae’de goklu antibiyotik
direnci artmakta olup bu endise verici kiiresel saglik sorununun baslica sebeplerinden biri de
genislemis spektrumlu beta laktamazlardir (Bush ve Bradford, 2020). HHS (2017) ve WHO
(2017) B-laktamaz iireten Gram negatif bakterileri diinyanin en ciddi ve kritik kiiresel saglik

tehditlerinden bazilar1 olarak ifade etmistir.

Beta laktam antibiyotiklerin etkinligini azaltan beta laktamazlar, gram negatif
bakterilerde daha 6nemli bir direng mekanizmasidir. Gram pozitif bakterilerde beta laktam
direncinde PBP degisimi daha 6nemlidir. Gram pozitif bakteriler beta laktamazlar salgilarken
gram negatif bakteriler de enzim periplazmik bolgede bulunmaktadir (Tenovar, 2006; Bush ve
dig. 1995).

Beta laktamaz siniflandirmasinda; enzim aktivitesine dayali Bush-Jacoby—Medeiros
(Bush ve dig. 1995) sistemi ile sekans bilgisine dayali Ambler sistemi (Ambler, 1980)

bulunmaktadir.



30

Penicillin R .
R Q lil 3 ;s lgl |
© \;\‘/\X B-Lactamase ) \j\/\><
. 3 -CO
frlsctam _P—OH . N
R: H i :

S

T o
O
(8] |'\f\k
-lactam

Mg O OH

Cephalosporin

HN i S
B-Lactamase
————
O, N R
O OH

inactive metabolites

Sekil 5: Beta laktamazlar ile antibiyotikler arasinda etkilesim (Nagshetty ve dig. 2021).

2.13.5.2. Ambler Siniflandirma

Ambler sisteminde A, B, C, D olmak iizere beta laktamazlar 4 temel sinifa ayrilmistir.
Bu ayrimda dizi sekans bilgileri ile beraber hidrolitik mekanizmalardaki temel farkliliklarda
dikkate almmistir (Ambler, 1980). Ambler (1980), siniflandirma yaparken once 2 grup
belirlemistir. Bunlar; aktif bolgesi serin B-laktamazlar olan A sinifi ile aktivitesi i¢in genellikle
Zn?* olmak iizere iki degerli bir metal iyonu gerektiren metallo-B-laktamazlar1 iceren B
siifidir. Bu 2 grubun ardindan yeni bir serin B-laktamaz ¢esidi olan C smifini1 belirlemistir. C
smift ayn1 zamanda” AmpC B-laktamazlar” olarak da bilinmektedir. C sinifinin belirlenmesi
sonrast A ve C smifina benzer D smifi kesfedilmistir. D smifi, sik¢a arastirllan OXA (-
laktamazlar olarak bilinen bir baska serin B-laktamaz simifidir (Jaurin ve Grundstrom, 1981;
Ouellette ve dig. 1987).

Ambler B-laktamaz molekiiler siniflar1 A-C-D olan beta laktamazlar; PBP'lere yapisal
ve fonksiyonel olarak benzer olan ve PBP’lerden koken aldigi diisliniilen aktif serin
enzimleridir. Bu 3 smif enzim grubu PBP’lerde oldugu gibi ayni tip penisilloil-O-Ser enzim

kovalent ara iiriinlerinden meydana gelmektedir (Ambler, 1980).

B smufi B-laktamazlarda onlarin ¢esitli ilaglar tarafindan inhibe edilememesini saglayan
A-C-D p laktamazlardaki kovalent penisilloil enzim ara maddesi bulunmamaktadir (Galleni ve

dig. 1995).
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Ambler siiflandirmasi yapisal bir yaklasim olup ¢esitli avantajlar1 vardir. Bunlar hem

daha az tartigmal1 bir siniflandirma olmasi1 hem de ¢ok ¢esitli enzimleri siniflandirmanin kolay

olmasidir. Bu siniflandirmanin yetersiz kaldigi ve enzimlerin rollerini ayiran fonksiyonlarina

bakilarak siniflandirilmasi gerektigi ortaya konmustur (Richmound ve Sykes, 1973).

2.13.5.3. Fonksiyonel f Laktamaz Siniflandirmasti

Bush-Jacobi-Medeiros (1995) beta laktamazlar1 fonksiyonel olarak siniflandirmistir. Bu

simiflandirmada protein molekiiler agirligi, substrat profilleri, beta-laktamaz inhibitorlerine

duyarlilik gibi biyokimyasal 6zelliklerini dikkate alarak siniflandirma yapilmistir (Bush ve dig.

1995). Bush ve Jacobi (2009) da fonksiyonel siniflandirmaya giincelleme yapmustir.

Tablo 6: Bakteriyel beta laktamaz siniflandirma tablosu (Bush ve dig. 1995; Bush ve

Jacobi, 2009; Ambler 1980).

Bush-Jacoby | Bush-Jacoby Molekiiler Ayirt edici substrat/ Inhibe eden Temsil eden
Medeiros group (2009) smiflandirma substratlar enzimler
(1995) CAvyada EDTA
TZB
1 1 Cc Sefalosporinler - - E. coli AmpC,
P99,
ACT-1, CMY-
2,
FOX-1, MIR-1
Harig le Cc Sefalosporinler - - GC1, CMY-37
2a 2a A Penisilinler + - PC1
2b 2b A Penisilinler, ilk + - TEM-1, TEM-
sefalosporinler 2, SHV-1
2be 2be A Genis spektrumlu + - TEM-3, SHV-
sefalosporinler, 2, CTX-M-15,
monobaktam PER-1, VEB-1
2br 2br A Penisilinler - - TEM-30,
SHV-10
Harig 2ber A Genis spektrumlu - - TEM-50
sefalosporinler,
monobaktam
2c 2c A Karbenisilin + - PSE-1,
CARB-3,
Harig 2ce A Karbenisilin, sefepim + - RTG-4
2d 2d D Kloksasin Degisken - OXA-1, OXA-
10
Harig 2de D Genisglemis spektrumlu Degigken - OXA-11,
sefalosporin OXA-15




32

Harig 2df D Karbapenem Degisken OXA-23,
OXA-48
2e 2e A Genislemis spektrumlu + CepA
sefalosporin
2f 2f A Karbapenem Degisken KPC-2, IMI-1,
SME-1
3 3a B1/B3 Karbapenem IMP-1, VIM-
1, CcrA, IND-
1B/L1,
CAU-1,
GOB1, FEZ-1
3 3b B2 Karbapenem CphA, Sth-1

CA: Klavunik asit TZB: Tazobaktam +:var -:yok

2.13.5.4. Plazmit ve f Laktamazlar

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak replike olan ve hem ebeveyn hem de yavru
hiicrelerdeki kopya sayilarini kontrol eden dairesel DNA molekiilleridir. Bir¢ok plazmit,
konjugasyon yoluyla kendi kendine bulagmay1 destekleyen kendi gen materyallerine sahiptir.
Bu mekanizmay1 kullanamayan plazmit tipleri birlikte bulundugu konjugatif plazmidler ile

diger bakterilere bulasabilmektedir (Bennett, 2008).

Plazmidler ¢oklu antibiyotik direncinin yayilmasinda 6nemli bir vektordir. Gram
negatif bakterilerde daha etkili olsa da Gram pozitif bakterilerde daha az olmakla beraber direng
kazaniminda etkilidir (Carattoli, 2013).

Gram negatif bakterilerdeki ilk plazmit aracili B-laktamaz olan TEM-1 enzimi,
Yunanistan'da Temoniera adli bir hastadan alinan kan kiltiirinden izole edilen bir E. coli
susunda bulunmustur. Plazmit aracili ve transpozon aracili olmasit TEM-1'in diger bakteri
tirlerine yayilmasini kolaylagtirmistir ve ilk izolasyonundan birkag yil sonra diinyaya
yayilmistir. Giiniimiizde TEM-1 Enterobacteriaceae spp., H. influenzae, P. aeruginosa ve

Neisseria gonorrhoeae bakterilerinin birgok farkli tiiriinde bulunmaktadir (Livermore, 1995).

Gram negatif bakterilerde kromzomlar ile sinirli kalan AmpC genleri olan C smifi 3
laktamazlar, 1980’lerin sonu ile plazmidler araciligiyla biitiin diinyaya yayilmistir (Walther-
Rasmussen ve Heiby2002). C sinifi  laktamaz iireten bakterilerde CLSI degerlerinde
kullanilan sefalosporinler klinik tedavide etkili olmasina ragmen plazmid aracili bu sif
laktamazlara kars1 ayni klinik basar1 gézlemlenmemistir (Pai ve dig. 2004). Plazmid araciligiyla
olusan C sinifi B laktamazlar CLSI GSBL klavuzundaki testlere cevap vermemesi son derece

onemlidir. Sefalosporinlere duyarli goziiken gram negatif suslarin bazilar1 aslinda direng
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genleri icerebilmesi tizerine bu plazmid aracili enzimlerin varligini dair test ¢aligmalart artmistir

(Doi ve Paterson, 2007).

Tablo 7: Plazmid kaynakli GSBL (Naas ve dig. 2008).

B laktamaz adx ismin kaynag

SHV Siilfidril degiskeni

TEM Hasta Ismi: Temoneira

CTX-M Sefotaksim

OXA Oksasilin hidrolizi

PER Genigletilmis Pseudomonas direnci

VEB Vietnam GSBL

BES-1 Brezilya GSBL

BEL-1 Belgika GSBL

SFO-1 Serratia fonticola

TLA-1 Tlahuicas

TLA-2 TLA-1 ile amino asit benzerligi % 51
oraninda oldugu i¢in

GES Guyana GSBL

2.14. GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA LAKTAMAZLAR

1985 yilinda Almanya’da genis spektrumlu antibiyotikleri hidrolize edebilen plazmit
aracili beta laktamaz Klebsiella pneumoniae susunda tespit edilmesiyle genislemis spektrumlu
beta laktamazlar (GSBL) ortaya ¢ikmistir (Kliebe ve dig. 1985).

GSBL genel olarak klavulanik asit, sulbaktam ya da tazobaktam tarafindan inhibe
edilebilen enzimler olup bakteriler arasinda transfer edilebilen genler tarafindan kodlanan

bulasici B-laktamazlar olarak tanimlanmaktadir (Paterson ve Bonomo, 2005).

2.14.1. TEM Grubu

TEM-1 enzimi 1965 yilinda E. coli izolatinda saptanmistir. Bu enzim inhibisyon profili
ve substrat Ozelligi ile SHV-1 enzimine benzer (Datta ve Kontomichalou, 1965). TEM-1,
penisilinleri ve birinci nesil sefalosporinleri hidrolize edebilirken oksiimino sefalosporine kars1
etkili degildir. Genisletilmis spektrumlu sefalosporinlere kars1 etkili ilk TEM varyanti TEM-
3’diir (Soughakoff ve dig. 1988). TEM-1 gram negatif bakterilerde en sik rastlanan GSBL’dir
(Paterson ve Bonomo, 1995).



34

2.14.2. SHV Grubu

SHV enzimi Klebsiella spp. kokenlidir. SHV enzim grubu onciisi SHV-1, K.
pneumoniae‘de bulunmaktadir ve genis spektrumlu penisilin direncinin kaynaklarindandir. K.
pneumoniae kromozonlarinda SHV-1 veya bu enzimin 6nciisiit LEN-1 bulunur. Kromozomda
bulunan genlerin plazmidlere gegisi ile Enterobacteriaceae’de hizla yayilmistir (Livermore,
1995).

Cogu sus 238. pozisyonda bulunan glisinin serin ile yer degistirmis plazmidleri
araciligiyla SHV ye sahiptir. Baz1 suslarda 240. pozisyonda glutamat yerine lizin geger. 238.
pozisyonda serin kalintis1 seftazidimin hidrolizi i¢in 6nemlidir ve lizin kalintisi ile sefotaksimin
hidrolizi i¢in 6nemlidir (El-Harrif-Heraud ve dig. 1997). Her SHV tiirii fenotipik GSBL

ozelligini gosterememektedir (Paterson ve Bonomo, 2005).

2.14.3. CTX-M Grubu

CTX-M ilk kez 2000 yilinda Tzouvelekis tarafindan tanimlanmisdir (Tzouvelekis ve
dig. 2000) . Bu enzim grubunun kesfinden sonra hizla yeni CTX-M varyantlar1 bildirilmistir ve
birgok alt gruplar ile varyantlar1 tespit edilmistir. Her grup ilk tanimlanan {iyeden sonra
adlandirilmaktadir. CTX-M tipi B-laktamazlar1 kodlayan genlerin asil kaynagi bilinmektedir.
CTX-M belirleyicilerinin kaynaklari, Kluyvera spp. yerlesik olan kromozomal genlerdir.
Kluyvera spp. insanlar i¢in ¢ok az veya hi¢ patojen olmayan ¢evresel bir mikroorganizmadir.
CTX-M belirleyicilerinin yakalanmasi ve yayilmasinda ¢oklu genetik mekanizmalarin rol
oynadigi disiiniilmektedir. Birkag CTX-M grubunun (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9 ve
CTX-M-25) enzimlerini kodlayan genler, bir ISecpl yerlestirme dizisininde bulunmustur. Bu
yerlestirme dizisi; bir yan DNA parcalarini tek uglu bir yer degistirme mekanizmasi yolunu
kullanarak beraber hareket ettirebilen ve yer degistirebilen elemandir. CTX-M beta-
laktamazlar, yaygin olarak K. pneumoniae, E. coli, thyphoidal ve nonthyphoidal Salmonella,
Shigella, Enterobacter spp., Serratia marcescens ve Citrobacter freundii’de mevcuttur
(Bonnet, 2004).

GSBL'lerin epidemiyolojisinde giincel veriler degerlendirildiginde en yaygin GSBL
tipinin CTX-M sinfi oldugu goriilmektedir (Livermore ve dig. 2006).
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CTX-M-45

CTX-M-1/3/10-127157 CTX-M-2/4-7/20/
22/23/28-30/32-34/ 31/35/43/44

36/37/42/52-54/57/58/60/61 CTX-M-25/26/
39/41

CTX-M-8/40/63

CTX-M-9/131¥
16/17-19/21/24/
27/38/46-51/55/65

Sekil 6: 6 CTX-M tipi beta laktamaz grubu (Rossolini ve dig. 2008).

2.14.4. OXA Grubu
OXA tipi GSBL'ler ilk olarak Ankara, Tirkiye'deki hastane kaynakli P. aeruginosa
izolatlarinda kesfedilmistir (Hall ve dig. 1993).

OXA f laktamazlarin isimlendirilmesinde oksasilini hidrolize etmesi etkili olmustur. Bu
enzim genellik P. aeruginosa bulunmakla beraber Enterobacteriaceae da dahil olmak iizere
gram negatif bakterilerde tespit edilmistir. Cogu OXA tipi B-laktamaz, genislemis spektrumlu
sefalosporinleri etkin sekilde hidrolize edememektedir. Bu enzim grubunun gelisimi diger
GSBL’ler ile paralellige sahiptir (Naas ve Nordman, 1999).

Cogu OXA tipi B-laktama, genisletilmis spektrumlu sefalosporini hidrolize edemedigi
icin GSBL'ler olarak kabul edilmemektedir. OXA-GSBL'ler; OXA-10, OXA-11, OXA-14,
OXA-16, OXA-17, OXA-19, OXA -15, OXA -18, OXA-28, OXA-31, OXA-32, OXA-35 ve
OXA-45°dir (Paterson ve Bonomo, 2005).

2.14.5. Diger Beta Laktamazlar

Ik beta laktamazlarin kesfi ile beraber sinif A tiirii cesitli beta laktamazlarda (Bonnet
ve dig. 2000; Giakkoupi ve dig. 2000; Poirel ve dig. 2001) kesfedilmistir. Bu enzimler herhangi
bir B-laktamazin basit nokta mutasyon tiirevleri degildirler. Kromozomal olarak kodlanmis yeni
GSBL'ler olarak ifade edilmis, diinyanin farkli cografyalarinda olmalariyla dikkat ceken
enzimlerdir (Bellais ve dig. 2001).

Bu beta laktamazlara 6rnek olarak; SFO-1, TLA-1, BES-1, BEL-1, PER ve VEB
verilebilir (Naas ve dig. 2008).
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Klinik E.coli izolatlarinda
GSBL tiretimi

s
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Sekil 7: GSBL iireten E. coli’lerin tahmini oranlari (Doi ve dig. 2017).

2.15. Enterobacteriaceae’da GSBL TANI ve TESHIS YONTEMLERI

GSBL iireten bakterilerin tespitinde tarama ve dogrulama testleri kullanilmaktadir.
Sefalosporin igeren duyarlilik testleri ile oksimino sefalosporin ve klavulanat arasindaki

sinerjiyi test eden mekanizmalar sikg¢a kullanilmaktadir (Siileymanoglu ve dig. 2022).

Enterobacteriaceae’da GSBL iiretimi kiiresel sagligi tehdit eder seviyeye gelmistir
(Bush ve Bradford, 2020). GSBL iireten Enterobacteriaceae suslarinin tespiti igin gesitli
kurumlarca klavuzlar hazirlanmistir (CLSI 2022, EUCAST 2017, HPA 2008).

2.15.1. E. coli’de GSBL Tarama Yontemleri

GSBL iireten E. coli siiphesi bulunanan numunelerde disk difiizyon, agar difiizyon, sivi
diflizyon veya otomatize sistemler [VITEK2 (bioMérieux, Fransa), MicroScan WalkAway-96
System (Dade Behring, Inc., West Sacramento, CA, ABD), Phoenix Automated Microbiology
System (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD, ABD)] ile tarama testleri
gergeklestirilebilmektedir.
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GSBL tarama testlerinde EUCAST klavuzunda sefotaksim ve seftazidimde biri veya her

ikisine direng saptanmaz ise dogrulama testlerine geg¢ilmemektedir (EUCAST, 2017).

Tablo 8: CLSI (2020) GSBL iireten E. coli disk diffiizyon zon kriterleri.

Antibiyotik Ismi Zon Capi
Sefotaksim <27 mm
Seftazidim <22 mm
Seftiriakson <25 mm
Sefpodoksim <17 mm
Aztreonam <27 mm

2.15.2. GSBL Dogrulama Yontemleri
GSBL tarama testleri sonucu siipheli olan izolatlarda dogrulama testleri yapilmasi

gerekmektedir. Dogrulama testleri, fenotipik dogrulama ve genetik dogrulama yontemleri ile
yapilmaktadir (EUCAST, 2017).

2.16. GSBL FENOTIiPiK DOGRULAMA

2.16.1. Cift Disk Sinerji Yontemi

Sefalosporin igeren antibiyotik diskleri ile klavulanik asit igeren antibiyotik diskleri
belli mesafe ara birakilarak yerlestirilir. Sefalosporin igeren diskler merkeze uzaklig 15 ila 30
mm arasinda olmalidir. Ideal mesafe 20 mm olarak bildirilmistir. Sefalosporin igeren disklerin
klavunik asitli diske bakan yiizlerindeki birinin zon ¢aplar1 genisler veya arada iireme noktasin

olmayacak sekilde anahtar deligi tarzindan biiyiime gergeklesirse pozitif olarak

degerlendirilmelidir (EUCAST, 2017).

2.16.2. Kombine Disk Difiizyon Testi

Sefalosporin igeren antibiyotik diskleri ile ayn tiir sefalosporin igeren klavunik asitli
diskleri kullanilir. 2 diskin inhibisyon ¢aplari 6l¢iiliir ve klavunik asit ile kombine sefalosporinli
diskin inhibisyon ¢ap1 sadece sefalosporinli olanin ¢apindan 5 mm ve iistii fazla ise test pozitif
olarak kabul edilir (Towne ve dig. 2010). Kombine disk difiizyon testi kolay uygulanabilmesi

ve kolay yorumlanabilmesi ile tercih edilen bir testtir (Linscott ve Brown, 2005).

2.16.3. Gradiyent Test
Bir tarafinda sefalosporin diger tarafinda sefalosporinle kombine edilmis klavunik asit

bulunan gradiyent testlerde klavunik asitli tarafta 8 kat ve tizeri diisiis varsa veya hayalet zon
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varsa pozitiftir (EUCAST, 2017). Testin yapilmasiin goérece zorlugu ve yorumlanmasinin

tecriibe istemesi bu testin negatif yonleridir (Leverstein-van ve dig. 2002).

2.16.4. Broth Mikrodiliisyon

Sefalosporin ve sefalosporinle kombineli klavulanik asit 2 katli Muller Hinton Broth
besiyerinde kullanmilir. Klavulanik asit ile kombine edilen sefalosporinin MIK degeri,
sefalosporin tek basina oldugunda &lgiilen MIK degerinden 8 kat veya 8 kattan daha diisiikse
test pozitif olarak kabul edilmektedir (EUCAST, 2017).

2.17. GENETIK DOGRULAMA

GSBL varligi, AmpC iretimi ve KPC (Klebsiella pneumoniae karbapenemaza)

varhiginda fenotipik testlerin dogruluk yiizdesi diisebilmektedir (Paterson ve Bonomo, 2005).

GSBL varliginin tespiti i¢in molekiiler genetik analiz yontemleri kullanilabilir. Genetik

analiz yontemlerinde sadece GSBL varligi degil aym1 zamanda tipleri de arastirilabilir

(Bradford, 2001).

GSBL fireten suslarin varligt ve GSBL tiir ve alt tiir tiplendirme arastirmalar1 i¢in
kullanilabilecek bazi genetik analiz yontemleri; PZR (Bermuedes ve dig. 1997), PFGE (Branger
ve dig. 1998) , LCR (Kim ve Lee, 2000) ve dizi sekans (Bradford, 1999) analizleridir.

2.18. KUMES ve YUMURTALARDA GSBL URETEN E. coli VARLIGI

Gidalar araciligiyla tasinan GSBL tireten E. coli suslar1 halk sagligini tehdit etmektedir.
Kiimes, kiimeslerde bulunan malzeme ve iiriinler, kanatli ve kanatl iirtinleri GSBL iireten E.
coli yayilmasma sebep olabilmektedir. Bu konu ¢esitli aragtirmacilar tarafindan

incelenmektedir (Stileymanoglu ve dig. 2022; Oikarainen ve dig. 2019; Kim ve dig. 2021).

Oikarainen ve dig. (2019) 450 evebeyn broyler, inkiibasyon oncesi 300 yumurta,
inkiibasyon sonra 428 yumurta, kulugka ortamindan 20 ve 420 embriyoda GSBL diireten
/pAmpc ireten E. coli suslar1 aramislardir. Analizleri sonucu; evebeyn broylerlerde 120 (%
26,7) kulugka ortaminda 1 (% 5) ve inkiibasyon 6ncesi yumurtada 4 (% 1,3) tane GSBL iireten

/pAmpc tireten E. coli bulmuslardir. Diger aradiklar1 ortamlarda sonug negatif ¢ikmistir.

Chishimba ve dig. (2016) 384 tavuk 6rneginde GSBL iireten E. coli suslart aramiglardir.
77 (% 20,1) 6rnekte GSBL iireten E. coli saptamislardir. Yaptiklart PZR analizleri ile 2 susta
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SHV, 50 susta CTX-M, 3 susta TEM, 17 susta hem CTX-M hem de TEM, 2 susta hem CTX-
M hem de SHV, 1 susta hem TEM hem de SHV ve 2 susta CTX-M, SHV ve TEM grubu beta

laktamazlar tespit etmislerdir.

Kaesbohrer ve dig. (2019) 2256 gida 6rneginde (399 sebze, 255 ¢ig siit, 151 peynir, 199
tavuk eti, 227 hindi eti, 282 domuz eti, 215 domuz eti kiymasi, 284 sigir eti ve 243 sigir eti
kiymasi) GSBL iireten E. coli suslar1 aramislardir. 341 adet susu pozitif bulup: CTX-M, SHV,
TEM ve CMY agisindan incelemeler yapmislardir. Sebzelerde 1 susta CTX-M; ¢ig siitte 33
susta CTX-M, 1 susta TEM ve 1 susta CMY, peynirde 1 susta CTX-M; tavukta 46 susta CTX-
M, 12 susta TEM, 34 susta SHV ve 50 susta CMY; hindilerde 58 susta CTX-M, 6 susta SHV,
4 susta CMY; domuz etinde 23 susta CTX-M, 2 susta TEM, 1 susta SHV, 1 susta CMY; domuz
kiymasinda 23 susta CTX-M, 2 susta TEM, 2 susta SHV, 2 susta CMY; sigir etinde 11 susta
CTX-M, 1 susta SHV; s1g1r eti kiymasinda 21 susta CTX-M ve 2 susta TEM beta laktamazlarini
saptamislardir.

Abubakar ve dig. (2016), 246 tavuk ve 85 sofralik yumurtada GSBL iireten E. coli
suslart aramiglardir. 21 tavukta (% 8,9) ve 5 (% 5,7) tanesinde GSBL iireten E. coli susu
saptamislardir.

Chowdhury ve dig. (2021) 150 saglikli broylerin kloaklarindan aldiklar1 swap
orneklerinde GSBL iireten E. coli aramiglardir. 128 6rnekte 32 adet GSBL iireten E. coli susu
saptamiglardir. 32 susun 20’si CTX-M (% 62,5), 8’i SHV (% 25) ve 4 tanesi TEM (% 12,5)

beta laktamazi igermektedir.

Tasbihullah ve dig. (2020) 200 adet sofra yumurtasi ve 50 adet personel malzemesinde
GSBL iireten E. coli suslart aramislardir. Sofralik yumurtada 20 adet ve personel malzemesinde
4 adet GSBL iireten E. coli bulunmustur. Yaptiklart PZR analizleri sonucu suslarin 15 tanesinde
CTXM-1, 4 tanesinde CTXM-9, 12 tanesinde SHV-2, 12 tanesinde CTX-M ile SHV-2

bulmuslardir.

Rasheed ve dig. (2014) ¢esitli gida iirlinlerinde (sebze salatasi, ¢ig yumuta ylizeyi, ¢ig
tavuk eti, pastorize edilmemis siit ve ¢ig kirmiz1 et) GSBL iireten E. coli suslar1 aramislardir.
Toplamda 150 adet olan gida ornekleri, 6rnek tiirii basina 30 adet olmak tizere test edilmistir.
Sebze salatalarinda 23 adet, ¢ig yumurta yiizeyinlerinde 18 adet, ¢ig tavukta 25 adet, pastorize

edilmemis siitte 13 adet ve ¢ig kirmiz1 etlerde 20 adet E. coli susu tespit etmislerdir. Sebze
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salatalarinda 2, ¢ig yumurta yiizeylerinde 1, ¢ig tavuk etlerinde 2 ve ¢ig ette 1 adet olmak {izere

toplamda 6 adet GSBL iireten E. coli suslar1 bulmustur.

Gazal ve dig. (2021), Brezilya’da ¢esitli kiimes igerisindeki maddelerde (diski, yem,
ortam) yaptiklari analizler sonucu 117 susun 78’inde beta laktamaz tireten E. coli varligini tespit
etmiglerdir. CTX-M varlig1 yoniinden yaptiklar1t PZR analizleri sonucu baskin gen grubunun

CTX-M- 2 grubu oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve dig. (2021) Giiney Kore’de kanatli hayvan endiistrisinden elde ettikleri 1376
ornekte yaptiklart analizler sonucu % 6,8 oraninda GSBL iireten E. coli saptamigslardir.
Yaptiklar1 genetik analizler sonucu CTX-M-55 ve CTX-M-14 genlerini daha fazla tespit

etmislerdir.

Pehlivanlar ve dig. (2015), GSBL ve AmpC iireten E. coli varlig1 {izerine perakende
sektoriinden elde edilen etlerde (s1gir ve tavuk) yaptiklari aragtirmalar sonucu 100 tavuk etinin
81‘inde ve 100 sig1r etinin 7’sinde GSBL iireten E. coli saptamislardir. PZR analizleri sonucu
en ¢ok CTX-M-1 ‘e rastlamislardir.

2.19. KOLISTIN

1947 yilinda kesfedilen (Koyama, 1950) kolistin diger adiyla polimiksin E, Bacillus
polymyxa var. colistinus’dan elde edilmistir. Polimiksin grubu antibiyotikler 1950°1i yillarda
piyasaya c¢ikmis ve kullanildiklarinda diistik direng ile karsilastiklarindan dolayr mucize
antibiyotik olarak adlandirilmistir (Baron ve dig. 2016). Toksik etkilerinden dolay1 terk edilen
kolistin 2000’li yillardaki ¢oklu antibiyotik dirence sahip gram negatif bakterilerin
gelistirdikleri direng seviyeleri ve sayilari ile birlikte tekrar giindeme gelmistir (Olaitan ve dig.

2014).

2.19.1 Kolistinin Kimyasal Ozellikleri

Kolistin, bir a-amid baglantis1 yoluyla bir yag asidi zincirine baglanan katyonik bir
siklik dekapeptitten meydana gelmektedir (Katz ve Demain, 1977). Kolistinin molekiil agirlig
1750 Da'dir ve kolistin molekiiliindeki amino asit bilesenleri D-16sin, L-treonin ve L-a-y-
diaminobiitirik asittir. Sonuncusu, 6-metil-oktan-oik asit (kolistin A) veya 6-metil-eptanoik asit
(kolistin B) olarak tanimlanan yag asidine baglanmustir. Ticari kolistin preparatlar: kolistin A

ve B’ den farkli miktarlarda i¢erebilmektedir (Storm ve dig. 1977).
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Kolistinin molekiiler formiilii Cs2HgsN16013’diir. Kolistinin 2 temel preparati
bulunmaktadir. Bunlar kolistin siilfat ve kolistimethasodyumdur. Kolistin siilfat daha etkili bir
antibiyotiktir ve daha toksiktir. 2 preparatinda uygulanma yollar1 farklidir (Beveridge ve
Martin, 1967).

Polipeptit yapil1 bir antibiyotik olan kolistin Polimiksin B ile benzer kimyasal yapiya
sahiptir. Heptopeptid halka igeren 10 amino asitten meydana gelen amid bagi ve 2-4
aminoblitirik asitle birlesmis yag asit kuyrugundan olusan kimyasal yapiya sahip bir

antibiyotiktir (Ustacelebi, 1999).

Sekil 8: Kolistinin kimyasal yapisi (pubchem, 2005).

2.19.2. Kolistinin Etki Mekanizmasi

Kolistin dar spektrumlu bir antibiyotik olup asil etkili oldugu bakteri grubu gram negatif
bakterilerdir. Kolistinin ana hedefi bu bakteri grubun hiicre zarlarimin liposakkarit (LPS)
tabakasidir. Liposakkarait tabakasinin dig kisminda lipid A tabakasi bulunmaktadir ve katyonlar
ile etkilesime girer. Kolistin pozitif yiiklii olmasi sayesinde bag kurabilmekte ve hiicre

membraninda bozulmalara neden olmaktadir (Baron ve dig. 2016).

Dis zar gegirgenligini degistiren kolistin, i¢ zara niifus eder ve cift kath fosfolipid
tabakasinin yapisini bozarak bakteri yapisini bozar ve bakterinin 6liimii gergeklesir. Diger bir
etkisi de serbest radikallerin bakteri DNA’sina zarar vermesi ve endotoksinlerin lipid

tabakasina zarar vermesidir (El Sayed Ahmed ve dig. 2020).
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Sekil 9: Kolistin etki mekanizmasi (Bialvaei ve Samadi, 2015).

2.20. E.coli’de KOLISTIN DIRENCi

2.20.1. Kromazomal Direnc¢ Gelisimi

E. coli’ de gergeklesen kromazomal mutasyonlar sonucu kolistin direnci olusabilir.
Yaygin olarak goriilen direng mekanizmalarindan birisi katyonik gruplar (pEtN ve L-Ara4N)
araciligiyla gergeklesen lipid tabakasindaki degisimidir (Liu ve dig. 2016). Enzimleri kodlayan
operonlardan olan pmrC geni, pmrE geni ve pmrHFIJKLM operon diizenleyici genlerdeki

modifikasyonlardan sorumludur (Gunn, 2008).

Iki bilesenli sistemler PhoPQ ve PmrAB (antimikrobiyel peptilere kars1 hiicre zarinda
degisiklik olusmasini saglayan molekiiller) (Hua ve dig. 2020), LPS zarina katyonik gruplarin
eklenmesiyle LPS modifikasyonlarindan biiyiik 6l¢lide sorumludur. (Gunn, 2008).

2.20.2. Plazmid Aracih Direng

2015 yilma kadar E. coli’ de gergeklesen kolistin direncinin kromozomal
modifikasyonlar sonucu oldugu bildirilmistir. Ancak ilk plazmid aracili transfer edilebilir
kolistin direncinin 2015°de kesfedilmesi diinya saglig1 acisindan oldukc¢a endise vericidir (Liu

ve dig. 2016).

Fosfoetanolamin transferaz ailesinin bir iiyesi olan mcr-1 kromozomal mutasyonlarin

etkisine benzer sekilde lipid A tabakasina etki ederek kolistinin baglanmasini zorlastirmaktadir.
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[k mer-1 genin tastyan plazmit, plazmit uyumsuzluk tipi Incl2’dir (Liu ve dig. 2016).
Sonraki yillarda yapilan calismalar sonrasi IncF, IncHI1, IncY, IncX4, IncP ve InHI2
plazmitlerinin de mcr-1 tasidigi tespit edilmistir (Hasman ve dig. 2015; Poirel ve dig. 2017).

Mcr-1 kesfinden sonra bu konudaki varyantlarin tespit ¢alismalari hizlanarak, mcr-2’nin
varligi Belgika’da bildirildi ve mcr 1 proteini ile % 80,65 benzerlik gosterdigi saptanmistir
(Xavier ve dig. 2016). Mcr-3 domuzdan elde edilen E. coli izolatinda bulundu ve mcr-1 ile %
45, mcr-2 ile % 47 niikleotit dizi olarak benzerlik gostermistir (Yin ve dig. 2017). Mcr-4 geni
Salmonella izolatinda kesfedilmistir ve ardindan Avrupa da domuzlardan elde edilen izolatlarda
bu direng geni rapor edilmistir (Carattoli ve dig. 2017). Mcr-5 geni Salmonella enterica serovar
Paratyphi B susunda ciftlikten elde edilen 6rneklerde Almanya’da tespit edilmistir (Borowiak
ve dig. 2017). Mcr-6, mcr-2 ile % 87,9 benzerlik gosteren bir gen oldugu tespit edilmistir
(AbuOun ve dig. 2018). Mcr-7.1 Cin’de tavuk drneklerinden elde edilen Klebsiella pneumoniae
izolatlarinda bulunmustur ve mcr-7.1. mcr-1 ile % 70 benzerlik gostermistir (Yang ve dig.
2018). Cin’de Mcr-8 Klebsiella pneumoniae izolatinda bulunmus ve mcr-1 ile % 31,08, mcr-2
ile % 30,26, mcr-3 ile % 39,96, mcr-4 ile % 37,85, mcr-5 ile % 33,51, mcr-6 ile % 30,4 ve mcr-
7 ile % 37,46 benzerlik gosterdigi rapor edilmistir (Wang ve dig. 2018). Mcr-9 Salmonella
enterica serotype Typhimurium susunda Amerikada tespit edilmis ve mcr-3 geni ile % 64,5
benzerlik gostermistir (Caroll ve dig. 2019). Mcr-10, mcr-9 ile % 79,69 ile benzerlik
gostermekte olup Enterobacter roggenkampii susunda kesfedilmistir (Wang ve dig. 2020).
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Sekil 10: Mcr-1 ve mcr- 3 genlerinin akdeniz havzasinda dagilimi (Toutai ve dig. 2020).

2.20.3. Kolistine Kars1 Heterodireng

Duyarl bir izolat i¢inde antibiyotige direngli bir alt popiilasyonun olusmasi anlamina
gelen heterodireng kolistin ile yapilan tedavilerin basarisini diigiirdiigi diistiniilmektedir

(Falagas ve dig. 2008; Hernan ve dig. 2009).

Rutin analizlerde yanlis sonuglara neden olabilen heterodireng 6liimle sonuglanabilen
stireclere neden olabilmektedir. Bu nedenle ¢oklu antibiyotik direngli bakterilere karsi kombine
kolistin tedavileri uygulanmaktadir (Band ve dig. 2016).

2.21. KOLISTIN DIRENCI SAPTAMA YONTEMLERI

Beseri ve Veteriner Hekimlik’te 6nemi artan ve son gare antibiyotiklerinden biri olan

kolistine kars1 olusan direncin belirlenmesinde ¢esitli yontemler uygulanabilmektedir
(EUCAST, 2017).
2.21.1. Disk Diffiizyon

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik kullanilan yontemlerden olan disk diffiizyon gibi
duyarhilik tespiti yontemleri kolistin direncinin arastirilmasinda kullanilamamaktadir. Bunun
nedeni kolistinin molekiil yapisinin biiylik olmas1 ve agara yeterince diffiize olmamasidir

(Siileymanoglu ve dig. 2022).

2.21.2. Gradiyent Test

Birgok antibiyotik diren¢ duyarlilik testinde giivenilir olarak kabul edilen testlerden olan
E test kolistinin molekiil biiylikliiglinden dolayr kullanim1 gilivenilir degildir (Poirel ve dig.
2017).

2.21.3. Agar Diliisyon

Kolistin direnci tespitinde uygun goriilmemektedir (Poirel ve dig. 2017).
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2.21.4. Sivi Mikrodiliisyon

Antibiyotik direnglerinin arastirilmasinda 6nemli bir konu olan MIK degerinin

saptanmasi i¢in altin standart siv1 mikrodiliisyon testidir (Leclercq ve dig. 2013).

2.21.5. Disk Eliisyon Yontemi

Disk eliisyon yontemi disk diffiizyon gibi ucuz bir yontem olmakla beraber disk
difiizyona gore kolistin direncinin saptanmasinda daha dogru sonuglar vermektedir (Koyuncu

ve dig. 2019)

2.21.6. Kolistin Agar

Disk difflizyon yonteminden daha giivenilir bir yontem olan kolistin agar rutin

laboratuvarlarda uygulanabilecek bir yontemdir (Humphries ve dig. 2019).

2.21.7. Otomatize Sistemler

Otomatize sistemler is yiikiinii diisiiren ve daha hizli sonu¢ almaya yardimci olan
teknolojik gelismelerden olup bir¢ok antibiyotik duyarlilik testi igin kullanilmaktadir. Ancak,

kolistin direng aragtirmalarinda giivenilir datalar elde edilemeyebilir (Koyuncu ve dig. 2019).

2.21.8. MALDI-TOF

Antibiyotik direncinin hizli sekilde analiz edilme gereksinimi bu yontem ile olabilmekte
ve E. coli suslar1 i¢in optimizasyon ¢alismalari devam etmektedir (Dortet ve dig. 2018;

Sorensen ve dig. 2020).

2.21.9. Molekiiler Genetik Analizler

Kolistin direncinin olugsmasina etki eden gen veya gen bolgelerini ortaya ¢ikarmaya
dayana molekiiler genetik metodlar kolistin direng tespitlerinde giivenilir testler olarak kabul
edilmektedir. PZR (Y1ldiz ve dig. 2021; Yoon ve dig. 2018) , PFGE (Haziroglan ve Karagoz,
2020), NGS (Cha ve dig. 2020; Odoi ve dig. 2021), WGS (Otter ve dig. 2017; Guenther ve dig.
2017), MLST (Hu ve dig. 2013; Payne ve dig. 2016).



46

2.22. YUMURTA ve TAVUKLARDAN ELDE EDILEN E. coli SUSLARINDA
KOLISTIN DIRENCI

Kolistin direncinin plazmid kokenli yayilabilmesi kiiresel sagligi1 tehdit eden bir konu
olup bu konunun bilim diinyasinda yanki uyandirmasi tavuk etlerinden elde edilen E. coli
suslarinda mobilize kolistin direncinin saptanmasi ile gergeklesmistir (Liu ve dig. 2016;

Siileymanoglu ve dig. 2022).

Tek saglik konsepti ile baglantili olan hayvan ve hayvansal iiriinlerden insanlara
tagiabilen kolistin direncinin yayilmasinda tavuk ve tavuk yumurtasinin Oonemi c¢esitli
caligsmalarda gosterilmistir. Arastirmalara daha ¢ok tavuk etlerinde ger¢eklesmis olup incelenen

orneklerde endise verici sonuglar gosterilmistir (Irrgang ve dig. 2016; Joshi ve dig. 2019).

Zou ve dig. (2021), Cin’de bulunan 10 sehirden 7 yumurtaci, bir broyler ¢iftligi ve 17
canli hayvan pazarinda toplam 929 E. coli izolati izole etmisler ve 22 tanesinin PZR yontemi
ise EXPEC oldugunu tespit etmislerdir. 22 adet E. coli izolatinin 2 adedinde hem mcr-1 hem de

blanom geni oldugunu saptamiglardir.

Yang ve dig. (2017) Cin’de farkli 20 bolgeden 2010-2015 yillar1 arasinda hasta
tavuklardan 1136 E. coli izolat1 elde etmis ve PZR ile sanger sekans analizleri sonucu 58 izolatta

mcr-1 geni bulmustur.

Ahmed ve dig. (2020) Banglades’de etlik tavuk {iretim doneminin 3 farkli zamaninda
topladiklar1 tavuk digkilarinda 1200 kommensal E. coli susu tespit etmistir. 1200 izolatin 305
tanesinde mcr-1 geni varligini multipleks PZR ile gézlemlenmis ancak; mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve

mcr-5 genleri saptanamamustir.

Irrgang ve dig. (2016) Almanya’da besi hayvanlar1 ve gidalarda yaptiklari analizler
sonucu 10.600 E. coli susu bulunmustur. Fenotipik kolistin direnci (MIiK degeri >2 mg/l)
acisinda yaptiklari taramalar sonucu 505 izolatin kolistin direncine sahip oldugunu belirlemistir

ve mcr-1 geni yoniinde gercek zamanli PZR ile analizleri sonucu 402 susta mer-1 tespit etmistir.

Sodagari ve dig. (2021), 2172 adet yumurtay1 perakende satis noktalarinda toplamislar
ve 181 numune olacak sekilde gruplandirmiglardir. Analiz sonucunda 36 E. coli susu tespit

edilmis, ancak kolistin direng varligi tespit edilmemistir.

Vounba ve dig. (2019) Kanada’dan 108, Senagal’den 93 ve Vietnam’dan 126 potansiyel

tavuk diskisindan elde edilen GSBL/AmpC iireten E. coli izolat1 {izerinde broth mikrodiliisyon
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ve PZR yontemleriyle kolistin direnci hakkinda ¢alismigtir. Kanada’dan elde edilen drneklerde
direng saptanmazken, Senegal’den toplanan 6rneklerde % 2,2 fenotipik direng saptanmistir.
Vietnam’dan alinan numunelerin 13 tanesinde fenotipik diren¢ belirlenmistir ve fenotipik
direng sahibi suslarin 11’inde mcr-1 geni saptanmamustir. Higbir Ornekte mcr-2 geni

bulunmamastir.

Kurekgi ve dig. (2018) Hatay ve Adana illerindeki market ve kasaplardan toplam 80
adet tavuk Orneginde 4 adet E. coli’nin MIC >8ug/m kolistin direncine sahip oldugu ve 4

susunda yaptiklar1 PZR analizi sonucu mcr-1 genine sahip oldugunu belirtmistir.

Zhang ve dig. (2022) Cin’de tavuklardan 1674 swab 6rnegi toplamis ve 1132 adet E.
coli susu izole etmislerdir. Broth mikrodiliisyon yontemiyle kolistin duyarliligini incelemisler
ve 131 adet izolatta kolistin direnci tespit etmislerdir. Mcr-1, mcr-2, mcr-3 mcr-4 ve mcr-5 gen
varligima yonelik yaptiklari multipleks PZR analizleri sonucu 51 izolatta mcr-1 varlig

bildirilirken diger mcr tipleri bulunamamustir.

Chaalal ve dig. (2021), Cezayir’de 181ladet tavuk eti 6rnegi analiz etmisler ve 17 adet
kazanilmis kolistin direngli E. coli susu bulmuslar; 17 adet susun 11 tanesinde PZR yontemi ile

mcr-1 geni tespit etmislerdir.

Joshi ve dig. (2019) Nepal’de 180 ¢ig tavuk etinde yaptiklar1 analiz sonucu 60 adet E.

coli izolat1 elde ederek bu izolatlarin 16 tanesinde mcr-1 geni bulmuslardir.
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3. YONTEM

3.1 GEREC

3.1.1 Tavuk Yumurtasi Ornekleri

Bu calismada 2021 yilinda istanbul ilindeki cesitli semt ve ilgelerdeki (Silivri,
Beylikdiizii, Avcilar, Tuzla, Kadikdy) bakkal, market, semt pazarlari, kasap ve peynir
diikkanlarindan tavuk yumurtalar1 temin edilmistir. Bu kapsamda 120 adet tavuk yumurtasi
steril posetler i¢ine konup yerinde kayit altina alinarak soguk muhafaza kosullarinda (+4°C)
kutulara konup paketlenmistir. Ornekler haftalik 20 adet olacak sekilde 6 haftada temin edilmis
ve ¢alismada secilen yumurtalarin, alinan 6rnek grubunu temsil etmesine 6zen gosterilmistir.

Numune kutular1 ivedilikle Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Besin Hijyeni ve
Teknolojisi Anabilim Dali Laboratuvarina ulagtirilmistir. Ulagsan yumurta drnekleri kayit altina
almarak diizenli olarak kaydedildi ve mevcut calisma icin stoklanmustir. Ornekler iizerinde
yapilacak mikrobiyolojik analizlerin dogrulugunun etkilenmemesi igin ivedilikle E. coli

acisindan tespit ¢aligmalar1 yapilmaya baslanmistir.

3.1.2. Kalite Kontrol Suslari

Mevcut ¢alismada E. coli izolasyonu ve identifikasyonunun degerlendirilmesi E. coli
ATCC 25922, kolistin fenotipik direnci ve mcr-1 gen varligi tesptinden E. coli NCTC 13846

referans susu kullanilmistir.

3.1.3. Analiz i¢in Laboratuvarda Kullanilan Ekipmanlar ve Aletler

e Etiiv (Memmert, IN55, Almanya)

e Stomacher (Interscience, Fransa)

e Elektrikli pipet pompasi (Isolab, Almanya)

e Hassas terazi (Sartorious, CP224S, Almanya)

e Terazi (RADWAG, WTB2000, Polonya)

e Elektronik saat (Isolab, Tiirkiye)

e Otoklav (Hirayama, HV-50L, Japonya)

e +4°C ve -20°C’liK ¢ift kapili buzdolab1 (Samsung, RSA1STSL, Giiney Kore)
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e Steril biogiivenlik kabin (Class II, Amerika Birlesik Devletleri)

e Vorteks karistiric1 2500 devir/dakika (Velp Scientifica, Ispanya)

e Mc Farland Densitometresi (Biosan, Litvanya)

e Mikropipet (10-100-1000 Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
e Santrifiij (Hettich, Micro 120, Almanya)

e Mini santrifiij (Isolab, D1008, Almanya)

e (alkalamali su banyosu (Memmert, Almanya)

e Kuru Blok (Grant-Bio, PCH-2, Ingiltere)

e Jel goriintiileme sistemi (Viber Lourtmat, Almanya)

e Thermal cycler PCR cihazi (Biorad, PTC0200, Meksika)

e Epoch2 (BioTek, USA)

e QGii¢ kaynagi ve elektroforez sistemi (Thermo Fisher Scientific, EasycastB1, Amerika

Birlesik Devletleri)

3.1.4. Analizlerde Kullanilan Besiyerleri

Tryptone Bile X glucoronide Agar (Oxoid CM0945)

Formiilasyon g/LL
Tryptone 20.0
Bile Salts No. 3 1.5
Agar 15.0
X-glucuronide 0.075
pH 7.2+ 0.2 @ 25°C

36.6 gr Tryptone Bile X glucoronide Agar (Oxoid CM0945) 1000 ml distile su igerisine

eklenerek homojienize edildikten sonra 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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Eosin Methylene Blue Agar (Modified) Levine (Oxoid CM0069)

Formiilasyon g/L
Peptone 10.0
Lactose 10.0
Dipotassium hydrogen phosphate 2.0
Methylene blue 0.065
Agar 15.0
pH 6.8 +0.2

37.5 gr Eosin Methylene Blue Agar (Oxoid CM0069) 1000 ml distile su igerisine eklenerek

homojenize edildikten sonra 121°C de 15 dakika sterilize edildi.

Tryptone Soya Agar (TSA) (Oxoid CM0131)

Formiilasyon g/L
Pancreatic digest of casein 15.0
Enzymatic* digest of soya bean 5.0

Agar 15.0
pH 7.3 +0.2 @ 25°C

40 gr Tryptone Soya Agar (Oxoid CM0131) 1000 ml distile su icerisine eklenerek homojenize
edildikten sonra 121°C’ de 15 dakika sterilize edildi.

Tryptone Soya Broth (TSB) (Oxoid CM 129)

Formiilasyon g/L
Pancreatic digest of casein 17,0
Enzymatic digest of soyabean meal 3,0

Sodium chloride 5,0
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Dipotassium hydrogen phosphate 2,5
Glucose 2,5
pH 7.3+0.2,25°C’de

30 gr Tryptone Soya Broth (Oxoid CM 129) 1000 ml distile su igerisine eklenerek homojenize
edildikten sonra 121°C de 15 dakika sterilize edildi.

Mueller-Hinton Agar (MHA) (Oxoid CM 0337)

Formiilasyon g/L
Beef, dehydrated infusion from 300
Casein hydrolysate 17,5
Starch 1,5
Agar 17,0

pH 7.3+ 0.1, 25 °C’ de,

38 gr Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM 0337) 1000 ml distile su igerisine eklenerek
homojenize edildikten sonra 121°C de 15 dakika sterilize edildi.

Molekiiler Analizlerde Kullanilan Soliisyon ve Malzemeler

e SDS pure Ph. Eur. (AppliChem, A4259, 1000)

e Trizma® Base (Sigma-Aldrich, T1503, CAS no: 77-86-1)

e Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol (Amresco, K169)

e Ethanol Absolute (Sigma-Aldrich, 32221)

e 25 mM MgCl; (Thermo Fisher Scientific)

e 10X Tag Buffer with KCL (Thermo Fisher Scientific)

e Tag DNA Polymerase 5 U/uL, 500 U (Thermo Fisher Scientific, EP0402)
e Lysozyme 50000U/mg (Merck, 05281)

e 10 mM Tris-HCL, pH 8,0

e Safe View Classic (ABM, G108)
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e GeneRuler 100 bp DNA Ladder 0,5 pg/ul, 50 ug (Thermo Fisher Scientific, SM0241)
e 2-Propanol (Sigma-Aldrich, 24137)

e Seakem® LE Agarose (Lonza, 50004)

e Proteinaz K (SIGMA P2308-100MG)

e SDS pure Ph. Eur. (AppliChem, A4259, 1000)

e Glycerol (Sigma-Aldrich, G5516, Germany)

3.2. YONTEM

3.2.1. E. coli izolasyonu

Yumurta, kabuklar1 ve i¢ kisminin birbirinden ayrilmasi i¢in dikkatlice birbirinden
ayrilmistir. Yumurta kabuklarinin i¢ yiizeyinde kalan antimikrobiyel madde olan albiiminin
bakteri varligina etki etmemesi i¢in kabuklarin i¢ kismu steril fosfath tuzlu su ile yikanmustir.
Yumurta kabugu yiizeyinde E. coli varliginin arastirllmasinda Musgrove ve dig. (2006)

tarafindan onerilen yontem kullanilmistir.

Kirilan yumurta kabuklari Stomacher posetine konularak elle ezilmesi saglanmustir.

Sizintilarin 6nlenmesi amaciylaigin 2 adet stomacher poseti kullanilmistir.

E. coli izolasyonu i¢in IS0 16649-1:2018 standart1 kullanilarak; 25 gr yumurta kabugu
tizerine 225 ml Buffer Peptone Water (BPW) ilave edilmesinden sonra 2 dk. Stomacher
(Interscience, Fransa) homojenize edilmistir. Daha sonra TSB’de (Oxoid CM 129) 37 °C'de 24

saat etiivde Ornekler inkiibe edilmistir.

Inkubasyon sonras1, drneklerden kromojenik Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) Agar
(Oxoid, UK) iizerine homojenat konularak drigalski comagi yardimi ile agar yiizeyine
yayilmustir. Besiyerleri 44 °C°de 24 saat inkube edildikten sonra mavi-yesil koloni morfolojileri

E. coli siipheli kabul edilmistir.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/tryptone
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Sekil 11: TBX agarda E. coli karigik sus gortintiisii
3.2.2. EMB Agarda E. coli Dogrulama

TBX agarda siipheli tespit edilen koloniler, Eosin Methylene Blue Agar (Oxoid,
CMO0069)’a mikrobiyolojik olarak dogrulamak amaciyla gecilmistir. Siipheli izolatlarin ekimini
miiteakip petri plaklar1 37 °C'de 24 saat etiivde inkiibe edilerek siyah renkli merkezi olan yesil
metalik parlaklik gosteren koloniler E. coli pozitif kabul edilmistir.

Sekil 12: EMB agarda E. coli susu goriintiisii
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3.2.3. Saflastirma ve Stoklama

Stipheli izolatlarin saflig1 Tryiptone Soy Agar’a (Oxoid, CM 0131) gegilerek 37 °C’de
24 saat inkiibe edilerek kontrol edilmistir. Saf izolatlar daha sonrada kullanilabilmesi i¢in % 20
gliserollii (Sigma-Aldrich, G5516, Germany) Tryptone Soya Broth (Oxoid, CM 129)

soliisyonunda -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 13: TSA agarda saf E. coli susu

3.2.4. DNA Ekstraksiyonu

Molekiiler genetik testler i¢in elde edilecek genomik DNA ekstraksiyonu Liu ve dig.
(2004) gelistirdikleri method dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Stipheli E. coli suslar1 cam tiipte TSB’de (Oxoid, CM 129) 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilerek 2 mililitrelik eppendorf tiipler igerisine 750 pl bakteri siispansiyonu konulmus ve
ependorfl tiipler 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Hettich, Micro 120, Almanya) edilmistir.

Santrifiij sonrasi bakteri siispansiyonunun canli kismi dipe ¢okmektedir. Ust kisim,
otomatik pipet yardimi ile uzaklagtirilmistir. Peletin tizerine 500 ul 4 mg/ml lizozim (Merck,
05281) igeren 1XxTE [1XxTE: 10 mM Tris-HCI / 1 mM EDTA (pH:8, disodiumsalt dihydrate)]
eklendi ve 37 °C’de 18 saat su banyosunda (Memmert, Almanya) bekletilmistir. Bu sayede
bakteri hiicre duvari pargalanmigtir. Lave olarak, Siirenin uzamasi pargalanma seviyesini

arttirmaktadir.
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Lizozimle parcalanan bakteriler 20 pl 20 mg/ml proteinaz K (SIGMA P2308-100MG)/
dH20 ile muamele edilmistir. Bu asamada 250 pl % 10 SDS eklenerek 56°C’de 2 saat boyunca

su banyosunda inkiibe edilmistir.

Daha sonra, Proteinaz K araciligiyla hiicre igi proteinlerinde par¢alanmasi sonrasi

14.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

Bundan sonraki asamada DNA ekstraksiyonuna gecilmistir. 750 pl 25:24:1 Fenol:
Kloroform: Izoamilalkol eklenmistir. Eppendorf tiipleri 15-20 kere alt-iist edilerek, Ki
boylelikle alkol ile iyice numune ile muamele edilmistir, 14.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Bu iglem sonucunda 3 faz meydana gelmistir. Bunlar: akuaz faz, ara faz ve organik
fazdir. Ara faza miidahale edilmeden iist faz olan akuaz faz otomatik pipet yardimryla bagka bir
ependorf tiipe alinmistir. Ara faz c¢ekilse dahi 2-5 saniye pipet ucu yere bakilacak sekilde

tutularak protein kisminin diismesi saglanmaistir.

DNA ¢oktiirme asamasinda 150 pl 5 M NaCl eklenerek 15-20 kez eppendorf tiipleri
dikkatlice alt iist edilmistir. Ardindan 1:1 hacime esdeger (600—700 ul) isopropanol (2-
propanol) (Sigma-Aldrich, 24137) eklenerek bulanik renkte olan siispansiyon berrak bir

goriintii halini almistir. Daha sonra, siispansiyon 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi, eppendorf tiipiiniin alt kisminda toplu igne basi biiyiikligiinde DNA
birikmistir. Devaminda, DNA’ya zarar vermeden eppendorf tiipler ters gevrilerek siispansiyon
dokiilmistiir. Ependorfun i¢inde kalan damlaciklar ise eppendorf tiipler ters ¢evrilip damlalar
peteye emdirilerek giderilmistir. Bu asamada DNA’nin diismemesine 6zellikle dikkat

edilmistir.

Pelet tizerine -20 °C’de bekletilen soguk % 70’lik EtOH (Sigma-Aldrich, 32221)’den
750 ul eklenerek peletin iyice alkolle yikanmasi igin 5-10 sn vortekslenip 14.000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi ependorf tiipler ters gevrilerek DNA’nin
diismemesine dikkat edilmek suretiyle alkol dokiilmiistiir. DNA ekstraksiyonun verimli olmasi

i¢in etil alkol asamasi iki kere tekrarlanmstir.

Etil alkol asamasi bitiminde alkol dokiilerek 55°C’de 45-50 dk’da Dry Block (Grant-
Bio, PCH-2, Ingiltere)’ta tutularak eppendorf tiiplerin icerisindeki alkol ugurulmustur. DNA
miktari ile kalitesinin 6l¢iilmesi i¢in mikroplate okuyucu (Epoch, BioTek, USA) kullanilmistir.
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Epoch cihazinda DNA kalitesinin belirlenmesinde 260/280 oraninda 1,8 ile 2 degerleri arasinda
olmal1 ve DNA yogunlugu 100 ng/ pl iizerinde olmalidir.

Sekil 14: Su banyosunda DNA ekstraksiyon asamasi

Sekil 15: DNA ekstraksiyon asamasinda bakteri pelet goriintiisii
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Sekil 16: Toplu igne basi biiyiikliigiinde DNA goriintiisii

3.2.5. Polimer Zincir Reaksiyonu

Molekiiler genetik yontemlerinden biri olan PZR, bu ¢alismada siipheli suslarin kesin
tanisi ve antibiyotik direng genlerinin varliginin aragtirilmasi ig¢in kullanilmistir.

3.2.6. 16S rRNA (E. coli spesifik) Varhginin Arastirilmasi

ECO 1-2 primeri (16S rRNA, E. coli spesifik) 585 bp ‘da goriintiilenebilen ve E. coli

varliginin arastirilmasinda kullanilan bir primerdir (Schippa ve dig. 2010).

ECOQO 1-2 primer dizileri:

Forward primer: 5' -GACCTCGGTTTAGTTCACAGA -3
Revers primer: 5' -CACACGCTGACGCTGACCA- 3!

Stipheli E. coli suslariin genomik DNA’larinin elde edilmesinden sonra spesifik ECO
1-2 primeri ile tanimlanmasi i¢in PZR yontemi kullanilmistir. PZR analizinde her bir 6rnek

igin:
- 2,5 ul DNA

- 2,5 ul 10X reaksiyon tamponu KCI (Thermo)
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- 2,5 ul ANTP karisimi (dATP, dTTP, dGTP, dCTP )
- 1,5 ul MgClz (25 mM) (Thermo)

- 0,5 ul forward primer (10 uM)

- 0,5 pl reverse primer (10 uM)

- 1 U Tag DNA polimeraz

- dH20 ile 25 pl’ye master mix tamamlanmustir.

ECO 1-2 icin PZR kosullari:

Baslangic: 1 dongii 95°C’de 5 dakika
Denatiirasyon: 30 dongiide 95°C 30 saniye
Baglanma: 55°C 45 saniye

Uzama: 72°C 45 saniye

Son uzama: 72°C 7 dakika

Agaroz Jel Elektroforez

PZR analizi sonucu elde edilen numuneler %1,5’1lik agaroz igeren [1xTAE tamponu
(0,04 M Tris-acetate, 0,001 M EDTA) igerisinde] mutajen olmayan SafeView DNA boyasi
(ABM, G108) ecklenmis olan jelde yatay elektroforez sisteminde (Thermo Owl B1)
yuritiilmiistiir. Elde edilen sonuglar 100 bp DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, SM0241)

ile jel goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat) gortintiilendi.



Sekil 17: Eco 1-2 PZR jel goriintiisii

Soldan saga; 100 bp DNA ladder, E. coli ATCC 25922, Siipheli E. coli suslarindan elde edilen genomik DNA sonuglari

Sekil 18: ECO 1-2 PZR jel goriintiisii

Soldan saga iist sira; 100 bp DNA ladder, E. coli ATCC 25922, Pozitif E. coli susu, Negatif kontrol, master mix, Siipheli E. coli suslarindan
elde edilen genomik DNA sonuglari
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3.2.7. gyrB Gen (E. coli spesifik) Varh@inin Arastirilmasi

gyrB geni 622 bp’da goriintiilenebilen ve E. coli varliginin arastirilmasinda kullanilan

bir gen bolgesidir (Iguchi ve dig. 2015).

gyrB geni primer dizileri:

Forward primer: 5' —~AGTGATCATGACCGTTCTGCA- 3!
Revers primer: 5'- TTTGTCCATGTAGGCGTTCA-3"!

Stipheli E. coli suslarinin genomik DNA’larinin elde edilmesinden sonra spesifik gyrB

geni ile tanimlanmasi i¢in PZR yontemi kullanilmistir. PZR analizinde her bir 6rnek i¢in:
- 2,5 ul DNA
- 2,5 pl 10X reaksiyon tamponu KCI (Thermo)
- 2,5 ul ANTP karisimi (dATP, dTTP, dGTP, dCTP )
- 1,5 ul MgClz (25 mM) (Thermo)
- 0,5 pul forward primer (10 uM)
- 0,5 pl reverse primer (10 uM)
- 1 U Taq DNA polimeraz
- dH20 ile 25 pl’ye master mix tamamlanmustir.

gyrB 1-2-icin PZR kosullar:

Baslangic: 1 dongii 95°C’de 5 dakika
Denatiirasyon: 35 déngii 95°C’de 30 saniye
Baglanma: 51°C’de 30 saniye

Uzama: 72°C’de 45 saniye

Son uzama: 72°C’de 7 dakika
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Agaroz Jel Elektroforez

PZR analizi sonucu elde edilen numuneler %1,5’lik agaroz iceren [1xTAE tamponu
(0,04 M Tris-acetate, 0,001 M EDTA) igerisinde] mutajen olmayan SafeView DNA boyasi (
AMB, G 108)cklenmis olan jelde yatay elektroforez sisteminde (Thermo Owl Bl)
yuritiilmiistiir. Elde edilen sonuglar DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, SM0241) ile jel

goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat) goriintiilenmistir.

Sekil 19: gyrB PZR jel goriintiisii
Soldan saga iist sira; 100 bp DNA ladder, E. coli ATCC 25922, Negatif kontrol, Siipheli E. coli suslarindan elde edilen genomik DNA sonuglari

3.2.8. GSBL Gen Varhginin Arastirilmasi

Geniglemis spektrumlu beta laktamaz iireten E. coli suslarin GSBL gen varligimnin

incelenebilmesi i¢in PZR yontemi kullanilmistir (Fang ve dig. 2008).
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Tablo 9: GSBL gen varliginin incelenmesi i¢in kullanilan primer dizileri

GSBL Tipi Primer Dizileri Bp Referans

blasv 5-CTTTATCGGCCCTCACTCAA-3' 237 Fang ve dig.
5-AGGTGCTCATCATGGGAAAG-3! 2004

blatem 5-CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA-3! 445 Monstein ve dig.
51-ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT-3! 2007

blacTx-m 5.-ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC-3' 593 Boyd ve dig.
5t 2004
TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG-
31

blaoxa 5-ACACAATACATATCAACTTCGC-3! 813 Quellette ve dig.

5L-AGTGTGTTTAGAATGGTGATC-3!

1987

Multipleks PZR yoOntemi icin O6rnek basina hazirlanan master mix:

2,5 ul DNA

2,5 pl 10X reaksiyon tamponu KCI1 (Thermo)

2,5 ul ANTP karisimi (dATP, dTTP, dGTP, dCTP )
1,5 ul MgClz (25 mM) (Thermo)

0,5 pl her primer i¢in forward primer (10 uM)

0,5 pl her primer i¢in reverse primer (10 uM)

1 U Tag DNA polimeraz

dH20 ile 25 pl’ye master mix tamamlanmustir.

Multipleks GSBL PZR icin kosullar:

Baslangic: 1 dongii 95°C’de 15 dakika

Denatiirasyon: 30 dongii 94°C’de 30 saniye

Baglanma: 62°C’de 90 saniye

Uzama: 72°C’de 60 saniye

Son uzama: 72°C’de 10 dakika
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Agaroz Jel Elektroforez

PZR analizi sonucu elde edilen numuneler %1,5’lik agaroz iceren [1xTAE tamponu
(0,04 M Tris-acetate, 0,001 M EDTA) igerisinde] mutajen olmayan SafeView DNA boyasi
(AMB, G 108)eklenmis olan jelde yatay elektroforez sisteminde (Thermo Owl B1)
yuriitiilmiistir. Elde edilen sonuglar DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, SM0241) ile jel

goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat) goriintiilenmistir.

Sekil 20: GSBL multipleks PZR jel goriintiisii

Soldan saga; 100 bp DNA ladder, Pozitif Kontrol, Negatif Kontrol ve E.coli suslarindan elde edilen genomik DNA sonuglari

3.2.9. Mcr 1-5 Gen Varhginin Arastirilmasi
Mobilize kolistin diren¢ genlerinin aragtirilmas: i¢i multipleks PZR ydntemi

kullanilmistir (Cavaco ve dig. 2016).
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Tablo 10: Mcr 1-5 gen varliginin incelenmesi i¢in kullanilan primer dizileri

Hedef Gen Primer dizisi Bp Referans

mcr-1 5" -AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC- 3° 320 Cavaco ve dig. 2016
5’- AGATCCTTGGTCTCGGCTTG- 3°

mcr-2 5" —-CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT- 3’ 715 Cavaco ve dig. 2016
5’- TCTAGCCCGACAAGCATACC- 3

mcr-3 5’- AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG- 3’ 929 Cavaco ve dig. 2016
5’ -AATGGAGATCCCCGTTTTT-3’

mcr-4 5’-TCACTTTCATCACTGCGTTG- 3’ 1116 Cavaco ve dig. 2016
5’ -TTGGTCCATGACTACCAATG- 3’

mcr-5 5’ -ATGCGGTTGTCTGCATTTATC- 3’ 1644 Borowiak ve dig. 2017
5" -TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG- 3’

Multipleks PZR yOntemi icin 6rnek basina hazirlanan master mix:

- 3 ul DNA

- 2,5 ul 10X reaksiyon tamponu KCl (Thermo)

- 2,5 ul ANTP karisimi (dATP, dTTP, dGTP, dCTP )
- 1,5 ul MgClz (25 mM) (Thermo)

- 0,3 ul her primer igin forward primer (10 uM)

0,3 pl her primer i¢in reverse primer (10 uM)
- 1 U Taq DNA polimeraz
- dH20 ile 25 pl’ye master mix tamamlanmustir.

Multipleks Mcr 1-5 PZR icin kosullar:

Baslangig: 1 dongiti 94°C’de 15 dakika

Denatiirasyon: 30 dongii 94°C’de 30 saniye
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Baglanma: 58°C’de 90 saniye
Uzama: 72°C’de 60 saniye

Son uzama: 72°C’de 10 dakika

Agaroz Jel Elektroforez

PZR analizi sonucu elde edilen numuneler %1,5’lik agaroz iceren [1xTAE tamponu
(0,04 M Tris-acetate, 0,001 M EDTA) igerisinde] mutajen olmayan SafeView DNA
boyasi(ABM, G 108) eklenmis olan jelde yatay elektroforez sisteminde (Thermo Owl B1)
yuritiilmiistir. Elde edilen sonuglar DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, SM0241) ile jel

goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat) goriintiilenmistir.

Sekil 21: Mcrl1-5 multipleks PZR jel goriintiisii

Soldan saga; 100 bp DNA ladder, E. coli NCTC 13846, Negatif kontrol, E. coli suslarindan elde edilen genomik DNA sonuglari

3.2.10. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Elde edilen E. coli suslarinda gesitli antibiyotiklere kars1 duyarliliklarinin analizi disk
diffiizyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla izolatlar 6nce TSA agarda (Oxoid, CM0131)
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tiretilerek daha sonra steril swab araciligiyla cam tiiplerde fizyolojik tuzlu su igine McFarland
No 0,5 bulaniklik standardina gore olacak sekilde eklenmistir. Bulaniklik Ol¢limii sonrasi
Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM 0337) yiizeyinde ekimler gerceklestirilmistir. Ekim sonrasi
her petriye 4 adet disk olacak sekilde antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Bu c¢alismada
kullanilan antibiyotik diskleri EUCAST (2021) ve CLSI (2022)’de E. coli’ye uygun olarak

degerlendirilmistir.

Calismada antibiyotik duyarlilik tespiti icin kullanilan diskler; Ampisilin (AMP)
(Oxoid, CTOOO3B, 10 pg), Amoksisilin Klavulanik Asit (AMC) (Oxoid, CT0223B, 30 nug),
Aztreonam (ATM) (Oxoid CT0264B, 30 pg) Sefotaksim (CTX) (Oxoid, CT0166B, 30 ng),
Tetrasiklin (TE) (Oxoid, CT0054B, 30 pg), Siprofloksasin (CIP) (Oxoid, CT0425B, 5 pg),
Nitrofurantoin (F300) (Oxoid, CT0036B, 300 pg), Amikasin (AK) (Oxoid, CT0107B, 30 ng)
Seftazidim (CAZ) (Oxoid, CTO412B, 30 pg), Trimethoprim Siilfamethazol (SXT) (Oxoid,
CT0025B, 1,25 png-23,5 pg), Gentamisin (CN) (Oxoid, CTOO24B, 10 pg), Sefoksitin (FOX)
(Oxoid, CTO119B, 30 pg ), Kloramphenicol (C) (Oxoid, CT0013B, 30 pg), Sefuroksime
(CXM) (Oxoid, CT0127B, 30 pg), Piperasillin/Tazobactam (TZP) (Oxoid, CT0725B, 110ug)
ve Meropenem (MEM) (Oxoid, CT0774B,10ug)’dir.

Tablo 11: Calismada kullanilan antibiyotik diskleri EUCAST (2021)- CLSI (2022)

Antibiyotik Disk Ad1 Dozu (ul) Direncli Duyarh
Ampisilin 10 R<14 S>14
Amoksisilin Klavulanik Asit (CLSI) 30 R<13 S>18
Aztreonam (CLSI) 30 R<18 S>21
Amikasin 30 R<18 S>18
Gentamisin 10 R<17 S>17
Sefotaksim 30 R<17 S$>20

Siprofloksasin
5 R<22 S>25
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Seftazidim (CLSI)

Sefoksitin

Sefuruksim

Kloramfenikol

Trimetoprim Siilfametazol

Tetrasiklin (CLSI)

Nitrofuran (CLSI)

Meropenem

Piperasilin/ Tazobaktam

30

30

30

30

25

30

300

10

110

R<17

R<19

R<17

R<17

R<11

R<11

R<14

R<16

R<17

S>21

S>19

S=50

S>17

S>14

S>15

S>17

S5>22

S>21

CLSI; CLSI (2022) rehberini temsil eder.

R:Direng

S:Duyarli

Sekil 22: Disk diffiizyon goriintiisii
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3.2.11. GSBL Fenotipik Dogrulama Testi

Bu ¢alismada GSBL iireten E. coli varliginin fenotipik dogrulamasinin yapilabilmesi
icin ¢ift disk sinerji testi kullanilmustir. Cift disk sinerji testi, izolatlarin 6nce TSA’da (Oxoid,
CMO0131) tiretilmesi ve daha sonra swab araciligiyla cam tiiplerde fizyolojik tuzlu su igine
McFarland No 0,5 bulaniklik degerine getirilip Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM 0337)
yiizeyine sik1 bir sekilde ekimlerinin gergeklestirilmesi ve ortada amoksisilin klavulanik asit
(Oxoi1d, CT0223B, 30 pg) ve 20 mm yan tarafinda sefotaksim (Oxoid, CT0166B, 30 pg) ile
seftazidim (Oxoid, CTO412B, 30 pg) disklerinin yerlestirilmesi ile gergeklestirilmistir. Daha

sonra petriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyon i¢in inkiibatére konulmustur.

Sefalosporin grubu disklerin herhangi birinin klavulanik asitli diske bakan kismina
dogru zonun genislemesi testin pozitif olarak kabul edilmesi olarak yorumlanmaktadir
(EUCAST, 2017).

Sekil 23: Cift disk sinerji testi goriintiisii
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3.2.12. Fenotipik Kolistin Direncinin Saptanmasi

Izole edilen suslarda kolistin direncinin fenotipik olarak incelenmesi icin Kolistin Agar
kullanilmistir (CLSI 2020). Kolistin Agar 4 ug/mL, 2 ug/mL, 1 pg/mL ve 0 pg/mL olan kontrol
agar1 olarak hazirlanmistir. Kolistin agar hazirlanmasi i¢in Mueller-Hinton Agar (Oxoid CM
0337) ve kolistin stilfat (Acros, 455392500) kullanilmaktadir.

Kolistin agar hazirlanirken 20 mg kolistin siilfat ultra saf suda ¢ézdiirilmistiir. Mueller-
Hinton Agar ise 121°C de 15 dakika otoklavlanip 55 °C’ye sogutulmustur. 4 pg/mL kolistin
agar i¢in 20 mcl ¢oziinmiis kolistin siilfat siispansiyonu 100 ml Mueller-Hinton Agar igerisine;
2 ug/mL kolistin agar i¢in 10 mcl ¢6ziinmiis kolistin siilfat siispansiyonu 100 ml Mueller-
Hinton Agar igerisine ve 1 pg/mL kolistin agar i¢in 5 mcl ¢oziinmiis kolistin siilfat
stispansiyonu 100 ml Mueller-Hinton Agar icerisine eklenmistir. Karigim 20 ml olacak sekilde

petri kablarma dokiilerek petri plaklari 8 esit pargaya boliinmiistiir.

TSA’da 37 °C ‘de 24 saat iiretilen E. coli izolatlarindan alinan koloniler steril swab
araciligiryla cam tiiplerde % 0,9’luk fizyolojik tuzlu su i¢ine McFarland No 0,5 bulaniklik degeri
elde edilecek sekilde eklenmistir. Cam tiiplerden 6ze yardimiyla boliinmiis Kolistin agar
yiizeyine ekimler gerceklestirilerek ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyon igin etiive konulmustur.
Saflik kontrolii i¢in negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922 ve pozitif kontrol olarak E. coli
NCTC 13846 mcr-1 suslar1 kullanilmistir.

Kolistin agardaki direng varligi; n <2 pg/mL degerler orta direngli ve n >4 pg/mL

kolistin direngli olarak yorumlanmuistir.
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4. BULGULAR

4.1. E. coli IZOLATLARININ TOPLANMASI

Calismada Istanbul’'un Avrupa ve Asya yakalarindan 60’ar adet olarak temin edilen

toplam 120 tavuk yumurtasi ylizeyinden, elde edilen E. coli suslar1 izole edilmistir.

4.2. YUMURTADAN ELDE EDILEN E. coli IZOLAT SAYILARI

Yapilan mikrobiyolojik analizler sonucu; TBX agar iizerine yapilan ekimler sonucu 39
adet siipheli E. coli (% 32,5) susu tespit edilmistir. 39 adet izolatin EMB agara ekimi sonrasi
37 adet stipheli E. coli (% 30,8) izolat1 gozlemlenmistir.

Mikrobiyolojik analizler sonrasi siipheli E.coli izolatlarinin identifikasyonu i¢in PZR
analiz yonteminde E. coli spesifik ECO1-2 (16S rRNA, E. coli spesifik) ve gyrB genlerinin
varligina bakilarak, her iki geni de iceren suslar E. coli kabul edilmistir. Izolatlarin 20 adedinde
ECO 1-2 (16S rRNA, E. coli spesifik) (% 16,6) ve 21° inde (% 17,5) gyrB geni tespit edilmistir.
Her iki primerle pozitif olan 15 adet (% 12,5) E. coli izolat1 elde edilerek sonugta toplam 15

adet E. coli izolat1 galismada izole edilmistir.

Tablo 12: Avrupa yakasindan yumurtalarin toplandigi satis yerleri ve alinan yumurta sayilar

Avrupa yakasi Semt Pazari Bakkal Organik
Yumurta
Silivri 5 5 8
Beylikdiizii 6 3 1
Avcilar 6 4 2
Glingdren 6 5 1
Bakirkoy 3 2 3
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Tablo 13: Avrupa yakasindaki 6rneklerde tespit edilen E. coli sayist
Toplanan TBX agarda | EMB agarda | ECO1-2 gyrB pozitif | Toplam E.
Avrupa Yakas1 | Ornek sayis1 | siipheli E. siipheli E. pozitif izolat sayis1 | coli sayis1
coli sayis1 coli sayis1 izolat sayis1
Silivri 18 7 6 2 2 2
Beylikdiizi 10 3 3 1 2 1
Avcilar 12 7 6 4 2 2
Gilingoéren 12 4 3 2 4 2
Bakirkoy 8 3 3 2 1 1

Tablo 14: Asya yakasindan yumurtalarin toplandigi satis yerleri ve alinan yumurta sayilari

Asya yakasi Semt Pazari Bakkal Organik
Yumurta

Tuzla 5 5 4

Uskiidar 6 2 2

Kadikdy 3 3 4

Atagehir 4 5 2

Maltepe 5 5 3
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Tablo 15: Asya yakasindaki 6rneklerde tespit edilen E. coli sayist

Toplanan TBX agarda | EMB ECO1-2 gyrB pozitif | Toplam E.
Ornek sayis1 | siipheli E. | agarda pozitif izolat sayis1 | coli sayist
Avrupa Yakasi coli sayis1 siipheli E.
coli sayisi 1zolat sayisi
Tuzla 14 4 4 4 3 3
Uskiidar 10 3 3 - 2 -
Kadikdy 10 3 3 1 1 1
Atagehir 11 3 3 1 2 2
Maltepe 13 2 2 1 1 1

43. E. coli iZOLATLARINDA DiSK DIFFUZYON YONTEMi ile
ANTIBIYOTIiK DUYARLILIK SONUCLARI

Saf olarak elde edilen E. coli izolatlariin antibiyotik duyarliliklarinin Slgiilmesi igin
disk diffiizyon yontemi kullanilmistir. Toplam 16 adet farkli antibiyotik diski, her petriye 4 adet
disk yerlestirilerek Olciimler yapilmistir. Olgiimler CLSI (2022) ve EUCAST (2021)

klavuzlarina gore degerlendirilmistir.
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Tablo 16: Antibiyotik duyarlilik testi sonuglart

Nmure |CTXY0 (CAZED |ANC) AT (CXND [TZPLLO MEMD |APID [FOYRD {TER) G0 (5 [0 AKDD [ONTEG [CN
I T . . I .
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CTX30: Sefotaksim 30 pg, CAZ30 30: Seftazidim 30 pg, AMC30: Amoksisilin klavulanik asit 30 pg, CXM30: Sefoksime 30 pg, TZP100:
Tazobaktam piperasilin 110 ug, MEM10: Meropenem 10 pg, AMP10: Ampisillin 10 pg, FOX30: Sefoksitin 30 pg, TE30: Tetrasiklin pg,
C30: Kloramfenikol 30 pg, CiP5: Siprofloksasin 5 pg, F300: Nitrofurantoin 300 ug, AK30: Amikasin 30 pg, SXT25: Trimethoprim
stilfametazol 25 pg, CN10: Gentamisin 10 pg

Disk diffiizyon testi sonucu en ¢ok Ampisiline kars1 direng (% 80) gozlemlenmistir.

Tazobaktam piperasiline ve Nitrofurantiona kars1 direng ise tespit edilememistir. 15 adet E. coli

izolatinin 11’inde (% 73.3) c¢oklu antibiyotik direnci gozlemlenirken, 2 adet izolatin higbir

antibiyotige karsi dirence sahip olmadigi, 1 izolatin ise 2 antibiyotige karsi direng gelistirdigi

belirlenmistir.
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Sekil 24: Disk diffiizyon goriintiileri
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Sekil 25: Istanbul’un Asya ve Avrupa yakasindan elde edilen E. coli suslarinda antibiyotik direng

sayilari

Dikey eksende kag izolatin ilgili antibiyotige direng gosterdigi ifade edilmektedir.
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4.4. CIFT DiSK SINERJI TESTI

Antibiyotik Duyarlilik testleri sonrasi sefotaksim veya seftazidime direncli olan
izolatlar ¢ift disk sinerji testi ile GSBL fenotipik dogrulma testi i¢in se¢ilmistir. 15 adet E. coli
izolatindan 4 (% 26,6) tanesi ¢ift disk sinerji testi i¢in se¢ilmistir. 4 adet izolatin 2 tanesi
fenotpik olarak GSBL iireten E. coli olarak, 1 tanesi ise zayif olarak GSBL iireten ve digeri ise

negatif olarak saptanmustir.

Sekil 26: Cift disk sinerji testi pozitif izolat goriintiisii

4.5 KOLISTIN AGAR ile KOLISTIN DIRENCININ BELIRLENMESI

Calisma kapsaminda 15 adet E. coli izolatimin higbiri Kolistin agarda gelisim

gostermemistir. Bu durumda tiim izolatlarin kolistin direncine sahip olmadig1 gézlemlenmistir.
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4.6. DNA EKSTRAKSIYON KALITESI

Epoch2 cihaz1 (BioTek, USA) ile yapilan dl¢iimler sonucu 260/280 degerinde 1,8 ile 2
arasinda degerler PZR analizine uygun DNA numuneleri olarak kabul edilmis ve E. coli pozitif

olan belirlenen izolatlarin degerleri yukaridaki tabloda verilmistir.

PZR analizinde basarili sonug elde etmek igin yeteri kadar DNA miktarina ulasilmasi
gerekmektedir. Az ya da ¢ok DNA miktar1 analizde basar1 oranini diisiirmekte ve analizin
tekrarlanmasin1 bile gerektirecek durumlar meydana getirmektedir. Calisma kapsaminda
yapilan DNA ekstraksiyon ¢alismasi sonucu, yogun miktarda (400 ng/uL) DNA elde edilmistir.
Sonuglarin olumsuz etkilenmemesi agisindan yogun DNA miktari sulandirilmak suretiyle PZR

analizinde kullanilmistir.

Kullanilan DNA ekstraksiyon prosediiriiniin genel anlamda basarili oldugu 6l¢iilmiis

olup referans degerler arasinda veriler elde edilmis olup veriler Tablo 17°de ortaya

konulmustur.

Tablo 17: DNA ekstraksiyonu kalite 6l¢timii

Numune |260 Raw |280 Raw |320 Raw |260 280 260/280 ng/pL
5 0,609 0,361 0,084 0,485 0,256 1,896 484,588
8 0,739 0,426 0,102 0,589 0,299 1,967 588,513
17 0,889 0,492 0,077 0,748 0,382 1,959 747,69
45 0,703 0,397 0,073 0,579 0,298 1,944 579,38
46 0,574 0,348 0,098 0,439 0,23 1,905 438,566
56 1,331 0,75 0,117 1,12 0,584 1,919 928,12
61 0,57 0,345 0,102 0,431 0,224 1,928 431,206
63 0,707 0,413 0,085 0,57 0,3 1,9 570,279
69 0,787 0,456 0,099 0,637 0,331 1,924 637,17
79 0,652 0,375 0,083 0,523 0,269 1,947 523,433
82 0,794 0,461 0,107 0,635 0,326 1,949 635,459
83 0,7 0,418 0,106 0,545 0,287 1,902 545,296
86 0,935 0,526 0,089 0,785 0,405 1,937 785,073
90 0,749 0,42 0,07 0,624 0,322 1,941 624,264
110 0,53 0,329 0,106 0,388 0,204 19 388,376
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4.7. Multipleks PZR ile GSBL Gen Varhginin incelenmesi

GSBL gen varliginin tespiti i¢in blarem, blasny, blactx-m ve blaoxa genlerinin varlig:
multipleks PZR ile incelenmistir. 15 adet E. coli izolatinin tamaminda blatem geni saptanmus,
ilave olarak 3 adet izolatta blactx-m direng genine rastlanmistir. blaoxa ve blasnv direng genleri

hicbir izolatta tespit edilememistir.

8
7
6
5
4
3
2
1
0 y_______4 AN
SHV TEM CTXM OXA

M Asya Yakasi  ® Avrupa Yakasi

Dikey Eksendeki sayilar ilgili direng geninden kag tane saptandigini belirtmektedir

Sekil 27: Istanbul’un Asya ve Avrupa yakasinda tespit edilen GSBL direng genlerinin sayilari

4.8. MULTIPLEKS PZR ile KOLISTIN DIRENC GEN
VARLIGININ ARASTIRILMASI

E. coli izolatlarinda kolistin diren¢ genlerinin varliginin arastirilmasi amaciyla mcr-1,
mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mer-5 gen varligi multipleks PZR ile arastiriligtir. Higbir susta herhangi

ilgli direng genlerine rastlanmamustir.
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5. TARTISMA

E. coli normal bagirsak florasinda yer alan, kommensal olarak patojen olmayan tiirleri
bulundugu gibi diyare basta olmak iizere neonatal menenjiete varan ¢esitli semptomlara neden
olabilen patojen tiirleride bulunan Enterobacteriaceae’de yer alan bir bakteri olarak

bilinmektedir (Palaniappan ve dig. 2006).

E. coli salginlara neden olabilen bir patojen tipleri olan bir bakteri tiirii olup, en bilinen
suslarindan biriside E. coli 0157:H7°dir. Asil rezervuari kanatlilar olmasa bile kanath
tirtinlerinde de goriilebilmekte olan bu sus her sene salginlara neden olabilmektedir. STEC tipi
E. coli suslarinin ABD ‘de 3600 kisinin hastaneye yatisina neden olacak semptomlara neden

oldugu ve 30 kisinin 6liimiine neden oldugu tahmin edilmektedir (CDC, 2022).

Kanatli hayvanlarin sindirim kanali E. coli’nin dogal konagi olup sindirim kanali
kanatlilarda E. coli’nin en énemli kaynagidir. Tavuk diskilarinda E. coli varlig1 ortalama 10°
kob/g olarak bildirilmistir ve bu nedenle tavuk yumurtalarinda da yiiksek miktarda bu bakteri
bulunabilmekte ve yumurtadan yeni ¢ikan civcivlerin 6liimiine neden olabilmektedir (Dho-

Moulin ve Fairbrother, 1999; Jordan ve Pattison, 1996).

Diinya genelinde tiiketici tarafindan besleyici ve diger hayvansal proteinlere gore gorece
ucuz olarak kabul edilen yumurta kuluckahane veya satis noktalarinda E. coli ile kontamine
olabilmektedir (Pasquali ve dig. 2014; Lee ve dig. 2016). Yumurtanin kontaminasyon diizeyi,
yumurtanin raf dmrii ile gida giivenligi agisinda dnemlidir ve patojenlerin yumurta {izerinde
yasam siirelerini etkilemektedir (Mayes ve Takeballi 1983). Fekal kontaminasyon indikatorii
olan E.coli yumurtalarin ¢ig tiiketilmesi veya ¢apraz kontaminasyon araciligiyla insanlara
gecgebilmekte ve enfeksiyonlara ya da antibiyotik direng gelisimine katkida bulunabilmektedir
(Ferri ve dig. 2017).

Tez calismasinda Istanbul ilindeki cesitli satis noktalarindan (Pazar, market, bakkal vb.)
temin edilen tavuk yumurtas1 6rneklerinde E. coli varligini arastirilmistir ve mevcut ¢alismada
yapilan mikrobiyolojik ve molekiiler genetik ¢alismalar sonucu 120 tavuk yumurtasi yiizeyinde

15 adet E. coli gozlemlenmistir. Ilgili bakterinin yumurta kabugundan penetrasyonu oldukca
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siirli olmasi nedeniyle yilizeydeki bakteri varligl incelenmistir. Bir¢ok farkli gida yapiminda
kullanilabilen tavuk yumurtasimin tasidigi E. coli gida giivenligi acisindan Onemlidir.
Calismada 6zellikle fenotipik olarak diski ile bulasik olan yumurtalarda E. coli varligmin dis

bakida gorece temiz olanlara gore fazla oldugu goriilmiistiir.

Diyarbakir ilinde yapilan ¢alismada, 200 adet tavuk yumurtas: kabugunda ortalama 66
adet E. coli tespit edilmistir. Bu ¢alismada digki ile bulasik olan yumurtalarda daha fazla E. coli
bulundugu belirlenmistir (Erkan ve dig. 2008). Ulkemizde 350 adet tavuk yumurtas: yiizeyinde;
100 adet organik tavuk yumurtasi, 100 adet serbest gezen tavuk yumurtasi, 100 adet kafeste
yetisen tavuk yumurtasi ve 50 adet kiimeste serbest gezen tavuk yumurtasinda E. coli varlig:
mikrobiyolojik yontemler ile arastirilmistir. 350 adet yumurtada 64 (% 18,3) adet E. coli varligi
bildirilmistir (Esen, 2019). Ulkemizde 128 pastdrize sivi yumurtada yapilan arastirma
sonucunda E. coli varhigina rastlanmadigi bildirilmistir (Algan, 2007). Ulkemizde yapilan
caligmalarda yapilan ¢alismamiza paralel sayida E. coli varlig1 belirlenmistir. Fakat yukarida
verilen caligmalarda farkli mikrobiyolojik analiz yontemlerin kullanildigi belirtilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada ise E. coli varligi molekiiler genetik yontemlerden olan PZR ile
dogrulanmistir. Molekiiler genetik dogrulama yonteminin kullanilmasi E. coli varlhig

verilerinde farkliliklara neden olabilmektedir.

Kuzey Afrika iilkelerinden olan Misir’da 100 tavuk yumurtasi {izerinde yapilan
mikrobiyolojik ve molekiiler genetik ¢alismalar ile 16 adet E. coli bildirilmistir (Mo'ataz ve dig.
2021). Banglades’de 180 yumurta iizerinde yapilan mikrobiyolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar
sonucu 28 adet adet E. coli tespit edilmistir (Hossain ve dig. 2021). Yumurta {izerinde E. coli
varligr sonuglar1 iilkemiz ile yukaridaki diinya verilerine benzerlik gostermektedir. Bu
caligmada 120 adet tavuk yumurtasinda 15 adet E. coli varligi mikrobiyolojik ve molekiiler
genetik analizler ile tespit edildi. Bulunan E. coli varligiin mikrobiyolojik olarak diger
caligmalar ile uyum gosterdigi goriilmiis ancak yapilan literatiir ¢aligmast sonucu bu konudaki
molekiiler genetik calismalarin azlhigi nedeniyle sunulan PZR sonucunu dogru sekilde
karsilagtiracak yeterli veri bulunamamistir. Bu nedenle yapilan PZR ¢alismalarinin E. coli
varligini spesifik olarak gostermesi, sonraki ¢aligmalar ve toplum saglig1 agisindan dnem arz

etmektedir.

Tavuk yumurtasindaki E. coli varlig, ilgili suslarin bu gida ile yayilabilecegini ve gida

isletmelerinde ¢apraz kontaminasyonun 6nemini gostermektedir. Bu nedenle gida giivenligi ve
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gida kalite yonetim sistemlerinin dogru uygulanmasi ile bu patojen bakteriye karsi yapilacak
miicadele i¢in gereklidir. Digki ile bulagik yumurtalarin daha fazla E. coli tasimasi, bu tarz
yumurtalar ile temas sonrasi riskin daha fazla oldugunu gostermekte olup bu konu hakkinda
Ozellikle gida isletmelerinde calisan personele gerekli 6gretici bilgilendirmelerin yapilmasi

gerekmektedir.

Fekal kontaminasyon indikatorii olan E. coli’nin varligi yumurtalarda diski kaynakli
Salmonella spp. gibi diger patojen bakterilerinde bulunabilecegine isaret etmektedir. Bu

nedenle yumurta yiizeyinin yitkanmamasi gerektigi sonucuna varilabilmektedir.

Antibiyotik direnci ve bu direncin hizla artmasi kiiresel saglik problemi olup 21.
yiizyilda insan ve hayvan sagligini tehdit eden bir olgudur ve E. coli antimikrobiyal direng
genlerinin rezervuarlarindan biri olarak goriilen bir bakteridir (Liu ve dig. 2016; HHS, 2013).
Tek saglik konseptide bu antimikrobiyel direncinin taginmasini ve antimikrobiyel direncin
kiiresel olarak azaltilmasini hedeflemektedir. Bu kiiresel miicadelede gidalar araciligiyla ¢oklu

antibiyotik direncine sahip E. coli varligi endise verici bir saglik problemidir (WHO, 2017).

Hossain ve dig. (2021) 180 tavuk yumurtasinda 28 E. coli izolat1 tespit etmis ve disk
diffiizyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklarini 6l¢miislerdir. Gentamisin, Siprofloksasin,
Eritromisin, Doksisilin, Kloramfenikol, Tetrasiklin, Amoksisillin, Ampisillin, Ceftriaxone,
Meropenem ile yaptiklari ¢alismada antibiyotik direng oranlar sirasiyla; % 0, % 50, % 71,42;
% 35,71; % 21,42, % 57,14; % 64,28, %71,42; % 0 ve % 0 olarak tespit etmislerdir. Islam ve
dig. (2018) 100 adet yumurta ylizeyi ve 100 adet yumurta icerigi ile yaptiklar: analiz sonucu
280 izolat elde etmis ve bu izolatlardan mikrobiyolojik ve biyokimyasal testler sonucu 97 adet
E.coli izolat1 elde etmislerdir. Izolatlarm antibiyotik duyarliliklarini 8lgmek icin disk diffiizyon
testinden faydalanmislardir. Kullandiklar1 antibiyotik diskleri: Seftiriakson, Azitromisin,
Siprofloksasin, Tetrasiklin, Kloramfenikol, Amoksisilin, Ampisillin, Gentamisin, Nalisidik asit
ve Kanamisin olup direng oranlar sirasiyla; % 5,56; % 22,2; % 0, % 100, % 38,89; % 88,9; %
77,78; % 22,22; % 22,2 ve % 33,3 olarak bildirmislerdir. Taddese ve dig. (2020) 83 yumurtay1
ciftlikten ve 83 yumurtay1 marketten toplayip hem yumurta yilizeyi hem de yumurta igeriginde
E. coli varligim1 aragtirmiglardir. Ayni1 zamanda tavuk giftliginde 83 kloakal swab 6rneginde
incelemede bulunmuglardir. Yaptiklari mikrobiyolojik ve biyokimyasal analizler sonucu 156 E.
coli izolat1 bildirmislerdir. izolatlarin antibiyotik duyarliliklarmi &lgmek amaciyla disk

diffiizyon yontemini kullanmiglardir. Kullandiklar1 antibiyotik diskleri: Sefoksitin, Gentamisin,
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Kanamisin,  Streptomisin,  Siprofloksasin, Neomisin, Kloramfenikol, Siilfonamid,
Trimethoprim, Ampisillin ve Nalisidik asit olup direng oranlari sirasiyla: % 50, % 0, % 0, %
1,6;%0,% 75,%0, %0, %0, % 0, % 100 ve % 25 olarak bildirmislerdir.

Mevcut ¢alismada gergeklestirilen disk diffiizyon testleri sonucu literatiir ile paralel
sayida ¢oklu antibiyotik direncine sahip E. coli izolat1 oldugu goriilmiistiir. Ozellikle Ampisillin
direncinin fazla bulunmasi bu antibiyotige karst gelisen direncin seviyesi ve yayginligini
gostermektedir. Gentamisine karsi direng literatiir arastirmasi sonucu bulunan verilerden daha
yiiksek tespit edilmistir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda Ampisillin, Amoksisillin klavulanik
asit, Tetrasiklin ve Kloramfenikol antibiyotiklerine kars1 daha fazla direng tespit edilmistir.
Meropenem direncinin mevcut ¢alisma ve literatiirde rastlanmamasi son ¢are antibiyotiklerinde
olan bu grup ve toplum sagligi acisindan 6nemlidir. Bu veriler antibiyotik direncli suslarin
yumurta araciligl ile tasinabilecegini, hayvan sagligi icin kullanilan antibiyotiklerin daha
dikkatli kullanilmas1 gerektigini gostermektedir. Diger gidalara gore gorece daha az paketli ve

acik olarak satiga sunulmasi bu konu hakkinda 6nem arz etmektedir.

Klinik vakalarin tedavilerinde siklikla kullanilan beta laktam grubu antbiyotiklere kars1
gelisen direng kiiresel saglig: tehdit etmektedir. Beta laktam grubu antibiyotikleri inhibe eden
beta laktamaz enzimleri glinden giine gelismis ve geniglemis spektrumlu beta laktamazlar adini
almistir (Pitout ve Laupland 2008). Bu enzimler E. coli bakterisinde yaygin olarak
goriilebilmektedir ve gesitli gidalarda GSBL tireten E. coli (Kaesbohrer ve dig. 2019; Tepeli ve
Zorba, 2018; Sivaraman ve dig. 2020) izolatlar1 tespit edilmistir. Mezhoud ve dig. (2016)
yaptiklar1 ¢aligmada 11 tavuk ciftliginden toplam 186 yumurta toplamislar ve 10/11 ¢iftlikte E.
coli veya Enterobacter cloacae tespit etmislerdir. GSBL varligini ¢ift disk sinerji ve PZR
yontemiyle incelemis ve Enterobacter cloacae suslarinda blaSHV-12, blaTEM-52 and

blaACT-39 gen varligin1 8 Enterobacteriaceae izolatinda tespit etmislerdir.

Martinez-Alvarez ve dig. (2022) tavuk giftliklerinden elde ettikleri 57 giibre ve 54 ciftlik
igindeki havadan izole ettikleri 111 E. coli izolatinin yaklasik yarisi ¢oklu antibiyotik direnci
gostermekte olup PZR analizi sonucu 23 izolat blaSHV—-12 geni tasimaktadir. Tespit ettikleri
60 ampisillin direngli izolatin 58’1 blaTEM genini bildirmislerdir. Rasheed ve dig. (2014) 150
gida 6rneginde (30 adet sebze, 30 adet tavuk yumurtasi yiizeyi, 30 adet ¢ig tavuk eti, 30 farkli
pastorize edilmemis siit numenesi ve 30 adet taze sigir eti) GSBL tireten E. coli varligini ¢ift

disk sinerji ve fenotipik konformasyon testi ile arastirmislardir. Analizleri sonucu GSBL {ireten
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E. coli izolatlarindan 2’sini sebzelerde, birini tavuk yumurtasi yiizeyinden ve digerini taze sigir

etinden elde etmislerdir.

Mevcut ¢alismada elde edilen 15 E. coli izolati ile yapilan ¢ift disk sinerji testi sonucu
3 adet GSBL iireten E. coli susu tespit edilmistir. Multipleks PZR ile GSBL genlerinden olan
blaTEM, blaSHV, blaCTX-M ve blaOXA varliginin arastirtlmasi sonucu tiim suglarda blaTEM
geni gozlemlenmistir. Bu olgu yiiksek miktarda bulunan ampisillin direnci ile paralellik
gosteren bir sonuctur. 3 susta blaCTX-M saptandi ve blaSHV ile blaOXA genleri mevcut
izolatlarda saptanmamustir. Yapilan ¢alismalarda da blaTEM geninin diger direng genlerine
gore fazla miktarda bulunmasi penisilin grubuna karsi direncin kiiresel anlamda arttigini
gostermektedir. Ulkemizde tavuk yumurtalarindan elde edilen E. coli izolatlarinda GSBL
genleri daha 6nce arastirilmadigl ve bu konuyla ilgili ilk gen analiz sonug¢larini géstermesiyle

yaptigimiz ¢alisma epidemiyolojik agidan 6nem arz etmektedir.

GSBL iireten E. coli varligiin toplum tarafinda siklikla tiiketilen ve yaygin olarak satisi
gercgeklestirilen tavuk yumurtasin bulunmasi toplum sagligr agisindan endise vericidir. GSBL
diren¢ genlerinin yiiksek sayida olmasi ve mutasyonlar sonucu giderek artmasi direng gen
varliginin arastirilmasini zorlastirmakta ve DNA sekans analizleri gibi pratikte tarama testi
olarak kullanilmayan testlerin kullanilmasini gerektirmektedir. E. coli bakterisinin ¢esitli GSBL
direng genleri tasidig1 goriilmekte ve bu izolatlarin neden olabilecegi enfeksiyonlarin sik
kullanilan beta laktam grubu antibiyotikler ile tedavisini zorlastirmaktadir. Endise verici diger
bir nokta ise bu diren¢ genlerinin plazmid gibi diren¢ genlerinin transfer yollar1 ile diger

patojenlere aktarilabilecegini gostermektedir.

E. coli suslarinda son yillarda gézlemlenen 6nemli bir antibiyotik diren¢ konusuda
kolistin direncidir. Kolistin direncinde plazmit aracili kolistin direnci 6n plana ¢ikmakta olup
ilk kez 2016 yilinda rapor edilmistir (Liu ve dig. 2016). Plazmid aracili kolistin direnci E. coli
izolatlarindan tespit edilmis ve bu bakterinin mobilize kolistin direncinin yayilmasinda énemli

bir etken oldugu gézlemlenmektedir.

Son care antibiyotiklerinden olan ve alternatifi sinirli sayida olan kolistine kars1 gelisen
direng kiiresel sagligi tehdit etmektedir. Bu nedenle kolistin direncine sahip izolatlar {izerine
cesitli calismalar yapilmigtir. Caligmalar sonucu hem insanlarda elde edilen izolatlardan hem
de hayvansal iriinlerden elde edilen izolatlarda kolistine karsi direngli E. coli izolatlari

bulunmustur. (Liu ve dig. 2016; Schrauwen ve dig. 2017; Nishino ve dig. 2017).
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Shrauwen ve dig. (2017) perakende sektoriinden topladigi 214 tavuk etinde 34 adet
Enterobacteriaceae izolatinda mcr-1 geni tespit etmis ve mcr-2 gen varligina rastlamamisglardir.
Bu sonuglar1i PZR yonetmi ile bildirmislerdir. Kolistin direncinin incelenmesinde kolistin agar
ve broth mikrodiliisyon yontemlerindende faydalanmislardir. Mcr-1 pozitif izolatlar tizerinde
otomatize sistemler (Vitek2, Biomérieux) sonucu tiim suslarda ampisillin direncine rastlamig
olup bu izolatlar icersinde 1 adet GSBL iireten sus varligin1 bildirmislerdir. Tiim suslarin
meropeneme karsi duyarli oldugunu bildirmislerdir. Zajac ve dig. (2019) 5787 E. coli izolatin1
hindi, tavuk, domuz ve sigir diskisindan elde etmislerdir ve R > 2 mg/L olarak tanimlanan
kolistine (R) direncin varlig1 i¢in minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) ile tespit ettiler ve
128 izolat elde ettiler. Bu izolatlarda 61 hindi, 11 broyler, 2 yumurta tavugu ve birer domuz ile
sigirda mer-1 gen varligini bildirdiler. Yaptiklar1 PZR analizlerinde mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve
mcr-5 gen varligina rastlamamiglardir. Irrgang ve dig. (2016) gesitli gida tirlinleriden (stit
tirtinler, hindi eti, tavuk eti, tavuk yumurtasi, sigir eti vb.) 10.906 kommensal E. coli izolat1 elde
ettiler ve 505 izolat kolistin icin >2 mg/l MIK degerleri gosterdi. Fenotipik kolistin direnci
gosteren suglarda yapilan PZR ¢alismasi sonucu 402 izolatta mcr-1 geni tespit ettiler. Bu

calismada 90 yumurta 6rnegi kullanmis olup mer-1 gen varligini tespit etmemislerdir.

Mevcut ¢alismada tavuk yumurtalarinda elde edilen E. coli izolatlarinda fenotipik ve
mobilize diren¢ genlerinden olan mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 ve mcr-5 gen varligt
arastirilmistir. Analizler sonucu fenotipik veya ilgili gen varlig1 yoniinden pozitif izolat tespit
edilmemistir. Tavuklardan elde edilen E. coli izolatlarinda kolistine direngli izolatlar bulunmasi
yumurtalarda da bulunabilecegini gostermektedir. Ulkemizde tavuk yumurtlarinda elde edilen
E. coli izolatlarinda kolistin direng genleri daha 6nce arastirilmadigindan mevcut ¢alisma 6nem

arz etmektedir.

GSBL iireten bakteriler ve karbapenem direncli suslarin tedavisinde kullanilan
kolistinin tespit edilmemesi toplum saglig1 agisindan olumlu bir gelismedir. Ancak tespit edilen
diger antibiyotik diren¢ konularinin toplum saglig1 agisindan 6nemi unutulmamalidir ve gidalar

araciligiyla tasinma, gida hayvanlarinda kullanimina dikkat edilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gida iretimi i¢in kullanilan hayvanlarda verim ya da tedavi amagli kullanilan
antibiyotiklerin fazlaligt ve kontrolsiiz kullanimi sonucu yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere karsi direncin arttig1 bu calismada gozlemlenmistir. Elde edilen veriler ile
yapilan literatiir ¢alismasi karsilastirildiginda mevcut E. coli izolatlarinda ¢oklu antibiyotik
direncli sus sayisi yapilan ¢alismalar ile ortiismektedir. Yumurta gibi sik tiiketilen bir {iriinde
bu verilerin belirlenmesi toplum saglig1 acisindan 6nem arz etmektedir. Organik yumurta adi
altinda digki ile kontamine tagiyan yumurtalarin 6zellikle bu riski tagidiklar1 gézlemlenmis olup

diger arastirmacilarda benzer sonuglar bildirmislerdir.

Giinlimiizde beta laktamaz iireten E. coli izolatlarinin hasta tedavisinde 6nemli zorluklar
cikardigr goz Oniline alindiginda gida araciligiyla bu bakterilerin tasinmasinin 6nlenmesi,
minumum diizeye indirilmesi veya kontrol altina alinmasi gerekmektedir. Bu amagla ISO
22000, HACCP veya GMP (Iyi Uretim Uygulamalar1) gibi kalita kontrol ydntemlerinin

yayginlagmasi ve daha fazla taramasi testi ile direng gelisiminin seyri takip edilmelidir.

Yumurta ticaretinde diinyada onemli {ilkelerden olan Tiirkiye, antibiyotik direngli E.
coli suslarina kars1 yapacagi miicadele ile pazar payini arttirabilir ve kiiresel sagligi tehdit eden

bu konuda daha fazla sz sahibi olabilir.

Yapilan literatiir calismasinda yumurtalarda E. coli’de kolistin direnci varlig1 izerine az
sayida calisma bulunmus olup mevcut caligsmanin bu konuda ileride yapilacak ¢aligmalara temel
olustarabilecektir. GSBL iireten E. coli izolatlarinin tedavisinde kullanilan son gare antibiyotigi
olan kolistin direncinin bu calismada saptanmamasi toplum sagligi agisindan olumlu bir

gelismedir.

Mevcut ¢alisma tavuk yumurtasindan elde edilen E. coli izolatlarinda GSBL iiretimi ve
kolistin direncinin arastiran ilk ¢alisma olmasiyla iilkemizdeki antibiyotik direnci yayginligi ve

yayilim yollar1 hakkinda bilgiler sunmaktadir.
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Kolistin diren¢ varliginin aragtirtlmasinda sinirili sayida giivenilir testin bulunmasi ve
bu testlerin rutin laboratuvarlarda uygulanamamasi bu konunun dogru sekilde verimli olarak

incelenememesine neden olmaktadir.

Istanbul ilinin Avrupa ve Asya yakasindan elde edilen izolatlarda anlamli sayida E. coli
farki, antibiyotik duyarlilik testlerinden farkliliklar ile GSBL {ireten izolatlarda farklilik
gozlemlenmemistir. Bu degerlendirmelerin daha dogru yapilabilmesi ic¢in yiiksek sayida

numune ile benzer ¢alismalarin yapilmasi istatiksel olarak daha dogru veriler sunacaktir.

Bu calismada elde edilen sonuglar gida giivenligi ve gida hijyenin 6nemini bir kez daha
ortaya koymaktadir. Yumurta satisinin diger gida iirtinlerine gére daha fazla kontaminasyona
acik sekilde satisa sunulmasi nedeniyle elde edilen verilerin orjni hakkinda kesin bir yorum

yapilamamasina neden olmaktadir.
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ETiK KURUL iZIiN YAZISI

Uyari: Canli denekler iizerinde yapilan tim aragtirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

0 Etik Kurul izni gerekmektedir.
X Etik Kurul izni gerekmemektedir.
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KURUM IiZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim caligmalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet iceren durumlarda kurum adi kapatilmahdir.
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