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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

TARIMSAL SU KAYNAKLARINDAN IZOLE EDILEN Escherichia coli
SUSLARININ ANTIMIKROBIYAL DIRENCLILIKLERININ ve PLAZMIT
ICERIKLERININ BELIRLENMESI

Didem TASDELEN KARASLAN

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damgman: Dr. Ogretim Uyesi Harun ONLU

Bu calismanin amaci, Mus ilinde tarimsal sulamada kullanilan dort farkli su kaynaginda
Escherichia coli varliginin arastirilmasi ve suslarinin antimikrobiyal direngliliklerinin ve plazmit
iceriklerinin belirlenmesidir. Bu amag dogrultusunda Murat Nehri (M), Karasu Cayi (K), Golet Yurt (GY)
ve Golet Balik (GB) olarak belirlenen tarimsal sulama kaynagi olarak kullanilan su kaynaklarindan “Su
Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi Numune Alma ve Analizi Metodlart Tebligi” ne goére toplam 54 su
numunesi alindi. Her bir su numunesi steril membran filtrasyon cihazinda 0,45 pum’ lik gézenek caplh
membran filtreden siizdiiriildii, steril pens ile filtre kagidi alinarak Chromogenic Coliform Agar (CCA)
iizerine yerlestirildi. Petriler 37°C' de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda koyu mavi-mor renkteki
kolonilerden Eosine Methylene Blue Agar (EMB) besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile aktirildi ve 35°C' de
24 saat inkiibe edildi. Elde edilen saf kolonilerin E. coli oldugunu PZR yontemi ile dogrulamak igin uidA
gen bolgesine spesifik olarak tasarlanan UAL-1939 (5-TATGGAATTTCGCCGATTTT-3") ve UAR-
2105 (5-TGTTTGCCTCCCTGCTGCGG-3") primerleri kullanildi. Antibiyotik direngliligini belirlemek
i¢in izole edilen E. coli suslar1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) belirtilen disk difiizyon
yontemine gore yapildi. Calisgmamizda Ampisilin (AM, 10 pg), Gentamisin (CN, 10 pg), Kloramfenikol
(C, 30 pg), Siprofloksasin (CIP, 5 ng), Eritromisin (E, 15 pg), Kanamisin (K, 30 pg), Rifampisin (RA, 5
pg), Sillfametoksazol (SMZ, 300 pg), Tetrasiklin (TE, 30 pg) ve Vankomisin (VA, 30 pg) antibiyotik
diskleri kullanidi. izole edilen E. coli suslarina ait plazmit igerikleri belirlendi. Ayrica, izole edilen E. coli
suglarina ait DNA’lar 27 RAPD primeri kullanilarak akrabalik iligkileri incelendi. Kullanilan RAPD
primerlerinden OPA8 (5’-CCTGGGTGGA-3’), OPA29 (5’-AGGGCGTAAG-3’), OPA30 (5’-
AAAACCGGGC-3’) ve OPA1247 (5’-AAGAGCCCGT-3") RAPD primerlerinin kullanimi ile en uygun
sonuglar elde edildi. 54 su Orneginden izole edilen 34 adet E. coli susu kullanmilan yontemlerle
dogrulanmistir. Bu susglarin eritromisin ve rifanmisine karsi direngli olduklart belirlendi. Yapilan RAPD
analizi ve plazmit icerik analizleri sonucunda ayni bdlgeden izole edilen suslarin yiiksek benzerlik
Ozelligi gosterdigi tespit edildi. Sularda E. coli’ nin bulunmasi halk sagligi agisindan ciddi bir tehlike
olugturmaktadir. Bu sebeple su ekosistemlerindeki E. coli suglarinin antibiyotik direng profillerinin
belirlenmesi biiyiik nem arz etmektedir.

2023, 82 Sayfa
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ABSTRACT

MS THESIS

DETERMINATION OF ANTIMiIiCROBIAL RESISTANCE AND PLASMID
CONTENT OF ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED iN
AGRICULTURAL WATER RESOURCES

Didem TASDELEN KARASLAN

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Biology

Advisor: Assist. Prof. Harun ONLU

This study aims to investigate the presence of Escherichia coli in four different water sources
used for agricultural irrigation in Mus (province) and to determine the antimicrobial resistance and
plasmid content of the strains. For this purpose, according to the “Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi
Numune Alma ve Analizi Metodlar1 Tebligi”, a total of 54 water samples were taken from the Murat
River (M), Karasu Creek (K), Pond Yurt (GY) and Pond Fish (GB) water sources used as agricultural
irrigation sources. Each water sample was filtered through a membrane filter with a pore diameter of 0.45
pm in a sterile membrane filtration device, filter paper was taken with sterile forceps and placed on
Chromogenic Coliform Agar (CCA). The petri dishes were incubated at 37 °C for 24 hours. At the end of
incubation, dark blue-purple colonies were transferred to Eosine Methylene Blue Agar (EMB) medium by
streak culture method and incubated at 35 °C for 24 hours. Primers UAL-1939 (5-
TATGGAATTTCGCCGATTTTT-3) and UAR-2105 (5-TGTTTGCCTCCTGCTGCTGCGG-3')
designed specifically for the uidA gene region were used to confirm by PCR method that the pure
colonies obtained were E. coli. To determine antibiotic resistance, the isolated E. coli strains were
performed according to the disc diffusion method specified by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). In our study, Ampicillin (AM, 10 ug), Gentamicin (CN, 10 pg), Chloramphenicol (C, 30
ng), Ciprofloxacin (CIP, 5 pg), Erythromycin (E, 15 pg), Kanamycin (K, 30 pg), Rifampicin (RA, 5 pg),
Sulfamethoxazole (SMZ, 300 pg), Tetracycline (TE, 30 pg) and Vancomycin (VA, 30 pg) antibiotic discs
were used. The plasmid contents of the isolated E. coli strains were determined. In addition, the DNAs
belonging to the isolated E. coli strains were analyzed for relationships by using 27 RAPD primers.
Optimal results were obtained with the use of OPA8 (5’-CCTGGGTGGA-3’), OPA29 (5’-
AGGGCGTAAG-3"), OPA30 (5’-AAAACCGGGC-3’) and OPA1247 (5-AAGAGCCCGT-3’) RAPD
primers from the RAPD primers used. 34 E. coli strains isolated from 54 water samples were confirmed
by the methods used. It was determined that these strains were resistant to erythromycin and rifampicin.
As a result of RAPD analysis and plasmid content analysis, it was determined that the strains isolated
from the same region showed high similarity. The presence of E. coli in waters poses a serious danger to
public health. For this reason, it is of great importance to determine the antibiotic resistance profiles of E.
coli strains in aquatic ecosystems.

2023, 82 Pages

Keywords: Antibiotic, antibiotic resistance, E.coli, plasmid
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1. GIRIS

Su, paha bigilemez bir doga kaynagi olmasinin yaninda yasam ve canlilar i¢in
oldukca onemlidir. Tiim canlilarin sagliklarinin korumasi i¢in hidrasyon, sanitasyon
ihtiyaglari, glinliik esyalar1 yikamak icin, endiistriyel uygulamalar i¢in bir solvent olarak
ve bir termal transfer maddesi olarak gereklidir. Giivenilir su kaynaklarina erisim insan
ve hayvan sagligi iizerinde ¢ok 6nemli etkiler gostermektedir. Yetersiz su aritimi halk
saglig iizerinde onemli ve yikici bir etkiye sahiptir. Nehirler, goller, akarsular ve diger
su kaynaklar1 insan, hayvan ve c¢evresel atiklariyla kirletilmekte ve mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalmaktadir (Wilkes ve ark., 2009; Otazo, 2019). Su
kaynaklarinda mikrobiyal kontaminasyonun iki olumsuz sonu¢ dogurmaktadir. Birincisi
hastaliklarin sular araciligla hizli yayilmasina epidemige veya pandemiye neden
olmaktadir. Ikincisi de sulara karisan aym veya farkli tiirlerdeki bakterilerin
antimikrobiyal direngliliklerini birbirlerine aktararak antibiyotiklere kars1 direng

kazanabilmesidir.

Antibiyotikler, bakterilerin gelisimini durdurma veya yasamlarini sonlandiran
glice sahip maddelerdir ve tipta, veterinerlikte, hayvan yetistiriciliginde, tarim ilaglar
sanayinde ve su triinleri gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang ve Tang,
2010; Serwecinska, 2020). ilk antibiyotik olan Salvarsan 1910'da kullanilmaya
baglanmistir. 100 yildan biraz fazla bir siire i¢inde antibiyotiklerin Kklinik olarak
kullanima baglamasi ile tipta biiyiik gelismelere neden olmus ve insan yasaminin
ortalama siiresini uzatmigtir. Alexander Fleming’in 1928'de penisilini kesfetmesi ve
1950-1960 yillar1 antibiyotik kesiflerinin artmasi ile altin ¢ag yasanmistir (Hutchings ve
ark., 2019). Kiiresel yillik antibiyotik iiretiminin 100-200 bin tondan yiiksek oldugu
tahmin edilmektedir ve 1940'tan beri bir milyar tondan fazlasi iiretilmistir (Wang ve
Tang, 2010; Serwecinska, 2020). Bu sekilde asiri kullanim antibiyotik atilimi ve
cevresel salinim oranlarinda 6nemli bir artisa ve dolayisiyla bakteri suslarinda ilag
direncinin artmasina yol agmustir; bu artis uluslararasi bir sorunu ve halk sagligi igin
biiyiik bir tehdidi temsil etmektedir (Serwecinska, 2020).

Insanlar ve hayvanlar tarafindan antibiyotik kullammi sonucunda su
kaynaklarinda antibiyotige direngli bakteriler ortaya ¢ikmistir. Su, bu organizmalarin

insanlar, hayvanlar ve ¢evre arasinda yayilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Amaya



ve ark., 2012). Antibiyotiklerin yaygin kullanimindan kaynaklanan evrimsel baski,
coklu ilag direngli (CID) suslarin ortaya ¢ikmasina ve direncin bakteri tiirleri arasinda
yayllmasma katki saglamistir. CID suslarin  ortaya ¢ikmasmin ana nedeni,
antibiyotiklerin yanlis ve asir1 kullanimidir. Ayrica fekal bakteriler araciligi ile su
kaynaklarinin kirlenmesi, olduk¢a direngli ve patojenik tiirlerin yayilma potansiyelini
arttirmaktadir (Kiimmerer, 2009; Wambugu, 2016). Su kiitleleri ve su sistemleri, balik
tutma, igcme, banyo yapma ve Ozellikle ¢ig yenen mahsullerin sulanmasi1 amaglariyla
kullanan insanlar i¢in patojen bakteri kaynaklar1 olarak biiyiik potansiyele sahiptir (Liu
ve ark., 2006; Wambugu, 2016). E. coli, ¢evre sularinda fekal kirliligi i¢in 6nemli bir
gosterge organizmadir ve ayn1 zamanda gram negatif bakterilerde antimikrobiyal direng
modellerinin izlenmesinde yararli bir mikroorganizmadir. Bu nedenle, 6zellikle insan
kaynakli oldugundan siiphelenilenler olmak iizere CID suslar1 ile su kiitlelerinin
kirlenmesi degerlendirme gerektirir (WHO, 2006; Hawkey ve Jones, 2009; Wambugu,
2016).

Antibiyotikleri etkisiz hale getirmek i¢in, bakteriler bir dizi direng mekanizmasi
gelistirmiglerdir. Bir grup duyarli bakteri popiilasyonu mutasyon ya da diger
bakterilerden transformasyon, konjugasyon veya transdiiksiyon gibi genetik
mekanizmalar araciligiyla, dayaniklilia karst genetik kodlama elde ederek,

antibiyotiklere kars1 direng gelistirebilmektedir (Destiani, 2019).

Patojen enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan biiylime ve antibiyotige direngli bakteri
sorunu kiiresel halk saglig: tehditleri haline gelmistir. Ustelik bu tehdit, HIV, prostat ve
meme kanserlerinin toplamindan daha yiiksek 6lim ve hastalik oranlarina sahiptir
(Grare ve ark., 2007; De Kraker ve ark., 2011; Carlet ve ark., 2011; Serwecinska, 2020).
Avrupa Birligi’nde her yil 400.000 adet antibiyotik direncine bagli vakanin ortaya
ciktigi ve bu vakalarin 25.000’inin dliimle sonuglandigi tahmin edilmektedir. DSO
antimikrobiyal direnci (AMD) oncelikli problemlerden biri olarak ele almaktadir.
2015°’te AMD’e kars1 olarak bes stratejik amaca yonelik bir evrensel hareket plam
olusturulmustur: 1- AMD’e karsi bilincin artirilmas1 2-Arastirma ve gozlemle bu
konuda bilgiyi artirmak 3-Enfeksiyon oranini azaltmak 4-Antimikrobiyal ajan
kullanimin1 optimal hale getirmek 5- AMD’e kars1 yapilan yatirimlarin devamliligini
saglamak. Bunlarin disinda bircok iilke ve bolge, AMD’e kars1 kendi hareket planlarini
gelistirmistir (Kahlmeter ve ark., 2006).



Bu caligmanin amaci, Mus ilinde tarimsal sulamada kullanilan dort farkl su
kaynaginda Escherichia coli varliginin arastirilmasi ve suslarmin antimikrobiyal

direngliliklerinin ve plazmit i¢eriklerinin belirlenmesidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Antibiyotikler

Antibiyotikler, diisiik yogunluktayken diger mikroorganizmalarin gelisimini
engelleyen ve diisiik molekiiler agirligi olan mikrobiyal metabolitlerdir (Serwecinska,
2020). Muhtemelen 20.yy en biiyiik tibbi atilimi antibiyotiklerin klinik kullanima
girmesiyle olmustur (Katz ve Baltz, 2016; Hutchings ve ark., 2019) (Sekil 2.1).
Antibiyotiklerin kullanimiyla birlikte bulasici hastaliklarin tedavisi disinda birgok
modern tibbi (kanser tedavisi, organ bagis1 ve acik kalp ameliyatlar1 v.b.) tedavilerin

onii agilmistir (Prescott, 2014; Hutchings ve ark., 2019).
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Sekil 2. 1 Yeni antibiyotik siniflarinin klinikte kullanimini gdsteren zaman g¢izelgesi. Antibiyotikler
kaynaklarma goére renklendirilmistir: yesil = aktinomisetler, mavi = diger bakteriler, mor = mantarlar ve
turuncu = sentetik. Zaman ¢izelgesinin alt kisminda, metisiline direngli S. aureus (MRSA), vankomisine
direngli enterokoklar (VRE), vankomisine direngli S. aureus (VRSA) ve Enterobacteriaceae'de plazmid
kaynakl1 kolistin direncinin ilk raporlar1 da dahil olmak {izere antibiyotik kesfi ve antimikrobiyal direngle
ilgili 6nemli tarihler yer almaktadir (Hutchings ve ark., 2019).

Sir Alexander Fleming’in 1928 yilinda penisilini kesfetmesi ile antibiyotiklerin
kesfi artarak modern yasantimiza girmistir. Antibiyotikleri; Aktinomisetlerden (Orn.
Streptomyces  aureofaciens; Tetrasiklin), mantarlardan (Orm. Cephalosporium
acremonium; Cephalosporin), bazi bakterilerden ( Orn. Amycolatopsis orientalis -



Vankomisin) ve sentetik (Orn: Ciprofloxacin) olarak iiretilen ilaglara doniiserek
milyonlarca hayat kurtarmistir(Can, 2011) (Cizelge 2.1) (Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2 Klinik olarak ilgili antibiyotik siniflarinin ¢ogu dogal iirtinlerden elde edilir (Hutchings ve ark.,
2019).

Antibiyotikler kesfedildiginden beri patojen bakteriyel hastaliklarinin oranini
diistirip milyonlarca insan ve hayvan hayatini kurtarmistir ve ayrica epidemileri-
pandemileri engellemek ve kontrol etmek i¢in de kullanilmaktadir (Pal ve ark., 2017;
Otazo, 2019).

2.1.1 Antibiyotiklerin Kesif Siireci

Antibiyotik tireten mikroplarin hastaliklar1 6nlemek i¢in kullanimi binlerce yil
oncesine dayanmaktadir. 2000 yildan daha uzun bir siire Once Sirbistan, Cin,
Yunanistan ve Misir'da acik yaralar iyilestirmek amaci ile kiiflii ekmek lapalari
kullanilmistir. MO 1550'den kalma Eber’in papiriisii korunmus en eski tibbi belgedir ve
ilag listesinde kiiflii ekmek ve sifali toprak bulunmaktadir (Haas, 1999; Hutchings ve
ark., 2019). Bununla birlikte, Paul Ehrlich'in 6zellikle bakteri hiicrelerini boyayan
boyalar iizerindeki ¢alismalarindan gelistirerek sifilizin etkeni olan Treponema
pallidum'u tedavi etmek i¢in sentetik arsenik bazli Pro- Salvarsan (kurtulus arsenigi) ve
Neo-Salvarsan't kesfinde bulunmustur (Gelpi ve ark., 2015; Hutchings ve ark., 2019).
Bayer'de bir bakteriyolog olan Gerhard Domagk kizinin kolunu ampiitasyondan



kurtarmak i¢in Paul Ehrlich'in ¢alismalarindan esinlenerek kesfettigi siilfonamidlerden
Prontosil ilk kemoterapoétik ajan ve ilk oral kullanilan antibiyotik olmustur (Otten, 1986;
Hutchings ve ark., 2019). 1928'de Alexander Fleming tarafindan kontamine bir petri
kabinda gézlemlenen Penisilinin kesfi ile antibiyotik kesifleri hiz kazanmistir (Can,
2011). Selman Waksman 1930’larda toprakta yasayan aktinomisetler tarafindan iiretilen
ve tiiberkiiloza karsi ilk ajan olan neomisin ve streptomisin de dahil olmak tizere ¢ok
sayida antibiyotik kesfetmistir. Waksman, “antibiyotikler” terimini kullanmis ve
antibiyotigi “bir mikroorganizma tarafindan baska bir mikroorganizmayi 6ldiirmek igin
tretilen bir maddedir” seklinde tanimlamasini yapmistir (Waksman ve ark., 2010;
Hutchings ve ark., 2019). Antibiyotiklerin ¢ogu hala klinikte kullanilmaktadir, ancak
etkinlikleri AMD'nin yiikseligiyle azalmistir. Antibiyotiklerin kesfi gelisen teknoloji ve
bilimle birlikte kullamimlarinin artmasma neden olmustur. 1970'lerden itibaren
antibiyotik kesif hattinin duraklamasiyla birlikte klinik deneyler hattinda ¢ok az yeni
antibiyotigin bulundugu mevcut duruma yol agmistir. Dolayisiyla, giiniimiizde klinik
calismalarda kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu yeni antibiyotik siniflarindan ziyade
bilinen antimikrobiyol firlinler veya sentetik antibiyotik siniflarinin tiirevlerini

olusturmaktadir (Katz ve Baltz, 2016; Hutchings ve ark., 2019).

Cizelge 2. 1 Klinik olarak kullanilan tiim antibiyotik siniflar1 ve kaynaklari

Kesfinin Klinik Ornek (ve iireten
Simf ? bildirildigi olarak . Molekiiler hedef
b - organizmasi)
yil tamtildig yil
Aktinomisetlerden elde edilen antibiyotikler
Kanamisin A serire(;tiglgos
Aminoglikozitler 1944 1946 (Streptomy_ces ribozomal alt
kanamyceticus) .
birim
Tetrasiklin serig(;tiélgos
Tetrasiklinler 1948 1948 (Streptomyces . '
. ribozomal alt
aureofaciens) g
birim
Kloramfenikol ser?t;c;tie'"gos
Amfenikoller 1947 1949 (Streptomyces ribozomal alt
venezuelae) g
birim
. . Protein
Eritromisin sentezi- 50S
Makrolidler 1952 1952 (Saccharopolyspora . '
ribozomal alt
erythraea) birim

Protein sentezi: 30S ve
50S ribozomal alt
birimleri (alt birimler
aras1 B2a kopriisiine
baglanir)

Viomisin (Streptomyces

Tiiberaktinomisinler 1951 1953 puniceus)




Glikopeptitler

Linkozamidler

Ansamisinler

Sikloserinler

Streptograminler

Fosfonatlar

Karbapenemler

Lipopeptitler

Lipiarmisinler

Polipeptitler

Basitrasin

Polimiksinler

Mupirosin

Monobaktamlar

1954

1962

1959

1955

1953

1969

1976

1987

1975

1958

1963

1963

1964

1965

1971

1985

2003

2011

Vankomisin
(Amycolatopsis
orientalis)
Klindamisin
Linkomisinin yari
sentetik tiirevi
(Streptomyces
lincolnensis)
Rifamisin SV
Rifamisinin yar1
sentetik tiirevi
(Amycolatopsis
rifamycinica)

Seromisin (Streptomyces

orchidaceus)

Pristinamisin
(Streptomyces
pristinaespiralis)

Fosfomisin
(Streptomyces fradiae)

Meropenem
Tiyenamisin bazli
sentetik molekiil
(Streptomyces cattleya)
Daptomisin
(Streptomyces
roseosporus)
Fidaxomicin
(Dactylosporangium
aurantiacum subsp.
hamdenesis)

Diger bakterilerden elde edilen antibiyotikler

1939

1945

1950

1971

1981

1941

1948

1959

1985

1986

Gramisidin A (Bacillus
brevis)

Basitrasin A (Bacillus
subtilis)

Kolistin (Paenibacillus
polymyxa)
Mupirosin

(Pseudomonas
fluorescens)
Aztreonam

Hiicre duvari sentezi:

Lipid II'nin D-Ala-
D-Ala terminalleri

Protein
sentezi: 50S

ribozomal alt

birim

Niikleik asit sentezi:

RNA polimeraz

Hiicre duvari sentezi:
alanin rasemaz ve D-
alanin-D alanin ligaz
inhibisyonu
Protein
sentezi: 50S

ribozomal alt

birim

Hiicre duvari sentezi:

MurA (UDP-
GIcNAc- 3

enolpiriiviltransferaz)

inhibisyonu

Hiicre duvari sentezi:
penisilin baglayici
proteinler

Hiicre duvari: hiicre
zarinin bozulmasi

Niikleik asit sentezi:
RNA polimeraz

Hiicre duvari: bakteri
hiicre zarinin
gegirgenligini artiran

iyon kanallar1 olusturur

Hiicre duvari sentezi:
Css-izoprenil
pirofosfatin

defosforilasyonunun
inhibisyonu

Hiicre duvari: hiicre
zarinin bozulmasi

Protein sentezi: izolosil

t-RNA sentetaz

SQ 26,180 bazli sentetik  Hiicre duvari sentezi:

molekiil
(Chromobacterium
violaceum)

penisilin baglayici
proteinler




Penisilinler

Fusidik asit

Enniatinler®

Sefalosporinler

Pleuromutilinler

Arsfenaminler®

Siilfonamidler

Salisilatlar®

Siilfonlar

Piridinamidler

Nitrofuranlar

Azollerf

(Floro)kinolonlar

Diaminopirimidinler

Tiyoamidler

Etambutol

Fenazinler'

Oksazolidinonlar

Mantarlardan elde edilen antibiyotikler

1929

1958

1953

1948

1951

1943

1962

1963

1964

2007

Amoksisilin
Penisilinin yar1 sentetik
tiirevi (Penicillium
chrysogenum)
Fusidik asit (Fusidium
coccineum)

Fusafungine (Fusarium
lateritium)

Sefasetril
Sefalosporin C'nin yar1
sentetik tiirevi
(Acremonium
chrysogenum)
Retapamulin
Pleuromutilin'in yar1
sentetik tiirevi
(Pleurotus mutilus)

Sentetik antibiyotikler

1907

1932

1902

1908

1952

1945

1959

1962

1950

1956

1962

1954

1987

1910

1936

1943

1945

1952

1953

1960

1962

1962

1965

1962

1969

2000

Salvarsan

Mafenid

4-Aminosalisilik asit

Dapson

[zoniyazid

Nitrofurantoin

Metronidazol

Siprofloksasin

Trimetroprim

Etiyonamid

Ethambutol

Klofazimin

Linezolid

Hiicre duvari sentezi:
penisilin baglayict
proteinler

Protein sentezi: uzama
faktori G

Hiicre duvari: hiicre
zarinin bozulmasi

Hiicre duvari sentezi:
penisilin baglayici
proteinler

Protein sentezi: 50S
ribozomal alt birim

Bilinmemektedir

Folat sentezi:
dihidropteroat sentetaz
inhibisyonu
Folat sentezi:
dihidrofolat rediiktaz1
inhibe eden 6n ilag
Folat sentezi:
dihidropteroat sentetaz
inhibisyonu
Hiicre duvari: mikolik
asitlerin sentezini
engelleyen on ilag
DNA sentezi: DNA
hasari

DNA sentezi: DNA
hasar1

DNA sentezi: DNA
giraz ve topoizomeraz
1V inhibisyonu
Folat sentezi:
dihidrofolat rediiktaz
inhibisyonu
Hiicre duvari: mikolik
asitlerin sentezini
engelleyen on ilag
Hiicre duvari:
arabinosil transferaz
inhibisyonu
DNA sentezi: guanin
bazlarina baglanir

Protein sentezi: 50S
ribozomal alt birim




ATP sentezi: proton

Diyarilkinolinler 2004 2012 Bedakuilin o
pompast inhibisyonu

2.1.2 Antibiyotik Diren¢

Antibiyotik direnci; bakteri, hayatta kalip gelismeye devam etmek igin
metabolik veya baska savunma mekanizmalarini kullandiginda olusmaktadir.
Antibiyotik atiklarinin g¢evreye salimimi, antibiyotigin gereginden fazla veya tedavi
amact olmadan kullanilmas1 zamanla giderek artmis, antibiyotik direncinin evrimini
ilerletmis ve kiiresel seviyede toplumsal saglik problemlerine sebep olmustur (Porta ve
Last, 2018; Otazo, 2019). AMD kuskusuz 21. yiizyilin insan saghigina yonelik en
onemli tehditlerden birini olusturmaktadir. Yiizyil i¢inde kiiciik enfeksiyonlarin ve
yaygin hastaliklarin 6liimciil hale geldigi antibiyotik sonrast bir donemin ortaya

¢ikacagi tahmin edilmektedir (O'Neill, 2016; Hill, 2016).

AMD'nin en az 30000 yasinda oldugu tahin edilmek edilmektedir (D’Costa ve
ark., 2011). ilk dogal antibiyotiklerin 40 milyon yil &nce ortaya ¢iktigi tahmin
edilmektedir, bu da sezgisel olarak ilk antibiyotik diren¢ genlerinin (ADG) benzer bir
zaman noktasinda ortaya ¢ikmis olmasi gerektigini disiindiirmektedir (Hall ve Barlow,
2004).

2.1.3 Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

Mikroorganizmalar, antibiyotiklere kars1 hayatta kalabilmek i¢in ¢esitli
mekanizmalar kazanmuslardir. Antibiyotiklere karsi, direng gosterdigi O6nemli
mekanizmalar arasinda ilag inaktivasyonu veya modifikasyonu, hedef bdlgenin
degistirilmesi metabolik yolda degisiklik ve azaltilmig ila¢ birikimi bulunmaktadir

(Nagulapally, 2007) (Sekil 2.1).

2.1.3.1 ila¢ inaktivasyonu veya Modifikasyonu

Direngli bakteriler, antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen
enzimleri sentezler ve salgilar. Ornegin antibiyotige direngli bakteriler tarafindan
sentezlenen [B-laktamazlar, penisilinin B-lakton halkasini hidrolize ederek antibiyotigi

etkisiz hale getirmektedir (Nagulapally, 2007).
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2.1.3.2 Hedef Alanin Degistirilmesi

Penisilin, bakteri hiicre duvarmin sentezi i¢in gerekli bilesenler olan penisilin
baglayici proteinlere (PBP) baglanarak bakterilere etki etmektedir. Bakteriler, ya asir1
PBP iiretimi ya da penisilinlere diisiik afinitesi olan PBP'lerin sentezi yoluyla penisiline

direng gelistirmektedir (Nagulapally, 2007).

2.1.3.3 Metabolik Yolun Degistirilmesi

Bakteriler, antibiyotiklerin etkisinden kacinmak icin metabolik yollarmi
degistirebilirler. Ornegin, siilfonamidler folik asit sentezini engeller ve siilfanomide
direngli bakteriler folik asit sentezi i¢in alternatif yollar gelistirir veya sentezini azaltir

(Nagulapally, 2007).

2.1.3.4 Azaltilms lac Birikimi

Antibiyotiklere direng gelistiren bakteriler, ya ilacin gecgirgenligini degistirerek
ya da ilacin aktif akisini artirarak antibiyotik alimini azaltabilmektedir (Nagulapally,
2007).

membran
gecirgenligi efflux pompasi
dx$ membran a2
peptidoglikan— *

ic membran

hedefin
modifikasyonu

antibiyotik

inaktivasyonu H

a

@
&1/

Sekil 2. 3 Antibiyotik direng mekanizmalar1 (Allen ve ark., 2010)
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Onceleri bakterilerdeki direncin, birincil diren¢ olarak adlandirilan spontan
mutasyonla elde edildigine inanilmaktaydi. Pek ¢ok bakteri tiiriinde ¢oklu antibiyotik
direncinin yaygin gelisimi, antibiyotik direncinin kazanilmasinda spontan mutasyonun
Otesinde baska bir mekanizmanin sorumlu olduguna arastirmacilarin inanmalarina yol
acmustir. Bununla birlikte antibiyotik direncinin, benzer ve farkli bakteri tiirleri arasinda
antibiyotik direng¢ belirleyicilerinin plazmitler, integronlar ve transpozonlar gibi
hareketli elementler araciligiyla yatay gen transferi yolu ile de elde edilebilecegi
anlasilmistir (Pal ve ark., 2017; Otazo, 2019). Direncin gelismesinden sorumlu
mekanizma, yanal veya yatay gen transferidir. Yatay gen transferinin (YGT) ii¢ olas1
mekanizmas1 vardir. Bunlar transdiiksiyon, transformasyon ve konjugasyondur (Sekil
2.2). YGT, ADG'lerin mobilizasyonu ve yayilmasi i¢in en 6nemli ve en Onemli
mekanizmalardan biri olarak genis ¢apta kabul gérmistiir (Von Wintersdorff ve ark.,
2016; Otazo, 2019).

Transdiiksiyon, bakteriye 6zgii viriisler veya bakteriyofajlar, yakindan iligkili iki
bakteri arasinda DNA aktardiginda meydana gelmektedir. Transdiiksiyon iki yolla
meydana gelebilmektedir. Ilki genellesmis transdiiksiyon, konak genomunun rastgele
bir bolgesinden gelen DNA’ nin viriis DNA’sma eklenmesidir. Ikinci yol dzellesmis
transdiiksiyonda ise konak kromozomunun belirli bir DNA bolgesinden gelen viriis
DNA’sindaki genomlarin yerini degistirerek virlis DNA’sma eklenmesidir.
Transformasyon, DNA'nin bir kisminin bakteriler tarafindan dis ortamdan alindig1 bir
siirectir. D1s  ortamda bulunan bu DNA, baska bir bakterinin 6liimiinden
kaynaklanmaktadir. Konjugasyon, iki bakteri arasinda dogrudan hiicre-hiicre temasi
oldugunda ve plazmit adi1 verilen kiiciik DNA parcalarinin transferi gerceklestiginde
meydana gelmektedir (Nagulapally, 2007). Bu YGT mekanizmalarinin sikligi,
konjugasyon ve bakteriyal plazmidlerin dominant oldugu oransal faktorlere ve baskilara
baglidir (Nazarian ve ark., 2018; Otazo, 2019) (Cizelge 2.2). Bundan baska, bakterideki
coklu ila¢ direnci, birlikte-direng mekanizmalariyla (mobil genetik eleman (MGE)
sayesinde ¢oklu direngli genlerin se¢ilimi) ve/veya ¢apraz diren¢ mekanizmalar1 (genis
bir substrat araligina sahip direng genlerinin varligi) ile gelismistir (Baker-Austin ve
ark., 2006; Pal ve ark., 2017; Otazo, 2019).



Cizelge 2. 2 Yatay gen transferi (Otazo, 2019)
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Mekanizma

Vektor

Kisitlamalar

Oran Faktorleri

Konjugasyon

Transformasyon

Transdiiksiyon

Vezikiil aracili
transfer

Dogrudan hiicreden
hiicreye temas

Serbest hiicre dist DNA

Transdiiksiyon fajlar

Hiicre dis1 vezikiiller

Yalnizca konjugatif ve
mobilize edilebilir plazmitler
i¢cin miimkiindiir
Tiirlerin yaklasik %1'i dogal
olarak doniistiiriilebilir (yani
yetkin hale gelebilir ve alict
olarak hareket edebilir)

Konakg¢ida hem verici hem de
alic1 transdiiksiyon faj1 olabilir

Bazi tiirlerde vezikiil tiretimi
ve alimi diisiik

Verici ve alicinin
ikili uyumlulugu

Alicinin yeterlilik
orant

Verici ve alict igin
ortak olan faj
popiilasyonunun
boyutu
Vericinin etkinligi ve
alicinin etkinligi

DNA

Kromozomal

Plazmid

Konjugasyon

Transdiiksiyon

Transformasyon

Serbest
DNA

Gen transfer ajanlan

— Bakteriyel DNA

Sekil 2. 4 Bakterilerde antibiyotik direncinin kazanilmasi i¢in yatay gen transfer mekanizmalar1 (Otazo,

2019).

2.1.4 Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Antibiyotik tedavileri konake1 hiicrelerine dogrudan olarak degil de hedeflenmis

hiicrelere dogru hareket eden essiz bir tedavi seklidir.

Antibiyotikler mikroorganizmalarin hiicre duvar1 sentezinin engellenmesine,

hiicre zar1 gecirgenliginin degistirilmesine, niikleik asit sentezinin 6nlenmesine, ara
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metabolizmanin bozulmasina ve protein sentezinin engellenmesine etki ederler. Cizelge

2.3’ de baglica antibiyotik siiflarini ve etki mekanizmalari verilmistir (Sekil 2.3).

Cizelge 2. 3 Baglica antibiyotik siniflar1 ve etki mekanizmalar1 (Destiani, 2018)

Etki mekanizmalari

Antibiyotik kategorileri

Hiicre duvari sentezinin engellenme

Protein sentezi engelleme

Niikleik asit sentezinin 6nlenme

Metabolik yolun engellenme

Bakteriyel membran yapisinin bozulma

Penicillin, sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar, vankomisin, teikoplanin

Tetrasiklinler, aminoglikozitler,
oksazolidinonlar,  streptograminler,  ketolidler,
makerolidler, linkozamidler

Florokinolonlar

Sulfonamidler, trimetrofim

Polimiksinler, daptomisin

Hiicre duvarini hedefleyen antibiyotikler yillardan beri kullanilmaktadir ve genis

bir beta-laktam grubunu (penisilinler, ampisilinler, sefalosporinler, karbapenemler ve

monobaktamlar) igerirler. B-laktamlar genel olarak penilsilin baglayici proteinlere

(PBP’lere) baglanirlar ve hiicre duvarinda peptidoglikan sentezlenmesini engelleyerek

bakterinin liziz olmasmi saglarlar. Vankomisin gibi glikopeptidler peptidoglikan

oncilileriyle isleme gecerek onlarin PBPlere baglanmasini engellerler ve hiicre duvari

sentezini engellemis olurlar (Dzidi¢ ve ark., 2008; Kapoor ve ark., 2017; Otazo, 2019).

ANITIBIiYOTIiK

ETKIi MEKANIZMASI
FOLAT SENTEZ

SULFONAMID
TRIMETROPIM

BETA LAKTAMAZ
PENISiLiN
SEFALOSPORIN
KARBAPENEM
MONOBAKTAM

VANKOMISiN
BASITRASIN

HUCRE MEBRANI
POLIMIKSIN

HUCREDUYAR
SENTEZI

30S BAGLANTILI
TETRASIKLIN
AMiNOGLiKOZIT

NUKLEIK ASIT
SENTEZI

DNA GiRAZ
KINOLON

RiIFAMPIN

“IN,RNA POLIMERAZ

50S BAGLANTILI
MAKROLID
KLINDAMISIN
LiNEZOLID
KLOROMFENiIKOL
STREPTOGRAMIN

PROTHN
SENTEZI

Sekil 2. 5 Antibiyotiklerin etki mekanizmas1 (Kapoor ve ark., 2017)

Tetrasiklinler, aminoglikozitler, makrolidler ve kloramfenikol gibi antibiyotikler

protein sentezi mekanizmalar1 ve ribozomla etkilesim kurarlar. Ribozomdaki biiyiik 50S
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veya kiigiik 30S’lik alt tiniteleri hedef alirlar, boylelikle tRNA ile etkilesim kurarak
protein sentezini engellerler ve translasyonu durdururlar, bakteri hiicrelerinde
tamamlanmamis peptit zincirlerini serbest birakirlar (Kapoor ve ark., 2017; Otazo,
2019).

Kinolonlar ise DNAgiraz ve Topoizomeraz IV yan iinitesine baglanirlar ve DNA
sentezini engellerler. Bakterideki DNA replikasyonu icin bu iki enzime ihtiyag
duyulmaktadir. Bu enzimler DNA replikasyonu esnasinda kesme, DNA’nin super
sarmal yapmasi ve tekrar zincire eklenme islemine yararlar (Higgins ve ark., 2003;
Kapoor ve ark.,, 2017; Otazo, 2019). Son olarak, siilfonamidler ve trimetoprim,
bakterilerde folik asit metabolizmasini engelleyen sirasiyla dihidropteroat sentaz ve
dihidrofolat rediiktaz enzimlerini inhibe ederek etki ederler (Kapoor ve ark., 2017;
Otazo, 2019).

2.1.5 Sularda Antibiyotikler

Antibiyotiklerin ¢evreye salinmasi i¢in ii¢ farkli yol sayilabilir: hayvancilik ve
balik yetistiriciligi icin yem katki maddeleri, insan ve veteriner ilaglar1 ve iiretim
sirasinda gevresel salimimdir (Sekil 2.4). Tipik olarak, insanlar ve hayvanlar tarafindan
alinan antimikrobiyallerin % 10-90"1 metabolize edilir ve geri kalani, kentsel atik sulari,
giibreyi ve biyo-katilar1 kirletebilecek degismemis, yani hala aktif bir formda diski ile
atilmaktadir (Zhao ve ark., 2010; Serwecinska, 2020).

Insan ve veteriner antibiyotiklerinin yaygm kullaniminin bir sonucu olarak,
hastane atik sular1 ve hayvan giibresi, ¢evresel antibiyotik direng genlerinin (ADG) ana
kaynaklar1 olarak kabul edilmektedir. ADG'ler, aritilmamis atik suyun dogrudan
bosaltilmasiyla veya atik su toplama sistemleri yoluyla kanalizasyon aritma sistemlerine
ve ardindan atik su ve desarj edilen ¢amurun bulundugu ortamlara bosaltilmasiyla su
ortamlarma girebilmektedir (Zhang ve ark., 2009). Yiizey sular1 ve sig yeralt sular
yaygin olarak igme suyu kaynagi olarak kullanilir; bu nedenle ADG'ler igme suyu
aritma tesislerinden ge¢ip Su dagitim sistemlerine girebilmektedir (Schwartz ve ark.,
2003).

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 2014 yilinda Antimikrobiyal Direng Diinya
Gozetim raporunu yayimlamistir. Bu rapordaki en 6nemli husus, Escherichia coli,

Klebsiella pneumonia ve Staphylococcus aureus gibi patojenler arasinda direncin tim
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diinyaya 6zgili oldugudur. Ayrica, bircok calisma toprakta, yer alti sularinda, yiizey
sularinda, atik sularda ve igme suyundaki antibiyotik direngli bakterilerin (ADB) ve
antibiyotik direng genlerinin varhigmin inkar edilemez oldugunu kanitlamistir (Chee-
Sanford ve ark., 2001; Xi ve ark., 2009; Destiani, 2019).

Bazi galismalar heniiz kirlenmemis ya da ¢ok az kirlenmis dogal sularda dahi
ADB ve ADG’lerin bulundugunu goéstermektedir, ornegin nehirler ve sediment
tabakalarda siilfonamidler ve tetrasiklin i¢in direngli sull, sul2, tet(W) ve tet(O) genleri
bulunmustur (Chee-Sanford ve ark., 2001; Pruden ve ark., 2006; Destiani, 2019).
1982’de yapilan bir c¢alismada, bir karistirma tankinin iginden streptomisin ve
kanamisine karsi direngli standart sayim yontemi (Standard count plate) yontemiyle
bakteri izole edilebilmistir. Ayn1 calisma, klor ile karistirildiginda c¢oklu ilag direncli
(CID) bakteri popiilasyonunda gozle goriiliir bir artis oldugunu belirtmektedir
(Armstrong ve ark., 1982). Daha sonraki bagka bir ¢alismada da, heterotrofik ADB’nin
ve ADG’nin oranmin musluk suyunda, kaynak suyu ya da aritilmis sudan daha fazla

oldugunu belirtilmektedir (Xi ve ark., 2009).

[ 1lag endiistrist
\ /
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~
N g
v b
Al N % antibiyotikler\
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\ sukiiltirt ) N
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Sekil 2. 6 Antibiyotik kalintilarinin ¢evreye salinmasi ve insanlarin antimikrobiyallere ve antibiyotige
direngli bakterilere maruz kalmasi (Serwecinska, 2020).
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Musluk suyundaki ADB-ADG oraninin kaynak suyundaki orandan daha yiiksek
olmasi, su artima isleminin yasayan bakterilerin antibiyotige kars1 direnglerini
arttirmasin1 ve ADG’lerin bakteri popiilasyonlarindaki transferini saglamaktadir veya
ADB’lerin antibiyotik direnci olmayan bakterilere gore su aritma metodlarina daha
dayanikli oldugunu gostermektedir (Koksal ve ark., 2007; Destiani, 2019). Cizelge 2.4
icme suyundaki ADG’leri ve onlarin biyolojik kaynaklarini gostermektedir (Destiani,
2019).

Mary ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismalar gostermistir ki, siselenmis
mineral sular da ADB kaynagi olabilir (Mary ve ark., 2000; Destiani, 2019). Bu ¢alisma
gostermistir ki, Italya’da siseli mineral sudan elde edilen bakterilerin %70’i dort
antibiyotige kadar direng gostermistir. Direng siklig1 sirasiyla su sekildedir: Nalidiksik
asit > ampisilin > streptomisin > tetrasiklin > gentamisin > kloramfenikol > rifampin.
Fransa ve Portekiz’de yiiriitillen ¢alismalarda, siselenmis sudan elde edilen bakteri
kolonileri ti¢ veya daha fazla antibiyotige direng tespit edilmistir (Diaz ve ark., 2017;
Destiani, 2019).

Cizelge 2. 4 igme suyunda bulunan secilmis antibiyotik direnc genleri (Destiani, 2018)

Gen Biyolojik kaynak Referans

Aeromonas spp, Alcaligenes,

Tet(A) Pseudomomonas spp, E.coli

Cernat et al.(2007), Shi et al. (2012)
Xi et al. (2009), Shi et al.(2012), Khan
Sull Actinobacteria, Aeromonas spp, E.coli et al.(2015), Adesoji et al. (2016),
Bergeron et al.(2015)

Bla-tems E.coli, Pseudomomonas spp Cernat et al.(2007), Shi et al. (2012)

Cernat et al.(2007), Adesoji et al.

dfrA Alcaligenes faecalis (2016)

Referans  bulunamadi(KATAYAMA

Mph(A) ve NOGUCHI, 1999)

2.1.6 Antibiyotige Diren¢li Mikroorganizmalar

Antibiyotik direnci, mikroorganizmalarin antibiyotiklerin etkilerine dayanma
yetenegidir. Antibiyotik direncinin tarihgesi 1943’te Staphylococcus’un penisilin direnci
gosterdiginin tespit edilmesiyle 1940’lara dayanmaktadir (Ventola, 2015; Destiani,
2019). O zamandan beri antibiyotiklerin kesfiyle antibiyotik direncli bakteriler basariyla

var olmaya devam etmislerdir. Bakterilerde antibiyotik direncinin gelismesi ve
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cogalmasi halk sagligi acisindan olduk¢a 6nemlidir ¢linkii bir hastanin, direngli bir
organizma ile temas etmesi veya antibiyotik tedavisi basladiginda viicutta direngli bir
patojen ortaya ¢ikmasi antibiyotige direngli bir enfeksiyon gelismesine sebep olabilir
(Lewis, 1995; Nagulapally, 2007). 2014 yilinda Diinya Saghk Orgiitii E.coli, K.

pneumoniae ve S. aureus'u direng ile ilgili patojenler olarak listelemistir (WHO, 2014).

Klinik ve cevresel olanlar da dahil olmak iizere ¢esitli nislerde ve bakteri
popiilasyonlarinda bakteriyel ila¢ direnci genlerinin yolaklar1 ve aktarim mekanizmalar1
hakkindaki bilgiler siirekli giincellenmektedir. Ornegin, Romanya'da yapilan
aragtirmalarda, ¢ig tavuk etinin yaklasik %13'inde direngli Salmonella bakterisi tespit
edilmistir. Bu bakteriler, tetrasiklin (izolatlarin %66,6's1), nalidiksik asit (%64,3)
siilfametoksazol (%64,3), siprofloksasin (%61,9), sterteptomisin (%59,5), trimetoprim
(%33,3), ampisilin (%9.5), kloramfenikol (%7.1) ve gentamisin (%2.4) olmak iizere
antibiyotiklere direnci belirleyen bir gen deposu olusturur (Tirziu ve ark., 2015;
Serwecinska, 2020).

Bazi direncgli bakteriler ¢evrede dogal olarak bulunur ve ayrica klinik 6neme
sahiptir. Gram negatif bakteriler i¢in diren¢ egilimleri bildiren bir grup olan Avrupa
Antimikrobiyal Diren¢ Gozetim Ag1, dogal ortamdaki ila¢ direnci olgusunu acilen
yavaslatma ihtiyacinin altin1  ¢izmistir. Gram negatif bakteriler, hiicre duvari
ozelliklerinden dolayr vankomisine dogal olarak direnglidir. Ek olarak, Klebsiella spp
ampisiline karst duyarsizlik gosterir ve Pseudomonas aeruginosa suslar1 genellikle
tetrasiklin, kloramfenikol, siilfonamidler ve trimetoprim'e direnglidir (Ruppé ve ark.,

2015; Serwecinska, 2020).

Gram-negatif bakteriler arasinda, Pseudomonas ve Acinetobacter cinsleri ile
Enterobacteriaceae familyasindan olanlar, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yeni,
etkili  ilaglarin  gelistirilmesine  acilen ihtiyag  duyulan taksonlar olarak
onceliklendirilmistir. Bu Gram-negatif bakteri gruplari, dort ana nedenden &tiiri
antimikrobiyal diren¢ ajanlar1 olarak &zellikle yiiksek endise kaynagidir. Ilk olarak,
sefalosporinler, penisilinler ve monobaktamlar gibi antimikrobiyallere direng
kazandiran genis spektrumlu p-laktamazlar (GSBL'ler) iiretirler ve artan sayida
karbapenem direngli sus icerirler; bunlarin hepsi direngli organizmalara karsi
“antibiyotik savunmasinin son hatt1” olarak kullanilan yeni nesil antibiyotiklerdir (Bush

ve Jacoby, 2010; Miyagi ve Hirai, 2019; Serwecinska, 2020). Endise verici bir sekilde,
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son on yilda diinya ¢apinda hastane kaynakli karbapenem direngli bakteriler (KRB)
enfeksiyonlarinda dramatik bir artis kaydedilmistir, Acinetobacter ve Pseudomonas
enfeksiyonlar1 yogun bakim iinitelerinde %40-80 mortalite gdstermistir. Ikinci olarak,
bu tiirlerin ¢ogu, hastalar1 veya bagisiklik sistemi zayif olanlar1 enfekte eden firsatci
patojenlerdir. Ugiinciisii, hastane enfeksiyonlari, sepsis, yara enfeksiyonlari, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve ikincil pnomoni ile de iliskilidirler. Son olarak, bu bakterilerin
bircogunun dogada genis c¢apta dagilmis oldugu gorilmektedir ve kontamine bir
ortamda biiytimeleri artabilir (Nodoushan ve ark.; Joshi ve Litake, 2013; Du ve ark.,
2019; Serwecinska, 2020).

Gram pozitif metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve vankomisine
direngli Enterococcus (VRE) bakterileri de halk sagligi i¢in biiyiikk endise kaynagidir.
Her ikisinin de salginlara neden olma potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir (Arora
ve ark., 2014; Organization, 2018; Serwecinska, 2020). Cevrede GSBL, MRSA ve VRE
tireticilerinin bu tiir bir direncin rezervuar1 olarak hareket edebildiklerini az sayida
calisma dogrulasa da, bu genler insan patojenlerine aktarilabildiginden bunlarin varligi
yine de rahatsiz edicidir (Czekalski ve ark., 2015; Zielinski ve ark., 2020; Serwecinska,
2020). Hastane ve belediye kanalizasyonunun yani sira hayvan giftlikleri ve kirli
nehirlerin etrafindaki topraktan bir dizi CID bakterisi izole edilmistir, bu da bunlarin
antibiyotik direncinin yayilmasinda rol oynayabileceklerini ve potansiyel patojenler
haline gelebilecegini diislindiirmektedir. Hem c¢evresel hem de klinik bakterilerin
ozelliklerinin 6grenilmesi ile gesitli antibiyotiklere kars1 direngleri ile ilgili olarak klinik
Oonemlerin artmasina neden olmustur (Zong ve Zhang, 2013; Serwecinska, 2020;
Serwecinska ve ark., 2021). DSO 2017 yilinda Cizelge 2.5°de yer alan antibiyotige

direngli bakterileri siralamistir.
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Cizelge 2. 5 DSO'iin antibiyotige direngli bakteri siralamasi ((WHO), 2017)

Oncelik Patojen Direngli
Acinetobacter baumannii Carbapenem
o Pseudomonas aeruginosa Carbapenem
Kritik Enterobacteriaceae Carbapenem + 3. nesil
sefalosporin
GSBL iireten

Vancomycin
Methicillin + vancomycin
Clarithromycin

Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus

Yiiksek gggcoﬁgg;e:tsrylson Fluoroquinolone
Py PP Fluoroquinolone
Salmonellae

3. nesil sefalosporin +

Neisseria gonorrhoeae .
Fluoroquinolone

Streptococcus pneumoniae Penisiline duyarli olmayan
Orta Haemophilus influenzae Ampicillin
Shigella spp. Fluoroquinolone

2.2 Escherichia coli (E. coli)
2.2.1 Genel Ozellikleri

Escherichia coli (E. coli), Enterobacteriaceae familyasina ait gram negatif bir
bakteridir. Insan ve hayvan bagirsaklar1 dahil olmak iizere g¢esitli ortamlarda

bulunabilen ¢ok yonlii bir mikroorganizmadir (Figueras ve ark., 1997).

E. coli, ilk olarak 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan izole edilmistir.
Escherich, bu bakteriyi hayvanlardaki bagirsak florasindan ayirt etmis ve ona
"Bacterium coli commune" adin1 vermistir. izolasyon islemi sirasinda, bir ¢ocugun diski

orneginden bakteriyi izole ettigi bilinmektedir (Adams ve Moss, 1999).

1918 yilinda Fransiz bakteriyolog Félix d'Herelle, E. coli 'yi igeren bir
bakteriyofaj kesfetmistir. Daha sonra, E. coli 'nin farkli serotiplerini tanimlayan Fransiz

bakteriyolog ve taksonomist André Le Minor ¢aligsmalarini siirdiirmiistiir.

1950'lerden itibaren genetik arastirmalarin gelismesiyle birlikte E. coli iizerinde
yapilan caligmalar hiz kazanmigtir. Bu caligmalar, genetik yapi, replikasyon, gen
ekspresyonu ve mutasyon gibi konular1 i¢cermektedir. E. coli, genetik arastirmalarin
temel model organizmalarindan biri olarak kabul edilip ve genetik miihendislik

caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Escherich, 1885; Chapelle, 2000).
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2.2.2 Morfolojisi ve Fizyolojisi
2.2.2.1 Morfolojisi

Escherichia coli, gram-negatif bir bakteridir. Sekli ¢ubuk (bacillus) seklindedir.
Boyutlar1 yaklasik olarak 1-3 pm uzunlugunda ve 0.25-1 pum genisligindedir. Isik
mikroskobunda incelendiginde, genellikle dikdortgen veya silindir seklinde
goriinmektedir (Madigan ve ark., 2014).

2.2.2.2 Fizyolojisi

Escherichia coli, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir. Yani hem oksijenli (aerobik)
hem de oksijensiz (anacrobik) ortamlarda yasayabilmektedir. Heterotrofiktir, yani
karbon kaynagini organik maddelerden elde edilmektedir. E. coli, glukoz gibi karbon
kaynaklarin1 fermantasyon yoluyla metabolize edebilmektedir. Genellikle laktozu ve
diger karbonhidratlar1 da fermentasyon yoluyla pargalayabilmektedir. E. coli, nitrati
nitrite  veya azota indirebilmektedir. Ayrica, E. coli g¢esitli amino asitleri

sentezleyebilmekte ve bazi vitaminleri iiretebilmektedir (Nelson ve ark., 2017).

2.2.3 Genetik Ozellikleri

E. coli 'nin genetik materyali tek bir, dairesel kromozom bulunmaktadir. Bu
kromozom yaklasik 4,6 milyon baz ¢iftinden olusmaktadir. Kromozom, bakterinin

temel genetik bilgisini igermektedir (Blattner ve ark., 1997).

E. coli, bircok plazmid adi verilen kiigiik, dairesel DNA pargaciklar
tastyabilmektedir. Plazmidler genellikle ek genetik bilgi veya Ozellikler (6rnegin,
antibiyotik direnci) kodlayabilmektedir. Plazmidler, hiicreler arasinda gen transferi ve
genetik cesitlilik saglama konusunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Johnston ve ark.,
2014).

E. coli, yiiksek genetik ¢esitlilik gostermektedir. Farkli suslar arasinda genetik
farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar, gen ekspresyonu, viriilans faktorleri ve diger
fenotipik  Ozelliklerde degisikliklere yol acabilmektedir. Genetik degisimler,
mutasyonlar, rekombinasyon ve yatay gen transferi yoluyla gergeklesebilmektedir
(Johnston ve ark., 2014) (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2. 6 E.coli'nin Genetik Ozellikleri

Genetik Ozellik Aciklama

Genom Boyutu Yaklasik 4.6 milyon baz ¢ifti

Plazmid Varlig Evet, cesitli plazmidler bulunabilir

Kapsiil Varlig Bazi suslarda kapsiil olabilir

Faj Varlig1 Bakteriyofaj enfeksiyonlarina duyarlidir
Antibiyotik Direnci Bazi1 suslar ¢oklu ilag direncine sahip olabilir
Viriilans Faktorleri Toksinler, yapisma faktorleri, enzimler vb.
Metabolik Yetenekler Glikoliz, sitrat dongiisii, nitrat indirgeme vb.
Replikasyon Mekanizmasi Cift sarmal DNA replikasyonu

2.2.4 Ekolojik Rolii

E. coli 'nin ekolojik roli hem faydali hem de patojenik o6zelliklerini
igcermektedir. Bu bilgiler, E. coli 'nin farkli ortamlarda ve organizmalarda nasil

etkilesimde bulundugunu ve énemli bir mikroorganizma oldugunu gostermektedir.

E. coli, sindirime ve vitamin sentezine katkida bulundugu, insanlarin ve
sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal sisteminin normal bir sakinidir. Ayrica toprak, su

ve yiyecek gibi ¢esitli ortamlarda bulunabilmektedir (Savage, 1977).

Bagirsak Florasi: E. coli, insanlarin ve diger memelilerin bagirsaklarinda normal
flora olarak bulunabilmektedir. Bagirsak florasinda E. coli, sindirim siire¢lerinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Sindirim sistemindeki diger mikroorganizmalarla etkilesim
halinde olarak sindirimde yardimci olur ve bazi vitaminlerin sentezlenmesine katkida

bulunmaktadir (Savage, 1977).

Cevresel Ortamlar: E. coli, digki ile kontamine olmus su, toprak ve yiyeceklerde
bulunabilmektedir. Bu ortamlarda E. coli'nin varligi, fekal kirlenme gostergesi olarak
kullanilmaktadir. E. coli'nin dogal habitatlar1 arasinda tath su kaynaklar1 ve denizler de

bulunmaktadir (Riley ve ark., 1983).

Su ve Gida Giivenligi: E. coli, gida kaynakli hastaliklarin yaygin bir nedeni
olabilmektedir. Baz1 E. coli suslari, gida zehirlenmelerine neden olan enterotoksinler
veya diger patojenik faktorler iiretebilmektedir. E. coli O157:H7 gibi bazi patojenik
suglar, ciddi bagirsak enfeksiyonlarina ve hemolitik {iremik sendrom gibi

komplikasyonlara yol acabilmektedir (Kaper ve ark., 2004).
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2.2.5 Patojenik Suslar

Enterohemorajik E. coli (EHEC): Enterohemorajik E. coli (EHEC),
gastrointestinal sistem enfeksiyonlarina neden olan patojenik bir sustur. EHEC'nin en
yaygin serotipi E. coli O157:H7'dir. EHEC suslari, shiga toksini adi verilen giiglii
toksinleri tiretmektedir. Bu toksinler, bagirsak hiicrelerine zarar vererek kanli ishal,
hemolitik iiremik sendrom (HUS) gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilmektedir
(Nataro ve Kaper, 1998).

Enteropatogenik E. coli (EPEC): Enteropatogenik E. coli (EPEC), o6zellikle
bebeklerde ve kiigiik ¢cocuklarda ishalin yaygin bir nedenidir. EPEC suslari, bagirsak
hiicrelerine yapisarak zonula okludens adi verilen baglantilar arasindaki yapiyr

bozmaktadir. Bu durum, bagirsak emilimini etkileyerek ishale yol agmaktadir
(Liberatore ve ark., 2011).

Enteroagregatif E. coli (EAEC): Sadece insanlarda bulunmaktadir. Doku kiiltiirii
hiicrelerini toplayan fimbrialara sahip olduklar1 i¢in bu sekilde adlandirilan EAEC,
bagirsak mukozasina baglanarak atessiz sulu ishale neden olmaktadir. ETEC'e benzer
bir hemolizin ve Shiga Toksin (ST) iretmektedirler. EAEC'in trimetoprim-
stilfametoksazol ve ampisiline dnemli bir dirence sahip oldugu gosterilmistir (Abe ve

ark., 2001).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC): EIEC yalnizca insanlarda bulunmaktadir. EIEC
enfeksiyonu, bol ishal ve yliksek atesle Shigellosis ile ayn1 olan bir sendroma neden
olmaktadir. Molekiiler tipleme yoluyla EIEC viriilans faktorlerini karakterize etmek i¢in
cok az calisma yapilmasina ragmen, bunlarin Shigella tiirlerindekilerle hemen hemen

ayni oldugu varsayilmaktadir (Kaper ve ark., 2004).

Enterotoksijenik E. coli (ETEC): E. coli'nin patojenik suslari, ¢esitli toksinler ve
yapisma faktorleri tireterek bagirsak enfeksiyonlarina ve ishale neden olmaktadirlar. Bu
suglar, gida giivenligi ve halk sagligi acisindan 6nemli bir sorun teskil etmektedir

(Kaper ve ark., 2004).

2.2.6 Su Ortaminda E. Coli

E. coli suyun mikrobiyolojik kalitesinin gostergesi olarak kullanilmaktadir.

Genellikle E. coli, sindirimde hayati bir rol oynar ve viicudun 6nemli vitaminleri
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gidalardan emmesine yardimci olur. E. coli'nin birka¢ susu vardir ve bu suslarin ¢ogu
insan dostudur ancak ¢ok azi E. coli 0157: H7 gibi insanlar i¢in patojeniktir. E. coli
0157: H7 idrar yolu enfeksiyonu, menenjit ve ishal gibi gesitli bagirsak ve ekstra
bagirsak enfeksiyonlarina neden olur (Cherubin ve ark., 1981; Sussman, 1997
Nagulapally, 2007).

E. coli, diski ile kontamine olmus su ortamlarinda yaygin olarak
bulunabilmektedir. Bu diski kirlenmesi, kanalizasyon sizintilari, tarim faaliyetleri veya
hayvansal atiklar gibi ¢esitli kaynaklardan meydana gelebilmektedir. E. coli, tatli su
kaynaklari, nehirler, géller ve denizler gibi gesitli su ortamlarinda bulunabilmektedir

(Kistemann ve ark., 2002).

Su ortaminda E. coli, gesitli faktorlere bagli olarak hayatta kalma siiresi
degisebilmektedir. Sicaklik, giines 15181, pH seviyesi ve diger mikroorganizmalarin
varligi, E. coli ‘nin su ortaminda hayatta kalma stiresini etkileyen faktorler arasindadir.
Sicaklik ve gilines 15181, E. coli'nin g¢evresel kosullara bagh olarak daha kisa siirede

inaktive olmasina neden olabilmektedir (Mieszkin ve ark., 2009).

E. coli, su ortamlarinda bir su kalitesi gostergesi olarak kullanilmaktadir. Su
kaynaklarindan insan tiiketimine yonelik olarak kullanilan sularda E. coli varligi, suyun
diski kirlenmesine maruz kalip kalmadigimi gosteren bir gosterge olarak kabul
edilmektedir. Su kalitesi standartlar1 ve yonergeleri, E. coli konsantrasyonu ile ilgili

limitleri belirleyerek suyun giivenli tiiketimi ig¢in Onlemler alimmasma yardimeci

olmaktadir (WHO, 2017).

E. coli 'nin su ortaminda varligi, hayatta kalma siiresi ve su kalitesi gostergesi
olarak kullanimi, birgok ¢aligmada incelenmistir. Bu kaynaklar, su ortamindaki E. coli

'nin dnemini ve su giivenligiyle ilgili endiseleri vurgulamaktadir.

Su ortaminda direngli E. coli’ nin hastane atik sulari, kanalizasyon, deniz,
okyanus ve nehirler gibi farkli su kaynaklarindan izole edildigi bildirilmistir. Bu bir
halk sagligi sorunudur, ¢iinkii E. coli bagirsak eckosisteminden gelen mikroplarla
cevresel kirlenme i¢in bir gostergedir (Hamelin ve ark., 2007; Wambugu, 2016). Su
ortaminda antimikrobiyal dirence katkida bulunan faktorler, yeni direnglerin ortaya
¢ikmasinda rol oynayan ana unsur kliniklerde asir1 antibiyotik kullanimidir. Daha yeni

kanitlar, nehirler ve akarsular gibi yasam ortamlarinin antibiyotik direncinin yayilmasi
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icin ideal ortamlar oldugunu gostermektedir. Burada, antibiyotik diren¢ genlerini
barindiran bakterilerin yayilmasit nehir boyunca mekansal olarak gerceklesebilir.
Dahasi, bu bakterilerin ¢evrede dagilmasi, otokton (disardan etkilenmeksizin kendi
icinden gelisen) mikrobiyota ile etkilesimi kolaylastirarak antibiyotik direnglerinin
evrimi i¢in yeni senaryolar yaratir (Lupo ve ark., 2012; Wambugu, 2016). Endiistriyel
kirlilige bagli agir metallerin ve katyonlarm varhg ile birlikte secilen CID suslart

bilinmektedir (Baker-Austin ve ark., 2006; Wambugu, 2016).

Son on yilda, E. coli’'nin farkli tiirleri ve c¢oklu antibiyotik direngli
determinantlar1 tasiyan enterobakterileri kliniklerde ve toplumda ciddi enfeksiyon
problemlerine sebep olmaktadir (Savard ve Perl, 2012; Otazo, 2019). Enterobakteriler,
genis spektrumlu beta-laktamaz {iretir. Diinya capinda dagitilmig CTX-M grubu
enzimler gibi genisletilmis spektrumlu B- laktamazlar (GSBL'ler) {ireten
enterobakteriler ozellikle endise vericidir ve ayrica insan, hayvan ve c¢evresel
orneklerden izole edildigi i¢in pandemik olarak kabul edilir (Pitout ve Laupland, 2008;
Abdel-Moein ve Samir, 2014; Guzman-Otazo ve ark., 2019).

2.2.7 E. coli’de Antimikrobiyal Diren¢

Escherichia coli'deki ¢oklu ilag direnci, diinya ¢apinda insan ve ayni zamanda
veterinerlikte giderek daha fazla gézlemlenen endise verici bir konu haline gelmistir. E.
coli, klinik olarak ilgili hemen hemen tiim antimikrobiyal ajanlara karsi dogal olarak
duyarhdir, ancak bu bakteri tiirii, gogunlukla yatay gen transferi yoluyla direng genlerini
biriktirme konusunda biiyik bir kapasiteye sahiptir. E. coli'deki en problemli
mekanizmalar; genis spektrumlu B-laktamazlar (genis spektrumlu sefalosporinlere
direng¢ saglayan), karbapenemazlar (karbapenemlere diren¢ saglayan), 16S rRNA
metilazlar (aminoglikozitlere pan-direng saglayan), plazmid aracili kinolon direnci
(PAKD) genleri ([fluoro]kinolonlara diren¢ saglayan) ve mcr genleri (polimiksinlere
diren¢ saglayan) icin kodlama yapan genlerin edinilmesi karsilik gelmektedir.
Karbapenemaz genlerinin yayilmasi esas olarak insanlarda fark edilmis ancak
hayvanlarda yeterince taninmamis olsa da, E. coli'deki kolistin direnci daha ziyade

kiiresel dlgekte kolistin kullanimiyla iliskili goriinmektedir (Poirel ve ark., 2020).

Dogrudan temas, hayvan digkisi ile temas veya besin zinciri gibi ¢ok sayida
yolla hayvanlar ve insanlar arasinda viriilent ve/veya direngli E. coli'nin olas1 bir

bulagsmasi bilyiik endise kaynagidir. E. coli ayrica hem insan hem de veterinerlik
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tibbindaki tedavi bagarisizliklarindan sorumlu olabilecek direng genlerinin 6nemli bir
rezervuarini temsil etmektedir. Enterobakteriyel gen havuzunda, E. coli direng
genlerinin hem vericisi hem de alicis1 olarak hareket eder ve boylece diger bakterilerden
direng genleri alabilir, ancak ayn1 zamanda direng genlerini diger bakterilere aktarabilir.
E. coli'deki antimikrobiyal direng, hem insanlarda hem de hayvanlarda diinya 6lgeginde
en biiyiik zorluklardan biri olarak kabul edilmekte ve gercek bir halk sagligi sorunu

olarak degerlendirilmektedir (Poirel ve ark., 2020).

2.2.7.1 Beta-Laktam antibiyotikler ve diren¢ mekanizmalari

Beta-laktam antibiyotikler en Onemli klinik antibiyotik sinifidir. Genis
spektrumlu aktiviteleri ve diislik seviyeli toksisiteleri nedeniyle en yaygin kullanima
sahip antibiyotiklerdir. B -laktam aktivitesi, bakteri hiicre duvarlarinin murein tabakasi
tizerinde olup, capraz baglanmadan sorumlu transpeptidaz ve terminal D-alanini
uzaklastiran D-alanin karboksipeptidazin kovalent olarak baglanmasi yoluyla murein

iplikleri arasindaki ¢apraz baglanmanin kesilmesiyle gerceklesir (KONG ve ark., 2010).

B -laktamlara direng, B -laktam halkasinin B -laktamaz tarafindan enzimatik yolu
ile ortaya ¢ikmaktadir (Bush ve Jacoby, 2010; Hill, 2016). E. coli'de B-laktamlara direng
kazandiran ¢ok sayida gen de bulunmaktadir (Poirel ve ark., 2020).

B -laktamlar;; iki ayr1 siniflandirma yapilmistir. Ambler A, B, C ve D
siralamasina gore siniflandirmasini yapmus, ikincisi ise Bush ve Jacoby tarafindan grup

1, grup 2 ve grup 3 seklindeki siniflandirmayi olusturmuslardir.

Birinci siniflandirmaya gore; A smifi B -laktamazlar esas olarak penisilin ve
ampisilinin enzimatik bolinmesinde rol oynamaktadir. Ayrica sefalosporinlerin gogunu
hidrolize edebilirler, ancak ¢ogu belirli bir alt kiimenin hidrolizini gerceklestirmektedir

(Hall ve Barlow, 2004). iki degerlikli bir metal iyonu (genellikle Zn®"

gerektirmesi
nedeniyle metallo-b-laktamazlar olarak adlandirilan B sinifi B -laktamazlar, serin- f -
laktamazlar (A, C ve D smiflar1) yapisal olarak iliskili degildir ve aktif bolge serin
araciligiyla bir a¢il enzimi olusturarak substratlar1 hidrolize etmek yerine bu, aktif bolge
¢inko iyonunu kullanarak b-laktam hidrolizini kolaylastirmaktadir (Bush ve Jacoby
2010). C smifi enzimler genellikle AmC b-laktamazlar olarak adlandirilir ve

sefalosporinlere karst ¢ok genis bir aktivite spektrumuna sahiptirler. D Sinifi enzimler,
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A sinif B -laktamazlar gibi, birincil olarak penisilinazlardir, ancak oksasilin, kloksasilin,

metisilin ve karbenisilin hidrolize edilmesinde rol oynarlar (Naas ve Nordmann, 1999).

Ikinci siniflandirmaya gore; grup 1 (tiim C Sinif) sefalsporlar1, grup 2 (Smif A
ve D) genis spektruma, inhibitér direncine ve genis spektruma sahip p -laktamazlara
(GSBL) serin karbapenemazlara ve metallo- 3 -laktamalarindan olusan grup 3'ye gore
olusturmaktadir. Grup 1 sefalosporinazlar, bir¢ok Enterobacteriaceae tarafindan,
kromozomal olarak kodlanmis B laktamazlardir. Grup 1 B-laktamazlarin en yaygin
plazmid aracili alt grubu, blacmy, blaact, blapna, blarox ve blayir'dir (Jacoby ve
Munoz, 2005).

Grup 2 serin B -laktamazlar (sinif A ve D) en biiyiik  -laktamaz grubudur. En
stk bulunan plazmid aracili § -laktamazlar olan GSBL diren¢ genlerini icermektedirler
(Jacoby ve Munoz, 2005). TEM- ve SHV-GSBL'ler 1980'lerde ilk tanimlanan GSBL'ler
arasindaydi ve 2000 yilina kadar baskin durumdaydilar. O zamandan beri, CTX-M-
GSBL'ler ortaya ¢ikmis ve agirlikli olarak diinya capinda insan ve hayvan kaynakli
kommensal ve patojenik GSBL iireten E. coli izolatlarinda tanimlanmistir (Karim ve
ark., 2001; Pitout ve ark., 2005). GSBL genleri blactx-m, blatem ve blasyy ¢ok ¢esitli
diger varyant genleri blactx-m-1, blactx-m-14, blatem-s2 ve blaspy-12 ile birlikte en yaygin
olanlar olarak tanimlanmistir (EFSA, 2011).

Grup 3 metalo-B-laktamazlar yapisal ve islevsel olarak Grup 1 ve Grup 2 B-
laktamazlardan ayridir. Karbapenemleri hidrolize etme kapasitesi baslangigta bu grubun
tanimlayict 6zelligiydi, ancak bu antibiyotikleri hidrolize edebilen bazi serin B-
laktamazlar da mevcut oldugu anlasilmigtir. Grup 3 metalo-p-laktamazlar,
monobaktamlar1 etkili bir sekilde hidrolize edemezler ve klavulanik asit veya
tazobaktam tarafindan inhibe edilmezler, ancak EDTA gibi metal iyonlarin1 baglayan
molekiiller tarafindan inhibe edilebilmektedirler (Marchiaro ve ark., 2008). Metallo-f-
laktamazlarin orijinal kesfi, patojenik olmayan organizmalarda bulunduklar1 ve
kromozomda kodlandiklari i¢in endiseye neden olmadi, ancak 1990'larda plazmitler ve
transpozonlar tizerinde blay;v ve blayyp'nin mobilizasyonu, bu direng genlerinin klinik

olarak ilk endikasyonun gostergesiydi (Cornaglia ve ark., 2011).
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2.2.7.2 Aminoglikozid Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalari

Aminoglikozid antibiyotiklerin kullanim1 6ncelikle Gram-negatif aerobik
basiller, stafilokoklar ve diger Gram-pozitif bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Ramirez ve Tolmasky, 2010). Sepsis, pndmoni, menenjit ve idrar yolu
/ karin enfeksiyonlari gibi karmasik enfeksiyonlarin tedavisinde hizli bakterisidal
etkilerinden yararlanmak ic¢in genellikle baska bir antibiyotikler (¢ogunlukla bir -
laktam) ile birlikte kullanilmak (Poirel ve ark., 2020). Aminoglikozid direnci yaygin
olarak goriilmekte ve bu antibiyotiklere kars1 direncin kiiresel olarak yayilmasi, onlari

bazi enfeksiyonlarin tedavisinde neredeyse yararsiz hale getirmektedir (Hill, 2016).

Hedef Modifikasyonlar1 ile Aminoglikozidlere Direnc: Aminoglikozidlere
direng, 16S RNA ve/veya S5 ve S12 ribozomal proteinlerini i¢ceren hedef mutasyonlarla
gelisebilmektedir (Fourmy ve ark., 1998; Llano-Sotelo ve ark., 2009; Poirel ve ark.,
2020).

Aminoglikozitlerin hedef bolgesinin modifikasyonu, 16S RNA'nin A bdlgesinin
metilasyonu ile de elde edilebilmekte ve bu da amikasin, tobramisin, gentamisin ve
netilmisine kars1 yiikksek diizeyde direngle sonuglanmaktadir (Griffey ve ark. 1999). 16S
rRNA veya ribozomal protein mutasyonu yolu ile, disik aktiviteye sahip bir
asetiltransferaz 16S rRNA'min metilasyonu, dis membran modifikasyonu yoluyla
gecirgenlikte azalma veya i¢ membran tasinmasinda disa akis yoluyla kaldirilmasi ve
diisiik aktiviteye sahip bir asetiltransferaza baglanma yoluyla ila¢ sekestrasyonunu

igeren mekanizmalarla mevcuttur (Galimand ve ark., 2005).

Enzimatik Inaktivasyon Yoluyla Aminoglikozidlere Kars1i Direng:
Aminoglikozidlerin inaktivasyonu, molekiilleri hedef bolgeye ulasamayacak veya
baglanamayacak hale getirecek sekilde modifiye eden enzimler tarafindan
gerceklestirilmektedir.  Aminoglikosit modifiye enzimler, 2 deoksistreptamin
cekirdeginin veya seker kisimlarinin "OH veya NH, gruplarim1 modifiye ederek farkli
etki tarzlarina sahiptir. Ug¢ farkli tipte aminoglikozid modifiye edici enzimler vardir:
fosfotransferazlar, niikleotidiltransferazlar ve asetiltransferazlar (Ramirez ve Tolmasky
2010).

Aminoglikozit asetiltransferazlar, aminoglikozit yapisinin 1, 2, 3 veya 6.

pozisyonlarinda bir asetil grubunun (CH3CO) bir amin grubuna (-NH,) eklenmesini
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katalize eder ve bu da enzimin alt grubunu belirlemektedir (Ramirez ve Tolmasky
2010).

Aminoglikozitler arasinda niikleotidiltransferazlar en yaygin olarak Gram-
negatif bakterilerde bulunmaktadir. aadB ve aadA genleri tarafindan kodlanmakta ve
her ikisi de siklikla sinif 1 integronlardaki gen kasetlerinde bulunmaktadir (Ramirez ve
Tolmasky 2010).

Aminoglikozid fosfotransferazlar, sirasiyla strA ve strB genleri tarafindan
kodlanir ve diinya capinda E. coli'de en yaygin olarak karsilagilan direnctir.
Streptomisine kars1 dirence aracilik ederler ve siklikla, bazen kanamisin direncine
aracilik eden aph(3"”)-1/1I genleri ile birlikte benzersiz bir mobil element ile iliskilidirler

(Poirel ve ark., 2020).

2.2.7.3 Kinolon ve Florokinolon Antibiyotikleri ve Diren¢ Mekanizmalar:

Kinolonlar ilk olarak 1962'de kesfedilmistir (Lesher ve ark., 1962; Hill, 2016).
Bunlar genis spektrumlu antibiyotiklerdir ve ¢ogunlukla gram-negatif patojenler
nedeniyle olusan idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir ve insan
enfeksiyonlarmin tedavisinde O6nemli antibiyotikleri olarak ge¢mektedir. Yaygin
kullanimlar1  nedeniyle ¢ok c¢esitli diren¢ mekanizmalart tanimlanmaktadir.
Florokinolonlar, hem Gram pozitif hem de Gram negatif enfeksiyonlar tedavi etmek
igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Jacoby ve Munoz, 2005; Hill, 2016). Bu
antibiyotiklere karsi direng genellikle ilag hedeflerindeki mutasyonlardan, yani DNA
giraz ve topoizomeraz 1V genlerinden kaynaklanmakta, ancak dis membranin
gecirgenliginin azalmasi, hedef yapilarin korunmasi veya yukari dogru diizenlenmis
efluks pompalar1 gibi diger mekanizmalar da rol oynayabilmektedir (Hopkins ve ark.
2005).

Kromozomal Hedef Bolge Mutasyonlar ile (Floro)Kinolonlara Direng: E.
coli'de (floro)kinolonlarin birincil hedefi, iki GyrA alt birimi ve iki GyrB alt biriminden
olusan girazdir. Topoizomeraz IV, Gram-negatif bakterilerde ikincil bir hedef
olusturmaktadir. Bu enzim iki ParC ve iki ParE alt biriminden olusmaktadir.
Mutasyonlarin ¢ogu, GyrA'da Ala67 ve GInl07 arasinda bulunan kinolon direncini
belirleyen bolgede bulunmakta ve mutasyonlar en sik 83 ve 87 kodonlarinda meydana

gelmektedir. gyrA genindeki tek mutasyonlar kinolonlara diren¢ kazandirabilmekte,
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ancak florokinolonlara direng i¢in gyrA ve/veya parC i¢inde daha fazla mutasyon
gerekmektedir. Cogu parC mutasyonu 80 ve 84 kodonlarinda meydana gelir (Hopkins
ve ark. 2005). Giraz ve topoizomeraz IV, replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon
ve DNA onariminda birlikte c¢alismaktadir. Kinolon direnci, kinolon baglanma
afinitesini azaltan su-metal iyon kopriisiindeki serin veya asidik amino asit kalintisinin
modifikasyonlari yoluyla giraz / topoizomerazin baglanmasini 6nlemektedir. Bu amino
asit ikamelerinin konumu, kinolon direnci belirleme boélgesi olarak adlandirilmaktadir
(Cabral ve ark., 1997; Hill, 2016).

Cikis Pompa Mekanizmasi ile (Floro)Kinolonlara Direng: E. coli'deki ¢ikis
aracili direng, AcrR gen pompa aktivitesinde artan mutasyonlara sahip AcrAB-TolC
¢ikis pompas: tarafindan aracilik etmektedir (Wang ve ark., 2001). Mutasyonlar,
marR'yi etkisiz hale getirerek, acrAB ve tolC'nin aktivasyonunun artmasina neden
olmakta, bu da ompF geninin translasyonunu azaltarak, nihayetinde akis1 azaltmakta ve
kinolon akigini arttirmaktadir (Alekshun ve Levy, 1997; Hill, 2016).

Plazmid Kaynakh Diren¢ Mekanizmalar ile (Floro)Kinolonlara Direnc: ilk
plazmid aracili kinolon direnci (PAKD) belirleyicisi olan gnrAl'in 1997'de
tanimlanmasindan bu yana, PAKD genlerinin kiiresel yayilimi konusunda ciddi
endiseler bulunmaktadir. (i) DNA'y1 kinolon baglanmasindan koruyan Qnr benzeri
proteinler (QnrA, QnrB, QnrC, QnrD ve QnrS), (ii) siprofloksasin ve enrofloksasin gibi
belirli florokinolonlari modifiye eden AAC (6')-1b-cr asetiltransferaz ve (iii) aktif efluks
pompalart (QepA ve OgqxAB) dahil olmak iizere g¢esitli plazmid kodlu direng
mekanizmalar1 tanimlanmaktadir. Genel olarak, bu diren¢ belirleyicileri kinolonlara
(veya florokinolonlara) karsi yiiksek diizeyde direng¢ saglamamakta, daha ziyade bu
antimikrobiyal ajanlara karsi daha az duyarlilik saglamaktadir. Bununla birlikte,
kromozomal olarak kodlanmis ek mekanizmalar yoluyla daha yiiksek direng seviyeleri
sergileyen izolatlarin se¢imine katkida bulunabilmaktadir (Rodriguez-Martinez ve ark.,

2016; Poirel ve ark., 2020).

2.2.7.4 Makrolid Antibiyotikler ve Diren¢c Mekanizmalar:

Makrolid antibiyotikler Oncelikle, {ist solunum yolu enfeksiyonlarinin ve
yumusak doku enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Penisiline alerjik
reaksiyonu olan hastalarin tedavisinde Ozellikle yararlanilmaktadir Kesfedilen ilk

makrolid antibiyotik, eritromisin ilk olarak 1950'lerin basinda kullanilmakta ve WHO
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tarafindan insan tibbi igin kritik 6neme sahip antibiyotikler olarak listelenmektedir
(Lewis, 2013).

Ketolidler, 14 iiyeli eritronolid A halkasinin 3 pozisyonunda o-L-kladinoz
parcgasinin ikame edilmesiyle sentezlenmekte bu da daha fazla asit stabilitesi saglamakta
ve direnci onlemektedir (Douthwaite ve Champney, 2001). Makrolid antibiyotikleri,
protein translasyonunu bloke eden ribozomun 50S alt birimine tersine ¢evrilebilir
sekilde baglanarak islev gormektedir (Sturgill ve Rapp, 1992). Ketolidler, 23S rRNA'ya
baglanarak makrolid direngli bakterilere baglanmay1 saglamaktadir (Zuckerman, 2004;
Hill, 2016)

Makrolid direnci genellikle metilasyon veya mutasyon yoluyla ribozomal
modifikasyon, ¢ikis pompasit ve ila¢ inaktivasyonu gibi mekanizmalar aracaligla
gerceklesmektedir. Ribozomal hedefin metilasyonu en yaygin direng mekanizmasidir ve
1956 yilinda eritromisinin klinige girmesinden kisa bir siire sonra ortaya ¢ikan ilk tespit
edilen direngtir (Leclercq, 2002). Erm proteinleri, sonu¢ olarak makrolid
antibiyotiklerin baglanmasini 6nleyen 23S ribozomal alt biriminde nemli bir adenin
kalintisin1 dimetile ederek yaklasik 40 farkli erm geninin tanimlanmasini saglamakta, bu
direng ve islev tarzindan sorumludur (Roberts ve ark., 1999). Makrolid antibiyotiklerin
cikis pompast Gram negatif bakterilerde oOncelikle RND pompalari, Grampostif
bakterilerde ise ABC ve MFS pompalari araciligiyla gergeklesmektedir (Leclercq, 2002;
Hill, 2016).

2.2.7.5 Tetrasiklin Antibiyotikleri ve Diren¢c Mekanizmalari

Tetrasiklinler 1940'larda kesfedilmistir. Etki mekanizmasi, protein sentezini
engellemek igin aminoasil-tRNA'nin mRNA-ribozom kompleksine baglanmasinin
inhibisyonu yoluyla ger¢eklesmektedir. Etki sekline bakilmaksizin, tetrasiklinler, genis
aktivite spektrumlar1 ve sinirlt yan etkileri nedeniyle (klinikte kullanilan bakteriyostatik
konsantrasyonlardan) hem klinik hem de veterinerlik tibbinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Chopra ve Roberts 2001). Hayvansal kaynakli E. coli'de karsilasilan
baslica tetrasiklin direnci mekanizmalar1 arasinda (1) major kolaylastirict siiper ailesinin
proteinleri tarafindan aktif akis ve (2) ribozom korumasi yer almaktadir (Poirel ve ark.,
2020).

Tetrasiklinlerin yaygin kullaniminin yarattig1 segici baskinin bir sonucu olarak,

E. coli de dahil olmak iizere birgok bakteri tetrasiklin direnci gelistirmistir. Tetrasiklin
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diren¢ genleri etki ettikleri mekanizmalara gore, dokuz tetrasiklin ¢ikis pompasi geni
[tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(J), tet(L) ve tet(Y)], E. coli‘de ribozom
koruyucu proteinleri [tet(M) ve tet(W)] kodlayan iki tetrasiklin direng¢ geni ve
tetrasiklinleri inaktive eden bir oksidorediiktaz [tet(X)] kodlayan bir gen tanimlanmistir
(Poirel ve ark., 2020).

2.2.7.6 Polimiksin Antibiyotikler ve Diren¢ Mekanizmalari

Kolistin (polimiksin E olarak da bilinir), Gram-negatif bakterilerin dis
membranindaki LPS'yi hedef alan bir polipeptit antibiyotiklerdir. Kolistin, E. coli de
dahil olmak iizere cesitli Enterobacteriaceae tiirlerine karsi aktifken, Proteus spp. ve
Serratia spp. gibi digerleri dogal direnglidir. Kolistine karsi direng, kromozomal
genlerdeki mutasyonlara veya edinilmis direng genlerine bagl olabilmektedir (Poirel ve
ark., 2017). Coklu ilaca direncli (CID) Gram-negatif bakterilerin kiiresel olarak
yayilmasi nedeniyle, polimiksinler son c¢are antibiyotikler olarak son zamanlarda ¢ok
ilgi gormektedir (Hill, 2016). Mikrobiyolojik olarak inaktif olan ancak inhalasyondan
sonra aktif hale gelen kolistin siilfat ve CMS (kolistin metansiilfat, kolistin siilfonil

metat, penta-sodyum kolistimetansiilfat) olmak iizere iki tiir kolistin mevcuttur (Li ve
ark., 2006).

Polimiksinler, Gram-negatif bakterilerin dis zarina baglanarak etki etmektedirler
Polimiksinlerin baglanmasi, zarin bozulmasina ve lipopolisakkaridin (LPS) salinmasina
neden olmaktadir (Peterson ve ark., 1985). Bakteriler tarafindan kullanilan direng
mekanizmalar1 arasinda, fosfoetanolamin (PEtN) ve 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L
AradN), deasilasyon ve hidroksilasyonu lipid A grubunun kovalent modifikasyonu
yoluyla LPS'nin modifikasyonunu igermektedir (Raetz ve ark., 2007). E. coli
izolatlarindaki polimiksin direnci LPS-modifiye edici enzimleri kodlayan genlerle
iligkili olabilmektedir. pmrCAB operonu, bir fosfoetanolamin fosfotransferaz PmrC, bir
yanit regiilatorii PmrA (BasR olarak da adlandirilir) ve bir sensor kinaz proteini PmrB
(BasS olarak da adlandirilir) olmak {izere ii¢ proteini kodlamaktadir (Poirel ve ark.,
2017).

Kasim 2016'da, plazmid kaynakli ilk polimiksin diren¢ geni olan mcr-1
tanimlanmis ve fosfoetanolamin transferazi kodlamaktadir (Liu ve ark., 2016). mcr-1
tiretimi, LPS'nin lipid A kisminin modifikasyonuna yol acarak daha katyonik bir LPS ve

sonug olarak polimiksinlere kars1 direngle sonuglanmaktadir (Poirel ve ark., 2017).
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2.2.7.7 Siilfonamid ve Trimetoprim Antibiyotikleri ve Diren¢ Mekanizmalari

Stilfonamidler ve trimetoprim, folik asit sentez yolundaki farkli basamaklari
inhibe eden sentetik antibiyotiklerdir. Siilfonamidler ilk olarak 1930'larda tanitilmakta
ve hem Kklinik hem de veterinerlik tibbinda kullanilmaktadir. Siilfonamid etkisi, r-
amino-benzoik asit baglayici dihipteroat sentazin (DHPS) yapisal bir analogu olarak
hareket eden alternatif substrat baglanmasi yoluyla ger¢eklesmektedir. DHPS,
dihidrofolik asit olusturmak i¢in folik asit biyosentez yolunda rol oynar, dolayisiyla

DHPS'nin baglanmasi bu olusumu engellemeketedir (Skold, 2000).

Siilfonamidlere Kars1 Direng: E. coli'de stilfonamid direnci ti¢ sul genlerinden
herhangi biri aracilik eetmektedir: sull, sul2 veya sul3. sull geni 6zellikle yaygindir
clinkii sinif 1 entegronlarin 3'-korunmus segmentinin bir pargasidir. Bu nedenle, sull
geni genellikle siif 1 entegronlarin degisken kismindaki gen kasetlerinde bulunan diger
antimikrobiyal direng genleriyle birlikte bulunmaktadir (Recchia ve Hall, 1995). sull
genini igeren Sinif 1 integronlar genellikle GSBL geni tasiyan ¢oklu direng plazmidleri
de dahil olmak tizere plazmidler iizerinde bulunmaktadir(van Essen-Zandbergen ve ark.,
2009). sul2 geni E. coli'den RSK10010 iizerinde tanimlanmustir ve direng plazmidleriyle
iliskilendirilmistir. sul2 geni genellikle streptomisin direng genleri StrA-strB ile
baglantilidir (Kikuvi, 2007 #168). sul3 geni ilk olarak 2003 yilinda domuzlardan izole

edilen E. coli suslarindan tanmimlanmigtir  (Perreten ve Boerlin, 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada, 12.07.2019-15.10.2019 tarihleri arasinda Mus ilinde tarimsal
sulamada kullanilan Murat Nehri (M), Karasu Cay1 (K), Golet Yurt (GY) ve Golet Balik
(GB) lokasyonlarindan su numuneleri alindi1 ve su numunelerinden E. coli suslari izole
edildi.

3.1 Su Orneklerinin Alinmasi

Su ornekleri, Murat Nehri (M) igin tarihi Murat Kopriisii ayaklari yakinindan,
Karasu Cayi (K) i¢in Mus-Bitlis karayolu D-955 ile Karasu Cayinin kesistigi bolgeden,
Golet Yurt (GY) i¢in Mus ili sehir merkezine yaklasik 8 km uzaklikta Giizeltepe
mahallesinde bulunan sulama goletinden ve Golet Balik iginde (GB) Mus Alparslan
Universitesi kampiisii igerisinde bulunan géletten “Su Kirliligi Kontrolii Y6netmeligi
Numune Alma ve Analizi Metodlar1 Tebligi” ne gore toplam 54 su numunesi alindu.
Mikrobiyolojik analizler i¢in steril kaplarda alinan numuneler +4°C’de 2 saat igerisinde

laboratuvara getirildi.

3.2 Su Orneklerinin Filtrasyonu

Laboratuvara getirilen 54 su numunesi, membran filtrasyon yontemi kullanilarak
filtrasyon islemine tabi tutuldu (Sekil 3.1). Her bir su numunesi steril membran
filtrasyon cihazinda 0,45 pm’ lik gézenek capli membran filtreden siizdiirtildd, steril
pens ile filtre kagidi alinarak Chromogenic Coliform Agar (CCA) iizerine filtrenin
altinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi. Iki kromojenik substrat igeren
CCA Dbesiyeri E. coli'nin %96's1 icin spesifiktir. Bu besiyerindeki kromojenik
substratlar, Salmon-GAL kromojenik substratin1 B-D-galaktosidaz enzimi pargalamakta
ve X-Glucuronide substratini ise E. coli igin karakteristik olan f-D-glukuronidaz enzimi
tarafindan parcalanarak CCA {izerinde koyu mavi ila mor koloniler olarak
goriinmektedirler (Turner ve ark., 2000). Bu sekilde hazirlanmig petriler 37°C' de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda koyu mavi-mor renkteki kolonilerden Eosine
Methylene Blue Agar (EMB) besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile aktirildi ve 35°C' de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda metalik yesil renk veren saf koloniler elde
edildi. Elde edilen saf koloniler %50 gliserol igerisinde stoga alinmis ve -20°C' de

muhafaza edildi.
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Sekil 3. 1 Membran filtrasyon sistemi ve numuneler

3.3 Koloni PZR

Izole edilen E. coli suslari, TSA besiyerinde ¢izgi ekim yontemi ile 35°C' de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda olusan tek kolonilerden 6ze yardimi ile
secilen bir koloni 50 pl distile su igerisinde siispanse edildi. Bu siispansiyonlar PZR

caligmalarinda kalip DNA olarak kullanildi (Bergkessel ve Guthrie, 2013).

3.4 Agaroz Jel Hazirlamisi ve Elektroforez

% 1’ lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0.5 g agaroz tartilarak 50 ml 1X Tris Base -
Borik asit - EDTA (TBE) eclektroforez tamponun igerisine eklendi. Jel mikrodalga
firmda ~ 2 dakika ¢6ziinmesi saglandi. Coziinme isleminden sonra oda sicakliginda
sogutularak sicakligin ~ 40°C” ye diisiiriilmesi saglanip igerisine % 4 liik olacak sekilde
2 uL Etidyum bromit (EtBr) cozeltisi eklenip karistirildi. Onceden hazirlanmis ve
taraklar1 yerlestirilmis elektroforez kiivetine jel hava kabarcigi olmayacak sekilde
yavasga dokiilerek ve 25-30 dakika katilasmasi igin bekletildi. Katilasan jelden taraklar
dikkatlice ¢ikartilarak kiivet elektroforez tankinin igerisine yerlestirildi. PZR cihazindan
aliman Ornekler yiikleme boyasi (loading dye) eklenerek mikropipet ile taraklarin
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olusturmus oldugu jel kuyucuklarina yiiklendi. 120 V’ da 20 dakika elektroforez
cihazinda yiiriitiildii. Markor olarak Genmark Gen-100 DNA Ladder 100-3000 bp LC
kullanild1. Yiriitiilme isleminden sonra agaroz jel Canon G11 Jel Goriintiileme cihazina
yerlestirilerek UV 151k altinda 365 nm dalga boyunda fotograflar ¢ekildi. Bu ¢alismada
agaroz jel elektroforezi yontemi uidA gen bolgesi taranmasi, RAPD PZR ve plazmit

izolasyonu testlerinin tirlinlerini yiiriitmede kullanildi.

3.5 izole Edilen Suslarda uidA Gen Bélgesinin Taranmasi

Elde edilen saf kolonilerin E. coli oldugunu PZR yontemi ile dogrulamak igin
uidA°  gen  bolgesine  spesifik  olarak  tasarlanan =~ UAL-1939  (5-
TATGGAATTTCGCCGATTTT-3) ve UAR-2105 (5'-
TGTTTGCCTCCCTGCTGCGG-3') primerleri kullanildi. PZR tiiplerine Cizelge 3.1 ‘te
yer alan bilesenler karigtirtlmigtir. PZR cihazinda Cizelge 3.2°deki reaksiyon kosullari
olusturuldu. E.coli tespiti i¢in en yaygim kullanilan substrat, 4 metilumbelliferil B-D-
glukuronidi (MUG) parcalayan B-D glukuronidaz (GUD) enziminin varligina
dayanmaktadir. GUD, E. coli'de uidA geni tarafindan kodlanan indiiklenebilir bir
enzimdir (Martins ve ark., 1993).

Cizelge 3. 1 uidA gen bolgesi taranma PZR bilegenleri

PZR Bileseni Miktar (nL)
dH,O 11,4
Primer R 0,6
Primer F 0,6
Taq Buffer 2
MgCl, 1,3
dNTP 2
Taq Polimeraz 0,1
Kalip DNA 2

Toplam Reaksiyon Hacmi 20
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Cizelge 3. 2 uidA gen bolgesi taranma PZR kosullari

Asama Sicaklik ('C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95 5 dk. 1
Denatiirasyon 95 1 dk.
Baglanma 50 1 dk. 25
Uzama 72 1 dk.
Son Uzama 72 10 dk. 1
Bekleme 4 Hold

PZR iiriinleri %1 lik agaroz jelde Thermo Fisher SM 0311 marker esliginde
yiritildi ve ~ 200 bp biiyilikligiinde ¢ogaltilmasi beklenen gen bolgesinin varlig: jel
tizerinde olusan bant profilleri incelendi. Gen bdlgesi bakimindan pozitif olan klonlar E.

coli olarak kabul edildi.

3.6 RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNAs) PZR Analizi

RAPD analizinde suglara ait DNA {izerinde rastgele se¢ilmis 8-10 bp
oligoniikleotidin, tesadiifi olarak baglanarak PZR ile ¢ogaltma yapildi. izole edilen E.
coli suslarina ait DNA’lar bircok RAPD primerleri ile deneme yapildi. Kullanilan
RAPD primerleri Cizelge 3.3’te gosterildi. OPA8 (5’-CCTGGGTGGA-3’), OPA29 (5°-
AGGGCGTAAG-3’), OPA30 (5-AAAACCGGGC-3’) ve OPAl1247 (5'-
AAGAGCCCGT-3") RAPD primerlerinin kullanimi ile RAPD-PZR analizi sonucunda
bant profilleri gozlemlendi. PZR tiiplerine Cizelge 3.4 ‘te yer alan bilesenler karigtirildi.
PZR cihazinda Cizelge 3.5’deki reaksiyon kosullar1 olusturuldu. PZR iirtinleri %1 lik
agaroz jelde Thermo Fisher SM 0333 marker esliginde yuritildi ve ~ 200 bp
biiyiikliigiinde ¢ogaltilmas1 beklenen gen bolgesinin varligr jel iizerinde olusan bant

profilleri incelendi.
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Cizelge 3. 3 RAPD PZR i¢in denenen primerler

Primer Sekansi sant Primer Sekansi Bant
Profili Profili
3P -CGGGGGATGG- - 24P -CAGGCCCTTC- -
4P -CTGCTGGCAC- - 25P -TCGGCGATAG- -
SP -GTGCTCGTGC- - 27P -ATCTGCGAGC- -
7P -TTACCTGGGC- - 28P -ACTTCGCCAC- -
9P -GAGCACGGGG- - 29P -AGGGCGTAAG- -
12P -GCACTGACCT- - 30P -AAAACCGGGC- -
13P -TTCCCCGCT- - 31P -GTAGACCCGT- -
14P -GGGCTCGTGG- - OPA7 -GAAACGGGTG- -
15P -GGGGGCTTGG- - OPA8 -CCTGGGTGGA- +
19P -GGTGGCGGGA- - OPA9 -TCCCACGCAA- -
20P -CCGAATTCCC- - OPAl1l4 -TGCTGCAGGT- -
21P -AGGGGCGGGA- - OPA29 -AGGGCGTAAG- +
23P -CCCACATTCC- - OPA30 -AAAACCGGGC- +
OPA1247 - AAGAGCCCGT- +
Cizelge 3. 4 RAPD PZR bilesenleri
PZR Bileseni Miktar (uL)
dH,O 94
Primer 15
Taq Buffer 2
MgCl, 2
dNTP 2
Taqg Polimeraz 0,1
Kalip DNA 3

Toplam Reaksiyon Hacmi 20
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Cizelge 3. 5 RAPD PCR reaksiyon kosullar1 (Suardana vd., 2013).

Asama Sicaklik ('C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyon 95 5 dk. 1
Denatiirasyon 95 1 dk.
Baglanma 50 1 dk. 25
Uzama 72 1dk.
Son Uzama 72 10 dk. 1
Bekleme 7 Hold

3.7 Antibiyotik Direncliliginin Belirlenmesi

Antibiyotik direngliligini belirlemek i¢in izole edilen E. coli suslar1 Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) belirtilen disk difiizyon yontemine gore yapildi.
Calismamizda Ampisilin (AM, 10 pg), Gentamisin (CN, 10 pg), Kloramfenikol (C, 30
ng), Siprofloksasin (CIP, 5 pg), Eritromisin (E, 15 pg), Kanamisin (K, 30 pg),
Rifampisin (RA, 5 nug), Siilfametoksazol (SMZ, 300 pg), Tetrasiklin (TE, 30 pg) ve
Vankomisin (VA, 30 pg) antibiyotik diskleri kullanidi.

Bakteri siispansiyonu hazirlamak igin 16-24 saat 35°C'de gelistirilen E. coli
kiiltiirleri steril pepton kullanilarak yaklasik 10 kob/ml olacak sekilde seri diliisyonlar
yapildi. Steril bir swap yardimi ile bakteri siispansiyonu antibiyotik duyarlilik testi i¢in
hazirlandi TSA besiyeri iizerine yayildi. Petrilerin iizerine uygun araliklarla antibiyotik
diskleri yerlestirildikten sonra 35 °© C'de 24 saat inkiibe edildi. Yapilan g¢alismanin
dogrulugunu gostermek i¢in kontrol olarak E. coli ATCC 25922 susu kullanildi.

Inkiibasyon sonunda olusan zon caplar1 mm olarak cetvel yardimi ile 6lciildii.
Sonuglar European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
kilavuzundaki Enterobacterales ile ilgili deger tablolarina gore duyarli (S), orta duyarl
(I) veya direngli (R) olarak yorumlandi (EUCAST, 2019). Antibiyotik direnglilik test

sonu¢larinin yorumlandig: standartlar Cizelge 3.6 ‘de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 6 Enterobacterales igin zon ¢aplar1 yorumlama standartlar1 (EUCAST, 2019)

Antibiyotik Zon Cap: (mm)

Antibiyotikler Konsantrasyonu (pg) R (Direngli) l;lf)(l)ar:ﬁ ) S (Duyarh)
Ampisilin (AM) 10 <14 - >14
Gentamisin (CN) 10 <17 - >17

Kloramfenikol (C) 30 <17 - >17
Siprofloksasin (CIP) 5 <22 22-24 >25

Eritromisin (E) 15 <13 14-17 >18

Kanamisin (K) 30 <13 14-17 >18
Rifampisin (RA) 5 <15 - >16

Siilfametoksazol (SMZ) 300 <10 11-15 >16
Tetrasiklin (TE) 30 <14 12-18 >19
Vankomisin (VA) 30 <9 10-11 >12

3.8 Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu igin stok soliisyonundaki E. coli suglar1 her birinde 5
ml uygun antibiyotik i¢eren Luria Bertani (LB) mediumu bulunan tiiplere eklendi.
Tiipler 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibayon sonunda Sabine Ehrt ve Dirk
Schnappingerin Alkali Lizis ile E. coli'den Plazmidlerin izolasyonu protokoliine gére
uygulama gerceklestirildi (Ehrt ve Schnappinger, 2003). Protokoliin basamaklari
asagida acgiklandi. Izolasyon sonucunda elde edilen plazmidler %1 lik agaroz jelde
yiirtitiilerek goriintiilendi.
Protokoliin basamaklart;
1. 5 ml LB mediumundaki E. coli suslar1 her biri 20 sn boyunca 5000
rpm’de santrifiij edildi.
2. Santrifij sonunda olusan siipernatantin 4 ml atilmig. Pellet, 1 ml

sipernatant ile ¢ozdiiriildi ve steril mikrosantrifiij tiiplerine konuldu.
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Numuneler 2000 rpm’de 2 dk santriflij yapildi ve sonunda siipernatant
atildi.

Pellet 500 uL STE (sakkaroz/trissEDTA; %8/50mM(pH:8.0)/50mM
(pH:8.0)) buffer: ile ¢ozdiiriildii ve 37°C’de 20 dk etiivde bekletildi.

Siire sonunda etiivden alinan numune tiiplerine iizerine 100 uL GTE
(glikoz/tris/EDTA;  50mM/25mM(pH:8.0)/10mM(pH:8.0))  buffar
eklendi ve 65°C de 10 dk etiivde bekletildi.

Stire sonunda etiivden alinan numune tiiplerine 200 pL sodyum
hidroksitli SDS tamponu ve 100 uL sodyum asetat tamponu eklendi.
65°C’de 10 dk etiivde bekletildi. Etiv sonunda tiipler 5 dk buzda
bekletildi.

Buzda bekletme isleminden sonra tiiplerin iizerine 150 pLL HSS ( ytiksek
tuz soliisyonu) eklendi ve tiipler 5 dk buzda bekletildi.

Tiipler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij edilen numunelerin siipernatant kismi steril mikrosantrifiij
tiiplerine alindi. Tiiplerin tizerine 500 pL izoproponol eklendi.

Tiipler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

Tiiplerdeki pellete 100 puL soguk %96°lik etanol eklendi ve tiipler 2000
rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

Santrifiij edilen numunelerin slipernatanttt atildi ve pellete 100 pL
%7011k etanol ile ¢ozdiiriildii.

Numuneler 2000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda numuneler 37°C°de 30-60 dk etiivde kurutuldu.
Kurutma isleminin sonunda pelletlere 50 ml DNaz-RAaz free steril su ile
¢Ozduriildi.

Cozdiiriilen numuneler -20°C’de sakland.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 Farkh Kaynaklardan E. coli izolasyonu

Calismamizda; 15 adet M’den, 9 adet K’ dan, 15 adet GY’ den ve 15 adet
GB’den olmak iizere toplamda 54 tane su numunesi alinmistir. Su numuneleri membran
filtrasyon yontemiyle CCA besiyerine ekimi yapilarak inkiibe edilmistir. Cizelge 4.1°de
numunelerin alindigir ve tarihleri ile membran filtrasyon yontemi sonucunda olusan

toplam E. coli sayilar1 belirtilmistir.

Cizelge 4. 1 Alinan numunelerin membran filtrasyon yontemi ile tespit edilen toplam E. coli (kob/100
ml) sayilari

Numunenin Alindig1 Yer Numunenin Alindigi Tarih Toplam E. coli sayisi
17.09.19 10
15.10.19 70
28.08.19 4
20.09.19 122
Karasu Cay1 (K) 10.10.19 596
09.10.19 104
13.10.19 473
12.07.19 229
11.10.19 354
20.09.19 2
12.07.19 2
Murat Nehri (M) 28.09.19 1
25.09.19 1
17.09.19 2
Golet Balik (GB) 13.10.19 1
17.09.19 3
13.10.19 1
Gilet Yurt (GY) 03.10.19 2
20.09.19 6
08.10.19 1

Farkli kaynaklardan alinan toplam 54 su numunesinin sadece 20 su numunesinin
CCA iizerinde koyu mavi ila mor koloniler goriilmiis diger numunelerin CCA iizerinde
pembe veya beyaz kolonilerin olustugu gézlenmenmis ve daha sonraki ¢aligmalara bu

numuneler dahil edilmemistir.
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Su numunesi alinan dort farkli kaynaktan toplam E. coli sayis1 en fazla Karasu
Cayinda tespit edilmistir. Karasu Caymin hem hayvansal atigin hemde kanalizasyon
atigin karismasi ile kirliligin olabilecegi diisiiniilmektedir. Johnson ve ark. (2003),
tarafindan yapilan ¢aligmada, su 6rnekleri ile hayvansal digskilarindan olusturulan giibreler
arasinda iliski oldugu goriilmiistiir (Johnson ve ark., 2003).

Aydin (2021) ¢alismasinda Van bolgesine ait farkli kaynaklardan almis oldugu
toplam 55 su numunesinin % 34.54 oraninda E. coli oldugu tespit edilmistir (Aydin,
2021). Kankur (2016) ¢alismasinda 1 Nisan-1 Agustos 2015 tarihlerinde Istanbul
Anadolu yakasina ait istanbul 3 Nolu Halk Sagligina gelen toplam 1875 su numunesinin
%1.07’sinde E. coli oldugu tespit edilmistir (Kankur, 2017). Ekici ve ark. (2010)
tarafindan Van ve yoresindeki igme ve dogal kaynak sularinin koliform grubu ve E. coli
yoniinden incelemelerinde 24 dogal kaynak ve 176 sebeke suyu olmak iizere toplam
200 su numunesi toplanmig ve toplanan su numunelerinden %18.5’1 E. coli igerdigi
belirlenmistir (EKici ve ark., 2010). Mustafa (2020), Sakarya ili sinirlar1 igerisinde yer
alan Poyrazlar Golii’'nden Kasim 20 farkli noktadan toplam 120 su numuneleri alinarak
goliin mikrobiyal kalitesi arastirilmak istenilmis ve su numunlerin %4.5 ‘G E. coli
oldugu tespit edilmistir (Mustafa, 2020). Kozan (2020), Corum ilinde bulunan Obruk
Baraj Goli'nde yapilan arastirmada 11 farkli lokasyondan su numuneleri alinmis ve
numunlerin  %36’sinin  E. coli oldugu tespit edilmistir (Kozan, 2020). Bizim
caligmamizda ise Mus ilinden almis oldugumuz dort farkli su kaynaklarindan toplam 54
su numunelerinin %37,04 oraninda E. coli oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye ‘nin birgok
yoresinde yapilan c¢alismalarda birka¢ calisma disinda bizim c¢alismamiz benzerlik
gostermektedir. Ulkemiz sularindan E. coli’nin izolasyonu igme sulari ve tarimsal
sulamada kullanilan sularin istenen standartlarda olmadigini1 gostermistir. Bunun sebebi
yeterli 6zellikle kirsal kesimde atik sularinin yeterli bir sekilde aritma olmadan ¢evresel

sulara karismasi olarak diisiiniilmektedir.

4.2 Saf Koloni Elde Etme

CCA besiyerinde lireme gosteren koloniler E. coli igin segici besiyeri olan
Eosine Methylene Blue (EMB) Agar besiyerine A, B ve C seklinde paralel ekim

yapilmustir, sonuglar1 ve verilen sus numaralari Cizelge 4.2° de verilmistir.
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Sus No Numuneler EMB Ureme Sus No Numuneler EMB Ureme
1 17.09.19-KA + 26 13.10.19-KA +
2 15.10.19-KB + 27 10.10.19-KB +
3 17.09.19-KC + 28 20.09.19-MA™ +
4 28.09.19-KB + 29 03.10.19-GYA™ +
5 13.10.19-KC + 30 03.10.19-GYB +
6 17.09.19-KB + 31 25.09.19-M" +
7 11.10.19-KA + 32 13.10.19-GY”" +
8 20.09.19-KA + 33 13.10.19-GB” +
9 11.10.19-KB + 34 17.09.19-GBA™ +
10 13.10.19-KB + 35 28.09.19-M" +
11 28.09.19-KA + 36 17.09.19-GYB +
12 12.07.19-KB + 37 08.10.19-GY”" +
13 09.10.19-KA + 38 20.09.19-GYB +
14 09.10.19-KC + 39 25.09.19-GYA +
15 10.10.19-KC + 40 17.09.19-GYA +
16 09.10.19-KB + 41 20.09.19-GYA +
17 28.09.19-KC + 42 17.09.19-GBB™ -
18 11.10.19-KC + 43 20.09.19-GYC -
19 12.07.19-KA + 44 20.09.19-MB™ -
20 20.09.19-KB + 45 17.09.19-GYC -
21 20.09.19-KC + 46 12.07.19-MA™ -
22 15.10.19-KA + 47 12.07.19-MB™ -
23 10.10.19-KA + 48 25.09.19-MA -
24 12.07.19-KC + 49 03.10.19-GYA™ -
25 15.10.19-KC +

yapilmigtir.

“CCA besiyerinde tek koloni olustugu i¢in EMB besiyerine tek koloniden ekim yapilmistir.
CCA besiyerinde iki tane koloni olustugu i¢in EMB besiyerine iki paralel olacak sekilde ekim

EMB besiyerindeki sonuglara gore ekim yapilan 49 numuneden 41 numunesinde

tireme gozlenmistir. Cizelgede de iireme olan sus numaralari pozitif olarak belirtilmistir.

4.3 uidA Gen Bolgesinin Taranmasi

uidA gen bolgesine spesifik olarak tasarlanan primer seti ile gergeklestirilen

koloni PZR sonucunda olusan firtinler %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilmustiir. uidA gen

bolgesine ait bant profilinin jel gorlintiisii incelenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 uidA gen bolgesinin agaroz jeldeki bant olusumlari. Bos: Yiikleme yapilmayan kuyu

E. coli igin segici besiyeri olan EMB besiyerinde 41 numunenin tremeleri
goriilmesine ragmen suslarin %85’inde UidA gen bolgesine ait bant goriilmiistiir.
Sonraki ¢alismalarda 34 numune iizerinden devam edilmistir.

Martins ve ark. (1993) tarafindan yapilan ¢alismada, su kaynaklarindan elde
edilen 435 suslarin uidA gen bolgesine bakilmis ve izolatlarin %97,7'sinde E. coli
suslar1 saptanmigtir (Martins ve ark, 1993). Alsanjary ve ark. (2022) tarafindan Eyliil
2020 ve Ocak 2021 tarihleri arasinda Ninova Valiligi ¢evresinde bulunan farkli
bolgelerden siit ¢iftliginin ¢esitli alanlarindan rastgele yatak, toprak, digki, yem, siit, su,
isci elleri ve sineklerin her birinden 50 toplamda 400 numune toplanmustir. izole edilen
suglarin UidA gen bolgesine bakilmis ve E. coli' nin en yiiksek oran1 %76 (38/50) ile
sineklerden, en diisiik orani ise %12 (6/50) ile ¢alisanlarin ellerinden elde edildigi tespit
edilmistir. Yatak, diski, siit, toprak, yem ve sudan izole edilen E. coli yiizdesi sirasiyla
%46 (23/50), %38 (19/50), %34 (17/50), %28 (14/50), %28 (14/50) ve %18 (9/50)
olarak bulunmustur (Alsanjary ve Sheet, 2022 #192). Green ve ark. (1991)
caligmalarinda sulardaki fekal kirliligi tespit i¢in UidA gen bolgesi taramasi yaparak

izole ettikleri suslarin %30’u E. coli ¢ikmistir (Green ve ark., 1991).
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4.4 Elde Edilen Suslarin Antibiyotik Direnclilik Testi

Izole edilen E. coli suslarmim 10 farkli antibiyotige duyarlihig: disk difiizyonu
testi ile belirlenmistir. Suslarin her biri 3 paralel olacak sekilde ¢alismaya alinip
sonuglarin zon ¢aplart mm olarak Slgiilmiistiir (Sekil 4.2). Sonuglar, EUCAST (2019)’a
belirtilen degerlere gore degerlendirilip Cizelge 4.3 olusturulmustur. Antibiyotik
direnclilik testi sonucunda antibiyotiklerin olusturduklari zon c¢aplart EK-1’de yer

almaktadir.

Izole edilen 34 E. coli suslar1 eritromisin ve rifampisine %100, vankomisin
%97.05, tetrasiklin ve gentamisine %385.29, siilfametaksozol %70.58, kanamisin

%47.05, ampisilin %35.29, siprofloksasin %23.52 ve kloramfenikol %5.8 oranlarinda

direngli olduklari tespit edilmistir.

Sekil 4. 2 Suslarin disk difiizyon testi sonucuna gore olusturduklari zonlar
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Cizelge 4. 3 izole edilen E. coli suslarinin antibiyotik direnglilik degerlendirilme sonuglari

Antibiyotikler

Sus No E TE CN VA K AM SMZz
s o OC” p, @5 @ @ @ @ W (SCLZ) (5R,fg D
ng) ng) ng) ng) ng) ng) ng)
1 S R I R R [ R R R S
2 S R I S R [ S S R [
3 S R I R R [ R [ R R
4 S R R S R [ R [ R R
5 S R I S R [ S S R R
6 S R R S R [ S S R [
8 S R I R R [ S S R [
9 S R R R R [ R R R R
10 S R R R R R S S R R
11 S R R R R [ R [ R R
12 S R R R R [ S S R R
15 R R R R R R R S R R
17 S R R R R R R R R R
19 S R R R R [ S R R R
20 S R R R R R S [ R R
21 S R R R R R S [ R R
23 S R R R R R R R R R
25 S R R R R [ S S R R
26 S R R R R [ R R R R
27 S R R R R [ R S R R
28 S R R R R R S S R R
29 S R R R R R S S R R
30 S R R S R [ S S R |
31 S R R R R [ S [ R S
32 S R R R R R S S R R
33 R R R R R R R R R R
34 S R R R R R R R R R

35 S R R R R | S S R R
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36 S R R R R R S S R R
37 S R R R | | S S R S
38 S R R R R R S | R S
39 S R R R R R S S R |
40 S R R R R R S S R |
41 S R R R R R S S R R
R % 58 100 85,29 85,29 97,05 47,05 35,29 23,52 100 70,58
1 % 0 0 14,7 0 2,94 52,94 0 20,58 0 17,64
S% 94,11 0 0 147 0 52,94 64,70 55,88 0 11,76

C: Kloramfenikol, E: Eritromisin, TE: Tetrasiklin, CN: Gentamisin, VA: Vankomisin, AM,
Ampisilin, K: Kanamisin, CIP: Siprofloksasin, RA: Rifampisin, SMZ: Siilfametaksozol

Akkan ve ark.(2019), Giresun Batlama Deresinden izole edilen E. coli’lerin
antibiyotik diren¢ diizeyleri yaz mevsimi aylarinda; ampisilin %66.7, tetrasiklin %42.4,
kloramfenikol %39.4, eritromisin %33.3, sonbahar mevsimi aylarinda; ampisilin %56.7,
tetrasiklin ve eritromisin %33.3, kloramfenikol %30, kis mevsimi aylarinda; ampisilin
ve tetrasiklin: %46.2, kloramfenikol %38.5, eritromisin %26.9 ve ilkbahar mevsimi
aylarinda; tetrasiklin %81.5, eritromisin %70.4, ampisilin %66.7, kloramfenikol %44.4
olarak tespit edilmistir (Akkan ve Topkaraoglu, 2019). Yapmis olduklari ¢alismada
farkli mevsimlerde aliman su numunelerinden izole edilen E. coli’lerin antibiyotik
direnglilikleri arasinda ¢ok bir degisikligin olmadig1 goriilmemektedir. Calismamizda
sonbahar mevsininde su numuneleri alind1 ve bu c¢alismadaki sonbahar mevsimindeki
sonuglar karsilastirildiginda en yiiksek direnglilik oran1 ampisilin iken bizim
calismamizda ise eritromisin ¢ikmistir. Kloramfenikol bizim g¢alismamizda en diisiik
direnglilik oranina sahip iken, bu c¢alismada ise direnglilik oranin daha yiiksek oldugu

gorilmektedir.

Dogan (2008), Istanbul Kiiciikgekmece Lagiiniinden izole edilen toplam 71 E.
coli suslariin en yiiksek direnglilik oran1 % 62.5 ile ampisilin oldugu ve kloramfenikol
ise %30,99 olarak tespit edilmistir (Dogan, 2008). Bizim ¢alismamizla yapilan bu iki

antibiyotikle karsilastirildiginda benzerlik goriilmemektedir.

Can (2011), Ankara ilindeki ¢esitli su kaynaklarindan izole ettigi E. coli suslar
ile yapmis oldugu ¢aligmada ampisilin’e % 100, siilfametaksozol’e % 42.9, tetrasiklin’e

% 28.6, ve kloramfenikol’e % 2.9 oranlarinda direngli olarak tespit edilmistir.



47

Gentamisin, kanamisin ve siprofloksasine direngli izolat bulunmamistir (Can, 2011).
Yapilan calismamizla karislagtirildiginda kloramfenikol direnglilik oranit benzerlik
gostermektedir. Ampisilin en yiiksek direnclilik oranma sahip oldugu goriilmektedir.
Bizim calismamizda ise en yiiksek direnglilik eritromisin ve rifamisin’de oldugu
goriilmektedir. Eritromisin ve rifamisinin direngliliginin plazmit kaynakli oldugu

distiniilmektedir.

Sivri ve ark.(2016), Istanbul giineybati sahilinden almis olduklar1 su
nunumelerinden izole edilen suslari ile yapmis oldugu calismada ampisilin’e % 89,6,
tetrasiklin’e % 49,2, kloramfenikol’e % 10,5 oranlarinda direng tespit edilmisti (Sivri ve
Akbulut, 2016). Bu c¢alisma ile bizim ¢alismamiz Kkarsilastirildiginda antibiyotik

direnclilik oranlar1 benzerlik gdstermemektedir.

Kayis (2022), Atatiirk Baraj goliinden aliman su numunelerinden izole ettigi
E.coli suslari ile yapmis oldugu ¢alismada eritromisin’e % 95, tetrasiklin direngliligi %
14.28, kloramfenikol direngliligi % 8.50 ve izole edilen bakterilerin tamaminin ise
gentamisin karsit hassas olduklar1 bulunmustur (Kayis, 2022). Calismamiz ile
karigilastirildiginda eritromisin ve kloramfenikol direnglilik oranlar1 arasinda benzerlik
oldugu goriilmektedir. Calismamizda tetrasiklin direnclilik orani yiiksek oldugu ama

Kayis (2022)’nin yapmis oldugu ¢alismada diisiik bir orana sahip oldugu goriilmektedir.

Calismamiza ve benzer ¢alismalara bakilarak Tiirkiye’nin farkli su kaynaklari ile
yapilan g¢alismalarda en fazla direnglilik oranina ampisilin ve en diisiik direnglilik
oranina ise kloramfenikol’e ait oldugu goriilmektedir. Ampisilin lilkemizde tip ve
hayvancilikta en ¢ok kullanilan antibiyotik olmasi bu durumda biiyiik etkisi olabilicegi
diistiniilmektedir. Kloramfenikol’in diisiik ¢ikmasi ise hayvancilikta gida iireten
hayvanlarda kullanimi 1994 yilinda Avrupa Birligi tarafindan yasaklanmis ve bu
durumda direng gelisiminin 6niine ge¢mesine neden olmustur (Schwarz ve ark., 2004).
B-laktamlar, tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler ve siilfonamidler gibi
antibiyotikler, sadece bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in degil ayn1 zamanda
gida i¢in kullanilan hayvanlarin biiyiime hizin1 arttirmada gida katki maddeleri olarak
da kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2013). Bizim ¢alismamizda hayvansal kaynaklarin
yogun oldugu bolgeler oldugu icin direnglilik oranlarin ile antibiyotik kullaniminin

benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
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4.5 Suslarin RAPD PZR Profilleri

Izole edilen E.coli suslarmin OPA-8, OPA-29, OPA-30 ve OPA-1247 primerleri
kullanilarak gergeklestirilen RAPD-PZR sonucunda olusan tirtinler %1 lik agaroz jelde

yuritilmistir.

Cizelge 4. 4 RAPD- PZR i¢in yeni numune kodlari

Sus No Numune Yeni Numune

Kodlarilan

1 17.09.19-KA K1

2 15.10.19-KB K2

3 17.09.19-KC K3

4 28.09.19-KB K4

5 13.10.19-KC K5

6 17.09.19-KB K6

8 20.09.19-KA K7

9 11.10.19-KB K8

10 13.10.19-KB K9

11 28.09.19-KA K10
12 12.07.19-KB K11
15 10.10.19-KC K12
17 28.09.19-KC K13
19 12.07.19-KA K14
20 20.09.19-KB K15
21 20.09.19-KC K16
23 10.10.19-KA K17
25 15.10.19-KC K18
26 13.10.19-KA K19
27 10.10.19-KB K20
28 20.09.19-MA M1
29 03.10.19-GYA Pond1-1
30 03.10.19-GYB Pond1-2
31 25.09.19-M M2
32 13.10.19-GY Pond1-3
33 13.10.19-GB Pond2-1
34 17.09.19-GBA Pond2-2
35 28.09.19-M M3
36 17.09.19-GYB Pond1-4
37 08.10.19-GY Pond1-4
38 20.09.19-GYB Pond1-5
39 25.09.19-GYA Pond1-6
40 17.09.19-GYA Pond1-7
41 20.09.19-GYA Pond1-8

Jel goriintiisii sonucu elde edilen bantlarin filogenetik analizi TotalLab TL 120
(Nonlinear Dynamics LTD) programinda yapilmistir. OPA-8 primeri ile gerceklestirilen
RAPD-PZR sonuglarina ait jel goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir. OPA-29 primeri ile
gergeklestirilen RAPD-PZR sonuglarina ait jel goriintiisii Sekil 4.4’de verilmistir. OPA-
30 primeri ile gergeklestirilen RAPD-PZR sonuglarina ait jel goriintiisii Sekil 4.5” de
verilmistir. OPA-1247 primeri ile gergeklestirilen RAPD-PZR sonuglarina ait jel
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goriintiisti  Sekil 4.6’de verilmistir. RAPD-PZR islemi i¢in kullanilan E. coli

numunelerinin numaralandirilmasi Cizelge 4.4'de gosterilmistir.
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ekil 4. 6 OPA- 1247 primeri ile gerceklestirilen RADP-PZR sonuclarinin %1'lik gérintiileri
S p gergekles ¢ g

Farkli su kaynaklarindan izole edilen 34 E. coli izolat1 ve kontrol olarak E. coli
(ATCC 25922) kullanilmistir. Cizelge 4.5’da, farkli primerlerin kontrol susu ile
karsilastirilarak olusturduklari toplam polimorfik bant sayilar1 gosterilmistir. OPA-8
primeri ile yapilan RAPD uygulamasinda en fazla polimorfik bant sayist olustugu
goriilmektedir. En az polimorfik bant say1 OPA-29 primeri ile olustugu goriilmektedir.

Birden fazla ve farkli RAPD primerinin kullanilmasi RAPD isleminin ayirt etme
giiciinii artirabilmektedir. Chansiripornchai ve ark. (2001) calismalarinda alt1 farkli
primer kullanmiglardir. Ayn1 arastirmacilar bu primerlerden rastgele 4 primerin farkli

kaynaklardan gelen E.coli susu iizerinde en yiiksek ayirt edici giicii verdigini
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bulmuslardir (Chansiripornchai ve ark., 2001). Gomes ve ark. (2005), ¢aligmalarinda
OPAC 04, OPAC 07, OPAC 09, OPAC 11 ve OPAC 12 primerlerinin her bir serotip
icin polimorfik bant desenleri olusturdugunu ve tiim serotipleri birbirinden ayirt
edebildigini gostermislerdir (Gomes ve ark., 2005). Bizim ¢alismamizda da 27 farkli
primer denenmis yanliz rastgele 4 farkli primerde polimorfik bant desenleri olusturdugu

ve tiim suslarin birbirinden ayirt edilebildigi sonug elde edilmistir.

Cizelge 4. 5 Primerlerin RAPD sonucu olugturduklari toplam polimorfik bant sayilari

Primer Sekansi Polimorfik Bant Sayisi
OPA-8 CCTGGGTGGA 138
OPA-29 AGGGCGTAAG 96
OPA-30 AAAACCGGGC 104
OPA-1247 AAGAGCCCGT 100

Farkli kaynaklardan izole edilen E. coli suslari arasindaki genetik akrabalik,
Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°daki dendrogramlarla gosterilmistir.
Primerler arasindaki benzerlik katsayilar1 birbirinden farklilik géstermektedir. OPA-30
primeri en yakin benzerlik katsayisin1 verirken en uzak benzerlik katsayist OPA-8

primerinde goriilmektedir.
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Sekil 4. 7 OPA-8 primeri ile olusturulan dendrogram. P1-5 susu OPA-8 primerinde bant olusturmadig
bant profilinden gériilmektedir.

Sekil 4.7’ de, E.coli suslariin OPA-8 primeri ile 2 ana sinif, 29 diigiim ve 21 alt
siifa ayrildiklart goriilmektedir. Ayn1 kaynaktan izole edilen E.coli suslarinin bir arada
yer aldig1 goriilmektedir. K5 ile K9 suslar1 arasindaki benzerlik katsayist 0,58 oldugu
gorilmektedir. Benzerlik katsayis1 0,57 olan P1-1 ile K6 suslar1 farkli su

kaynaklarindan izole edilmisler ama yakin akraba olabileceklerini gostermektedir.
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Sekil 4.8 de, E. coli suslarinin OPA-29 primerine gore 2 ana sinif, 33 diigiim ve

23 alt sinifa ayrildiklar goriilmektedir. P2-2 ile P1-3 arasindaki benzerlik katsayisi 0,95

ile en yiiksek benzerlik katsayis1 oldugu goriilmektedir. Benzerlik katsayist 0,85 olan 2

tane alt sinif olan K12 ile K14 suslar1 ve M2 ile P1-2 suslari gelmektedir. E.coli

suslarmin dendrogramina bakildiginda ayni su kaynaklarindan izole edilen suslarin bir

arada yer aldigin1 OPA-29 primerinde de goriilmektedir.
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Sekil 4. 9 OPA-30 primeri ile olusturulan dendrogram

Sekil 4.9, OPA-30 primeri ile olusturulan dendrogramda 1 ana sinif, 2 sinif, 34
diigiim ve 23 alt sinifin yer aldig1 goriilmektedir. Benzerlik katsayis1 1 olan P2-1 ile P2-
2 suslarindan olugmaktadir ve bir arada yer alan P1-2 susunun benzerlik katsayisi 0,95
oldugu goriilmektedir. Farkli su kaynaklarindan izole edilen P1-6 ile K7 suslarinin
benzerlik katsayist 0,85 oldugu goriilmektedir. Ayni su kaynaklarindan izole edilen
suslarin benzerlik katsayma gore bir gruplar olusturmaktadir. Farkli kaynaklardan izole

edilmis ama benzerlik katsayis1 yakin olan suslarda goriilmektedir.
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Sekil 4.10 dendrograminda, E. coli suslarinin 2 ana smif, 30 digim ve 21 alt
simifa ayrildigi goriilmektedir. P1-8 ile K8 ve M2 ile P1-1 suslarinin bant profilleri
olusmamis ve sistem benzerlik katsayini 1 olarak gostermektedir. K3 ile K4 suslarinin
benzerlik katsayisi 0,82 oldugu goriilmektedir. Ayn1 su kaynaklarindan izole edilen K11
ile K12, K13 ile K15 suslarinin ve farkli su kaynaklarindan izole edilmis P1-5 ile M3

suslarinin benzerlik katsayisinin 0,78 oldugu goriilmektedir.
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Suardana ve ark. (2013) ¢aligmalarinda, on dokuz E.coli izolat: 10 farkli RAPD
primeri ile uygulanmis ve toplam 126 polimorfik bant bulundugunu tespit edilmistir.
Dendrogramlarinda, 18 diigiimli 19 alt kiimeye ayrildigimi gosterilmistir. Alt kiime 1,
benzerlik katsayisi 1 olan insan ve sigir suslarindan olusmustur. Alt kiime 2, alt kiime 1
(digim 1) ile benzer sekilde benzerlik katsayisi 1 olan sigir izolatindan olusmustur. Alt
kiime 3, alt kiime 2 (diigim 2) ile benzer sekilde benzerlik katsayisi 0,99 olan sigir
izolatindan olusmustur (Suardana ve ark., 2013). Allhaby ve ark. (2021), ¢alismalarinda
Ekim-Aralik 2019 tarihleri arasinda Bakuba sehrinde 110 musluk suyu 6rneginden 10
E. coli izolat1 izole edilmistir. Izolatlar RAPD polimorfik bant sayis1 temelinde
siiflandirilmis ve dendrogramlarinda 2 ana smif, 8 diigiim, 4 alt sinifa ayrilmistir. Bir
izole ise grup disinda yer almistir (Allhaby ve All-Taai, 2021). Radu ve ark. (2001),
25 bonfile sigir eti ve 3 tavuk eti burger 6rneginde toplam 28 E. coli O157:H7
susu tespit edilmistir. Dendrogramda, 28 izolat RAPD-PCR ile iki ana smif ve 22 tek
izolata ayrilmistir (Radu ve ark., 2001). Bando ve ark.(1998) caligmlarinda 33
enteroinvaziv E. coli (EIEC), 12 EIEC olmayan ve 39 Shigella susu ile RAPD teknigi
kullanilarak analiz edilmis ve dendrogrami olusturulmustur. Dendrogramin, iki ana
smifi vardir: Birinci smif, Shigella suslarini igermis ve ikinci smif, EIEC ve EIEC
olmayan suslar1 icermistir. Birinci simf 2 kiimeden olusmaktadir. ikinci smifta ise 3
kiime bulunmustur. Bu bes kiime i¢in 0,25 ile 0,50 arasinda bir benzerlik katsayisi
bulunmustur (Bando ve ark., 1998). Hannah ve ark. (2009) yapmis olduklari ¢alismada
et ve insan digkisidan izole ettikleri E. coli suslarinin RAPD dendrograminda >%80
profil benzerligi seviyesinde 12 kiime igerdigi, bunlardan ti¢cii hem et hem de insan
calisma izolatlarin1 igermekte oldugunu ve farkli kaynaklardan izole edilen izolatlarin
pontansiyel genomik benzerlikleri gésterilmistir (Hannah ve ark., 2009). Gomes ve ark.
(2005), calismalarinda kiimes hayvanlarindan izole edilen 15 E. coli serotipi, 8 farkli
rastgele primer kullanilarak RAPD-PCR yapmuslardir. Primerlerin her biriyle yapilan
amplifikasyon sonucunda farkli sayida polimorfik bant i¢eren bantlarin olusmasiyla
sonuclanmistir. Dendrogramda serotipler iki ana sinifta toplanmistir. Ana siniflardan
toplamda 12 alt simifa ayrilmustir. ki ana smif arasindaki maksimum baglanti mesafesi
yaklagik olarak 162 birim bulunmustur. Farkli alt kiimelerde yer alan E. coli serotipleri
arasinda yiizde 75'lik maksimum benzemezlik bulunmustur. Aym alt kiime i¢inde yer
alan E. coli serotipleri arasinda en az yiizde 33'liik bir benzerlik gézlenmistir (Gomes ve
ark., 2005). Yapilan RAPD-PCR calismalari ile izole edilen E. coli suslar1 arasindaki
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genetik akrabaliklari ve birbirleri arasindaki benzerlik oranlari bulunmak istedigini
ortaya koymustur. Bizde kendi c¢alimamizda rastgele dort farkli primer ile
gerceklestirdigimiz RAPD-PCR teknigi ile izole etmis oldugumuz suslarin benzerlikleri
gosterilmistir. Dendrogramlardaki dal uzunluklari suslar arasindaki genetik mesafe ile

orantili ve bu da soy gruplarinin kolayca tanimlanmasini saglamaktadir.
4.6 Plazmit izolasyonu

E. coli suslar1 protokole uygun olarak izole edilmis sonucunda olusan iriinler

%1’ lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. izolasyon sonucuna ait jel goriintiileri Sekil 4.11’

da verilmistir.

Sekil 4. 11 Plazmid izolasyonun agaroz jel goriintiisii
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Plazmid dendrogramina gore; tiim suslarin bant profillerinin birbirleri ile yakin

ya da uzak akrabalik iliskileri degerlendirildiginde ise, iki veya daha fazla sus igeren 2
simif ve 8 alt sinifa ayrildiklar1 goriilmektedir. P1-8 ve K7; K19, K18, K9 ve K8; M3,
P2-2, P1-3, M2, P1-2, K17, K16, K1, P1-9, P1-7, P1-6 ve P1-5; K11, K10, K14, K13 ve
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K12; K3, K2, K6, K5 ve K4 alt smiflarin kendi iginde birbirine benzer olduklari
goriilmektedir.

Plazmid dendrogramlar ile antibiyotik duyarliliklar ile karsilagtirildiginda P1-8
ve K7; K19, K18, K9 ve K8 ve K3, K2, K6, K5 ve K4 alt simiflarinin direnglilik
profilleri birbirleri iginde benzerlik gostermektedir. Direnglilik 6zellikleri plazmid

kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Oztiirk ve ark. (2017), mastitisli sigir siitlerinden izole ettikleri Enterococcus
faecalis izolatlarinin plazmid profillerinin ¢alismasinda farkli bolgelerden alinan
numune izolatlarinin ayn1 plazmid igeriklerine sahip izolatlar oldugu goriilmiis ve bu
durum da klonal yayilimi desteklemislerdir (Oztiirk ve Tiirkyillmaz, 2017). Bizim
calisgmamizda P1-8 ve K7; M3, P2-2, P1-3, M2, P1-2, K17, K16, K1, P1-9, P1-7, P1-6
ve P1-5 numunelerinin benzer plazmid igerigine sahip olduklar1 ve farkli bolgelerden

alinan numuneler olmasi da klonal yayilim olabilcegini diistindiirmektedir.

Ash ve ark. (2002), Amerika Birlesik Devletleri'ndeki nehirlerden elde edilen E.
coli izolatlar1 ile antibiyotik direnci tizerine yaptiklar1 bir ¢aligmada ampisilin ve diger
ilaglara (siprofloksasin, tetrasiklin, kloramfenikol, kanamisin ve streptomisin dahil)
karst direncin plazmid aracili oldugunu gostermislerdir (Ash ve ark., 2002). Bizim
calismada ise eritromisin, rifampisine, vankomisin, tetrasiklin ve gentamisine direngli
olduklart goriilmekte ve eritromisin ile tetrasiklinin direnglilikleri plazmid kaynakli

olabilecegi disiiniilmektedir.

Chigor ve ark. ( 2010) yiizey sularindan izole edilen E. coli suslarindan plazmid
igeren 22 izolatin tamami (%100) tetrasikline direngliyken, sadece 10'u (%45,5)
siprofloksasine direngli oldugu bulunmustur. Toplamda, sekiz izolat iki veya daha fazla
plazmid igermekte oldugu goriilmiistiir (Chigor ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda
tetrasikline direncli %485.29, siprofloksasin direngli ise %23.52 bulundu ve

tetraksiklinin direngliligi plazmid kaynakli olabilecegi diistintilmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Antibiyotigin kesfinden giinlimiize kadar gecen siiregte bilingsiz ve yanlis
antibiyotik ~ kullanimi  ile  antibiyotik atiklarinin  su  ortamimna  karigmasi
mikroorganizmalarin diren¢ mekanizmalar1 gelistirmesine olanak saglamistir. Su,
mikroorganizmalarin gelismesi ve tiremeleri igin ideal bir ortam olusturmaktadir. Su
ortami antibiyotik direncli mikroorganizmalarin yayilimin1  kolaylastirmaktadir.
Antibiyotik diren¢li mikroorganizmalarin gelecekte ciddi bir saglik problemi olabilecegi
distiniilmektedir. Bu problemin zararlarini en aza indirmek igin bir¢ok {ilke antibiyotik
kullanimiyla ilgili bazi1 6nlemler ve politikalar gelistirmistir. Ulkeler gelistirmis
olduklar1 6nlem ve politikalar1 hizli bir sekilde uygulamaya koymalar1 gerekmektedir.
Su ortaminda E. coli fekal kirlilik gostergesi bir mikroorganizmadir. Sularda E. coli’ nin
bulunmasi halk sagligi agisindan ciddi bir tehlike olusturmaktadir. Bu sebeple su
ekosistemlerindeki E. coli suslarinin antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi biiyiik

onem arz etmektedir.

5.2 Oneriler

Yapmis oldugumuz ¢alisma ve diger yapilan arastirmalarda su ortamlarinin su
kalitesi agidan standartlara uymadigi gértilmistiir. Su kalitesinin iyi bir diizeye gelmesi
i¢in su ortamlarina, ¢evresel atiklarin atilmasinin oniine gegilmeli veya daha iyi artima
sistemlerinin kurulmasi 6nerilmektedir.

Hayvancilik ve tarim da amacinin disinda kullanilan antibiyotigin Oniine
gecilmek igin egitimli ve bilingli personeller tarafindan belirli bir standartta tabii olacak
sekilde kullanimi 6nerilmektedir.

Su kaynaklarimizdaki, antibiyotik direngli bakterilerin tespiti ic¢in Yyasal

diizenlemelerin olusturulmasi 6nerilmektedir.
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EKLER

EK-1 Suslarin antibiyotik duyarlilik zon ¢aplari

SUS AMPISILIN (AM)

NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 6 6 6 6 R
2 19 19 19 19 S
3 6 6 6 6 R
4 6 6 6 6 R
5 20 18 18  18,66667 S
6 19 19 18  18,66667 S
8 16 16 14 1533333 S
9 8 7 8 7,666667 R
10 17 18 18  17,66667 S
11 9 7 8 8 R
12 16 18 17 17 S
15 7 7 7 7 R
17 6 6 6 6 R
19 17 18 20  18,33333 S
20 17 16 16  16,33333 S
21 17 16 16  16,33333 S
23 8 7 7 7,333333 R
25 17 19 17  17,66667 S
26 7 7 7 7 R
27 9 8 8 8,333333 R
28 18 17 16 17 S
29 17 17 18  17,33333 S
30 19 19 19 19 S
31 18 18 19  18,33333 S
32 16 15 15  15,33333 S
33 707 7 7 R
34 7 8 8 7,666667 R
35 18 16 16  16,66667 S
36 14 15 15  14,66667 S
37 17 16 17  16,66667 S
38 19 20 19  19,33333 S
39 15 17 16 16 S
40 11 16 16  14,33333 S
41 14 15 14  14,33333 S
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C (KLOROMFENIKOL)

C ORT DIRENC DURUMU
1 23 22 25 23,333333 S
2 26 27 25 26 S
3 22 23 24 23 S
4 22 22 21 21,666667 S
5 23 24 24 23,666667 S
6 21 21 21 21 S
8 22 20 21 21 S
9 20 21 21 20,666667 S
10 21 21 20 20,666667 S
11 20 20 20 20 S
12 19 19 20 19,333333 S
15 7 7 7 7 R
17 20 20 20 20 S
19 21 21 21 21 S
20 20 21 20 20,333333 S
21 18 19 19 18,666667 S
23 19 19 20 19,333333 S
25 18 19 19 18,666667 S
26 21 20 19 20 S
27 17 19 19 18,333333 S
28 18 18 19 18,333333 S
29 19 19 20 19,333333 S
30 22 20 21 21 S
31 20 20 19 19,666667 S
32 19 20 19 19,333333 S
33 8 8 8 8 R
34 19 21 19 19,666667 S
35 19 17 19 18,333333 S
36 19 20 19 19,333333 S
37 20 18 18 18,666667 S
38 19 18 18 18,333333 S
39 19 18 18 18,333333 S
40 19 19 19 19 S
41 17 17 17 17 S
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SUS GENTAMISIN (CN)

NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 15 16 16 1566667 R
2 16 18 18  17,33333 S
3 16 16 17  16,33333 R
4 18 18 16  17,33333 S
5 18 17 17  17,33333 S
6 18 17 19 18 S
8 16 15 16 1566667 R
9 15 15 16  15,33333 R
10 15 14 16 15 R
11 14 15 14  14,33333 R
12 14 14 15  14,33333 R
15 13 13 13 13 R
17 13 13 13 13 R
19 14 14 13  13,66667 R
20 12 13 13  12,66667 R
21 13 13 13 13 R
23 12 13 13  12,66667 R
25 14 15 20  16,33333 R
26 15 15 16  15,33333 R
27 16 16 16 16 R
28 14 14 14 14 R
29 13 13 14  13,33333 R
30 20 19 20  19,66667 S
31 16 15 16 1566667 R
32 14 16 15 15 R
33 15 13 15  14,33333 R
34 12 12 13  12,33333 R
35 15 15 14  14,66667 R
36 14 14 13  13,66667 R
37 16 17 16  16,33333 R
38 16 16 15 1566667 R
39 13 13 12 12,66667 R
40 12 12 12 12 R
41 14 15 15  14,66667 R
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SUS CIPROFLOKSASIN (CIP)
NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 21 22 23 22 R
2 31 30 31 30,66667 S
3 21 24 22 2233333 |
4 22 22 23 2233333 |
5 25 27 25 2566667 S
6 28 27 28  27,66667 S
8 29 28 27 28 S
9 8 9 8 8333333 R
10 33 34 33 3333333 S
11 22 22 23 2233333 |
12 30 30 30 30 S
15 25 26 26 2566667 S
17 21 22 21  21,33333 R
19 21 22 22 21,66667 R
20 22 23 22 2233333 |
21 22 21 27 2333333 |
23 20 21 21  20,66667 R
25 29 26 28  27,66667 S
26 21 21 21 21 R
27 31 33 31 31,66667 S
28 25 26 25 2533333 S
29 34 34 34 34 S
30 31 31 30 30,66667 S
31 24 25 24  24,33333 |
32 23 26 26 25 S
33 19 18 18  18,33333 R
34 21 22 22 21,66667 R
35 27 28 26 27 S
36 29 28 27 28 S
37 30 28 31  29,66667 S
38 25 24 25  24,66667 |
39 31 31 32  31,33333 S
40 29 28 28 2833333 S
41 30 30 31 30,33333 S
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SUS ERITROMISIN (E)

NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 77 7 7 R
2 13 13 12 12,66666667 R
3 6 6 7 6,333333333 R
4 7 7 6 6,666666667 R
5 8 8 8 8 R
6 10 11 12 11 R
8 12 13 11 12 R
9 6 6 7 6,333333333 R
10 9 8 8 8333333333 R
11 * 6 6 6 R
12 * * * * R
15 9 9 11 9,666666667 R
17 * 6 6 6 R
19 8 8 8 8 R
20 10 10 9 9,666666667 R
21 7 7 8 7,333333333 R
23 6 * * * R
25 7 8 8 7,666666667 R
26 6 6 6 6 R
27 8 8 8 8 R
28 7 9 7 7666666667 R
29 8 9 8 8333333333 R
30 10 9 10 9,666666667 R
31 10 8 10 9,333333333 R
32 10 11 10 10,33333333 R
33 10 10 9 9,666666667 R
34 8 8 8 8 R
35 8 8 8 8 R
36 9 9 9 9 R
37 12 11 12 11,66666667 R
38 9 6 7 7,333333333 R
39 707 7 7 R
40 6 7 6 6,333333333 R
41 6 7 6 6,333333333 R
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SUS KANAMISIN (K)

NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 15 15 16 15,33333333 |
2 18 17 17 17,33333333 |
3 15 15 15 15 |
4 16 16 15 1566666667 |
5 16 15 17 16 |
6 15 15 16 15,33333333 |
8 16 14 17 1566666667 |
9 14 14 15 14,33333333 |
10 14 14 13 13,66666667 R
11 14 14 14 14 |
12 15 14 13 14 |
15 12 13 12 12,33333333 R
17 13 13 13 13 R
19 14 15 14 14,33333333 |
20 12 14 14 13,33333333 R
21 14 13 13 13,33333333 R
23 13 12 13 12,66666667 R
25 15 16 18 16,33333333 |
26 14 14 15 14,33333333 |
27 15 14 14 14,33333333 |
28 13 14 14 13,66666667 R
29 13 13 13 13 R
30 16 16 16 16 |
31 16 14 14 14,66666667 |
32 13 14 12 13 R
33 14 13 13 13,33333333 R
34 13 13 13 13 R
35 14 15 14 14,33333333 |
36 13 12 12 12,33333333 R
37 14 14 14 14 |
38 13 12 12 12,33333333 R
39 11 11 13 11,66666667 R
40 11 10 11 10,66666667 R
41 12 12 12 12 R
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SUS RIFAMPISIN (RA)

NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 9 10 9  9,333333 R
2 8 7 8 7666667 R
3 9 9 8 8666667 R
4 11 10 11 10,66667 R
5 7 7 7 7 R
6 12 13 12 12,33333 R
8 6 6 6 6 R
9 7 7 7 7 R
10 8 8 9 85333333 R
11 8 7 8 7666667 R
12 7 7 7 7 R
15 10 8 10  9,333333 R
17 8 8 8 8 R
19 11 10 11 10,66667 R
20 7 7 7 7 R
21 9 8 9 8666667 R
23 10 10 10 10 R
25 9 9 8 8666667 R
26 6 6 7 6333333 R
27 8 7 7 7333333 R
28 8 7 7 7333333 R
29 7 8 8  7,666667 R
30 9 10 12  10,33333 R
31 8 9 8 85333333 R
32 11 10 10  10,33333 R
33 6 6 7 6333333 R
34 8 8 9 85333333 R
35 10 10 10 10 R
36 7 7 7 7 R
37 12 13 12 12,33333 R
38 10 11 11 10,66667 R
39 8 9 10 9 R
40 8 8 8 8 R
41 10 10 10 10 R
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SUS SULFAMETAKSAZOL (SMZ)
NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 21 19 18  19,33333 S
2 10 12 17 13 I
3 10 9 9 9,333333 R
4 10 10 8 9,333333 R
5 13 12 12 12,33333 R
6 12 13 15  13,33333 I
8 18 15 17  16,66667 I
9 8 8 8 8 R
10 11 13 13  12,33333 R
11 1 9 9 9,666667 R
12 8 7 9 8 R
15 9 7 9 8,333333 R
17 9 8 7 8 R
19 11 12 12  11,66667 R
20 8 8 9 8,333333 R
21 9 11 12  10,66667 R
23 8 8 10  8,666667 R
25 13 13 10 12 R
26 9 10 11 10 R
27 10 9 11 10 R
28 19 10 8 12,33333 R
29 12 11 12  11,66667 R
30 22 10 15  15,66667 I
31 26 26 21  24,33333 S
32 8 9 9 8,666667 R
33 7 7 8 7,333333 R
34 11 12 10 11 R
35 12 14 10 12 R
36 9 10 8 9 R
37 200 20 24  21,33333 S
38 22 19 24  21,66667 S
39 10 17 12 13 I
40 17 18 11  15,33333 I
41 13 10 10 11 R




SUS TETRASIKLIN (TE)

NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 17 15 18  16,66667 I
2 15 17 15  15,66667 I
3 18 18 17  17,66667 |
4 6 7 6 6333333 R
5 17 17 15  16,33333 I
6 12 14 14  13,33333 R
8 14 16 15 15 |
9 6 6 6 6 R
10 15 15 13  14,33333 R
15 * 6 6 6 R
17 * 6 6 6 R
19 13 14 13 13,33333 R
20 12 13 13 12,66667 R
21 14 13 13 13,33333 R
25 6 * x 6 R
26 13 13 12 12,66667 R
27 12 12 13 12,33333 R
28 13 13 13 13 R
29 6 6 6 6 R
30 12 12 13 12,33333 R
31 13 13 14  13,33333 R
32 13 13 14  13,33333 R
33 7 7 7 7 R
34 7 6 7  6,666667 R
35 13 13 13 13 R
36 14 13 14  13,66667 R
37 13 13 13 13 R
38 14 13 13 13,33333 R
39 13 13 12 12,66667 R
40 13 12 13 12,66667 R
41 13 13 13 13 R
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SUS VANKOMISIN (VA)

NO A B C ORT DIRENC DURUMU
1 7 7 7 7 R
2 * 6 ¥ 6 R
3 7 6 7 66666667 R
4 9 10 8 9 R
5 6 7 6 63333333 R
6 6 * 6 6 R
8 6 * 6 6 R
9 6 6 6 6 R
11 9 9 8 86666667 R
12 7 7 8 73333333 R
15 6 6 8 66666667 R
17 8 8 * 8 R
20 9 10 9 9,3333333 R
23 8 8 10 8,6666667 R
26 * 5 x 6 R
27 6 6 * 6 R
29 8 8 8 8 R
30 6 6 6 6 R
31 9 9 10 9,3333333 R
32 6 * * 6 R
33 7 7 7 7 R
34 7 6 6 63333333 R
35 7 6 7 66666667 R
36 7 7 6  6,6666667 R
37 10 10 10 10 |
39 9 9 8 86666667 R
41 6 * 6 6 R

81



OZGECMIS
KIiSISEL BILGILER
Adi Soyadi - Didem TASDELEN
Uyrugu . T.C
Dogum Yeri ve Tarihi :
Telefon
Faks
e-mail
EGITIM
Derece Ady, Tlce, i1
Lise : Cankaya 75.Y1l Anadolu Lisesi
Universite . Siileyman Demirel Universitesi

Yiiksek Lisans : Mus Alparslan Universitesi
Doktora

IS DENEYIMLERI

Yil Kurum

2022 Istanbul 3 Nolu Halk Saghg
Laboratuvari

2018-2021 Mus Halk Saghg Laboratuvari

2013-2015 Novagenix AR-GE Biyoanalitik
Laboratuvari

2012-2012 Mikro-Gen Genetik Tam1 Merkezi

UZMANLIK ALANI

YABANCI DiLLER

Ingilizce (orta)

BELIRTMEK iSTEGINiZ DIGER OZELLIiKLER

YAYINLAR

Bitirme Yihi

2003
2011
2023

Gorevi
Biyolog

Biyolog
Biyolog
Biyolog

82



